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RESUMEN

Después de analizar la literatura existente sobre la presencia
de coliformes totales, coliformes fecales y Pseudomonas aeruginosa

en el agua de las piscinas y su relacién con las infecciones sufri-
das, a menudo entre los bafistas y nadadores, se conoce que existen
numerosos trabajos que sefialan que los dos primeros grupos de bac-
terias no son los microorganismos que pudieran ser los adecuados en
el caso de las piscinas ya que en ellas las enfermedades detectadas
no son de naturaleza gastrointestinal. Sino mis bien de ojos, oido,
piel, tracto respiratorio superior y tracto urinario, por ello Pseu-
domonas aeruginosa es un microorganismo que con base en una revisién

bibliogrdfica permitié considerar de mayor importancia, su presencia,
como riesgo potencial en aguas de piscina.

Ademds pudo observarse que en México se han publicado escasos es-
tudios que revelan su existencia en las piscinas de uso pdblico y pri
vado, por lo que el prop6sito de nuestra investigacién fue el de ha-
cer un estudio de la calidad bacteriolégica del agua de piscina por
medio de las pruebas tradicionales de coliformes totales y coliformes
fecales y de Pseudomonas aeruginosa como una forma mis adecuada de

evaluaci6én de la calidad del agua de las piscinas, tomando en cuenta
la presencia y el ndmero (cuantificacifn) de estos tres grupos de mi-
croorganismos en 10 piscinas del &drea metropolitana.

Para ello se realiz6 el andlisis de 120 muestras de agua durante
un lapso de 11 meses a partir de octubre de 1985. En cada una de las
piscinas se hicieron las siguientes determinaciones: Cloro libre re-
sidual, pH, temperatura, andlisis de Pseudomonas aeruginosa, determi-

nacién de coliformes totales y determinacién de coliformes fecales.

Finalmente a través de este estudio se observ6 que las condicio-
nes de limpieza, la concentracién de cloro libre residual, el pH y la
temperatura fueron muy variables tanto de una piscina a otra como con
respecto de un dfa a otro de muestreo, por lo cual el n@mero de micro-



organismos investigados fue también muy variable. Encontréndose en
el 52.5%de las muestras de 1 - 195 UFC (unidades formadoras de colo
nias) de Pseudomonas aeruginosa por cada 100 ml de agua, en 71.0%
de ellas coliformes totales de 1 - 300 UFC por cada 100 ml. de agua,
y en el 12% de estas muestras se encontrb coliformes fecales desde

1 - 29 UFC por cada 100 ml de agua; lo que representa un riesgo pa
ra la salud de los usuarios, y a su vez considerando de gran impor-
tancia implementar medidas que disminuyan o eviten este riesgo.



I. INTRODUCCION

El uso de piscinas especialmente las de servicio p@iblico pueden
representar un peligro para la salud ya que diversas enfermedades
son transmitidas por el agua y como en este caso particular el con-
tacto es directo (agua-hombre) esta exposicidn da lugar a la presen-
cia de infecciones, en los nadadores o usuarios casualess como son
conjuntivitis (Weldeberg, 1963), otitis (Scaglio et al 1983; Sey-
fried et al 1984; Vasconcelos y Anthony 1985), rinofaringitis (Sey-
fried et al 1985), afecciones de la piel (James, 1979; Scaglio et
al 1983) e infecciones del aparato urogenital (King, 1974).)\Con ba
se en lo anterior es obvio que es importante poner atencibn a la ca-
lidad sanitaria del agua de piscinas que en la mayorfa de los casos
por desconocimiento estd relegada a un término de indiferencia por
los usuarios y/o administradores de las mismas. Ambos deberian es-
tar interesados en prevenir la propagacién de enfermedades infeccio
sas, manteniendo asi la salud del individuo. Ademés¥aeberia de exis
tir un técnico especializado en el control de 1la calidad del agua y
en la implantacifn de reglas en el uso de las piscinas que ayuden a
la prevencién de infecciones.

Como es sabido la calidad del agua estd determinada por el uso
que se le va a dar y como en las piscinas el contacto es directo, es
importante que se conozca y a la vez se conserve la calidad bacterio
16gica y fisico-qufmica del agua.

g Las pruebas que generalmente se han empleado en la determinacién
de la calidad bacteriolfgica del agua son aquellas que permiten cono
cer la presencia y densidad especifica de enterobacterias tales como
los coliformes totales, coliformes fecales y estreptococos fecales.
Pues la presencia en un n@imero elevado de estos microorganismos en
el agua (lo que ha quedado establecido tanto nacional como interna-
cionalmente), nos indican que existe un alto riesgo para la salud
por su asociacibn con excretas de animales de sangre caliente y con



una variedad de microorganismos patSgenos como Salmonella, Shigella,
Vibrio, Microbacterium, Pasteurella y virus entéricos (Dutka, 1977;
EPA, 1974, CIECCA, 1985).

La validez de usar los coliformes totales o los coliformes feca-
les en aguas recreacionales (especificamente agua de piscina) se ha
discutido con frecuencia debido a que las enfermedades que se han
detectado en estas aguas son en su mayor parte de tipo nasofaringeas,
del tracto respiratoririo superior y de la piel, mi&s que de tipo gas
trointestinal (Dutka, 1977; Esterman et al 1984; James, 1979; Mit -
chell, 1978; Scaglio et al 1983), por lo que los coliformes totales
y los coliformes fecales suelen ser solo una esperanza en la estima-
cibn de este tipo de riesgoy-asfi en 1963 el Comité de Salud Pdblica
de la Sociedad Americana de Ingenieros Civiles informaba "Que exis-
ten pocas o realmente ninguna prueba de que las enfermedades peligro

“sas estdn directamente asociadas con un gran nlmero de coliformes™
(Mitchell, 1978).

-

Garber, 1956 al revisar criterios municipales de algunos estados
de la Unién Americana observd que el rango de valor de los colifor-
mes iba de 50 a 3000 en 100 ml siendo que los estindares se expresan
en términos de su media geométrica y no exceden de 1000/100 ml.

“ Posteriormente (en 1968) el Comité de la Secretaria del Interior
de E. U, emiti6 su criterio para la calidad del agua, recomendando
que el agua dulce estuarina y marina se utilice con un promedio que
no exceda de 2000 coliformes por 100 ml.

La aplicacitn exitosa de estos criterios en agua potable se debe
en gran parte a las relaciones entre la presencia de un determinado
nGmero de organismos coliformes y las enfermedades gastrointestina-
les. Pero en el caso de las aguas de piscina los nadadores manifies
tan con mayor frecuencia enfermedades de oido, ojos, nariz y dolores
de gargante los cuales representan mis de la mitad de todas las enfer
medades,:pnqiiamos hablar de un 68% aproximadamenye (Mitchell, 1978).

\H‘.
S
A



5.

=~ La calidad del agua debe ser evaluada por la combinacidn de una
inspeccifn sanitaria con criterios bacteriolégicos amplios. Debido
a que es poco probable que la ingestifn accidental de patdgenos in-
testinales sea una ruta por la cual un nadador puede enfermar, pues
puede ser mucho mis importante, un patGgeno que ingrese a las vias

respiratorias superiores o que se aloje en la superficie del cuerpo
provocando enfermedades de la piel (Mitchell, 1978).

Sin embargo Dufour (1984), menciona que a partir de 1968 se han
usado en E, U. tres grupos de bacterias para indicar la calidad de
agua recreacional, el objetivo de ello es tener un indicador micro-
bioldgico que pueda suministrar una estimacibn del nivel de riesgo
desde el origen de la contaminacibn, donde los grupos son: colifor-
mes totales, colifurmes fecales y estreptococos, relacionfindolos
Ginicamente con enfermedades gastrointestinales.

Aclara ademfs que es conveniente analizar simultdneamente los
tres grupos de indicadorés debido a que la ausencia de cualquiera
de ellos no necesariamente excluye la presencia de los otros (CIE-
CCA, 1985).

Otro punto importante en el manejo de piscinas es el que se re-
fiere a la desinfeccifn y eliminaci6n de s6lidos. El método de des
infeccién general tanto por su efectividad como por su economia es
el de la cloracién (Seyfried, et al 1980) aunque existen otros mé-
todos y desinfectantes que ofrecen otras ventajas y desventajas para
su posible uso en casos particulares (por ejemplo bromo-halégeno,
Iodo (Favero y Drake 1966) y en algunas piscinas privadas el uso de
dicloroisocianurato de sodio (Favero, et al 1964) los andlisis fisi-
coquimicos de rutina se enfocan principalmente a la determinacibn de
cloro libre residual, la temperatura y el pH.

En lo referente a los s6lidos su eliminacidn no tiene mayor pro-
blema pues estos sistemas por regla general cuentan con un equipo de
bombeo y filtrado. Este equipo s6lo mantiene clara el agua, reduce



los nutrientes y la demanda de cloro remueve algunos microorganis-
mos, el pardmetro mis importante de las piscinas de natacidén es el
nivel de cloro libre residual. Asi la limpieza y la cloracidn de
las piscinas puede controlar en buena medida a los microorganismos
patbgenos, aunque existen otros, que son resistentes ya sea por ca-
racteristicas propias (por ejemplo la produccibén de una membrana
polisdcarida) (Seyfried et al 1980) o por la dindmica misma de la
piscina; En particular hablamos de los patbgenos de vida libre co-
mo P. aeruginosa, la que se multiplica en sitios poco accesibles a
la desinfeccifn (Esterman, 1984) y en especial cuando la concentra
cién de cloro es menor de 1.0 ppm (Esterman, 1984). Pues P. aeru-
ginosa es una bacteria cuya resistencia a la cloracidn es superior
a la de otros microorganismos en el agua (Favero y Drake 1966; Mer
chant y Parker 1961; Mitchell, 1978), se ha aislado de aguas de
piscinas desinfectadas con alguicidas de amonio cuaternario estabi-

lizado clorinado y de agua conteniendo menos de 0.3 mg/l de cloro
total residual.



ITI. JUSTIFICACION

No existe actualmente un indicador bacteriolbgico especifico pa
ra determinar la calidad del agua recreacional. Histlricamente se
han empleado a los coliformes; sin embargo su uso es cuestionable,
ya que apenas suministran informacién del peligro que se puede pre-
sentar en las piscinas.

Estudios efectuados en este tipo de agua (King, 1974; Mitchell,
1978; Seyfried et al 1985) demuestran que las infecciones que se ad
quieren en su mayor parte no son de tipo gastrointestinal, sino que
afectan al ofdo, tracto respiratorio superior, ojos, piel y aparato
urinario. Siendc necesario contar con otros microorganismos que in
diquen esta clase de infecciones.

Entre los organismos que se han propuesto como mejores indicado-
res de las infecciones que se presentan en agua de piscina, se encuen
tra P, aeruginosa. Esta bacteria es el agente etiol6gico de las infec
ciones de ofdos (Favero y Drake 1966; Mitchell, 1978) que son muy co-
munes entre los usuarios de piscinas, ademis puede infectar quemadu-
ras, vias nasofaringeas, ojos y aparato urogenital (Weldeberg, 1963).
Su presencia es indicativa de contaminacién por humanos y de desinfec
ci6én inadecuada (King, 1974). °

En algunos paises como Estados Unidos, Canadd y Francia se han
realizado diversos estudios encaminados a la determinacién de un nue
vo indicador para las aguas de piscina, a comparacibn de México en
donde los estudios son escasos.

Tomando en cuenta lo anterior y recordando que en México existen
diversos centros recreacionales en los que se practica la natacifn,
es importante realizar estudios en este campo para establecer un in-
dicador bacteriol6gico mis adecuado que permita la determinacién de
la calidad del agua de piscina y de esta forma tomar medidas en 1la
prevencifn y correcifn de estos problemas.



II1T1. ANTECEDENTES

3.1 Antecedentes histdricos de los coliformes

En 1880 se inicia la bacteriologia sanitaria cuando Von Fristsch
describe a Klebsiella pneumoniae y K. rhinoescleromatis como caracte
risticos de contaminacidén fecal humana, después Escherich en 1885,

identifica a Bacillus coli (Escherichia coli) como un indicador fe-

cal humano, de esta manera se empezd a integrar el grupo de colifor-
mes, con caracteristicas bioquimicas y serolbgicas diversas , estas
bacterias o grupos de bacterias serian utilizadas como indicadoras
de la presencia de patégenos, esto es, indicadoras de contaminacibn
fecal (Mitchell, 1978). Mis tarde se veri que E. coli no solo estd
presente en las heces humanas sino que se encuentra en otros ambien
tes como son aguas negras, aguas dulces superficiales, el suelo, la
vegetacién (CIECCA, 1985) y aguas residuales domésticas (Wheater et
al 1980). A. Klebsiella sp se le encuentra en desechos industria-
les como los de pulpa y papel, remolacha y efluentes de elaboracién
de alimentos, ya que en estos desechos hay gran cantidad de carbohi-
dratos (CIECCA, 1985).

-~ En estados Unidos se hicieron estudios en agua potable por bac-
teri6logos sanitarios que permitieron la proposicién y establecimien
to de estindares primitivos utilizando 1los coliformes (totales) como
indicadores. Asf a partir de 1914 se adoptdé el primer estindar para

agua potable, por el Servicio de Salud PdGblica de los E. U. (Mitchell,
1978) .

Un primer intento en el uso de los coliformes (totales) suponia
informaci6n de la presencia potencial o bien ausencia de patbgenos
entéricos. Este razonamiento fue la base a la observacifn de que un
incremento en la densidad de coliformes es indicativa de un deterio-
r0o en la calidad del agua, y por lo tanto de que existe un alto daiio
potencial (James, 1979). Ocurrid después una transicidén hacia el

grupo de los coliformes fecales considerando como tales a todos los



coliformes de heces de animales de sangre caliente los cuales se
consideran como representativos de una contaminacidén fecal directa
y reciente. Con una diferenciacidn (temperatura de 44.5°C) y recu
peracib6n (en medio EC en 24 horas) sencilla y rédpida, finalmente
las pruebas de coliformes fecales (CF) se aplican en estudios de
la calidad del agua como complemento de la densidad de coliformes
totales (CT). L-—

Investigaciones posteriores permitieron establecer un concepto
definido de lo que es.nna bacteria indicadora. ,Las bacterias indi
cadoras de contaminacifn son un o©Organismo u Organismos que por su
sola presencia pueden demostrar que la contaminacién ha ocurrido,
y después sugerir el origen de la contaminacidn.

