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RESUMEN

El presente estudio se realizdé dada la importancia de
Pseudomonas aeruginosa en aguas recreacionales, ya que es un

la especie

organismo

que suele ocasionar serias enfermedades por ser un patdgeno oportunista.

Ademds de que alin no se ha determinado en México una técnica cuantitativa

que sea lo suficientemente eficaz y que este estandarizada por lo que

se realizbé una revisién bibliogrifica referente a los métodos
seleccionando asi, la técnica de Filtro de Membrana y utilizando
referidos como mPa, que con las variaciones del medio basal
ser mPa C, mPa B y mPa Agar.

Para probar 1los medios se analizaron inicialmente
de una cepa pura, muestras de piscinas y muestras de piscinas
con la cepa pura,teniendo en total 46 muestras. Con base en los

existentes,
los medios

resultaron

diluciones
inoculadas

resultados

de esos andlisis se hizo wn primer analisis de varianza donde se demos

tréo la hipotesis nula de que no habia diferencias significativas entre

los medios,por lo que basdndose en las desventajas que presentd uno

de los medios y por el tiempo de incubacién que este requeria se procedid

a descartarlo ; una de las desventajas fué la lectura de colonias.

Con los dos medios restantes, mPa C y mPa Agar , se

analizaron

46 muestras mAs para incrementar el grado de confianza de los resultados vy

poder realizar con los datos de las 92 muestras resultantes,

un segundo

andlisis de varianza, volviendose a confirmar la misma hipdtesis , por

lo que al no haber varianza significativa entre ellos, la seleccién del

método se realizé a partir de las ventajas y desventajas que presento

cada uno de ellos.

El medio seleccionado fué el mPa C, por ser el que permite la

lectura de las colonias a las 24 horas, por otro lado la contaminacién del

medio por otras bacterias se reduce, sobre todo en el tamano colonial y por ser

el menos complejo de elaborar.



En la segunda etapa de este estudio, se realizaron de manera

paralela, el andlisis de Pseudomonas aeruginosa, coliformes totales y

fecales y los pardmetros fisicoquimicos pH,Temperatura y Cloro libre residual.
Los resultados de los analisis realizados en 10 piscinas nos
indican que la relacidn existente entre estos parametros debe ser estudiada

con mayor profundidad.



I INTRODUCCION

De un tiempo a la fecha, la calidad de las aguas recreacionales
ha sido evaluada y regulada por pruebas bacteriolépicas, las cuales estan
relacionadas a la presencia y densidades especificas de Enterobacterea-

ceas como coliformes totales,fecales, Escherichia coli, y Estreptococos

fecales.

La presencia de estos en el agua nos estd indicando que exis-
te un potencial contra la salud por su asociacidon con excretas y con
una gran variedad de organismos patogenos como son: Salmonella, Shige-
1la, Vibrio, Mycobacterium, Pasteurella, Leptospira, y virus entéricos

1)

Algunas enfermedades infecciosas pueden transmitirse a
través de las aguas recreacionales, la mayoria de estas enfermedades
son de tipo respiratorio mas que de tipo gastrointestinal (1), entre es
tas se incluyen infecciones de la piel, boca y oido (2).

La limpieza y cloracion de las pisciwmas deberia controlar los orga—-
nismos responsables de esas infecciones, pero en dicho ecosistema algu-
nos microorganismos pueden ser relativamente protegidos de la desinfec-
ci6n por las caracteristicas estructurales de la piscina. En particular, los _

patbgenos de vida libre como Pseudomonas aeruginosa pueden multiplicarse

en Aareas que son menos accesibles a la desinfeccidn, por lo tanto el nivel
de cloro recomendado para las piscinas deberia establecerse tomando ciertas
consideraciones que pudieran evitar este tipo de problemas (2).

Varios investigadores han reportado el aislamiento de este organismo
en aguas de piscina encontrando que la bacteria no se elimina facilmente

a través del cloro, ademds también se le ha detectado en algunas piscinas



que son desinfectadas con alguicidas de amonio cuaternario o cloro estabiliza-
do con &cido cianlrico y en aguas que tienen menos de 0.3 mg/lt de cloro total
residual (3).

Aunque no es un habitante normal de los canales auditivos sanos,
frecuentemente ha sido aislado de oidos externos especialmente de los
nadadores (3), pero a pesar de estar bastante implicada en esas infecciones
no se ha demostrado que este directamente relacionada con los niveles
de coliformes y por lo tanto no puede enlistarse en el Sistema Indicador
Entérico comunmente usado para el anadlisis bacteriolégico de ese tipo
de aguas (1).

