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1. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES.

De estudios realizados reci entemento‘ 1)@ se ha podido

establecer que las parasitosis intestinales ocupan el tercer 1ug5r
como causa de morbilidad en la Republica Mexicana, ¥ que

ademds son responsables de un elevado indice de defunciones.

De las parasitosis intestinales la mas frecuente en México es
la amibiasis. Se ha calculado que en promedioc el 27% de los
mexicanos estan: afectados; en.-algunas - poblaciones hasta el

88% de los individuos presentaron amibas en sus heces.

La giardiasis es otra parasitosis de las que se sabe que se
presenta con elevada frecuencia en nuestro pais, aungue no se
tienen datos numéricos precisos, es la enfermedad producida por
protozoarios mis frecuente entre los nifios debidoc a su ciclo

biocldgico especifi cof?

En lo gque respecta a las helmintiasis intestinales, en
general se considera gque al menos la mitad de la poblacidn mundial
estd infectada con una © mis especies de helmintos; estas
helmintiasis tienen mayor incidencia en zonas tropicales y

comunidades pobres con bajos estandares de higiene.‘ »,

Se estima que
la ascariasis es la helmintiasis intestinal mis frecuente en la
Republica Mexicana y que afecta a una tercera parte de la

poeblaci snf?



1.2 - ASCARIASIS, W&

La ascariasis es una enfermedad producida por el helminto
Ascaris lumbricoildes, bastante comin en nuestro medio, y cuyas

caracteristicas se detallan a continuacidn.
1.2.1 Morfologia.

Este es un gusano redondo Cnematelminto), blanco o rosado; el
macho tiene una longitud de 10 a 31 cm ¥ la hembra de 28 a 38 cm.
Su cutfcula es finamente estriada y 1lisa; sus extremidades
anteriores y posteriore=s son cénicasy-en el macho, la extremidad

posterior es curvada.

LLos huevos miden de 48 a 70 por 35 a 5Oum tienen una cubierta
externa que sirve como barrera auxiliar contra la permeabilidad,
pero puede faltar. Ademds tienen una parte gruesa transparente que
actia como estructura de sostén, y otra interna, vitelina,
delicada, lipoidal y muy impermeable. Los huevos no fértiles miden
de 88 a 94 por 39 a 44um, son mas largos y estrechos que los
fértiles, tienen wuna cubierta md&s delgada y otra 4irregular
albuminosa, ¥y estian completamente llenos de una masa amorfa de

protoplasma.
1.2.2 Ciclo vital.

Los gusanos adultos normalmente viven en el interior del

intestino delgado. Obtienen su nutricidn de la comida semidigerida



por el hospedero y de las células de la mucosa intestinal. Los
gusancs macho © hembra se encuentran solos en personas muy
ligeramente infectadas. Un gusano hembra tiene capacidad
productora de 28 x 10° huevos, y en promedio ponen 200,000 diarios

de los cuales cerca del 15% son fértiles.

Los huevos no son segmentados cuando salen en las heces. En
condicicnes ambientales favorables, en el suelo, en tres semanas
se forman embriones en segunda etapa infectante, después de la
primera muda, dentro de la cubierta del huevo. La temperatura
Sptima para su desarrollo es de unos 2:5°C :variando de 21 a 30°C
Las temperaturas infericres retardan el desarrollo pero fravorecen
la supervivencia. A 37°C se desarrollan sélo hasta la etapa de 8
células. Como requieren oxigeno., su desarrollo se retarda en

materiales putrefactes.

Los huevos infectantes después de ser ingeridos, se fijan en
el 1nt.os.t.1ne delgado proximal, liberande sus larvas rabditoides
Cque miden de 200 a 300 por 14pmd las cuales penetran la pared
intestinal y llegan a las vénulas o linfaticos. Por la circulacidn
porta pasan al higado, de ah{ a corazdén ¥y pulmcnas, y ilegan a
éstos unos siete dias después de la infeccidn. Ahf{ rompen los
capilares y pasan a los alveolos. Eventualmente algunas larvas
llegan al corazén dzquierdo por las venas pulmonares Yy se
distribuyen comoc #émbolos en los diferentes drganos del cuerpo. En

los pulmones las larvas sufren su segunda Yy tercera mudas. Emigran



©  son transportadas de bronquiolos a bx;onquios, ascienden 2
traquea y gleotis y de ahf se degluten y llegan a esdfago e
intestino delgado. Durante el ciclo pulmonar aumentan cinco veces
de tamafio, hasta 1.5 mm de longitud. Al llegar al intestino sufren
una cuarta muda. Las hembras ovipositoras se desarreollan en unos
dos meses después de la infeccidn y viven de 12 a 18 meses '’’’

Cfigura 1.