Las propiedades de un indicador ideal de contaminacién son:

1.- Ser aplicable a todo tipo de agua. -

2.- Estar siempre presente cuando estén los patdgenos. -.

3.- Su densidad debe tener alguna relacifn directa con el grado de
contaminacién fecal.

4.- Debe sobrevivir en el agua mids tiempo que los patbgenos, pero
su desaparicidén debe ser inmediatamente posterior a la de aque
llos ya sea de manera natural o en procesos creados por el hom
bre.

¥ 5.- Estar siempre ausente en aguas bacteriolfgicamente potables.

6.- Ser inofensivo para el hombre y para los animales domésticos.

7.- Las técnicas para su andlisis deben ser sencillas, rédpidas y
aplicables en cualquier tipo de agua, y las pruebas no deben
presentar interferencia por otras bacterias (EPA, 1974; CIECCA,
1985).

Al estudiar los diferentes tipos de bacterias de origen intesti-
nal se llegh a la conclusifn de que ninguno se ajustaba a todas las
caracteristicas de un indicador ideal, pero se encontraron dos gru-
pos que cumplian con los requisitos mds importantes y que fueron



10.

designados como indicadores, estos grupos fueron los coliformes que
incluyen los géneros de la familia Enterobacteriaceae (Escherichia,
Klebsiella y Enterobacter), y el grupo de los enterococos formado

por cinco especies del género Streptococcus (CIECCA, 1985).

Existen,sin embargo,estudios posteriores que muestran que los
grupos seleccionados presentan algunas marcadas anomalias, por ejem
plo que los grupos de bacterias coliformes son capaces de reprodu-
cirse en aguas enriquecidas y de esta manera indican un elevado fal-
so dafio potencial (James, 1979).

Con respecto a los coliformes fecales se ha visto que la prueba
para ellos puede registrar un conteo elevado pero ello no evidencia
con certeza que la contaminacién fecal sea debida a humanos o anima
les de sangre caliente (James, 1979). Ademds se encontrd también
a este grupo, en aguas que reciben efluentes industriales y altas
concentraciones de carbohidratos. Descubriéndose que una elevada
densidad se puede deber especificamente a la presencia de Klebsiella,
es decir que ciertos microorgahismos pueden reproducirse en condicio
nes como las de estos efluentes, dindonos falsos positivos en la --
prucba para coliformes.

Una anomalia en las técnicas para coliformes fecales es la de que
en todos los medios empleados para estimar poblaciones, la temperatu
ra de incubacién de 44.5°C es inhibitoria para muchas enterobacterias
de ambiente acuitico.

Otro problema se descubrif al hacer un experimento para estable-
cer si los organismos de cultivo puro (heces) se recuperaban igual
que los de agua natural contaminada tanto a temperatura ambiente como
a 44.5°C . Observindose que los cultivos puros se recuperaban mejor
que los de agua natural contaminada. Debido a que los organismos del
cultivo puro estdn mejor preparados fisioldgicamente para un medio es
pecifico y la temperatura de incubacién de 44.5°C, en cambio los or-
ganismos de agua natural contaminada se encuentran tal vez metabdlica
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mente y estructuralmente débiles. Estas anomalfas encontradas en
las pruebas de coliformes fecales explican las subestimaciones en
las poblaciones y las variaciones encontradas en las densidades
de las mismas (James, 1979).

Estos son los grupos usados en las pruebas de rutina en todo
tipo de agua afin con las anteriores desventajas. Estos grupos se
usan debido a la importancia que tiene la deteccibn e identifica-
cidén de las bacterias patbgenas que pueden estar presentes en el
agua. Ademis de que aln cuando se tenian los adelantos en materia
de técnicas de anflisis y medios de cultivo, no se habia logrado
simplificar la metodologfa para la recuperacifn, aislamiento e iden
tificacibn de las bacterias patbgenas, bisicamente porque requieren
para su desarrollo medios artificiales complejos, y pruebas bioqui-
micas para su identificacién que requieren mucho tiempo para obte-
ner resultados (CIECCA, 1985).

Limitaciones de estos grupos como indicadores:

1.- Algunos de los miembros del grupo coliforme tienen una amplia
distribuci6én ambiental en adicién a su presencia en los intes-
tinos de animales de sangre caliente.

2.- Algunos de los organismos del grupo coliforme pueden multipli-
carse en aguas contaminadas de alto valor nutritivo, y este mo
do aumenta la dificultad de evaluar una contaminacién del me-
dio acuitico. Mientras gue los miembros de la seccifn de A.
aerogenes de los coliformes estin comunmente involucrados en
este tipo de problemas.

'I33u‘1 Las pruebas para coliformes estin sujetas a interferencias de-
' bido a otras especies de bacterias. Algunos resultados falsos
negativos ocurren cuando especies de Pseudomonas estin presen-
tes. Algunos resultados falsos positivos ocurren cuando dos
especies producen gas a partir de la lactosa (lo que sc conoce
como sinergismo) .-
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4.- El hecho de que no todos los cuerpos de agua tienen las mis-
mas caracteristicas.

Por lo que se iniciaron una serie de investigaciones para en-
contrar otros posibles indicadores que pudieran resultar de mayor
aplicacibn y utilidad, entre ellos se incluye a P. aeruginosa sin
descartar a los ya descritos.

Wheater et al 1980 revisa extensivamente 1a literatura con res-
pecto a P. aeruginosa y considera que puede ser usado como indicador
de contaminacidn fecal, King 19?4\Tgnciona que efectivamente la bac-
teria es indicativa de contaminacibén fecal por patbégenos de origen
humano. James, E. 1979 recomienda la clasificacién de las aguas de
bafio tomando como base las densidades de P. aeruginosa, por las rela
ciones del organismo con las infecciones de ofdo, ojos, nariz y gar-
ganta considerdndolo como un indicador de contaminacifn fecal humano
mas Gtil que los coliformffj A su vez Scaglio 1983; Esterman, 1984
lo sugieren como un indicador de contaminacifn por su resistencia a
la desinfeccién pcr cloro en las piscinas. A

3.2 Revisibn bibliogrifica de la bacteria Pseudomonas aeruginosa

en _relacifn a su deteccibn en agua de piscina.

Robinton et al. (1957) hicieron un estudio de la flora bacteriana
encontrada en agua de piscina, observando la efectividad de una alta
cantidad de cloro libre residual de 1.0 ppm o mds, encontrando que en
general la flora bacteriana era baja.

Poniendo ademis de manifiesto que el uso de los coliformes es ina
decuado para este tipo de agua ya que la contaminacifn microbiana en
piscinas es propiciada por los mismos nadadores (Robinton et al 1966).

Favero et al (1964) realizaron un estudio de la flora bacteriana
para evaluar la validez de los estindares de la calidad sanitaria del
agua obteniendo que los organismos propios de la nariz, garganta y
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dreas de la piel son mis resistentes que los coliformes, a desinfec
cién comGn por cloro en piscinas, por lo que resultan mids adecuados

para indicar la contaminacién en ellas, realizaron también un estu-

dio comparativo de la flora microbiana existente en piscinas iodadas
y cloradas (Favero y Drake 1966), con el cual mostraron la existen-

cia de microorganismos resistentes a los efectos inhibitorios de los
hdlogenos.

Hoadley et al. (1975) realizaron un estudio de dos albercas no
techadas del centro de retrasados mentales de Gainesville, Florida
en el cual habia alrededor de 1700 hombres y mujeres, v algunos pa-
cientes con infecciones de oido externo; de estos algunos eran na-
dadores. E1l método utilizado fue ademis de bacteriolégico y fisi-
coquimico de identificacién bacteriana mediante tipificacidén por
piocianina e inmunotipificacién, de su estudio concluyeron que exis-
tié relacidn entre las infecciones provocadas por P. aeruginosa y su
presencia en el agua de las piscinas. Sugirieron también los benefi-
cios de estudios maAs extensivos de poblaciones de nadadores y de aguas
de piscinas para poder determinar las relaciones entre la calidad del
agua y la salud del baflista y establecer asi criterios para la cali-
dad de las aguas recreacionales.

Cabelli et al (1976) hacen hincapié en la existencia de una am-
plia controversia con respecto al mejor método de evaluacién de la
efectividad del cloro en piscinas, los estdndarecs tradicionales ba-
sados en el indice de los coliformes muestra que no hay evidencias
satisfactorias entre ellos y la presencia de cnfermedades cn bafiis-
tas,

Mitchell (1978) menciona que es probable que las densidades de
P. aeruginosa sean tomadas en cuenta debido a que es el agente etio
l6gicoe de una de las enfermedades mids comunes asociadas a los ofidos
de nadadores. \Cerca del 105 de la poblacidén "normalmente" transpor-
tan a este organismo en los canales auditivos externos, ¥y estos indi
viduos indudablemente dispersan al organismo en el agua, por lo que
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esta asociacifn no es inesperada.

Seyfried et al (1980) llevan a cabo un estudio mediante el cual
observan la presencia de P. aeruginosa en albercas con cloro 0.4
ng/l o menos y con un pH de 6.9-7.8 también estudiaron la baja efec
tividad en la desinfeccibn por cloro cuando el pH es alcalino.

Wheater et al (1980) observa la incidencia de E. coli en aguas
residuales domésticas y aguas de desecho de hospital, con la finali
dad de evaluarlos como indicadores de contaminacién fecal,

Las dos bacterias estin presentes en ireas urbanas mostrando va-
riacién en cuanto a nimero. Los resultados obtenidos y la inciden-
cia dada por el examen de las excretas muestran que P. aeruginosa es
ta mucho mis asociada con efluentes de origen humano y confirma la
revisién de Cabelli et al 1976 de que el conteo de E. coli de 1000
organismos por 100 ml., en ausencia de P. aeruginosa sugiere la posi-
bilidad de que el origen de contaminacién sea mds animal que humano.

Scaglio et al (1983) en un estudio bacteriolbgico de nueve pisci
nas de hoteles reportan que en el tratamiento de agua de piscina, el
nivel de cloro residual disponible puede conservarse de manera cons-
tante durante el dfa cuando hay una apropiada cloracifn y un frecuen
te vaciado de la piscina. Proponiendo en concreto que los enteroeco-
cos y P. aeruginosa dada su resistencia a cloracibn marginal asf co-
mo también su importancia en patologia humana, sean tomados como un
fndice prictico de aguas de piscina contaminadas,

Esterman et al (1984) realizan estudios en el Sur de Australia
en 100 biscinas para evaluar la efectividad de las pricticas de
desinfeccién contra varios microorganismos, entre ellos P. aerugi-
nosa revisando el nivel de cloro y pH recomendados. Encontrando
que el valor residual de 1.0 mg/l y pH de rango 7.0-7.6 son los 6p-
timos recomendados por las autoridades de Salud, poniéndose de mani
fiesto su resistencia a desinfeccién. Este microorganismo es de
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particular importancia porque es muy frecuentemente detectado en el
Sur de Australia.

Seyfried et al (1985) llevaron a cabo un estudio epidemioldgico
entre nadadores y no nadadores durante el verano de 1980 para obser
var la incidencia entre nadadores y enfermedades. la evaluacifn se
obtuvo mediante los resultados obtenidos en 4.537 llamadas telefdni-
cas las cuales mostraron la proporcidén de morbilidad que fue de 69.6%
por 1000 nadadores versus 29.5% de no nadadores, las experienciuas en
nadadores fueron achaques respiratorios, infecciones en ojos, oidos,
y sintomas de alergia las cuales representaron mis de la mitad del
conjunto de enfermedades, y detectdndose solo algunos casos de sin-
tomas gastrointestinales. Se notd ademis una marcada incidencia en
los nadadores j6venes de 20 afios o menores.

Por investigaciones como las anteriores se ha propuesto a P. ae-
‘. ruginosa por su resistencia a la desinfeccidén por cloracién (Guinea
et al 1979; CIECCA, 1985). Pero sobre todo por su implicacién en
una amplia variedad de infecciones entre los nadadores.
\
3.3 Revisibn bibliogridfica de los estudios de inmunotipifica-
cién y fagotipia.

=

;/ Varios investigadores han reportado el aislamiento de P. aerugi-
. nosa de oidos infectados en nadadores y de agua de piscina (Favero y
\ :Drake 1964) ,considerando que la bacteria no es un habitante normal
\ fde los canales auditivos sanos (Daguet et al 1978; Favero et al 1964;

N~/ Rodier, 1981; Scaglio et al 1983).

Debido a ello varios autores han realizado estudios epidemiol6gi-
cos (estudios de inmunotipificacidén y fagotipificaci6én). Por ejemplo
Seyfried et al 1980 menciona que Cotran y Haten en 1962 aislaron a
P. aeruginosa de varios bafiistas que sufrieron otitis externa y que
habfan usado albercas con frecuencia y mediante tipificacidn de la
bacteria mostraron que ambos aislamientos, del ofido v de las piscinas
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correspondian al mismo tipo de fago. Hoadley et al 1975; Seyfried

et al 1980 llevaron a cabo estudios epidemiolGgicos mediante los
cuales mostraron que la presencia de P. aeruginosa en piscinas au-
menta, el riesgo de infeccidn externa por otitis; encontrindose
ademis predominio de un solo tipo de organismo. Recientemente Sey-
fried et al 1984 al examinar cinco lagos y dos rios de Ontario mues
tra los niveles de P. aeruginosa en cada uno, y mediante serologia

y Fagotipia a cepas de P. aeruginosa aisladas de los lagos y los

rios se determina que éstos son los agentes etiolfgicos responsa-
bles del comienzo de otitis externa en nadadores; los estudios en
cuanto a las relaciones entre los coliformes y P. aeruginosa en al
bercas y agua que se mantiene en circulacién de manera artificial
(remolino) indica que no hay un nimero constante en cuanto a las )
relaciones de origen (James, 1979) El origen de P. aeruginosa . .
en estas aguas puede estar relacionado con el transporte mismo del
agua o en la piel de los bafiistas asi como en superficies contamina
das con material fecal. k;z

“En el ambiente natural se ha incrementado la evidencia de una
relacibn directa entre las actividades del hombre y la incidencia
de P. aeruginosa en el agua (James, 1979:)]4,..“'-

Sin embargo parece ser escasa o no directa la relacién numérica
entre la densidad de P, aeruginosa y aquellos otros patdgenos o in-
dicadores fecales (James, 1979).