Otras investigaciones realizadas por Greer et al. (1928) y Taylor
(1958) se refieren a la patogenicidad de la especie lo cual ha conducido

a recomendaciones tales como efectuar analisis de Pseudomonas aeruginosa

en aguas potables debido a la sospecha de su asociacidén con Escherichia
coli (4).

La presencia de Pseudomonas aeruginosa en aguas de piscina y
su asociacién con enfermedades del oido medio, sugieren la realizacién
de pruebas periodicas ademds de la examinacién rutinaria de Staphylococcus
aureus (4), ya que es un patégeno oportunista que inicia las infecciones
en individuos cuya resistencia es baja, que han sufrido lesiones en la
piel debido a quemaduras o cortadas; ademds es resistente a muchos antibidti-
cos que se utilizan comunmente (4).

El incremento de la importancia de Pseudomonas aeruginosa como

indicador de contaminacién y como patogeno ha permitido el desarrollo
de una gran variedad de métodos de ennumeracién y aislamiento para este

organismo (1)}.



1I ANTECEDENTES

1. Revisién Bibliografica.

I::;_En un estudio realizado por el Departamento de Investigacidn
y Asistencia Técnica de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del
Instituto Politécnico Nacional, se revisaron de manera cualitativa, 216
muestras que representaban 12 piscinas del Sur y Suroceste del Distrito

Federal; se encontraron un 89.47 de Staphyloccocus aureus y un 69.0%

de Pseudomonas aeruginosa lo cual es una seria advertencia (3).

Debido a los niveles de contaminacién a los que ha llegado nuestro
pais, es importante tomar medidas que nos ayuden por lo menos a conocer
con que tipo de contaminacién nos enfrentamos para asi poder actuar debidamen-
te,1l por lo que se revisaron algunos estudios de la especie Pseudomonas
ae;‘l:ginosa. sobre su importancia, patogenicidad y las técnicas por medio
de las cuales ésta es aislada y ennumerada. Ademas, a pesar de la importancia
que esta especie representa, ain no se ha determinado en México una técnica
cuantitativa que sea lo suficientemente ef:i.(;az.

~® Muchos métodos han sido descritos para la ennumeracidon selec-

tiva de Pseudomonas aeruginosa en agua, pero ninguno ha sido ampliamente

aceptado.

Los procedimientos son basicamente de dos tipos: 1) uno basado
en la produccién de un pigmento fluorescente, en un medio liquido o so-
bre un medio sélido, con o sin confirmacién sobre una variedad de medios;
y 2) otro basado en la morfologia y color colonial, con o sin confirma-
cién (1). =

Dos procedimientos de filtro de membrana han mostrado grandes

promesas para estimar las poblaciones de Pseudomonas aeruginosa . lno

de estos procedimientos estd basado en la fluorescencia, y aunque estdn

especificamente propuestos para estudios en piscinas pueden ser aplica-



dos en pruebas rutinarias de agua; el otro procedimiento estid basado en
la morfologia colonial , propuesto por Levin y Cabelli y ha sido evalua-
do con agua dulce, salada y con muestras de desague (1).

La técnica del Namero Mas Probable (NMP) es laboriosa,no es
facil de adaptar para analizar grandes vol(menes de agua, y requiere de

grandes periddos de incubacién. La técnica del NMP para Pseudomonas aeruginosa

es ademas complicada por la variedad de formulaciones de caldos de aspa-
ragina recomendados, por las condiciones de incubacidén, los métodos de
interpretacién de los tubos presuntivos positivos y los procedimientos
confirmatorios (6).

La técnica de Filtro de Membrana (FM), en comparacién a la
Técnica del NMP estd bien establecida y las (nicas limitaciones que presenta
es la variacién entre las marcas de los filtros de membrana y cuando
se cuenta con una alta turbiedad en el agua; con excepcidén del medio mPa,

la especificidad del medio que se utiliza en FM para Pseudomonas aeruginosa

ha sido pobre, especialmente cuando el agua contiene una pequefa poblacidn
de esa bacteria y una gran flora bacterial heterogénea..

El medio mPa original (anexo) descrito por Levin Cabelli, asemeja
una formulacién modificada del medio desoxicolato de xilosa-lisina hecho
mas selectivo por la adicién de los antibidticos Kanamicina, Acido Nali-
dixico, Sulfapiridina, y Actidione (Ciclohexamida). Cuando este medio
fué incubado a 41.5°C durante 48 hrs, fué moderadamente selectivo para
Ps. aeruginosa y hubo una diferenciacién de las colonias de esta bacteria
por su apariencia distinta a las demas (6).