1.2.3 Mecanismos de transmision™

La infeccidn humana se adgquiere mediante la ingestidén de
huevos embricnados, accidentalmente tcmados del suelo contaminado,
o bien mediante la ingestidn de alimenteos y bebidas contaminados
con huevos embriocnados viables; en los nifios es muy frecuente la
infeccidn dados sus deficientes hibitos de higiene y su costumbre
de jugar en el suelo --Cas{ .como los nifios que .comen estando
sucios). En los trépicos todas las edades estin masivamente
parasitadas, en tanto que en los paises subtropicales los niflos
estin mis infectades que los adultos y contaminan mis a menudo el
sueloc. En paises en los que las heces humanas se utilizan como
fertilizantes de campos de cultivo y de huertas, la poblacidn
adulta adgquiere la infeccidén al ingerir vegetales crudos
contaminades con huevos totalmente embricnados; ademis el riego de
cultivos con aguas residuales crudas o mal tratadas causa un
incremento en la ascariasis tanto en consumidores como en

trabajfaderes agri colas(meigura 22,
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Fig 1

Ascaris lumbricoides, ciclo biolSgico: 1) Expulsibn de -
huevos con las materias fecales., 2) Huevos inmaduros de A. lum
bricoides. 3) Contaminacién del suelo, verduras, agua, alimen-
tos, etc. 4) Huevo larvado infectante. 5) Ingestién de huevos
infectantes. 6) Los huevos despues de llegar al intestino del-
gado, salen las larvas y llegan al higado por vz hecmatbgena.
7) Llegada de larvas al coraz8n. 8) Paso de larvas por pulmo -
nes. 9) Deglucidén de las larvas y llegada por segunda vez al -
‘intestino. 10) Establecimiento de adultos en intestino. 11)Sa-
lida de huevos al nuevo huésped; A) Adulto macho de A. lumbri-
coides. B) Adulto hembra de A. lumbricoides.

{ Fuente: Tay-lara-Velasco-~Gutié&rrez, 19390 )

@)
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L3 ascariasis es esencialmente una infeccidn de las casas y
sus patios, propagada, scbre todo, por la infestacidn del suelo
que rodea la casa con los huevos de las evacuaciocnes intestinales
de los nifios pequefios, los Qque a su vez se reinfectan con los

huevos que recogen con los dedos e introducen a la boca.

El hospederoc de A. lumbricoides es el hombre. Los cerdos y
los perros pueden dispersar los huevos no desarrollados de d.
lumdbricoides ingiriéndoles en las heces humanas y excretiandolos

postericormente en otros lugares.(ﬂ
1.2.4 Anatomfia patoldgica y sintomatologfa.

ta infeccidn usual la origina la presencia de 10 a 20
gusanos, a menudo pasa inadvertida para el hospedero y sdlo se
descubre en estudicos sistemiticos de materias fecales o por la
chservacidén de un gusano adulto expulsado espontianeamente en las

heces.

El sintoma mas frecuente de los pacientes infectados por
Ascaris es dolor abdominar vago. Durante l: migracidn pulmonar
las larvas llegan a producir sensibilizacidén del hospedero, lo que
provoca manifestaciones alérgicas como infiltracidén pul monar,
atagques asmatices y edema de labiocs. Si son muchas las larvas que
emigran a la vez, pusden provocar pneumcnia hemorragica intensa.
Se han descrito encefalitis y meningitis en pacientes infectados

por Ascartis, lo que sugliere gue las larvas migratorias pueden



..llegar al encefalo.

Los efectos graves, a veces fatales. de la ascariasis se
deben a la migracidén de los gusanos adultos, que pueden ser
regurgitados y vomitados, escapar a través de las narinas o rara
vez, ser inhalados por un bronquio. Se han descrito muchos casos
de invasidén de vias biliares, wvesicula, higado y apéndice. Pueden
causar pancreatitis hemorragica aguda o bien transportan bacterias
intestinales a estos sitios, originando abscesocs. También pueden

producir peritonitis y obstruccidn intestinal.