Los estudios realizados en la porcién central de los grandes la-
gos Canadi, han revelado la ausencia de estos microorganismos en
aguas contaminadas. Sin embargo en las orillas de los grandes lagos
donde hay una conexién de rfos y unidn de corrientes con las éreas
pobladas de estos lagos todos tienen variadas densidades de P. aeru-
ginosa (Seyfried et al 1984). Estos descubrimientos apoyan la ase-
veracién de que la presencia de P. aeruginosa esti directamente re-
lacionada con la presencia del hombre (Seyfried et al, 1980;1984),
establecen que el valor de Pseudomonas como un indicador de dafo

i
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potencial de la salud asociado con agua de piscina puede evaluarse
tomando en cuenta su recuperacidén en laboratorio, como organismo
patbgeno de agua superficial.

Cuando se iniciaron los estudios de piscina y de las infeccio-
nes adquiridas en &stas, se observ6 la presencia de P. aeruginosa y
se considerd de importancia su hallazgo, pero no se contaba con mé-
todos para su recuperacién. Sin embargo,el conocimiento de P. uaeru
ginosa para actuar como un patdgeno indicador de contaminacién (Du-
tka y Kwan, 1977; Seyfried et al 1980) didé lugar al desarrollo de
una variedad de métodos de enumeracidn y aislamiento (James, 1979;
APH Standard Methods, 1975; Dutka y Kwan 1977). Dutka y Kwan eva-
luan en 1977 algunas de las mds prometedoras técnicas del procedi-
miento de Filtro de membrana para la enumeracidn de Pseudomonas
aeruginosa de agua y de aguas residuales, los resultados de este es
tudio confirman y apoyan los hallazgos de sobre la gran eficiencia
de este método con respecto a la de NMP, para recuperacidn y enume-
racibn de esta bacteria en aguas contaminadas, los resultados de una
versién ligeramente modificada de medio mPa-agar (Martins et al 1982)
llamado medic mPa-B, con un incremento en el periodo de incubacidn
produce una estimacifn ligeramente mejor de P. acruginosa, utilizan-
do también la técnica de filtro de membrana.

Recientemente Brosky y Ciebin, 1978 establecen que la reduccién
de la concentracién de sulfapiridina de 176 a 1.76 mg en el medio
mPa-B (de Dutka y Kwan, 1977) con una lectura de las placas a las
24 horas, es una modificacidn del medio mPa-B a la cual se le 1lla-
mé medio mPa-C. La especificidad del medio mPa-C y el mPa-B fue tal
que 99.4% de 768 colonias tipias de P. aeruginosa tomadas de mPa-C y
98.9% de 737 colonias tomadas de mPa-B se confirmaron como P. aeru-
ginosa. De tal manera solo el 3% de las colonias atipicas se confir
maron en ambos medios (Brosky y Ciebin, 1978). Asi los resultados
muestran que las colonias de P. aeruginosa pucden contarsc después
de 24 horas de incubacién, con la misma ocurrencia, selectividad,

especificidad y presicién como mPa-B después de 72 horas de incuba-
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cién ademis el namero de microorganismos de P. aeruginosa recupe-
radas por la técnica de filtro de membrana en ambos medios mPa-C
y mPa-B, de aguas de diversos origenes se encuentra dentro de los
limites de confianza que el método del NMP (Brosky y Ciebin; 1978).

En paises como Francia donde se han realizado diversos estudios
en esta drea encaminados precisamente a la determinaci6n de un nue
vo indicador para las aguas de piscina, se ha incluso aceptado co-
mo norma oficial el uso de P. aeruginosa. En algunos paises como
E. U. y Canadd se estd utilizando a estos microorganismos tentati-

vamente.

[:: “En México donde hay diversos centros recreacionales en los que

se practica la natacibén, se han realizado pocos estudios en este
campo, asi Maldonado, 1982 menciona que las piscinas del Distrito
Federal constituyen un peligro para la salud de los usuarios, ya
que se encuentran altamente contaminadas con microorganismos, pues
no existe un control estricto en su limpieza y desinfeccidn y por
lo tanto una efectiva prevencidn de las enfermedades infecciosaqgj

Por otra parte en un estudio preliminar realizado por Leal y On

tiveros (1982) en cinco piscinas con aguas cloradas en el Distrito
Federal se encontr6 que de 68 muestras analizadas para coliformes
totales (CT), coliformes fecales (CF), estreptococos fecales (EF)
y Pseudomonas, el 98.5% presentaron 3/100 ml de CT y CF, y el 1.5%,
4 organismos/100 ml (muestra profunda); para EF el 91% de las mues
tras presenta «C3 organismos/100 ml, el 90% un promedio de 12 orga-
nismos/100 ml. Para P. aeruginosa un 7.5% y para P. putida el 3%,

La calidad bacteriolégica de una agua recreativa, como lo es el
agua de las piscinas, se puede evaluar mediante la determinacidn
del nlmero de organismos mesofilicos aerobios, de los organismos
coliformes de los estreptococos y de P. aeruginosa (APHA Standard
Methods; 1980). Pero las investigaciones publicadas ponen de ma-
nifiesto que es de mayor importancia la determinacién de patégenos
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de origen no entérico como son P. aeruginosa ya que €ste es un mi-
croorganismo potencialmente dafiino por ser un patSgeno de contacto
el cual puede infectar heridas, vias nasofaringeas, tracto respi-
ratorio superior, ojos, oido, y el sistema urogenital (King, 1974).
Estas infecciones se asocian con aguas de piscina con mantenimien-
to inadecuado, ademis estos microorganismos son resistentes al clo
ro agente desinfectante que comunmente se emplea en las piscinas.
El microorganismo mencionado es sapr6fito de la piel, ingle, axilas,
zonas hGmedas, saliva de individuos sanos (y estas puede ser vias
por las cuales pueden llegar a las piscinas) (Mitchell, R. 1978),
por lo que constituyen un riesgo importante para la salud ptblica,
siendo su papel epidemiolégico importante.

3.4 Generalidades de la bacteria P, aeruginosa.

3.4.1 C(Clasificacibén y caracteristicas

Pertenece a la familia Pseudomonaceae y es la especie mis
representativa del género (Schroeter, 1872), Migula, 1900 (Manual
Berguey) .

En 1850 Sédillot, y Fordos en 1960, lograron aislar de la
ropa de hospital una sustancia cristalina a la que llamaron piocia
nina y posteriormente en 1882 Gessard logra aislar al microorganis
mo como tal. La bacteria ha recibido diferentes nombres a través

del tiempo Bacterium aeruginosum Schroeter 1872; Bacterium aerugi-
neum Cohn, 1872; Bacillus pyocyaneus Gessard, 1882; Micrococcus

pyocyaneus Zopf, 1884; Bacillus aeruginosum (Schroeter) Trevisan,
1885; Pseudomonas pyocyanea (Zopf) Lehman y Neumann, 1896; Pseudo-

monas aeruginosa Migula, 1900, siendo este Gltimo por el que actual
mente se le conoce.

l.Las bacterias que pertenecen a la especie son bacilos Gram-
negativos, méviles mediante un flagelo polar, miden aproximadamente
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U.S-l.ﬂjk‘x 3.0 ﬁ\ se encuentran aislados en pares o en cadenas
cortas y son no esporulados y no capsulados. Y son de amplia dis
tribucidén en la naturaleza y debido a su gran adaptabilidad se

les encuentra con frecuencia en la flora normal del intestino hu-
mano, en ocasiones en la piel y en la saliva (Vasconcelos y Antho
ny, 1985), en el suelo, en aguas dulces, en ambiente marino, en

la superficie de plantas, en la superficie epitelial de &rganos

de animales, en el aparato digestivo de rumiantes y en otros sis-
temas. Se cree que en estos ecosistemas naturales su patogenici-
dad potencial es debido a su modo de crecimiento en microcolonias
mis que a su distribucidén universal (Costerton, W, 1979), mencio-
na ademis que algunas cepas se multiplicany sobreviven en una am-
plia variedad de fluidos lo que asegura que en ambientes hGmedos
encuentran condiciones para sobrevivir quedando asi como depdsitos
potenciales para la transmisién de microorganismos patdgenos (Wel-
deberg, S. 1963). Otras cepas estdn aiin capacitadas para metabo-
lizar insecticidas organoclorados, oxidando estos compuestos difi
ciles de eliminar por los tratamientos usuales (Guinea et al 1979)
P. aeruginosa, es capaz de crecer en condiciones de laboratorio a
42°C mientras otras especies del género, solo pueden crecer a tem-
peraturas mis bajas (Brook, 1978). Son microorganismos quimiorga-
notrdéficos con metabolismo oxidativo, no fijan nitrdgeno, utiliza
compuestos de carbono de uno o mis dtomos. Se cultivan ficilmen-
te en un medio nutriente ordinario de laboratorio bajo condiciones
aer6bicas pero puede crecer en condiciones anaer6bicas cuando estédn
presentes nitratos. No son dcido-resistentes ni resisten tempera-
turas mayores de 55°C y de los aziicares solo utilizan la glucosa.
Produce dos pigmentos la piocianina que es el pigmento responsable
de la coloracibn azul que se difunde en el medio, &ste es soluble
en cloroformo y en agua, de donde puede aislarse en forma de gran-
des cristales azules. Para su formacién no requiere de sulfatos
ni fosfatos. Aparece en los primeros estadios del desarrollo de
estas bacterias y puede oxidarse dando un color vino que puede lle-
gar a ser negro. Otro de los pigmentos que es caracteristico de la
especie fluoresceina, la cual es de color verde amarillento y



fluorescente, es insoluble en cloroformo, pero no en agua; recquiere
de sulfatos y fosfatos para su formacidn y en los cultivos viejos
suele oxidarse dando una coloracidén pardo amarillenta. La piocia-
nina es la sustancia que proporciona un olor especial en los culti-
vos, dulzaino aromidtico de la aminocetofenona, este pigmento solo
es producido por P. aeruginosa, mientras que la fluoresceina es pro
ducida también por otros microorganismos. Pero ambos pigmentos son
producto de la oxidaci6n de sustancias incoloras (Brook, 1978; CIE-
CCA 1985 ; Pelczar 1980: Topley 1946).

Es una bacteria oportunista principalmente en personas que
sufren quemaduras, fibrosis quistica, leucemia y en aquellas que
han sido tratadas con drogas inmunosupresoras (Bailey y Scott, 1974
Carson et al 1975; Topley, 1946; Weldeberg, 1963; Starr et al 1981).

Por ejemplo en pacientes quemados la infeccidn de las heri-
das con P. aeruginosa es capaz de producir la muerte ya que las
dreas de la piel quemada brindan las condiciones propicias para la
multiplicaci6n de la bacteria debido a la humedad proporcionada por
el exudado inflamatorio o por los apbsitos (Myrvi y Pearsall, 1977).
La infeccibn puede tener su origen en la flora normal del enfermo o
ser de procedencia exfgena especialmente del ambiente hospitalario.
A menudo la infeccidn comienza durante la primera semana de la yue-
madura y se extiende por la via linfdtica hacia el tejido subcuti-
neo local durante la segunda semana. Durante etapas tardias de la
infeccibn los microorganismos pueden llegar a la corriente sangui-
nea y producir septisemia y choque bacterianémico casi siempre mor-
tal.

Aunque es también posible encontrarla como sapré6fita de la
piel, 1la boca, las fosas nasales y el tubo digestivo constituyendo

uno mis de los gérmenes de la flora intestinal.

Estos microorganismos tienen entre sus caracteristicas el
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de ser multiresistentes a los antimicrobianos mis comunes (Gui-
lles y Dodds, 1973; Manual de bacteriologia médica, 1983; Topley,
1946 ; Vasconcelos y Anthony, 1985, Weldeberg, 1963).

La prevencifn es el mejor método para evitar las infeccio-
nes por P. aeruginosa, los pacientes o personas expuestas a riesgo
deben observar y aumentar las medidas asépticas, procurando utili-
zar lo menos posible antibidticos de amplio espectro. Actualmente
se investiga en pacientes quemados, un método prometedor para pre-
venir la infeccidn por este microorganismo.

La terapedtica antibibtica es dificil pero puede ser eficaz
contra las infecciones por esta bacteria. Entre los antibifticos
comunmente utilizados encontramos la carbencilina, colisticina y
gentamicina; la poliximina es efectiva, pero es importante usarla
con precaucién, pues es muy tdxica y puede ocasionar efectos secun-
darios (King, Ch. 1974).



8]
et

IV. OBJETIVOS

Objetivo general

Realizar un estudio bacteriolfgico de la calidad del agua de pisci-

na relacionando a Pseudomonas aeruginosa con coliformes totales y co

liformes fecales.

Objetivos particulares

Aislar a Pseudomonas aeruginosa, coliformes totales y coliformes fe-

cales de diversas piscinas del &rea metropolitana.

Determinar en las aguas de piscina los siguientes parimetros fisico-
quimicos: cloro libre residual, temperatura y ph.

Analizar la posible relacifn entre la presencia de Pseudomonas aeru-
ginosa con coliformes totales y fecales, asi como también con los pa
rdmetros fisicoquimicos determinados, en el presente trabajo (cloro

libre residual, temperatura y pH).
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V. METODOLOGIA

‘[;e hizo un estudio de gﬁ iscinag}de las cuales 9 son propiamen
te piscinas @g_uso recreativg y una es de uso terapéutico.

Las piscinas se encuentran localizadas de la siguiente manera:
la No. 1 hacia el poniente, la No. 3 hacia el noroeste, la No. 9
hacia el norte y las Nos. 2, 5, 6, 7, 8 y 10 hacia el sur del D. F.
de las cuales 3 de estas piscinas son de uso popular (1,3,6), 5 son
escolares de nivel medio superior y superior (la 2,4,5,7,8,9) y la
10 de uso terapéutico.

De las piscinas la 5 estd aislada de la zona que la rodea por bar
das altas ademds tiene a su alrededor grandes jardines y estd direc-
tamente expuesta a la radiacién solar.

Las piscinas 1, 2, 3, 4, 7 y 9 como no estfin aisladas de la zona
que las rodea, se encuentran expuestas a contaminantes atmosféricos
y se hayan expuestas al polvo y a la radiacidn.

La 10, la 6 y la 8 estén construidas dentro de locales cerrados
y techados y s6lo tienen una puerta de acceso a ellas.

La piscina 2 tiene cerca de alambre, en ella los bafiistas perma-
necen alejados de la alberca mientras no nzdan, en cambio en 1la

piscina 3 y en la 1, no estdn cercadas y tienen alrededor &reas ver
des con césped permitiendo a los bafiistas permanecer ahi.

5.1 Muestreo

Los muestreos se iniciaron el 16 de octubre de 1985 hasta cubrir

un perfodo de 11 meses.