La validez del medio mPa para la recuperacidén cuantitativa de

Pseudomonas aeruginosa, procedente de una gran variedad de fuentes, por

medio de la técnica de FM, fué confirmada por Carson et al. y Dutka y
Kwan. Estos investigadores también notaron ciertos problemas con la prepara-

cion del medio basal y Carson sugirié que el pH fuera ajustado por arriba



de 6.2 antes de que este fuera esterilizado y reajustado después a 7.1
para promover el desarrollo de colonias tipicas bien definidas (6).
Dutka y Kwan demostraron que se requerian 4 dias de incubacién

sobre el medio mPa para la recuperacién Optima de Pseudomonas aeruginosa

que procede de un medio ambiente muy presionado. Ellos también modificaron
la formulacién original adicionando 0.15 g de sulfato de magnesio por
cada 100 ml y redujeron el contenido de tiosulfato de sodio, de 0.68 a
0.5 g/100 ml para obtener una mejor recuperacién y definicién colonial,
asi este medio fué designado mPa-B (6, Tabla]l)

La eficiencia de los dos procedimientos, FM y NMP, para recuperar

y ennumerar Pseudomonas aeruginosa ha sido comparada en dos temperaturas

y se han variado los periddos de incubacién. Los datos indican que el
procedimiento de FM usando mPa o mPa-B es mis eficiente que el procedimiento
de NMP para la estimacidén de dicha bacteria. Se establecid que la especificidad
del procedimiento de FM fué tal que de 92 al 907 de las colonias contadas
como Pseudomonas aeruginosa fueron confirmadas, ademas se indicé que el
medio mPa-B combinado con 3 a 4 dias de incubacién a 41.5°C es mas espe-
cifico que el medio mPa (1,3).

Brodsky y Ciebin, redujeron inadvertidamente la concentra;ién
final de la sulfapiridina de 176 a 1.76 g/ml en su evaluacion final del

medio mPa-B y observaron que las colonias de Pseudomonas aeruginosa

eran contables a las 24 hrs de haberlas incubado a 41.5°C, mientras las
colonias del medio mPa-B con la concentracién normal de sulfapiridina
fueron evidentes y optimamente contables hasta después de 48 hrs de incu-
bacién. Esta mejoria en la respuesta del crecimiento no fue observada
al alterar las concentraciones de Kanamicina, Acido Nalidixico, o Actidione,
de tal manera que esta y otras modificaciones en 1la elaboracién del
del medio basal dieron origen al medio llamado mPa-C (6,Tabla I)

En el manual de métodos estandarizados (Standart Methods,1980)
se menciona un método para la recuperacidén y ennumeracién de Pseudomonas
aeruginosa, pero este es solo tentativo y es una combinacion de los dos
métodos mencionados anteriormente, de tal manera que la formula que pro-
pone cae en desventaja con respecto al mPa-C, ya que la elaboracion del

medio basal es mas compleja, requiere de esterilizacién, de dos ajustes



de pH, y sobre todo de mis tiempo de incubacion, 48-72 hrs, sin embargo
cabe mencionar que con respecto a los dos anteriores la caducidad del
mismo es mayor y ademds la probabilidad de que crezcan colonias diferentes

a Pseudomonas aeruginosa también se ve reducida (7,15,16).

En cuanto a los medio utilizados para la técnica de NMP, no
se hizo revisién alguna, debido a las desventajas mencionadas que 1la

técnica presenta con respecto a la de FM.



2. Generalidades de la Bacteria.

2.1 Principales caracteristicas del Género.

Los miembros del género Pseudomonas se distribuyen ampliamente
en la naturaleza y pueden encontrarse tanto en el agua como en el suelo
ya que pueden adaptarse a diferentes condiciones ambientales (8).-

El género comprende un gran nimero de organismos, relacionados
por su morfologia, por su metabolismo y por sus requerimientos nutritivos.
Su morfologia celular es sencilla, ya que tienen forma de bacilos rectos
y solo en ocasiones son ligeramente curvados en uno de sus extremos, el
tamano es generalmente de 0.5 a l.Oju.- por 1.5 a 4.0 , poseen movilidad
mediante flagelos polares y no producen cépsulas ni esporas. El oxigeno
es el aceptor de electrones, aunque algunas especies pueden utilizar los
nitratos como aceptores alternos. 3

No presentan metabolismo anaerobio fermentativo (8,9).