Aun cuando los gusanos causen daflos escasos © nulos, sus
productes pueden provocar noctables manifestaciones tdxicas en
personas sensibilizadas, como edema facial y urticaria gigante
acompafiada de insomnio, pérdida de apetito y de peso. Esta accidn
puede deberse a2 que los alimentos son consumidos por los gusanos,
© a la sustancia inhibidora de la tripsina que estos producen que
interfiere con la digestidn de proteinas del hospedero. Se bha
demostradeo que 20 gusanos adultos consumen 2.8 g de carbochidratos
y 0.7 g de proteinas diariamente; de ah{ que en las infecciones
intensas, en las que los hay por cientos, consuman una proporcidén

importante de los alimentos del hospedero.

Por lo general., el prondstico es favorable y la infeccidn
responde ficilmente al tratamiento. Es grave en enteritis aguda y

obstruccidn intestinal en nifios pequefios, o cuandoc el pariasito



adulto ha Invadi do ¢rgancs:vitales.
1.3 .. IMORTANCIA SANITARIA.

Aunque se ha determinado que el factor principal de contagio
de helmintiasis son los hdbitos deficientes de higiene, no deja de
ser importante el papel que desempefia el agua como vehiculo de
transmisidn., sobre todo si no recibe tratamiento o ¢€ste es

t10)

deficiente para adecuarla al consumo humano. Se ha demostrado

que algunas deficiencias en el tratamiento de las aguas fueron

13>

responsables de muchas epidemias Por ejemplo: Denver en 1971,

Las Vegas en 1973 y Roma en 1974.

Por otra parte, en otros estudios se ha reportado que las

bacterias coliformes fecales y totales no son adecuadas para
determinar la calidad del agua para consumo humano““; este hecho
lo confirman reportes de epidemias en donde se aislaron organismos
patégenos Cbacterias, protozocarios, helmintos) a partir de aguas
que cumplfan con los estaAndares para organismos coliformes fecales

y total es 1142,

10>

as{, por ejemplo, en estudios realizadoes en
Méxdco se identificaron huevos de helmintos de los géneros
Ascaris y trichurts y helmintos adultos de vida libre Clos cuales

“z’); ademis se ha

presentan gran resistencia al clero libre
demostrado que dos especies (Cheilobus guadrilabiatus v
Diplogaster nudicapttatusd de la familia Rhabditidae, aislados de

aguas tratadas, son capaces de ingerir bacterias patdsgenas como

Salmonella y Shigella, ¥y virus entéricos como Coxsackie, lo que



los hace portadores potenciales de enfermedades

gastrointestinales.

Otra caracteristica de estos helmintos de vida libre es que

pueden conferir mal olor y sabor al agua. Rt

Entre las helmintiasis mis comunes en el pais, figura la
ascariasis. Ascaris lunbricoides se encuentra ampliamente
distribuide a nivel mundial debido a que presenta gran resistencia
a los diferentes medios ambientales; entre sus caracteristicas

figuran las siguientes:

Los huevos de Ascaris pueden scbrevivir en condiciones
ambientales variables por largos periodos, de meses a

€?>

afios. " "Pueden permanecer viables en condiciones anaerobias por

largo tiempo.

Alguncs experimentos han revelado que los huevos de dscaris
pueden scbrevivir hasta 15 meses en rios y aproximadamente 2 dias

en el mar.

El cloro y las cloraminas, a las concentraciones y tiempos de
contacte usados durante el tratamiento del agua, son completamente

ineficaces contra los huevos de Ascarts.

Los hueves pueden sobrevivir aproximadamente un afico en heces
y desechos de letrinas. En condiciones anaercbias el desarrollo se

detiene pero se reinicia cuando se introduce aire.



En el suelo pueden sobrevivir varios afios, sl maximo registro

de tiempo de sobrevivencia es de 7 afos. “*

Por otra parte, el Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Centreol Sanitario de Actividades, Establecimientos,
Producteos y Servicios, en su titulo tercero, capftulo I, artficulo
210 establece que para considerar el agua como potable., el numero
de organismos coliformes totales deberia ser, como mixime, de dos y
ademds no contendra organismos fecales; las unicas metodologias de
que se dispone para el anialisis del agua para consumo humane son
las técnicas  de : filtracidn =nr membrana y la del numeroc 'mas
probable (NMP), las cualesz se refieren a la determinacidn de
bacterias coliformes fecales y coliformes totales, las cuales no
son suficientes para eval uar con precisidén la calidad
microbioldgica del agua, y cuya ausencia en ellas no implica
necesariamente la ausencia de bacterias patdgenas, pardsitos
intestinales y virus que son los agentes etioldgicos de las

enfermedades gastrointestinales.