En la tabla 1 se muestra el calendario de muestreo.



CALENDARIO DE MUESTREOQO

25,

Fechas de los muestreos de las piscinas estudiadas

Piscina Temporada 1 Temporada 2 Temporada 3
No.
1 21 de octubre de 1985 28 de mayo de 1986 3 de septiembre de 1986
otofio primavera verano
2 24 de noviembre de 1985 | 10 de marzo de 1986 25 de junio de 1986
otohe invierno verano
3 3 de diciembre de 1985 | 18 de marzo de 1986 2 de julio de 1986
otofio invierno verano
4 27 de enero de 1986 9 de abril de 1986 9 de julio de 1986
invierno primavera verano
5 = 3 de febrero de 1986 22 de abril de 1986 16 de julio de 1986
invierno primavera verano
6 1o. de febrero de 1986 | 28 de abril de 1986 23 de julio de 1986
invierno - primavera verano
7 24 de febrero de 1986 14\ de mayo de 1986 30 de julio de 1986
invierno primavera verano
8 7 de mayo de 1986 20 de agosto de 1986 |29 de octubre de 1986
primavera verano otofio
28 de mayo de 1986 10 de septiembre 1986 | 27 de octubre de 1986
primavera Verano otofio
10 S de marzo de 1986 7 de mayo de 1986 20 de agosto de 1986
invierno primavera verano

TABLA No. 1
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Se muestred una piscina diferente cada semana hasta completar
las diez. Este ciclo se repitid.tres veces, muestreindose en to-
tal tres veces cada piscina. Los ciclos realizados de esta forma
cubrieron las cuatro temporadas del afio primavera, verano, otofo
e invierno, lo que permitid observar las variaciones estacionales.
El horario de muestrec fue siempre entre las 10.00 v las 11,30,

RS &
. —+ En -c4da piscina se tomaron muestras'de las cuatro esquinas {(va
que &stos son los sitios donde existe menos movimiento del ;gua ¥
son los relativamente menos accesibles a la desinfeccidn), v =e {g
maron directamente en la superficie (30 cm aproximadamente).
g

Se tomaron dos tipos de muestra. Una para el andlisis bacte-
rioldgico y otra para el andlisis de los pardmetros fisicoquimi-

Cos. --

La muestra bacteriolfgica se tomd en un frasco de 1000 ml. es-
téril con 1.0 ml. de la solucibn de tiosulfato de sodio al 10% pa-
ra contrarestar el efecto bactericida del cloro.

La muestra para el andlisis de los parimetros fisicoquimicos
se tomdé en un frasco limpio de fﬁba ml. y el anilisis de estas
muestras se realizb "in situ', esta muestra se tomé después de la
bacterioldgica.

5.2 Andlisis de los pardmetros fisicoquimicos.

En las muestras de agua se hicieron las siguientes determina-
ciones de parimetros fisicoquimicos: temperatura, pH v cloroc libre
residual.

5.2.1 Temperatura

La determinacifn de la temperatura se hizo directamente
en el agua de la alberca al momento de la toma de cada muestra
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empleando para ello un termdmetro de laboratorio con escala de -10
a 110°C.

5.2.2 pH

Del agua colectada en los frascos de cristal transparente
se tomaron aproximadamente 50 ml. en un vaso, de precipitados para
determinar el pH, también se hizo la medicibn in situ con un poten
ciémctr@@el que previamente se calibrd con una solucién reguladora
de referencia de pll 7.0 + 0.1, a temperatura ambiental el dia del
muestreo.

5.2.3 Cloro libre residual

El cloro libre residual se determind tomando 500 ml del
agua colectada en el frasco de cristal limpio. La determinaci6n
se hizo mediante una titulacién yodométrica; de acuerdo con el pro-
cedimiento descrito en el Standard Methods, 1980 (ver anexo) efec
tuindose la determinacidn en el sitio de muestreo.

5.3 Anidlisis bacterioldgicos

En el diagrama (1) se observa, el procedimiento general de ani
lisis de las muestras de agua.

El material que se empled para llevar a cabo los anilisis y de-
terminaciones fue debidamente lavado y esterilizado (1). Los medios
fueron preparados de acuerdo a las férmulas establecidas y esterili-
zados en la forma adecua@é](Standard Methods, 1980; CIECCA, 1985)
(Ver anexo).

5.3.1. Tratamiento usado con la cepa pura

La cepa pura de P. aeruginosa (ATCC 15692 Protdtrofa PAO1)
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M U E S T R A

l

I T
Muestra bacterioldgica Temperatura Muestra para fisicoquimicos
(1000 m1) (500 ml)

Filtro de membrana
[

l r L 4
Coliformes Coliformes pH cloro libre
totales fecales residual
Pseudomonas
aeruginosa
Medio M-Endo Medio FC
(24 hrs.35°C) (24 hrs. a 44.5°C)
Medio mPa-C

(24-48 hrs. 41.5°C)

Agar !ase de
Centrimida
(24-48 hrs 37°C)

S
BIOQUIMICAS

Catalasa
Oxidasa
Gelatina
Acetamida
FIGURA 1
Diagrama I

Método General de anfilisis de las muestras tomadas en las
piscinas estudiadas



fue sembrada en agar cetrimida, cada ocho dias, para mantecnerla
joven. Esta cepa fue usada como patr6n de referencia y compara-

cifn en el aislamiento de P. aeruginosa de agua de piscina.

Con la cepa pura ademds se probaron varias diluciones para
determinar cudles serfan las mds adecuadas, es decir que las UFC
fueran cuantificables y bien definidas para poder familiarizarse
con las caracteristicas y el comportamiento de la especie, en cl
medio que se utilizd.

Dichas diluciones se manejaron con una solucifn amortigua-
dora y bajo condiciones de esterilidad (Standard Methods 19380; CIE
CCA, 1985).

Se filtraron las diluciones elegidas, tomando volimenes
de 100 ml se utilizé también la técnica de filtro de membrana con
membrana de 0.45 micras de poro, se hizo un enjuague con la solu-
cién amortiguadora y la membrana se colocd cn medio ml’a-C modifica
do (Brodsky y Ciebin 1978), bajo las condiciones v ¢l mismo tiempo
de incubacidén que las muestras del agua de piscina las filtraciones
se hicieron por duplicado para mejores resultados.

Este procedimiento se llevdé a cabo durante todos v cada
uno de los muestreos, para comprobacidén de la efectividad del wmedio.

De la muestra tomada en los frascos estériles color ambar de
1000 m1 se determin6 la presencia y el nimero de P. acruginosa, co-

liformes totales y coliformes fecales.

5.3.2 Andlisis y enumeracidén de P. aeruginosa

Se utilizé la técnica de filtracidn por membrana (Fig. 2).

El medio utilizado para su aislamiento fue el medio mPa-C
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ANALISIS DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA
(Técnica de filtro de membrana)

Muestra de agua de piscina

_________________________________________ FORIL e s s
PRUEEA Filtracifn a través de membrana
PRESUNTIVA de 0.45 m de ppro (Millipore)

Medio mPaC
Incubacifn 24-48 hrs
a 41.5°C + 0.5°C

Tincién de Gram

colonias tipicas
-
PRUEBA Agar base de Centrimida
CONFIRMATIVA
Incubacifn por 24-48 hrs
a 37°C .
- ﬁ -
Crecimiento (+) Crecimiento {-)

y produccidn de pigmentos
piocianina

Tincifn de Gram

PRUEBAS BIOQUIMICAS

FIGURA 2

Diagrama 2
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modificado (ver anexo), el cual es un medio selectivo que permite
una buena definicién colonial, no es de preparacién compleja, per-
mite la lectura de las colonias a las 24 horas de incubacifn, ade-
mis de reducir la contaminacidén del medio por otras bacterias pues
a sus componentes se adicionan dos antibiéticos (Brodsky y Ciebin,
1978) .

En este método se utilizd una prueba presuntiva y una
prueba confirmativa.

A) Prueba presuntiva.

~ “.S5e utilizé una alfcuota de 100 ml (Standard methods,
29&0; CIECCA, 1985) que es el vqlumen sugerido para las piscinas,
se filtrd a través dﬁ'mgmbjangséde acetato de celulosa con un di4-
metro de 47 mm., y una porosidad de 0.45 micras (Millipore).

Una vez filtrado el volumen, con la ayuda de pinzas
estériles se colocd la membrana en una caja de petri de 15 x 65 mm.
que contenia aproximadamente 5.0 ml. del medio mPa-C, para la recu
peracibn selectiva de P. aeruginosa. Las placas se incubaron en
forma invertida a 41°C durante 24-48 horas + 2 horas, transcurrido
el periodo de incubacifn se contaron las colonifgicuya morfologia
era circular presentando un color café claro en las orillas y un
centro definido en tono mids oscuro, presentindose a veces un halo
rosa semitransparente, estas colonias alcalinizaron el medio de
cultivo, cambiando el color de &ste de naranja a bugambilia en nues
tro caso.

B) Prueba confirmativa.

Las colonias que nos resultaron sospechosas se sembra-
ron en tubos con tapén de rosca de 10x100 ml. conteniendo medio ba
se de agar cetrimida para favorecer la produccidn de los pigmentos,
piocianina y fluoresceina. El medio Cetrimida antes mencionado
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contiene ¢l antibidtico del mismo nombre centrimida que de amplio
espectro pero no afecta a P. aeruginosa. Y se incuba de 24-48 ho
ras en una estufa de 37°C 0.5°C.

Las colonias confirmadas como P. aeruginosa produje-
ron un pigmento azul-verde, difusible en el medio de cultivo.

Para la confirmacién del diagn6stico de P. ucruginosa
obtenido mediante la prueba confirmativa se seleccionaron algunas
‘ pruebas bioquimicas que se aplicaron a las cepas aisladas en ¢l la
boratorio asi como a los microorganismos de referencia. la cepa
de referencia fue P. aeruginosa ATCC 15692 Prot6trafa PAO1. Y las

pruebas bioquimicas seleccionadas fueron las siguicntes:

PRUEBAS BIOQUIMICAS

Tincidn de Gram.- Se hizo el examen microscbpico des
pués de 1a coloracidn de Gram para asegurarse que las colonias eran
de bacilos Gram negativos.

Puncién en gelatina.- Para determinar la capacidad
del organismo de producir enzimas proteoliticas (gelutinasas) que

licuan la gelatina.

Catalasa.- Para comprobar la presencia de la en:zima
catalasa.

Oxidasa.- Para observacidn de la reaccidn de oxidasa.

Acetamida.- Para la produccidn de amoniaco a partir
de la acetamida.

5.3.3 Determinacidén de los coliformes totales.

Se determind la presencia de coliformes totales, filtrando
volimenes de 100 ml y se colocaron en medio de cultivo M-Endo,
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incubindose por 24 horas a 35+ 0.5°C, en posicidn invertida de
acuerdo a lo establecido en el Standard Methods (I).

5.3.4 Determinacibén de coliformes fecales

Para ello también se filtraron volidmenes de 100 ml que
es tambifn la cantidad ideal para aguas de piscina (6). Se colo-
c6 la membrana en medio de cultivo M-FC se selld y se protegié con
tra la entrada de agua, incubdndose en bafio de agua 44.5°C durante
24 horas.

Los métodos que se emplearon para la enumeracidn de P.
aeruginosa, coliformes totales y coliformes fecales por filtracién
por membrana fueron los sugeridos en el Standard Methods (I). Sdélo
que en el caso del método de filtracifén, para P. aeruginosa, el vo-
ldmen del medio mPa-C (que fue probado y seleccionado para P. aeru-
ginosa), fue de 5.0 ml en lugar de los 3.0 ml sugeridos, esto se
hizo para evitar la excesiva desecacifén del medio de cultivo duran-
te la incubacidén. Y lograr su mejor recuperacidén. Ademis el medio

utilizado fue siempre de reciente elaboracidn.

5.4 Anilisis estadistico

Con el fin de facilitar el andlisis e interpretacibn, los resul-
tados de las 120 muestras totales fueron divididos en 2 grupos: un
grupo mayor "I" formado por 9 de las 10 piscinas estudiadas (con un
total de 108 muestras) estas piscinas son de uso propiamente recrea
tivo y un grupo menor "II" formado por el estudio de las tinas de
Hsdroterapia con condiciones especiales por ser de uso terapéuticos
exclusivamente (con 12 muestras en total).

Tanto para el grupo mayor "I" como para el grupo "II" se obtuvie
ron miximos, minimos y coeficientes de variacién.

También se utiliz6é un paquete estadistico SPSS versién 8.0, para
la cantidad de datos presentes en este trabajo (las 120 muestras to-
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tales). Entre los métodos mis apropiados para cubrir el Gltimo
de los objetivos se eligi6é el andlisis de correlacidén el cual in-
dica la existencia, el grado y el sentido de la relacién (Sokal,
1979). Los métodos utilizados fueron la correlacibn simple, la
correlacidn parcial y la correlacibén mdltiple. Para cada una de
las pruebas anteriores se midid el grado de significancia con

(p  .05).

Estas técnicas estdn representadas por las siguicntes expre-
siones:

i) Correlacidn simple. Para obtener los coeficientes de corre
lacién por pares de variables

n2X Y; - (Zx) (€Y
‘/-n "é (I’ V“',-:“'i - (g ;17

ii) Correlacién parcial. Para obtener una medida de la inten-
sidad de

la relacidn entre las variables cuando se ha eliminado el
efecto de una de ellas (Wayne W. 1979).

b _ . 2 2
yl.2 = (r1.2 ry2 r12)//L/EI—rYZJ (I-r1:j

iii) Correlacidén mGltiple. Para medir
una variable Y y las variables Xy

la dependencia entre

[ 3%

R = I - é € cone, = Y - Yy
) :
. i
i
Donde:
r = coeficiente de correlacidn
R = coeficiente de correlaci6n midltiple
n = nimero de datos
Xi = suma de las Xy
Yi = suma de las Yi
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VI. PRESENTACION DE RESULTADOS

A continuacifn se presentan los resultados que se obtuvieron a
partir de las determinaciones fisicoquimicas y bacteriolégicas de
las piscinas estudiadas (Ver tablas II, III, IV, V, VI, VII}. Y
tratamiento estadistico de los mismos.

6.1 Condiciones particulares de cada piscina

Piscina No. 1. Durante otofio y primavera la temperatura y el
pll se mantuvieron con valores constantes: 20°C y pH 7.3-8.0. En
el verano el pH disminuyd a 6.8 la temperatura aumentd a 23°C y
el cloro se presentd en concentraciones bajas o no existid.