Los pigmentos son muy caracteristicos para algunas especies
y generalmente es necesario emplear un medio especial para favorecer la
produccion de estos pigmentos uno de los cuales es fluorescente, pertene-
ce al grupo de las pteridinas fluorescentes, aunque también producen pig-
mentos que son parte de las fenacinas y de los carotenoides (10).

En general son pocas las especies que son patégenas, entre las

mAs importantes tenemos a Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas pseudomallei,

y Pseudomonas mallei (8).

Son relativamente resistentes a muchos desinfectantes como por
ejemplo al amonio cuaternario, cloruro de benzalconio, hexaclorofeno vy
otros. Con respecto a los antibidticos suelen adquirir resistencia con

cierta facilidad (8).



2.2 Principales caracteristicas de Pseudumonas aerugi nosa.

Pseudomonas aeruginosa, es la especie que ha resultado ser

la mas representativa del género (Schroeter, 1872), Migula, 1900 (l11).

En 1850 Sédillot y Fordos en 1960, lograron aislar de la ropa
de hospital wuna sustancia cristalina a la que denominaron piocianina
y en 1882 Gessard fué el primero en aislar al microorganismos . Por
diversos estudios realizados sobre la bacteria, esta ha recibido diferentes
nombres (10)

Bacterium aeruginosum Schroeter, 1872
Bacterium aerugineum Cohn, 1872
Bacillus pyocyaneus Gessard, 1882
Micrococcus pyocyaneus Zopt, 1884
Bacillus aeruginosum (Schroeter) Trevisan, 1885
Pseudomonas pyocyanea (Zopf) Lehman y Neumann, 1896
Pseudomonas aeruginosa Migula, 1900
Taxonomia :
Reino Vegetal
Divisién Esquizomicéfitos
Clase Esquizomicetes
Orden Pseudomonadales
Suborden Pseudomonadinaeae
Género Pseudomonas
Especie aeruginosa

10



Morfologia.

Las bacterias de esta especie son de forma bacilar, miden aproxi-
madamente 0.5 por 1.0 a B.Qﬁg. el bacilo suele ser delgado con los extre-
mos redondeados. Tiene movilidad por medio de un flagelo polar. Son Gram
negativos, no producen ni capsulas, ni esporas y se presentan aisladas,

en pares o en cadenas pequenas (10).

Habitat.

Esta _especie tiene una amplia distribucidén en 1la naturaleza
debido a su gran adaptabilidad; pueden encontrarse en el suelo, en el
agua y alun en aguas de desecho (10).

Pseudomonas aeruginosa, es capaz de crecer en condiciones de

laboratorio hasta a 420C. mientras otras especies de este género, que no
son patdgenas, solo pueden crecer a temperaturas mas bajas (1,8,10).

Esta bacteria no es un parasito obligado, sino un pardsito
oportunista y puede aislarse de habitats naturales y a(n desarrollarse
en ellos (10).

Nutricion.

Una de las caracteristicas mis sobresalientes de estas bacterias
es la gran variedad de compuestos organicos que utilizan como fuentes
de carbono y energia; algunas cepas utilizan mas de 100 compuestos diferentes,
y solo unas cuantas utilizan menos de 20. Suelen utilizar azicares, dcidos
grasos, acidos dicarboxilicos, éacidos tricarboxilicos, alcoholes, polialco-

holes, glicoles, compuestos aromiticos, aminodcidos y aminas (10).

11



Cultivo.

Es posible mantener en cultivo a esta bacteria en cualquier
medio ordinario de laboratorio, de preferencia bajo condiciones aerobias
ya que para crecer en condiciones anaerobias necesitan estar presentes
los nitratos. Aqui cabe recordar que no son A&cido resistentes ni tampoco
resisten temperaturas de mas de 55°C, y de los azlcares solo utiliza la
glucosa. Las colonias que crecen en agar son grandes, irregulares, translici-
das y verdosas con centro obscuro y borde entero o en ocasiones ondulado
(8). En caldos se presenta un abundante crecimiento con la formacién de
una pelicula gruesa, turbiedad densa y un poco de sedimento. Solo algunas
cepas producen un pigmento azul-verde que se difunde en el medio. En ge
neral el medio en que crece se torna verde o azul y cambia de color conforme
pasa el tiempo, ya que la piocianina continua oxidandose, el color del
medio llega a ser café.