2. JUSTIFICACION

Se considera que al menos la mitad de la poblacidén en Méxice
se encuentra infectada con una o mas especies de helmintos.
Tomando en cuenta la resistencia que tienen ciertos huevos de
pardsitos al tiempe y dosis de cloracidn al que se someten
normalmente en plantas de tratamiento de aguas, hace muy

importante su deteccidn al final de dicho tratamiente.

También el hecho de que se utilice agua de primer uso para el
riego de cultiveos, hace importante tener una técnica para la

deteccidn y cuantificacidn de huevos de pardsitos.

Ademas, debido a gue no hay técnicas para lz deotecclidn de
huevos de pardsitos en agua de consumo humane, que consideren los
requerimientos del pafs y que pueda implantarse comc una técnica
de rutina, se Jjustifica la realizacién del presente trabajo,

para el cual se plantean los siguientes objetivos.

10



3. OBJETIVOS

Ensayar y validar una técnica propuesta para la deteccidn
de huevos de dscaris sp. en agua de consumo humano, que sea de
facil manipulacidén, que se pueda realizar en un laboratorio

ordinario, de bajo costo y con alta eficiencia.

Proponer esta técnica como una herramienta para evaluar la

calidad microbioldgica del agua destinada al consumo humano.

11
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4. METODOS DE DETECCION DE PARASITOS EN EL AGUA.
La mayoria de los métodos usan una [~ mas de las
caracteristicas de los huevecillos o quistes, su peso
relativamente alteo y su tamafo comparado con otros microorganismos

como bacterias o virus, para su aislamiento del agua.

Los métodos de aislamiento mis sencillos utilizan la
sedimentacidén de huevecilles grandes como los de helmintos; la
centrifugacidn se utiliza también para huevos y quistes pequefios C
como los de Glardia lamblia y Entanrceda histolytica O gque no

sedimentan facilmente.

La ventaja de usar métodos sencillos es el requerir equipo
sencillo, su desventaja es que son impracticos para procesar

volumenes grandes de agua.

Los métodos de concentracidén que utilizan membranas o filtros
tienen la ventaja de poder precesar volumenes grandesC(i000 a 2000
litros con filtros de estambred), pero tienen la desventaja de
utilizar material ¥y aparatos més sofiszticades, 1o cual {ncrementa

el costo y los hace de di(ficil manipulacidn.

Los métodos dirigidos a limpiar las muestras sedimentadas o
concentradas de material foraneo, gque aprovechan la densidad
especifica de los parasitos son llamados de flotacidn; son

relativamente sencillos e incrementan la eficiencia de la

i2



deteccidn.

4.1 METODCS DIRECTOS DE DETECCION DE PARASITOS

Se llaman métodos directos debido a que los procedimientos

de concentracidén son muy sencillos y la identificacidn de

parasitcs se realiza per observacidn directa al microscopio. Estos

métodos se aplican para examinar aguas limpias o© con bajo

contenido de material forianeo o basura,

ya que éste puede ser

eliminado por medio de extracciones con éter.

Les métodos de concentracidn utilizados pueden ser:

flctacidn, centrifugacion y fitracidn por membrana.

LLa observacidn directa al microscopico se puede realizar en

una cdmara de conteo. en cubrecbjetos o en

4.2 CONCENTRACION Y METODOS AVANZADOS DE

EN EL AGUA. &7

Estos metodos se basan en hacer
volumenes grandes de agua por medio de una

través de filtros especiales (de los cualeos

membranas clarificadas.

DETECCION DE PARASITOS

una concentracidn de
filtracidén tn situ, a

hay una gran variedad)

de cartucho de estambre, cen poros de 1.0 um que tienen la

capacidad de filtrar el volumen deseado. Los parasitos de interés

son atrapados en el filtro debido a que son mis grandes que lcs

porcs y después pueden ser removidos de las fibras del filtro y

procesados en el laboratorio.