Durante el otofio se presentaron coliformes totales, coliformes
fecales y P. aeruginosa (300, 15, 35 organismos en promedio respec-
tivamente) en mayor cantidad que en las temporadas de primavera y
vVerano.

En verano el grupo de coliformes totales nuevamente aumentf,
el de coliformes fecales siguidé ausente y el nGmero de P. aerugino-
sa aument6 también aunque en esta temporada no 1llegl a ser tan al-
to como en la-temporada de otofio. o=

En este caso el comportamiento y presencia de coliformes tota-
les con respecto a P. aeruginosa fue similar, ya que aumentaron y
disminuyeron en las mismas temporadas.

Piscina No. 2. Present6 un pH de 7.0-7.9 con un promedio de
7.5 y una temperatura de 22-27°C con un valor promedio de 23°C y
una concentracién de cloro libre residual de 0.88-1.92 mg/l con
un promedio de 1.25 mg/l, el valor minimo se detectd en invierno
temporada en la cual la temperatura también fue baja de 22°C y
el valor miximo de 1.92 mg/l se presentd durante el otofio,



Con respecto a coliformes fecales y P. aeruginosa no se observd
la presencia de ellas en ninguna temporada.

En esta piscina se observd la presencia de coliformes totales
en otofio y verano (con un promedio de 95 y 20 respectivamente),
aunque no en la temporada de invierno.

La presencia de coliformes totales en la temporada de otoho fue
detectada particularmente solo en dos estaciones y ecspecificamente
en mayor niimero en la estacidén de muestreo 4, lo cual puede dcherse
a que no existen condiciones de circulacién y desinfeccién homogé-
neas en la piscina, la deteccidn de estos organismos en veranc fue
en menor ndmero pero mds uniforme porque se observd su presencia en

las cuatrc estaciones.

Piscina No. 3. Las concentracicnes de clorolibre residual fue-
ron adecusdas e incluso excesivas por arriba de 2.5 mlg/1 durante
el otofio. Ademis de que la temperatura promedio de 21.6°C y el va-
lor de pH de 5.7-7.3 con un valor promedio de 6.57 condiciones to-
das ellas que no favorecieron la presencia dc los microorganismos.

A lo anterior se debe seguramente la baja poblacién encontrada
de coliformes totales e incluso su auscincia durante el otofio. En
invierno se observd su presencia pero de forma casi nula, por lo
escaso del nimero de microorganismos (en promedio 2 organismos).
Durante el verano se observd su presencia miis marcada en la esta-
cién 1, encontriandose un promedio de 18 organismos coliformes totu-
les.

Con respecto a los coliformes fecales y a P. acruginosa no estu
vieron presentes en ninguna de las temporadas estudiadas (otofo,
invierno, verano).

Piscina No. 4. Presentd una temperatura de 20-23°C con promedio
de 21.6°C observidndose que fue aumentado paulatinamente a lo largo
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de las tres temporadas, y un pH de 6.8-8.4 el cual disminuyd en
general desde 8.4-7.1. La concentracidn de cloro libre residual
fue baja de 0.0-0.53 mg/1.

En cuanto al nfimero de microorganismos coliformes totales es
escaso en invierno,en primavera disminuye aGn mids y en verano su
nimero aumenta un poco (8,1, 15 respectivamente), P. aeruginosa es
nule cn invierno y escaso en primavera y verano. Mientras que los
coliformes fecales siempre estin ausentes.

En general las constantes variaciones en los valores de los pa
rdmetros fisicoquimicos aunados a las variaciones naturales de las

diferentes temporadas no permitieron la sobrevivencia.

Piscina No. 5. Present6é condiciones de temperatura de 14-22°C
con un promedio de 18.6°C, la temperatura més baja (14°C) se presen
t6 en la temporada de invierno aumentando en las temporadas de pri-
mavera y Verano.

El pH fue de 4.0-8.15, en invierno este parfmetro alcanz6 su
midximo valer de 8.15, disminuyendo en primavera y verano, en esta
dltima temporada tuvo un valor minimo de 4.0. EI1 cloro inicialmen-
te tenia un valor adecuado de 1.6 mg/l pero sufre un descenso a lo
largo de liés dos temporadas posteriores, En invierno como se men-
ciond el cloro tuvo un valor adecuado (sin embargo el pH tan alto
pudo afectar la accidn bactericida del cloro) esto por un lado y
por otra parte se puso de manifiesto la resistencia de los microor
ganismos a la desinfeccidn.

Pues en invierno estuvieron presentes en escasa cantidad, coli-
formes totales (en promedio 1 organismos), coliformes fecales estu-
vieron ausentes y P. aeruginosa en ndmero mayor que coliformes to-
tales (en promedio 4 organismos).



En primavera y verano se encuentran coliformes totales en ndme-
ro escaso, coliformes fecales se mantiene en cero y P. aeruginosa
esta presente en ambas temporadas en ndmero variable (5,2 respecti-
vamente) .

Piscina No. 6. El pH fue bajo 5.2-6.5 con un promedio de 6.0.
Mientras la temperatura y la concentracidn de cloro fueron aumen-
tando en el transcurso de las temporadas (23-27°C con un promedio
de 24.6°C (y de 1.6-2.28 mg/1 con un promedio de 1.9 mg/l). Ln ve-
rano el cloro alcanzd un valor de 2.28 mg/1.

Sin embargo, a pesar de los valores de cloro y aun cuando el
pH y la temperatura no fueron los mids idéneos se obserd la presen-
cia de los microorganismos.

Los coliformes totales se detectaron en 2 temporadas primavera
y verano en nimero variable (151, 12 respectivamente). P'. aerugino-
sa estuvo presente en invierno y verano (1, 8 respectivamente) v
los coliformes fecales estuvieron auscntes en las tres tenporadas
invierno-primavera-verano.

Piscina No. 7. Las condiciones de temperatura (18-207C con un
promedio de 22°C) fueron ascendiendo a través de cada una de las

tres temporadas (invierno-primavera-verano}.

El pH sufrid un descenso de 7.3-6.9. El clero estuvo ausente
en invierno y verano mientras que en primavera se le detectd con
un valor promedio de 0.68 mg/l.

Sin embargo, se observd la presencia de los coliformes totalcs

300 en ambas temporadas. P. aeruginosa (17-22 respectivamente} ¢
incluso coliformes en invierno v verano.

Mientras que en la segunda temporada de primavera s¢ presenta-

ron coliformes totales y P. aeruginosa (4 organismos en promedio)
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pero no coliformes fecales.

Por el comportamiento observado puede decirse que a niveles de
cloro residual de menos de 1.0 mg/l se espera la presencia de mi-
croorganismos en la piscina. Ademds de que aquil también pudo ob-
servarse l&z similitud en comportamiento del grupo coliformes tota
les con respecto a P. aeruginosa.

Piscina No. 8. La temperatura y el pH tuvieron un rango de va-
riaci6én amplia pll 6.2-7.9 y la temperatura de 17.0-29°C. La concen
tracién de cloro fue muy alta durantela temporada de primavera 1.7
mg/l mientras en las dos temporadas posteriores la concentracidén de
cloro libre residual fue de cero.

En cuanto a la presencia de microorganismos se detect6 la presen
cia de coliformes totales en primavera, verano y otofio en cantidades
elevadas de hasta 300 colonias de organismos. P.'aeruginosa estuvo
también presente en las tres temporadas en nfimero de hasta 51 colonias.
Los coliformes fecales se detectaron solo en verano, pero no en prima-
vera ni otofio,

Piscina No. 9. Las condiciones de temperatura fueron de 20-22°C
con un promedio de 21.3°C y un pH de 6.8-9.3 con un promedio de 8.4,
La concentracidén de cloro fue muy alta de 3.7 mg/l aunque solo en
primavera, pues en las dos temporadas posteriores fue de cero.

En primavera los microorganismos no se detectaron, ni coliformes
totales ni coliformes fecales, ni P. aeruginosa ya que la elevada
concentracidén de cloro lo impidié seguramente. En verano y otofio
debido seguramente a la ausencia de cloro se encontraron coliformes
totales (300) y P. aeruginosa en nGmero variable (7.3 respectivamen
te). Los coliformes fecales estuvieron ausentes.

Piscina No. 10. Las condiciones de temperatura fueron de 26-40°C
con un promedio de 34.5°C y el pH 6.8-7.8 con un valor promedio de
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7.4. La concentracién de cloro libre residual fuc baja con un pro-
medio de 0.170 mg/1.

Los microorganismos del grupo coliformes totales encontrados
en la temporada de invierno fueron en nimero elevado (300 colonias).
El de P. aeruginosa fue de un promedio de 17, siendo coliformes fe-
cales de cero.

Durante primavera Gnica temporada donde sec cncontré clore en el
agua de la piscina, no se encontrd ni coliformes totales ni colifor

mes fecales. Sin embargo, si se observé la presencia de P. aerugi-
nosa.

Para el verano la cantidad de coliformes totales fue de inconta-
bles, la de coliformes fecales fue escasa, y el niimero de P. aerugi-
nosa fue escaso también (de nueve).

6.2 Tratamiento estadistico

Ahora bien en la tabla VIII pueden observarse los resultados que
se obtuvieron mediante el cflculo de los coeficientes de variacidn
(C.V.), los cuales nos indican que las piscinas 3,2,6 resultaron cs
tar en condiciones de mayor homogeneidad en cuanto a los parimetros
fisicoquimicos determinados en estas piscinas las condiciones de hi
giene son mas constantes.

En contraposicidn con las piscinas 8, 5 y 7 que presentaron cog
ficientes de variacién de los mismos pardmetros anteriores, pero
con los valores mds altos, es decir tuvieron mayor heterogencidad,
lo cual puede confirmarse con las tablas de resultados (Ver tablas
1T, I11, IV) las cuales muestran la variabilidad tanto dentro de
una misma piscina como de un dia a otro, en estas piscinas las con-

diciones de higiene no son constantes.

En cuanto a los pardmetros bacteriolégicos (CT, CF y P. aeruginosa)



los C.V. de las piscinas 8 y S fueron los mids bajos presentando
una mayor hogemenidad. Estas son las piscinas en que se encontrd

mis contaminacidn.

En cambio en la piscina 6, 7 y 2 se obtuvieron valores mayores,
presentando mayor heterogeneidad. LEstas piscinas se encontraron
menos contaminadas.

Cabe mencionar el caso especifico de los coliformes fecales en
ta piscina 2, 3, 4, 5, 6 debido a su total ausencia, por lo que en
realidad no se puede establecer su valor de homogeneidad o hetero-
geneidad.

Andlisis de correlacidn. Con la finalidad de hacer mis objeti-

va la presentacidn del andlisis de correlacién se presentaron las
tablas junto con su andlisis en la seccidn 7.3 de discusidn de re-
sultados.



TEMPERATURA DE LAS 120 MUESTRAS DE LAS PISCINAS

42,

Piscina No. de .
estacibn Temporada-1- | Temporada 2 | Temporada 3

1 20 20 23

1 2 20 20 | 23
3 20 20 23

4 20 20 23

1 27 22 22

2 2 27 22 22
3 27 22 22

4 27 22 22

1 21 21 23

3 2 21 21 23
3 21 21 23

4 21 21 23

1 20 22 23

4 2 20 22 23
3 20 22 23

4 20 22 23

1 14 22 20

5 2 14 22 20
3 14 22 20

4 14 22 20

1 23 24 28

6 z 23 24 26
3 23 24 27

4 23 24 27

1 18 . 22 26

7 2 18 22 26
3 18 22 26

4 18 22 26

1 29 27 18

8 2 29 27 18
w3 29 26 17

4 29 26 17

1 22 22 20

9 2 22 22 20
3 22 22 20

4 22 22 20

1 26 36 37

10 2 26 36 37
3 36 .38 35

4 40 34 34

TABLA 11
+En grados centfigrados
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TABLA III



Clpro 1libre residual de las 120 muestras de las piscinas

Piscina No. de
estacibn Temporada 1 | Temporada 2 | Temporada 3
1 0.183 0 0
1 2 0.183 0 0
3 0.183 0 0
4 0.183 0 0
1 1.639 1.240 0.886
2 2 1.639 1.063 1.186
3 1.926 1.240 1.186
4 1.926 0 1.186
i 2.754 1.063 1.772
3 2 2.387 1.740 1.595
3 2.387 0.709 1.595
4 2.938 0.709 1.595
1 0.177 0 0.537
4 2 0.177 0 0.354
3 0.177 0 0.537
4 0.177 o 0.354
1 1.469 0.886 0
5 2 1.836 0.709 0
3 1.652 0.886 0
4 1.469 0.709 0.177
1 2.027 1.949 2.363
6 2 1.071 1.772 2.363
3 1.559 1.481 - 2.363
4 1.871 2,127 2.067
1 0 0.590 0
7 2 0 1.181 0
3 0 0.393 0
4 0 0.590 0
1 1.701 0 0
8 2 1.701 0 0
-3 1.701 0 0
4 1.701 0 0
1 3.300 0 0
g 2 3.700 0 0
3 3.400 0 0
4 3.200 0 0
1 0 1.191 0
10 2 0 0.510 0
3 0 0.340 0
4 0 0 0
TABLA IV

+Concentraciones en mg/1
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Pseudomonas aeruginosa de las 120 muestras de las piscinas

Piscina No. de
estacibn Temporada 1 | Temporada 2 | Temporada 3

1 0 2 76
1 2 76 12 9
3 65 1 15
4 0 1 1
1 1 0 0
2 2 0 0 0
3 0 0 0
4 0 0 0
1 1 0 0
3 2 0 0 1
3 0 0 0
4 0 0 0
1 0 3 2
4 2 0 0 0
3 0 0 0
. 4 0 0 0
1 S 2 5
5 2 4 11 3
3 3 3 0
4 6 5 0
1 0 0 "
6 2 ‘ 0 6
3 0 0 10
4 0 0 6
1 1 5 23
7 2 26 0 47
3 12 3 9
4 28 0 7
1 0 175§ 13
8 2 0 195 13
«3 3 33 12
4 0 24 13
1 0 10 2
9 2 0 8 6
3 0 0 2
4 0 12 4
1 12 1 g

2 22 4
10 3 8 20 12
4 24 53 19

TABLA V

Los datos obtenidos para cada temporada son referentes a cada
100 ml de agua filtrada. Y estdn tomados como colonias determinadas.