Como ya se menciond, el pigmento responsable de la coloracién
azul, es la piocianina, esta es soluble en cloroformo y en agua , de donde
puede obtenerse en forma de largos cristales azules. Para su formacidn
no requiere de fosfatos ni sulfatos, aparece en los primeros estadios
del desarrollo de estas bacterias y puede oxidarse dando un color vino
que puede llegar a ser negro.

Otro de los pigmentos que es caracteristico de la especie, es
la fluoresceina, la cual es de color verde amarillento y fluorescente,
es insoluble es cloroformo, pero no en agua; requieren de sulfatos y fosfatos
para producirse y en los cultivos viejos suele oxidarse dando una coloracidn
pardo-amarrillenta.

La piocianina es la sustancia que proporciona un olor especial

a los cultivos, este pigmento solamente es producido por Pseudomonas aerugi-

nosa, v la fluoresceina es producida también por otros microorganismos.

Ambos pigmentos son producto de la oxidacidn de sustancias incoloras (10).

12



Patogenicidad.

Pseudomonas aeruginosa es un patégeno oportunista que generalmente

ataca individuos cuya resistencia es baja. En condiciones propicias es
capaz de producir infecciones sistematicas en individuos con previas lesiones
en la piel, ya sean por heridas leves o quemaduras, las cuales una vez
infectadas son dificiles de tratar. También puede producir otras infecciones
a nivel de tracto urinario, intestino, ojos y oido, ocasionando enfermedades
como otitis media, meningitis, endocarditis, neumonia necrosante, necrosis
de la piel y ojos, conjuntivitis, abscesos cutdneos miltiples, septicemia,
etc.,

En pacientes quemados la infeccion de las heridas con Pseudomonas
aeruginosa es capaz de producir la muerte ya que las &reas de la piel
quemada brindan las condiciones propicias para la multiplicacidén de la
bacteria debido a 1la himedad proporcionada por el exudado inflamatorio
o por los apodsitos. La infeccion puede tener su origen en la flora normal
del enfermo o ser de procedencia exdgena especialmente del ambiente hos-
pitalario. A menudo la infe.ccién comienza durante la primera semana de
la quemadura, y se extiende, por la via linfatica hacia el tejido subcutdneo
local durante la segunda semana. Durante etapas tardias de la infeccién
los microorganismos pueden llegar a la corriente sanguinea y producir
septicemia y -choque bacterianémico casi siempre mortal.

También es posible encontrarla como organismo saprofito de la
piel, la boca, las fosas nasales y el tubo digestivo, constituyendo uno
mas de los gérmenes de la flora intestinal.

En muchas ocasiones se le encuentra infectando heridas de animales

domésticos, cerdos, gallinas, bovinos, equinos, y conejos (10).

13



Prevencién y Tratamiento.

La prevenciéon es el mejor método para evitar las infecciones

por Pseudomonas aeruginosa, los pacientes o personas expuestos a riesgo

deben observarse y aumentarse las medidas asépticas, procurando utilizar
lo menos posible antibiodticos de amplio espectro. Actualmente se investiga
en pacientes quemados, un método prometedor para prevenir la infeccidn
por este microorganismo.

La terapelitica antibidtica es dificil pero puede ser eficaz
contra las infecciones por esta bacteria. Entre los antibiéticos comunmente
utilizados encontramos la carbecilina, colistina y gentamicina; la poliximina
es efectiva, pero es importante usarla con mucha precaucién, pues es muy

téxica y puede ocasionar efectos secundarios (10).

14



IIMOBJETIVOS

OBJETIVO MEDIATO :

Proponer, de ser posible, y en base a los resultados

obtenidos, a Pseudomonas aeruginosa como posible indice

de contaminacidén bacteriolégico en las aguas de piscina.

OBJETIVOS INMEDIATOS :

- Buscar y probar técnicas cuantitativas apropiadas para

la identificacién de Pseudomonas aeruginosa en aguas

de piscina.
- Seleccionar la técnica mas apropiada para la determinacién

cuantitativa de Pseudomonas aeruginosa en aguas de piscina.

-Determinar la incidencia de Pseudomonas aeruginosa
en las piscinas. | !

- Analizar en las aguas de piscina los siguientes parametros
fisicoquimicos: cloro 1libre residual, temperatura y
pH.