Es necesario el uso de mangueras y bombas para poder realizar

la toma de muestras del volumen deseado, y pasarlos a traveées de

filtros.

Una vez realizado este proceso se eluyen los pariasitos
retenidos en el filtro por medio de un retrolavado y 1la
desmenuzacién de las fibras en una solucidn diluida de detergente
tween 80; posteriormente el eluato se concentra por centrifugacidn
Y despues por flotacidn; finalmente se hace la deteccidén de huevos
o quistes de parasitos por medic de métodos de inmunofluocrescencia

directa e indirecta.

Es importante menciocnar que el mantenimiento adecuado de todo

el material que se utilirza es laborioso y consume mucho tiempo.

Por otra parte, bajo ninguna circunstancia el equipo puede
ser usado para tomar muestras de aguas negras y después de agua
potable o considerada muy limpia. Se debe utilizar equipo separado

para este tipo de muestras.

De entre los métodos mencionados se eligio el de
concentracidn por filtracidén en membrana combinade con el de
cbservacién directa en membrana clarificada, ya que con éstos se
disminuye la manipulacidén de 1la muestra. el equipoc y los

materiales que se requieren pueden adquirirse en el pais.

14



5. DISENRO EXPERIMENTAL

Dado que se pretendfan establecer las condiciones iddneas
que debfa reunir el procedimiento analitico seleccionado, se
eligiercon como factores de prueba el volumen de la nuestra, el
numero de hueves que contiene y el diadmetro de poro de la membrana
filtrante, lo cual determind que se planteara un disefo
experimental factorial, en el cual se incluyeron los siguientes
niveles de prueba de cada uno de los factores anteriores: en
volumen se escogiercn tres niveles que correspeonden a 2, S y 10
litros; en numero de huevos, dos niveles de 14 y 30 hueves; en
didmetro de poro de la membrana, cuatro niwveles de 0.48, 3.0, 5.0

Yy 8.0 um.

Estos tres factores se combinaron con todos sus niveles para
dar un total de 3 x 2 x 4 = 24 experimentos con una repeticidén, lo
que resulta en un total de 48 experimentos. Esta informacidn se

resume en el cuadro siguiente :

CUADRO NUM. 1 DISERO EXPERI MENTAL
FACTOR NIVEL
b 2 3 4
Volumen de muestra en litros (VW 2 S 10 -
Numero de huevos,en promedio CCO 14 38 - -
Tamafio de poro de membrana en um CPD .45 3 5 8

18



Se planted ‘la hipétesis nula, Ho. de’ que ‘ningun" factor en
cualquiera de sus niveles afecta en el pdrcénﬁvajé de eficiencia de

la técnica propuesta.

A los resultados obtenidos se les aplicd un andlisis de
varianza para determinar las interacciones de los factores y sus

niveles., y su influencia en la eficiencia de la técnica.

18



8. METODOLOGI A.

8.1 FUNDAMENTO.

La técnica se basa en la concentracidén de la muestra por
filtracidén a traves de una membrana de ésteres de celulosa con
poros de 0.45, 3. 5, y 8 um de diametro, aplicando vacio de 40 cm
Hg. Los organismos adheridos al filtro se recuperan en solucidn
salina isotdnica; esta suspensidn se filtra en un swinex, a través
de una membrana con poros de 0.22 um de diimetro; se le da un

b

tratamiento de deshidratacidn y aclaracien®®’, para proceder a su

observacidén microscdépica con cbjetivos de 10 y 40 x.

8.2 EQUIPO Y MATERI AL

~Equipo para filtracidn Millipore

-Equipo swinex para filtracidn Mllipore
—~Membranas para filtracidn Millipore de 0.45, 3, 5 y 8 um C47mm
de didmetrod y de O.28um (25Smm de didmetrod.
~Microscopio dptico

-Estufa.

-Balanza

-Espatula

-Asa bacterioldgicacalibrada 1./300, 1.71000.
-Portacobjetos y cubrecbjetos.

—Garrafones de pléstico de 2, S, y 10 litros.

-Equipo y material necesario para preparar Yy almacenar los

reactives.

17



6.3 . - REACTIVOS.

1>

D

4>

Solucidén de yodo de D®'Antoni:

Yoduro de potasiolKID 1.0g
Yodo en polve CID 1.85g
Agua destilada 1000 ml.