COLIFORMES TOTALES DE LAS
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120 MUESTRAS DE LA PISCINA

Piscina No. de
estacibn Temporada 1 Temporada 2 | Temporada 3
1 300 B 300
1 2 300 17 82
3 300 14 10
4 300 25 9
) 0 0 36
2 2 0 0 20
3 26 0 10
4 300 0 16
1 0 1 68
3 2 0 1 0
3 0 3 0
4 0 1 4
1 9 0 3
4 2 -1 0 4
3 20 3 7
4 3 0 48
1 0 0 1
: 2 1 0 0
3 4 0 0
4 2 1 0
1 0 6 35
6 2 0 1 7
3 0 300 0
4 0 300 9
1 300 2 300
7 2 3 11 300
3 300 5 300
4 300 0 300
1 38 300 300
8 2 0 300 300
3 1 300 300
4 300 300 300
1 0 300 300
9 2 0 300 Joo
3 0 300 300
4 0 Jjoo 300
1 300 1 300
10 2 300 0 300
3 300 0 300
4 300 0 3oo
TABLA VI

+ Ndmero de colonias por cada 100 ml.




COLIFORMES FECALES DE LAS 120 MUESTRAS DE LAS PISCINAS
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TABLA VII

+ NGmero de colonias por 100 ml,
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~-C.V. coeficiente de variaci6n
En esta tabla puede verse qué piscinas resultaron las mis homogeneas o las

mis heterogéneas por su valor del C.V.

PISCINA | PARAMETRO X c.v HOMOGENEIDAD | HETEROGENEIDAD
(variabilidad)
3 T 21.66 |#®0.045 + +
8 T 24.33 0.12
2 pH 7.54 |é0.035 + +
5 pH 6.30 0.171
6 cl 1.91 $0.206 + +
7 cl 0.23 1.665
8 CT 228.25 0.570 + +
6 CT 54.83 3.190
8 CF 5.583 1.755 + +
7 CF 1.083 2.062
5 Ps.a 3.917 0.749 + +
2 ps.a 0.083 3.481
TABLA VIII

Comparacibén de C.V del grupo I mayor con el grupo II menor

PISCINA | PARAMETRO X C.V. HOMOGENEIDAD |HETEROGENEIDAD
(variabilidad)
grupo I1I T 34.58 0.125 + +
grupo I T 22.11 0.142
grupo II pH 7.41 0.043 + +
grupo I pH 7.16 0.152
grupo I cl 0.885 1.099 + +
grupo II cl 0.170 2.135
grupo II CT 200.00 0.737 + +
grupo I CcT 97.44 1.403
grupo II CF 3.167 2,275 + +
grupo I CF 1.148 3.743
grupo II Ps.a 15.0 0.969 + +
grupo 1 Ps.a 5.685 2.87
TABLA IX
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VII. DISCUSION DE RESULTADOS

Como ya se mencionb, este estudio se hizo en 10 piscinas de las
cuales 9 son propiamente de uso recreativo (grupo I), y una fue la
Tina de hidroterapia (grupo II).

7.1 Parimetros fisicoquimicos de los grupos I, II

Temperatura del agua de las piscinas.

Grupo I. La temperatura del agua de las piscinas fue variable
de piscina a piscina y de dfa a dia de muestreo y ain en la misma
piscina, teniéndose valores de 14-29°C. Alcanzindose una tempera-
tura promedio de 22°C. Sin embargo la variacifn de temperatura en
un mismo dia en cada una de las albercas fue pequefia o no existid
como puede observarse en la tabla II.

Grupo II. La temperatura de las tinas es de 26-40°C con una
temperatura promedio de 34.58tque es la adecuada para la prolife-
racién de microorganismos, como se observa en la tabla II la tempe
ratura fue alta ya que se trata de un ambiente distinto donde 1la
temperatura esti regularmente controlada.

Ahora bien,en el caso de las temperaturas al comparar los valo-
res de la media y obtener los coeficientes de variacibn (C.V) de
los grupos I y II pudo observarse que el valor promedio es mis alto
en la piscina de hidroterapia y su homogeneidad es mayor de acuerdo
con el coeficiente de variacibn obtenido el cual fue de 0.125 (Ver
tabla IX).

En cambio en el grupo I formado por las 9 piscinas restantes se
pudo observar como se esperaba un promedio de temperatura menor en
valor, pero con un coeficiente de variacifn mayor que nos sefiala
que hay una mayor heterogeneidad es decir presentan mayor variabili-
dad con respecto al mismo parimetro de temperatura.
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pH del agua de las piscinas

Grupo I. E1 pH del agua de las piscinas a través del periodo
de muestreo generalmente fue entre 6 y 8 con un promedio de 7.16
y solo algunas muestras rebasaron los limites llegando a tener va
lores de 3.9 como minimo y de 9.3 como mdximo. Fue notoria la dis
minucién de pH que hubo en las muestras colectadas en la temporada
de verano en la piscina 5 pues se detectd un minimo de 3.9 tal ve:

debido a las sustancias que se utilizan en el mantenimiento del agua.

De la misma forma también fue notorio el elevado pH detectado
en la piscina 9 alcanzando valores de 9,24-9,30 para las temporadas
de otofio y verano, se desconoce la razdén exacta de ello pero algunos
operadores de las albercas agregan al agua carbonato de calcio con
lo que hacen mds alcalina el agua, otros agregan sustancias como el
Hcl con las cuales disminuyen el pH se ignora si en este Gltimo caso
se utiliza con algdn criterio para su higienizaci6n debido a que no
es posible cambiar el agua con frecuente periodicidad, dados los vo-
lGmenes que se requieren en cada cambio. Sin embargo este tipo de
medidas que se llegan a tomar no son justificables si no se llevan a
cabo con los criterios adecuados y debidamente apoyados en pruchas
sencillas de laboratorio y con el conocimiento o la debida informa-
cién del técnico encargado de estas tareas, ya que se pueden causar
serias irritaciones en la piel y en las mucosas tabla IIIl.

Grupo II. Debido a que en estas tinas las condiciones son dife
rentes, el pH se mantuvo en un rango de 7.2-7.8 con un valor prome-
dio de 7.4 a lo largo de las tres temporadas detectindose solo muy
ligeras variaciones. Este valor de pH favorece también la sobrevi-
vencia de los microorganismos.

Con respecto a este pardmetro puede observarse (Ver tabla IX)
que la media geométrica es de un valor mis alto cn las tinas de
hidroterapia y su coeficiente de variacidn nos indica mds homogenei
dad en ellas. Por otro lado comparado con el grupo I nos indica que
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el valor de la media geométrica es menor pero hay mis variabilidad
en sus valores de acuerdo con el coeficiente de variacién.

Concentracifén de cloro libre residual

Grupo 1. La concentracibn de cloro libre residual en cada una
de las piscinas, durante el tiempo de muest}eo, fue muy variable,
desde 0.0 mg/1 hasta 3.7 mg/l con un promedio general de 0.885 mg/l
observando que la concentracibn de cloro libre residual, en las
piscinas 1, 5, 4, 7, 8 ¥y 9 generalmente disminuyd a lo largo de las
tres temporadas. Esta disminucién fue en una proporcién variable,
lo que hace suponer que dependid de varios factores como son: el pH,
la temperatura del agua e intensidad de los rayos solares. En con-
traste con las piscinas 2, 3 y 6 donde la concentracibén de cloro re
sidual aumentd en general, pudo deberse a que los operadores sumi-
nistraron mis cloro al agua conforme cambian las estaciones y se van
utilizando con mayor frecuencia las piscinas, lo cual resulta fécil
cuando las piscinas tienen un sistema automatizado o criterio forma-
do del técnico para adicionar sustancias y recircular agua. Ver la
tabla IV de cloro.

Grupo II. Los operadores del mantenimiento de estas tinas infor
maron que no se agregaba cloro y que el agua se cambiaba semanalmen-
te. Sin embargo, durante la temporada de primavera pudo detectarse
cierta cantidad (0.0-1.19) mg/l con un valor promedio de 0.17 mg/l.

En cuanto a este parimetro de cloro libre residual se obtuvo que
el valor promedio de la concentracidn de cloro libre residual para
el grupo I fue alto, mientras que el valor del coeficiente de varia-
ci6n fue menor que el obtenido para el grupo II (piscina de hidrote
rapia) por lo que considerando globalmente al grupo I el cloro esti
mis homogeneamente distribuido en estas piscinas,



il

7.2 An8lisis de los parimetros bacteriolbgicos para los grupos
1y II.

NGmero de P. aeruginosa, coliformes totales y coliformes fecales.

En lo que se fefiere al nfinero de microorganismos determinados
mediante los métodos descritos los resultados en las tablas V, VI,
VII indican que en cada una de las piscinas y cada dia de muestreo
de una misma piscina (es decir considerando los valores globalmen-
te) hubo un nfimero variable de microorganismos.

Los coliformes totales al igual que P. aeruginosa se encontra-
ron en nimeros que no presentaron ninglin comportamiento bien deter
minado por ejemplo los coliformes totales tienen un rango muy amplio
que va de 0-300 al igual que P. aeruginosa que va de 0-195.

La variabilidad pudo deberse a los siguientes factores:

- Manejo y/o limpieza de las piscinas y de la periodicidad con
que se realiz6 &sta.

- NGmero de estos microorganismos que fueron aportados por los
nadadores y bafiistas que ingresaron a las piscinas. '

- Temperatura a que se encontrd el agua de las piscinas, ya
que hay un intervalo en el cual se ve favorecida la sobrevi-
vencia y la proliferacibén de estos microorganismos.

- La concentracifn de cloro libre residual que existib en el
agua.

- pH al que se encontrd esta agua, pues la mayor actividad bac
tericida del cloro se encuentra entre 7.2~7.6 ya que a mayor
valor disminuye su actividad bactericida (32).

Coliformes fecales.- Se detect6 en general un nGmero bajo de
estos organismos (0-29) estando ausentes en 97 de las 120 muestras.

Grupo II. Debido a que las condiciones de temperatura y pH fue-
ron las mis adecuadas para la proliferacibén de los microorganismos y,
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a que existe una inadecuada o nula cloracifn de las tinas,el nime-
ro de microorganismos encontrados fue considerable durante los pe
riodos de muestreo. Alcanzando un rango de 0-300 para coliformes
totales con un valor promedio de 200 coliformes de 100 ml. y se
detectaron de 9-19 colonias de P. aeruginosa con un valor promedio
de 15 colonias por 100 ml. coliformes fecales de 0-9 colonias con
un valor promedio de 3 colonias por 100 ml.

En cuanto al valor de sus coeficientes de variacién que apare-
cen en la tabla IX, puede observarse que en el caso de los microor
ganismos (P. aeruginosa, CT y CF) su valor promedio fue mayor para
el grupo II (tinas) presentando mayor homogeneidad que en el grupo
1 que presenta un valor promedio mds bajo con una mayor variabili-
dad de nfinero en determinadas piscinas.

7.2.1 Relacién_numérica de coliformes totales y P. aeru-

ginosa.

En este estudio se observaron tres comportamientos diferen

tes entre estos organismos provocados por las diferencias fisicoqui
micas de cada piscina.

~-Los datos obtenidos para la piscina No. 6 durante el invierno
No. 10 durante primavera y No. 3 en el otofio son casos donde se
observ6 la presencia de P, aeruginosa pero CT, y en las que hu-
bo mayor cantidad de P. aeruginosa que de CT. En todos estos
casos se observd que el cloro tenfa una concentracibn aceptable,
y el pH era en general &cido lo cual al parecer favorecif la pre
sencia de P. aeruginosa en mayor proporcién que CT.

-Por otro lade se observaron los casos de: invierno en la pisci-
na No. 4; primavera en la piscina No. 6; verano e invierno en
la piscina No. 3; otofio e invierno en la piscina No. 2 y de ve-
rano y otofio en la piscina No. 9; la caracteristica aqui obser-
vada fue que en general la concentracién de cloro fue aceptable
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(a excepcifn de la piscina 4 y 9 donde dicha concentracibn
fue baja) se encontr6 la presencia en mayor proporcién de CT
que de P. aeruginosa cuando el pH tendia hacia valores bisi-
cos.

-También se observaron los casos en que las piscinas estaban
contaminadas por la presencia de ambos microorganismos lo
cual ocurrif en la piscina 1, 7, 8 y 10 en sus tres tempora-
das debido a que las condiciones fisicoquimicas no fueron
las adecuadas.

-Ahora bien las piscinas mis contaminadas por la bacteria P.
aeruginosa fueron la No. 1 durante las temporadas de otofio e
invierno. Con un miximo de 76 colonias. La piscina No. 8
durante el verano con 195 colonias, la piscina No. 7 durante
las tres temporadas y la No. 10 (tinas) durante las tres tem-
poradas.

-Las piscinas mis contaminadas (en cuanto a nlGmero) por CT fue-
ron la No. 1 en otofio y verano, la No. 2 en otofio, 1la No. 7
durante el invierno y verano, y las 10, 8 y 9 en verano y oto
flo.

-Las piscinas mis contaminadas por la presencia de ambos microor
ganismos ya que en ellas se detecté el n(immero mfximo (195) tan-
to de P. aeruginosa como de CT (300) y fueron las 1, 7, 10 y
la 8 en por lo menos dos de sus tres temporadas.

Se considera de importancia el haber determinado la presen-
cia de la bacteria P. aeruginosa en 8 de las 10 piscinas estudiadas
debido a que su existencia revela un gran riesgo para la salud de
los usuarios ya que pone de manifiesto lo mencionado por Favero y
col. (13) con respecto a que 'El aislamiento de Pseudomonas aerugi-
nosa en 100 ml de agua o menos seri un mandato de clausura de la
piscina hasta que en ellas se puedan mantener las condiciones 6pti-

mas para nadar".
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Ademds se hace notar que en las albercas estudiadas no -
existe realmente ningn control estricto que esté encaminado a
prevenir la propagacibn de las enfermedades infecciosas, y ni la
limpieza, ni la desinfeccidn se llevan a cabo con la periodicidad
y supervisifn que se requiere, pues en un buen nGmero de piscinas
(6) se encontraron concentraciones de cloro libre residual bajas.
Por lo que su efecto desinfectante es minimo y permite la sobrevi-
vencia y la proliferacién de los microorganismos, mientras que por
otro lado la mayoria de los operarios, con el propbsito de preser-
var la limpieza de las piscinas, agregan al agua ya sea dosis exce
sivas de cloro u otras sustancias inhibitorias que pueden provocar
irritaciones de la piel o de las mucosas, venciéndose asi la prime
ra linea de las barreras naturales con que cuenta el cuerpo humano
para su defensa (25}, lo anterior nos lleva a pensar que en realidad
no es nada dificil que en un momento dado se presente un problema
serio de salud general entre los nadadores y/o usuarios. El riesgo
se incrementaria en nifios, j6venes y personas que se inician, por-
que son precisamente ellos quienes estin mayor tiempo en contacto
con el agua de las piscinas,

En cuanto al establecimiento de una evidencia epidemiold-
gica de la relacifbn significativa entre la calidad del agua y la
incidencia de enfermedades, recaeria en la medida en que exista un
esfuerzo por parte de las autoridades de salud para recavar esta
informacién. Ya que dichas acciones permitirian el poder formar
las bases para una accién de regulacibén oficial mis adecuada a las
necesidades y condiciones reales en nuestro pais, que pudieran real
mente tener desde beneficio social hasta efectos econémicos.



56.

7.3 Anidlisis de correlacién

1. Correlacifn por par de variables

En las tablas X-A, X-B se muestran los resultados obtenidos para
los coeficientes de correlacif6n simple.

Coliformes totales y P. aeruginosa.

Esta relacifn como puede observarse es directamente proporcional,
es decir cuando el nfimero de P. aeruginosa se incrementa, se incremen
ta también el n@mero de coliformes totales. Aquf los dos grupos de
bacterias sufren variaciones en el mismo sentido, puede decirse que
varian conjuntamente.

Pudo observase que en algunos casos aislados no se observ6é la va-
riacién conjunta como un patrén de correlacibn siempre definido de 1la
misma forma, ya que en algunos casos dominaba la presencia de alguno
de ellos en cuanto a nGmero, o bien alguno de los dos grupos estaba
ausente.

P. aeruginosa y cloro

Se observa que de acuerdo con el signo del coeficiente de corre-
lacién, la relacién es inversamente proporcional ya que cuando la
concentracién de cloro libre residual es alta el nGmero de UFC (uni-
dades formadoras de cloro) disminuye, en cambio cuando la concentra-
ci6én de cloro libre residual disminuye el nfimero de UFC aumenta.

Lo anterior apoya que una deficiente desinfeccifén permite la so-
brevivencia de los microorgaﬁismos, ademis de ponerse de manifiesto
la resistencia de esta bacteria a altas concentraciones de cloro ba-
jo ciertas circunstancias, como sucede cuando forma colonias mucila-
ginosas en 4reas en donde no hay mucha circulacifén del agua en las
piscinas (Seyfried et al 1980; Esterman, 1984).



MATRIZ DE CORRELACION SIMPLE PARA 120 DATOS

P. aeruginosa | Coliformes | Cloro pH y el
Totales
b V N.S. | N.S.
e / 0.38* -0.27* | -0.04  [0.14
L / . w B
Colif ;’f' N.G.
totales A -0.47% 0.36* |[0.14
N.S.
- *
Cloro W}.USG .5h
\.S.
77
TABLA X-A
MATRIZ DE CORRELACION SIMPLE PARA 108 DATOS
Coliformes
P, aeruginosa Totales Cloro pH { i
P. aeru r_al N.S. N.S.
Fais //////M 0.4116% | -0.262% | -0.059 | 0.17
Colif. Y/ _ NS,
Totales /////A -0.44* [ 0.38 * | 0.0019
Cloro W -0.205% | .248*
N.S.
70 V//
Y

TABLA X-B

57.

En las tablas X-A y B se observan los valores obtenidos en co-

rrelacién y su significancia mediante la prueba de hip6tesis.
Correlaciones significativas (P<<.05)

*

N.S. Correlaciones no significativas (P<.05)
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P. aeruginosa y pH

Afin cuando el valor obtenido para r, al compararlo con el de tablas
no se encontrd significativo. Se observ6 en este caso que la rela-
cifn es inversamente proporcional por lo que cuando el valor del pH
se incrementa (es decir tiende a ser bdsico) el nGmero de P. aeru-
ginosa es bajo y cuando el pH disminuye (tiende a ser &dcido) el nG-
mero de microorganismos es mayor. Lo que puede observarse en las
piscinas Nos. Sy 9 de las tablas II1I y V de resultados.

P. aeruginosa y temperatura

Esta relacifn es de tipo directamente proporcional y su valor numé-
rico no es significativo al compararse con el de tablas. Esta co-
rrelacién no pudo determinarse y por lo tanto puede decirse que son
parimetros independientes o que por lo menos las temperaturas no fue
ron lo suficientemente altas como para permitir la existencia de una
asociacifn significativa.

Coliformes totales y cloro

Aqui se obtiene una relacifn inversamente proporcional entre los co-
liformes totales y el cloro libre residual con los valores numéricos
significativos. E1l sentido de este coeficiente de correlaci6n se ex
plica debido a que cuando la concentracién de cloro se incrementa el
nimero de microorganismos disminuye y cuando la concentracién de clo
ro disminuye el nimero de UFC de coliformes totales aumenta,

Y de la misma manera que ocurrib con P. aeruginosa también hubo ca-
50s en los cuales se presentaron los coliformes aGin con concentra-
ciones de cloro adecuadas.

Coliformes totales y pH

Cuando se trata del pH la asociacibén es directamente proporcional
con un valor numérico significativo el cual quedaria explicado por-



59.

que cuando el pH aumenta, también se incrementa el nfimero de mi-
croorganismos presentes y si el pH disminuye es decir tiende ha-
cia los valores 4cidos el nimero de coliformes totales es menor.
En contraposici6én a lo que ocurre con P. aeruginosa.

Coliformes totales y temperatura

La relacién es directamente proporcional por el signo, pero con
un valor numérico no significativo.

Podria suponerse que cuando la temperatura se incrementa, aumenta

también el nfimero de microorganismos y si la temperatura disminu-

ye el ntimero de UFC disminuye pero esto no se observé debido a que
las temperaturas no varfan en general dristicamente.

Cloro y pH

En la matriz de correlacifén simple puede observarse que para 120 da
tos el valor de r no es significativo. Es decir que entre cloro y
pH no hay asociacién aparentemente, lo que seguramente caus6 la dis
torsifn de este resultado es el hecho de que las Tinas de Hidrotera-
pia no se cloran.

En cambio en la tabla X-B podemos observar que la relacién fue inver
samente proporcional. Lo cual se explica porque se ha visto que
cuando el pH tiene valores bajos, tendiendo hacia lo &cido con valo
res de 5 por ejemplo el cloro es mds efectivo ya que se encuentra
como HOC1 (dcido hipocloroso) en cambio cuando el pH tiende hacia

lo b4sico con valores arriba de 7.8 el cloro disminuye su efectivi-
dad porque se encuentra como ién OC1l ya no como HOCL.

El valor numérico indica que la relacifn es significativa comparada
con la de tablas.
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Temperatura y cloro

La relacidn es inversamente proporcional para 120 datos y directa-
mente proporcional para 108 datos lo cual muestra que a temperaturas
altas (40°C) el cloro se difunde mis rdpidamente (CIECCA, 1979).

Temperatura y pH

La relacibn es inversamente proporcional lo cual permitiria suponer
que a medida que la temperatura aumenta los valores de pH disminu-
yen (Margalef, R. 1977), pero tomando en cuenta los bajos niveles
de asociacién encontrados en nuestro estudio lo anterior no se de-
termind, posiblemente porque los Ambitos de variacidn enla relacién
T°y pH no son tan marcados.

En una vista general (tabla X-A, X-B) se observa que los coeficien-
tes de correlacién tienen el mismo sentido para 108 y para 120 da-
tos, pero el valor numérico es ligeramente mayor para el grupo de

los 108 datos, por lo tanto para este grupo se obtuvo una mayor
asociacién.

2. Correlaciones parciales

a) Correlaciones parciales P, aeruginosa con los factores Cl-pH,
T-pH y C1-T para 108 y 120 datos.

P. aeruginosa con Cl-pH

Se observa que el Cl-pH se correlacionan con P. aeruginosa de manera
significativa, obsérvese que la temperatura no participa en la co-
rrelacién. Por lo tanto existe asociacién entre los parfmetros fisi
coquimicos con la presencia de los microorganismos.

A diferencia de lo que puede observarse en las tablas X-A v X-B de

asociaciones simples donde P. aeruginosa y pH no se relacionan sig-
nificativamente.
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P. aeruginosa con T-pH

En la correlacién de T-pH con P. aeruginosa existe un valor no sig
nificativo para 120 datos pero si es significativo para 108 datos
(aun cuando este valor de asociacidn es bajo). Lo cual permite co
rroborar que las temperaturas extremas que se detectaron en las Ti
nas de Hidroterapia si fueron un factor de variabilidad en la obten
cién de los coeficientes de correlacién parcial. Pero que la inter
accibn de estos factores fisicoquimicos bajo las condiciones que se
encontraron en las piscinas estudiadas no estuvieron asociados con
la presencia de P. aeruginosa.

Cabe mencionar que en las correlaciones simples de P. aeruginosa
con pH y de P. aeruginosa con temperatura no fueron significativas.

P. aeruginosa con C1-T

La correlaci6én es de un valor significativo, es decir que los facto-
res fisicoquimicos Cl-T si se asocian con P. aeruginosa y su valor
de asociacifn es ligeramente menor que la de Cl-pH.

Cabe mencionar que P. aeruginosa se asocia significativamente con
cloro mientras que con el factor temperatura no hay asociacibn sig-
nificativa.

MATRIZ DE CORRELACION PARCIAL PARA 120 DATOS

C1 pH T°pH c1T°

P. aerugi~ | o z96% | 0.14N'S- | 0.30 *
nosa

Colif. * : *

el 0.51 0.39 .539

TABLA XI-A
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MATRIZ DE CORRELACION PARCIAL PARA 108 DATOS

Cl pH T° pH c1 T1°
P. aerugi-
L 0.368*% 0.17 * | 0.345%
Colif. * * %
Totalss 0.50 0.39 0.512

TABLA XI-B

La tabla XI-A y B muestran los valores obte-
nidos en las correlaciones parciales y su sig
nificancia mediante la prueba de hipftesis.

* Valores de correlacidn significativos (P<(.05)
NS Valores de correlaci6n no significativos (P>.05)

Tomando en cuenta el valor de las tres correlaciones parciales an-
teriores se concluye que efectivamente el pH tiene un papel impor-
tante por su accibn sobre las eoncentraciones de cloro, particular
mente cuando los valores de pH son extremos es decir tienden hacia
lo dcido o hacia lo bédsico (ver tablas XII-A y B).

Este punto apoya algunos de los casos particulares de piscinas en
los que se observa también el peso del factor pH-Cl bajo determina
das condiciones.

De manera general para los 108 datos la correlacién fue mis alta

que cuando se tratd de 120 datos, y el factor que participa en mayor
proporcién a la correlacién fue la interaccién del Cl-pH. Esta me-
jor asociacibén se logrd al excluir las Tinas de Hidroterapia.

b) Correlaciones parciales de coliformes totales con los facto-
res Cl-pH, T-pH y C1-T para 108 y 120 datos.
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Coliformes totales con Cl-pH

La correlacidén fue de un valor significativo, por lo tanto la rela-
cidén de estos factores fisicoquimicos, si estd asociada con la pre
sencia de coliformes en el agua de las piscinas, Ademds para 120
datos la asociacifén es de un valor mayor que para los 108 datos.

Observando las correlaciones simples (tablas X-A y X-B) se tiene
que coliformes totales y cloro al igual que coliformes totales y
pl si se encuentran asociados.

Coliformes totales con T-pH

La asociacién es significativa con un valor significativo tanto pa
ra 108 como para 120 datos.

Sin embargo las correlaciones simples entre coliformes totales y tem
peratura y entre pH y temperatura no fueron significativas en cambio
coliformes totales con pH si fue significativa (tablas X-A y B).

Coliformes totales con C1-T

La asociacién si es significativa, siendo la que presenta un mayor
grado de asociacidén para 120 datos esto pudo deberse a las altas
temperatuaras de las Tinas de Hidroterapia (de hasta 40°C) las cua
les pudieron dar lugar a la variabilidad marcada que se presentd
ain cuando no existe realmente mucha diferencia entre uno y otro
resultado final de la correlacifn.

Para las correlaciones parciales con tres variables tenemos que,
la mayor asociacibn se presentd para 120 datos y no para 108 da-
tos.

Al comparar los valores de correlacifn globales para los dos grupos
de bacterias se obtuvo que los coeficientes de correlacidén son mejo
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res para coliformes totales que para P. aeruginosa.

Sin embargo, seria conveniente un andlisis mis detallado que per-
mitiera corroborar con mis exactitud el peso del Cl-pH sobre la
presencia de P, aeruginosa y que permitiera probar tambié&n con
mayor certeza el peso del C1-T en la presencia de los coliformes
totales.

3. Correlaciones mGltiples

a) Correlacién de P. aeruginosa con los factores Cl, T°, pH.

En las tablas XII-A y XII-B se presentan los valores de los
coeficientes de correlacién los cuales fueron mds altos para

el grupo de las 108 muestras que para las 120 muestras tota-
les, que es lo esperado debido a que en el caso de las 108 mues
tras se han descartado a las Tinas de Hidroterapia que tienen
condiciones muy especiales y que dan lugar a variaciones en los

andlisis.

b) Correlacién.- de coliformes totales con los factores Cl, TS pH.

La misma tabla XII-A y XII-B permite comparar el valor de los coe
ficientes de correlacién mGltiple de coliformes totales con los
factores Cl, pH,yT°obtenido para las 108 muestras y para las 120
muestras totales en donde se obtuvo un valor mayor de 0.54 para
las 120 muestras totales mientras que para 108 fue de 0.528.

La variaci6n de estos dltimos valores de correlacifn mGltiple se
debe probablemente a que en el caso de las 120 muestras se inclu
ye a las Tinas de Hidroterapia, las cuales tienen temperaturas
altas debido a su particular uso. Sin embargo podemos conside-
rar que la temperatura es un factor principal pero no de peso
real, dada la diferencia en proporciones en que cada uno de los
factores contribuye para dar el coeficiente de correlacién mdl-
tiple.
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Ahora bjen al comparar los valores globales de las correlacio-
nes miltiples para P. aeruginosa y para coliformes totales,
tenemos los mayores valores para coliformes totales y con ba-
se a ello podemos decir que la asociacibén de los pardmetros
fisicoquimicos con los coliformes totales es mejor que la ob-
servada para P. aeruginosa.