Disolver con agitacidén, vaciar la solucidn a un
frasco de vidrio color ambar y dejarla en reposc
durante cuatro dias antes de usarla. Esta soluycidn

es estable por seis meses.

Solucidn salina isctdnica (SSI>

1A

de socdio CNalCld> 8.5g

Agua destilada 1000ml

Disoclver con agitacidn. Almacenar en un frasco
de vidrio o de plastico bien tapado. La

solucidn es estable por tiempo indefinido.

Glicerol.

Etanol al 10%
Etanol abscluto 10 ml

Agua destilada 80 ml

Etanocl al 20%
Etanol absoluto 20 ml

Agua destiladx 80 ml

i8



8>

7

8>

[=h]

Etanol al 40%
Etanol absoluto 40 ml

Agua destilada 80 ml

Etanol al 80%
Etanol absoluto 80 ml

Agua destilada 20 ml

Etanol al 95%
Etanol absclute a5 ml

Agua destilada S ml

Suspensidn de huevos de Ascaris swnn en formel 0. 4%

Hembras gravidas de Ascaris summ 1 ¢ 2

Solucidn de formol O, 4% 100 ml
Diseccionar las hembras longitudinalmente
utilizande pinzas y tijeras. Con las pinzas

extraer todos los drganos internos y colocarlos
en un mortero.

Afadir unos mililitros de sclucidn salina isotdnica
C0.850 y moler con el pistilo, de manera de hacer
una suspensidén; pasarla por un colador.

Recibir 1la suspensi;ﬁn en un frascce de vidrio
perfectamente limpio.

Affadir a esta suspensidn unos 100 ml del formol.
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6.4 PREPARACION DE LA MUESTRA CEVALUACION DE LA TECNICAD

1>

Homogenizar la suspensidn de huevos de 4scartis summ y tomar
una asada Casa de 11000 & 13000 colocarla en un
portacb jetoes v adicionar una gota de solucidn salina
iscotdnica, tapar con un cubreobjetos y contar al microscopic
el numerc de huevos Ccon asa de 11000 se toman en promedio

14 huevos~sasada y con asa de 1300 35 huevos-sasadad.

Lavar el contenide del portacbjetos Chueveos) con todo y
cubreobjetos en un vaso de precipitados de SO ml con solucidn
salina isotdnica, pasar cuantitativamente los lavados al
garrafdn de 2, 85 & 10 litros que contiene el volumen
apropiado de solucidn salina isotdnica; agitar el garrafdén

para homogenizar la muestra.

PROCEDI MI ENTO.

1> Montar el equipo de filtracidn como se indica en la figura
2, teniendo cuidado de usar fdrceps para colocar las
membranas; éstas deberin tener poros de 0.45, 3.0, 5.0, u
8.0 ym de diametro, segudn sea el caso.
No es necesario esterilizar el embudoc de filtracion,

unicamente lavarlo y enjuagarlo con agua destilada.

2> Agitar fuertemente la muestra para favorecer el
desprendimientco de los organismos que pudieran estar

adheridos a las paredes internas del garrafdn.
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Filtrar la muestra aplicando vacfio maximo de 40 cm Hg; una
présién mayor podrfia destruir a los organismes. Al
terminar la filtracidn lavar las paredes del recipiente
de muestreo y del embudo con solucidén salina isoténica,
para arrastrar hacia el filtro los organismos adheridos a
ellas. Desconectar el vacioc, retirar el embudo y levantar

la membrana con los fdérceps.

Colocar 1la membrana sobre la pared de un vaso de
precipitados, rasparla cuidadosamente con una espatula y
después, utilizando una pizeta, lavar la membrana y la
espiatula con solucidn salina isotdnica, recibiendo los

lavados en el mismo vaso.

Pasar cuantitativamente este concentrade a través de una
membrana con poros de O©.22 um de diametro, usando una
Jjeringa de 50 ml ¥y equipo de filtracidn swinex,

aplicando poca presidn C(figura 3D.

Afjadir al filtro una cantidad suficiente (2 ml) de

solucidén de yodo de D’Antoni y filtrar lentamente.

Deshidratar la membrana con porciocnes de etanol ¢ 2 ml) al
10, 20, 40, 80 y 95 % Dejar que el ultimo enjuague de

etancl se evapore completamente.