MATRIZ DE CORRELACION MULTIPLE PARA 120 DATOS

Cl T° pH
P. aeruginosa 0.32580%
Coliformes totales 0.54112%

TABLA XII - A

MATRIZ DE CORRELACION MULTIPLE PARA 108 DATOS

€1 T° pH
P. aeruginosa 0.37367%*
Coliformes totales 0.52826%

TABLA XII - B

Las tablas XII-A y B muestran los valores de
correlacifén mltiple y su significancia me-
diante la prueba de hipbdtesis.

* valores de correlacién significativos (P<Z.05)
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Sin embargo en el caso particular de P. aeruginosa debe considerar-
se que la abundancia en cuanto a nGmero no es un factor determinan
te de su importancia como indicador de la calidad del agua que el
solo hecho de encontrar un microorganismo en el andlisis es impor-
tante por ser este un organismo patbgeno y por lo que se considera
de importancia su deteccidn en piscinas y la existencia de asocia-
cidn con los parfmetros fisicoquimicos que se estudiaron.
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7.4 Eficiencia del medio mPa-C

Dentro de los prop6sitos para los cuales se realizb este estu-
dio también estd el de la importancia que tuvieron tanto la eficien
cia como la sensibilidad de los métodos empleados para determinar
la presencia de microorganismos en las piscinas. Asi pudo observar-
se que Pseudomonas aeruginosa estuvo presente en la mayoria de las
piscinas. Rosell, 1985 determina que el m&todo de Filtro de membra
na empleado para aislar a este microorganismo tuvo una buena eficien
cia, lo cual aunado al uso de un medio de cultivo s6lido altamente
selectivo (mpa-C), incubado a una temperatura de 41.5°C aumentd la

eficiencia de recuperaci6n de P. aeruginosa y permitié una buena de-
finicién colonial de la misma, y la inhibicifén del crecimiento de
otros microorganismos contaminantes teniendo ademds la ventaja de
permitir la lectura a las 24 horas de incubacién. Comprobdndose su
especificidad, selectividad, eficiencia y precisién cuando se apli-
ca a andlisis de agua de piscina.

La técnica de filtro de membrana y los medios utilizados para
coliformes totales M-Endo y para coliformes fecales M/FC son los
normalizados y estandarizados (Standard Methods, 1980) (Ver anexo).
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VIII. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En el presente estudio se muestra que bajo condiciones de lim-
pieza y desinfeccién adecuadas (cl,ti pH) y constantes el riesgo de
enfermedades infecciosas por contacto directo via agua puede dismi-
nuir en medida considerable.

Puede observarse también que la mayor incidencia por contamina-
cibn con bacterias patfgenas se aislaron de piscinas con las siguien

tes caracteristicas

- Cuando el pH fue 4cido y el cloro alto se detecté la presencia

de Pseudomonas aeruginosa pero no de coliformes totales o en me
nor cantidad que Pseudomonas aeruginosa casos concretos pudieron

observarse en la piscina 6,3 y 5.

- Cuando el pH es bisico (7.9-9.3) y el cloro es bajo o nulo se
presentan P. aeroginosa y CT (pero se observa cierta predominan
de la presencia de CT) por ejemplo piscina 4, 9.

- Cuando el cloro es alto y el pH tiende a bisico aunque no tan
extremoso como en el caso anterior se encuentran tanto P. aeru-
ginosa como CT.

- Cuando el pH estd en un rango de (6.9-7.8) el cloro es bajo se
presentan ambos grupos de microorganismos.

Los resultados que se presentan aqui son los encontrados duran-
te dfas de uso normal mostrando la variabilidad tanto de parémetros
fisicoquimicos como bacteriolégicos, por lo que el pH y el cloro son
los parimetros que en el presente estudio tuvieron una relacifn mas
evidente.

Lo cual corrobora lo mencionado por Paul, A. 1972 de que la
contaminacién en piscinas estd relacionada con ciertos aspectos de
uso y operacidn,



69.

Este estudio demuestra la existencia y el grado de asociacidn
de P. aeruginosa con coliformes totales asi como con los pardmetros
fisicoquimicos estudiados.

Las asociaciones que se determinaron en el caso de estas bac-
terias y en particular de P. aeruginosa son de importancia por el
riesgo a la salud que su sola presencia representa y ademis ponien
do de manifiesto que es necesaria la incorporaci6én de una bacteria
indicadora mids asociada con las enfermedades adquiridas en piscinas
(esta bacteria ademfis de ser un patfgeno, presenta resistencia a la
cloracién cuando ésta no es eficiente, o cuando el pH es demasiado
dcido), las cuales son causadas muchas veces por ciertos aspectos
en uso y operacién (Paul, A. 1972).

Con respecto a su uso y operacidén se considera que realmente
no existen las medidas preventivas adecuadas para evitar la propa-
gacién de las enfermedades infecciosas por parte de los administra
dores de las piscinas, ni por parte de los usuarios de las mismas.

La limpieza y desinfeccibn de las piscinas (higienizacién) no
se lleva a cabo en forma adecuada ni con la periodicidad que debia
hacerse.

E1l nadar en el agua de las piscinas que se sometieron a estu-
dio, se considera que si representa un riesgo para la salud del in-
dividuo, siendo mayor este riesgo, para las personas que son aficio
nadas a la natacién.

La evidencia epidemioldégica de la relacibn significativa entre
la determinaci6n de los microorganismos y la incidencia de las enfer
medades podrd establecerse solamente cuando las autoridades de salud
se propagan la recopilacidén de esta informacién.

Las autoridades competentes deberfan vigilar la construccibn y
dar autorizacién a un técnico especializado para el mantenimiento
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adecuado y responsable a las piscinas destinadas a uso piiblico.
Para exigir las medidas minimas de seguridad para la conservacidn
de la salud del usuario, como son:

- Que se exija al usuario tomar una ducha con agua y jabbn antes
de hacer uso de la piscina. Evitando el uso de la piscina a
los bafiistas que tengan heridas abiertas, o llagas infectadas
o quemaduras, o enfermedades de la piel.

- Que la zona que rodea a la piscina sea saneada apropiadamente,
prohibiendo a los usuarios ingerir alimentos cerca de la pisci-
na y que de preferencia sea cercada para evitar precisamente la
agrupacifn de los bafiistas alrededor de la misma.

B Que el técnico especializado realice muestreos perifdicos y ru-
tinarios del agua de las piscinas para llevar a cabo una evalua
ci6n tanto bacteriolégica como fisicoquimica de la misma ya que
estos filtimos brindan informacifn sobre aguas contamindas pero
no son lo bastante sensibles y especificos como los bacteriolé-
ficos por lo que deben hacerse ambos cuando se hace una buena
inspeccidén sanitaria.

- Que el suministro de agua, con la cual se llene y regule el ni-
vel de agua de la piscina, sea de buena calidad, evitando qué
exista coneccifn directa entre el sistema de toma de agua y el
sistema de agua de la piscina.

~ Que la construccibén y 1la ubicacidn de las piscinas se haga ade-
cuadamente de tal manera que se reduzca en lo posible la conta-
minacién del aire, el polvo, etc.

= Que la capacidad de la piscina sea apropiada tomfndose en cuenta
siempre el nGmero esperado de los bafiistas y nadadores.

Este estudio permitié obtener conclusiones importantes sin embar-
go se sugiere la realizaci6n de estudios posteriores que permitan ade
mis de conocer la intensidad de asociacidn existente, obtener informa-
ci6én suficiente para hacer predicciones para la obtencifén de un modelo
que una vez desarrollado pudiera aplicarse rutinariamente en programas
de inspecci6n de piscinas.
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A N E X O

1 MEDIOS

Medios mPaC modificado para Pseudomonas aeruginosa

g/1t
& Lisina HC1 5.0
Cloruro de sodio 5.0
Extracto de levadura 2.0
Xilosa 1.25
Sacarosa 1.25
Lactosa 1.25
Rojo de fenol 0.08
Citrato de amonio férrico 0.8
Tiosulfato de sodio 5.0
Agar 12,0 \:
Agua destilada 1000.0 ml \
Sulfato de magnesio 1.5

Antibibticos

Acido nalidixico 0.037
Kanamicina 0.0085

Llevar a ebullicién agitando constantemente, dejar enfriar lige-
ramente el medio a 70-80°C y ajustar el pH a 7.5-7.8, esterilizar
inmediatamente durante 10 minutos a 15 1b de presi6én. Enfriar a
55-60°C, agregar los antibifticos.

Incubacibn a 41.5°C por 24 horas.
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Medio M-Endo para coliformes totales

Triptona o polipeptona 10.0 g
Tiopeptona 5.0 g
Casitona o tripticasa 5.0 g
Extracto de levadura 1.5 g
lactosa 12.5 g
NaC1l 5.0 g
K,HPO, 4.375 g
KH, PO, 1.375 g
Lauril sulfato de sodio 0.050 g
Dexoxicolato de sodio 0.10 ¢
Sulfito de sodio 2.10 g
Fucsina bésica 1.05 g

Rehidratar en 1 litro de agua destilada que contenga 20 ml de
alcohol al 95%. Calentar a ebullicién y retirarlo inmediatamente del
calor.

Enfriar a temperatura menor a 45°C. No esterilizar en autocla-
ve. El pH final debe ser de 7.1 a 7.3. Conservar el medio en la oscu
ridad entre 2 y 10°C, descartarlo después de 96 horas.

Este medio puede hacerse s6lido agregando 1.2 a 1.5% de agar.

Medio M-FC para coliformes fecales

0

Triptosa 10.0 g
Proteasa, peptona o polipeptona 5.0 g
Extracto de levadura 3.0 g
Cloruro de sodio 5.0 g
Lactosa 12.5 g
Sales biliares 1.5 g
Azul de anilina 0.1 g
Agua destilada 1 1
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Rehidratar en agua destilada que contenga 10 ml de 8cido rosé
lico al 1% en NaOH 0.2N. Calentar a ebullicidén y enfriar a tempe-
ratura inferior a 45°C. No esterilizar en autoclave. El pH final
debe ser de 7.4. E1 medio debe conservarse de 2 a 10°C, su tiempc
de duracif6n es de 96 horas como miximo.

Medio base de agar cetrimida

Peptona de gelatina 20.0 g
Cloruro de magnesio 1.4 g
Sulfato de potasio 10.0 g
Cetrimida 0.3 g
Agar-agar 13.6 g
Agua destilada 1000.0 ml

Rehidratar 45.3 g. del medio de cultivo en un litro de agua des-
tilada, agregar 10 ml de glicerol y remojar durante 10 minutos, el
pH final debe ser de 7.2,

Calentar agitando hasta ebullicibn para disclver el medio v se

esteriliza a 15 1b de presi6én, durante 15 minutos.

Acetamida
Acetamida 10.0 g
Cloruro s6dico 5.0 g
Fosfato dipotisico anhidro 1.39 g
Sulfato magnésico (Mg504. YHZOJ 0.5 g
Fosfato monopotisico anhidro 0.73 g
Rojo de fenol 0.012 g
Agua destilada hasta enrase a 1000.0 ml

Disolver los componentes. Ajustar pH 6.9-7.2 antes de esterili-
zacién. Distribuir en tubos de 160 x 16 mm. a raz6n de 8 a 10 ml
por tubo. Esterilizar en autoclave a 15 1b durante 20 minutos.
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Gelatina nutritiva

Peptona de gelatina 5.0 g
Extracto de carne de res 3.0¢g
Gelatina 120.0 g

Rehidratar 128 gramos del medio en un litro de agua destilada
disolverlo y distribuirlo en tubos.

Esterilizarlo a 15 1lb de presifén por 15 minutos. El1 pH final es
de 6.8.
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2. REACTIVOS
Prueba de oxidasa

1. Reactivo para la prueba de oxidasa (reactivo de Kovacs). Diclo-
hidrato de tetrametil -p- fenilendiamina al 1%.

Se disuelve 1 gramo del reactivo deseado en un poco menos de
100 m1 de agua destilada.

2. Se caliente suavemente hasta su disoluci6n.
3. Se pasa a un frasco volumétrico y se agrega un disolvente adecuado.
4. Se deja reposar 15 minutos antes de su empleo.

5. Se guarda en un frasco de vidrio de color ambar.

La reaccibén ocurre en 10-15 seg. Colocdndose de 2-3 gotas de
reactivo en el tubo o colonia a que se ha de hacer la prueba. Da
un vire a color pfirpura negrusco.

Prueba de catalasa

Reactivo

Per6xido de hidr6geno 30% (superoxal)
1. La conservacién del reactivo es en un frasco color ambar.

2. Se mantiene constantemente en refrigeracifn.

Técnica

Con una aguja de inoculacién se recoge el centro de una colonia
de 24 hrs. se coloca en un portaobjetos de vidrio. Se le agrega una
gota de Hzoz al 30% sobre los microorganismos del portaobjetos. Se
observa la inmediata formacibn de burbujas (liberacién de gas).
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3. DETERMINACION DE CLORO LIBRE RESIDUAL

Método yodométrico

En el m&todo yodométrico para la determinacifn de altas concen-
traciones (2 mg/l como c/2) de &cido hipocloroso (HOC1) la reaccién
del cloro y las cloraminas con el i6n yoduro (17) en la solucién
dcida desprende yodo (Iz) que se titula con tiosulfato de sodio.

Procedimiento

1. A un matraz erlenmeyer de 1000 ml agréguese 500 ml de muestra.
2. Agregar 5 ml de dcido acético glacial.
3. Y aproximadamente 1 g. de K1

4., Titular de inmediato con solucibn 0.025 N de Na28203 agregando
almidén como indicador para la determinaci6n del punto final
(titular evitando la luz directa del sol).

S. Hacer una titulacifn de blanco o testigo con 500 ml de agua des
tilada 5 ml de 4dcido acético glacial y 1 g de KI.

Cédlculo: Para determinar el cloro residual disponible total

ng/1 de C1 = mg gastados de tiosulfato x normalidéd de tiosulfato x 35,450
' Volumen de la muestra

AN

L]
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4, SOLUCION AMORTIGUADORA

a) Soluci6n madre de fosfatos

Disolver 34 g de fosfato monobisico de potasio (KH2P04) en 500 ml
de agua destilada, ajustar el pH a 7.2 con NaOH I N y diluir a 1 li-
tro de agua destilada.

b) Soluci6n amortiguadora

Agregar 1.25 ml de la solucidén madre de fosfato y 5 ml de sulfato
de magnesio (50 g MgSO4 . # H20/1} a un litro de agua destilada y
esterilizar 15 minutos.
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