En un portaocbjetos colocar una gota de glicerol y encima

la membrana, aRadir otra gota de glicerol, pasar el

21



1 Fiitro Swinex
2 Jeringa

1 Base de acero inoxidable, Salida Luer
2 Anillo de tefldn

3 Soporte del filtro

4 Filtro de membranag {25 mm ¢)

5 Anillo de tefidn

6 Entrada Luer, de acero inoxidable

Fig 3 Equipo Swinex para filtracion



portaocbjetos a la estufa a 37 °c Y esperar a que la
membrana se transparente.
9) Colocar la preparacidén en la platina del micreoscopio y

observarla con los objetivos de 10 y 40 x

100 Contar los huevos y reportar porcentaje de eficiencia:

Numero huevos encontrados
% eficiencia x 100
Ntmero huevos colocados

a2



7. RESULTADOS

Los resultados de los cuarenta y ocho experimentos se agrupan
en el cuadro ndmero 2. En el cuadreo 3 se muestran los resul tados

del anadlisis de varianza.

CUADRO NUM. 2. ARREGLOS EXPERIMENTALES Y RESULTADOS
NIVEL DEL FACTOR % EFICIENCIA
v [« P :
1 1 1 83.7 83.3
1 2 1 71.9 70.0
1 1 2 83.3 8.9
1 2 2 73.3 a7.2
1 1 3 80.0 88.9
1 2 3 77.8 78.0
1 1 4 71.4 71.4
1 2 4 83.0 80.0
2 1 1 84.8 82.5
2 2 1 B84.8 az.2
2 1 2 72.7 81.3
2 2 e 4.8 77.5
2 1 3 73.3 77.8
2 2 3 74.8 89.0
2 1 3 9s. 8 78.4
2 2 4 S0.3 82.95
3 1 1 88, 7 80.0
3 2 1 768.7 88.5
3 1 2 88.8 78.0
3 2 2 a8, 2 e7.8
3 1 3 88.7 70.0
3 2 3 78.0 68.8
3 1 4 8s. 7 8. 4
3 2 4 75.9 88.2
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CUADRO NUM. 3

ANALISIS DE VARIANZA

MS Fo Fr
FUENTE GL ss CMS/GLY  CMSF-MSE> C.om
TRAT 23 1639. 30 71.27 0. 71 1.98
v 2 186. 50 893. 25 0.93 3. 40
P 3 191.35 63. 78 0.64 3.01
[+ 1 5.88 S.88 0. 06 4.26
VP (] S81.93 98. 66 0.88 2.51
vC 2 82.23 41.12 0. 41 3. 40
PC 3 254. 08 84. 69 0.85 3.01
VPC 6 327.32 54. 58 0.55 2.51
ERROR 24 2393. 74 99. 74
TOTAL 47 4033. 04
Este analisis se realizdé utilizando un paquete estadistico
elaborado por Her nando E. Mutis G. del Instituto de

Investigaciones en MatemAticas Aplicadas y en Sistemas C(IIMAS> de

la UNAM.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

El porcentaje promedic de eficiencia para el factor C (numero
de huevos) es de 77.68 % en su nivel de 13 huevos y de 75.9 *% para
36 huevos; por lo tanto la eficiencia promedioc de la técnica es de
77.3 % . AdemAs se observa que existe reproducibilidad en los

resul tados.

De la tabla de andlisis de varianza se observa que ningun
factor en ninguna de sus combinaciones en todos sus niveles afecta
la eficiencia de la técnica, ya que en teodos los caszss la F
experimental es menor que la F de tablas ¢ para un nivel de
significancia de 95 % ), esto implica, que la eficiencia de 1la

técnica no cambia cuando se utiliza cualquier combinacidn de

factores.

L]
De acuerdo con los resultados antericres, se decididé

seleccionar 10 litros como volumen estandar de muestra, dado que,
como la poblacidén de microorganismes no estid homogeneamente
distribuida en un agua natural., es mis factible que puedan
detectarse los nemitodos en este volumen, que en 2 ¢ S litros,
ademis de que representa mayor seguridad para el consumidor el que
no se detecten pardsitos en 10 litros de muestra que en voludmenes

menores.

En cuanto al tamafio de poro de la membrana filtrante, lo

recomendable seria escoger el de 8um, dado que proporciona la

25



mayor velocidad de filtracidn., y por lo tanto se requiere menor
tiempo para el andlisis, sin embargo, si se desea detectar la
presencia, no sdlo de huevos de nemiatedos, sino también de quistes
de protozcarios, y dade que los quistes de Giardia lamblia miden
de 8-12 por 7-10 uym y los de Entamoeba histolytica miden de 10 a
20 uym, entonces, para asegurar la retencidén de los quistes de
ambos protozcarios, se recomienda usar la membrana con poros de S

pm.
8.1 APLICACION DE LA TECNICA A MUESTRAS NATURALES.

Se aplicé la técnica a una serie de muestras naturales de
diferentes fuentes ¥y lugares para detectar interferencias y-o
problemas que pudieran presentarse a través de su manejo

rutinario. El procedimiento fue el siguiente:

Se tomaron 10 litros de muestra en un garrafén de plastico
perfectamente limpio y enjuagado con agua destilada Cno se
requieren condiciones estériles>. Cuando se tratéd de muestras de
cisternas o tinacos, se sumergid y se dejd llenar a su capacidad;
cuando se tratd de muestras de grifos, se abrid la llave y se dejé
correr el agua libremente durante uno a deos minutos, después se
llend el garrafén a su capacidad. Los recipientes se taparon y
transportaron al laboratorio, y las muestras se analizarcn dentre

de las 24 h postericres al muestreo.

Se siguieron los pasocs 1 al 3 del procedimiento, y se observd



que cuando las muestras presentaban turbiedad o sedimento, éstos

provocaban el taponamiento de los poros de la membrana, lo que

impedfa la observacidn directa; para tratar de eliminar esta

interferencia, se aplicd la siguiente variacidn al procedimiento:

ad>

b

<D

dd

ad

£2

go

Preparar la siguiente sclucidn:

Sulfato de zinc o = 1.18
Sulfato de zinc C(ZnS0es. 7H200 331 g

Agua destilada 1000 ml

Disolver con agitacidén. Comprobar la densidad con un
hidrémetro o pesando un volumen de solucidn. Almacenar
en frasco color 4ambar de vidrio. La solucidn es

estable por mids de sels meses.

Seguir pasos 1 - 3

En el paso 4 lavar la membrana y la espatula con sulfato

de zinc p =1.18 recibliendo los lavados en el mismo vaso.

Pasar cuantitativamente el concentradc o tubcs de

centrifuga y centrifugar a 2300 rpm por 3 minutos.

Decantar el scbrenadante en un vaso de precipitados.

Resuspender el sedimento con una porcidén pequella de

ZnS0Os p= 1.18 y centrifugar a 2300 rpm por 3 minutos.

Repetir el paso ed
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fEl;sqbrenadante concentrads ¢ pasos d) y fJ ) filtrarle

a través de un swinex con membrana de 25mm de didmetro y
poros con diametro de O.22 um usando jeringa y aplicando

poca presidn
Continuar con los paso 8 - 9

Reportar numero de huevos-s10 1 de muestra.

Con este pretratamiento s{ se logrdé la observacidn de
las estructuras parasitarias, aunque se desconoce su
eficiencia, ya que el procedimiento no fue validadeo por

estar fuera de los alcances de éste estudio,



Q. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos, se concluye que el
volumen ideal de muestra es de 10 1 y que deben concentrarse por

filtracidn en membrana de Suym.

-~ No es recomendable analizar volumenes mayores debido a que
esto implica una manipulacidn excesiva de la muestra Ccon la
consecuente disminucion de la eficienciad debido a las

limitaciocnes del equipo empleado Cequipo Millipored.

- Cuando la muestra presente turbiedad o sedimentoc no se

podrd aplicar la técnica directa.

Esta técnica tiene un bajo costo y un tiempo de anidlisis de
45-60 minutos, con una eficiencia de 77.3% por lo que puede ser
adoptada por la mayoria de los laboratorios de empresas publicas

que se encargan de determinar la calidad del agua potable.

ESlS N0 DEBE
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10. RECOMENDACX ONES

- En tanto no se valide la eficiencia del pretratamiento, no

se recomienda el uso de esta técnica para el analisis de aguas

turbias.

- La técnica debe ser aplicada por personal capacitado y con

experiencia en la identificacidén de las estructuras parasitarias.
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