-Buscar si existe, una relacién entre la presencia de

Pseudomonas aeruginosa con coliformes totales y fecales,

asi como también con los pardmetros fisicoquimicos determi-

nados en este estudio.
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IV METODOLOGTIA

1. Primera Etapa.

El objetivo de esta 1% etapa fue el de seleccionar la técnica
mas idbénea, para lo cual se efectud una revisidn bibliografica de la infor-
macién referente a los métodos de seleccién y cuantificacién de Pseudo-
monas aeruginosa en aguas de piscina y otras, de tal manera que pudo conocerse
como se ha venido realizando este tipo de andlisis, el porque y su eficacia,
sin embargo, basandose en el antecedente de que en nuestro pais es minimo
lo que se ha hecho al respecto y debido a la importancia que esto representa,
se hizo una seleccidon de los métodos que pudieran acoplarse a las condi-
ciones de México; de esta forma se escogieron los métodos de la técnica
de Filtro de Membrana (Tabla I), ya que esta nos reduce bastante * el
tiempo de incubacién, nos permite filtrar grandes volimenes de agua y
nos da oportunidad de proponer el método como pardmetro bacteriolégico
de rutina al analizar la calidad del agua de piscinas, a diferencia de
la técnica de NMP que como ya se menciondé en los antecedentes, tiene
sus desventajas.

Inicialmente se seleccicnaron tres férmulas: la férmula que
fuera de las pioneras para este fin ( con ciertas modificaciones al medio
basal ), la férmula que lleva las consideraciones y los cambios de los
trabajos mas recientes, y la f6rmula tentativamente estandarizada (Tabla
Iy Fig. 1).

Por otro lado se consiguid una cepa pura de Pseudomonas aeruginosa,

la cual fué necesario resembrarla en Agar Cetrimida (anexo) o Pseudocel
Agar cada 8 dias, para mantenerla joven y poder utilizarla sin tener otras

variaciones.
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Con la cepa se probaron diferentes diluciones para determinar
cual o cuales serian las mAs apropiadas en base a que el crecimiento de
las colonias fueran cuantificables y bien definidas para poder familiarizarse
con las caracteristicas y comportamiento tipico de la especie, tanto en
Agar Cetrimida como en los medios que iban a estudiarse.

Las diluciones siempre se manejaron con solucidén amortiguadora
y bajo condiciones de esterilidad (7,12).

En principio, se prepararon los medios mPa C, mPa B y mPa Agar,
tal como lo mencionaba la bibliografia (Fig. 1), después se hicieron filtra-
ciones de las diluciones elegidas, trabajando siempre con equipo Millipore
estéril y filtros de membrana de 0.45 4« de poro. Para cada una de las
diluciones elegidas se tomaron volimenes de 200 ml de solucién amortiguadora,
y se realizaron filtraciones por triplicado con el objeto de probar cada
uno de los medios; después de cada filtracién se realizaron dos enjuagues
con solucién amortiguadora, y las membranas se colocaron sobre los medios
respectivos.

Por Gltimo, estas cajas fueron marcadas (fecha, medio, dilucién,
etc.) e incubadas el tiempo que cada medio indica para su posterior
lectura (Fig. 2).

Lo anterior se llevd a cabo hasta detectar la dilucidn mas &ptima
tratando de corregir y mejorar las condiciones en que esto era realizado
y de este modo poder eliminar las variables de manejo que pudieran alterar
los resultados.

Después de cumplidos los periddos de incubacidén de cada uno
de los medios, se resembraron todas las colonias tipicas de las cajas
incubadas, de tal manera que pudiera reafirmarse que se trataba del creci-
miento de una cepa pura y ver el comportamiento de la misma en dichos
medios.

Las resiembras se realizaron en A de King, Agar Cetrimida y
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en Infusién Cerebro-Corazén (anexo).

Ahora bien, no obstante que lo anterior representd el comportamiento
de la especie en estudio, también era necesario conocer el comportamiento
en presencia de otros microorganismos, como ocurre en la naturaleza; en
una piscina en este caso, por lo tanto se realizd paralelamente una scleccidn
de piscinas en el &rea metropolitana que por sus caracteristicas pudieran
brindar las condiciones requeridas, pero sin tomar en cuenta aspectos
tales como por ejemplo que fueran publicas o privadas, techadas o descu-
biertas, etc.

Con esta nueva modalidad se establecieron los siguientes tipos

de muestras (Fig. 2):
a} Mucstra de agua de la piscina (200 ml)

b) Muestra de agua de 1la piscina (200 ml) mas indculo de la
dilucion (conocida) de la cepa pura

c) Muestra de solucidon amortiguadora (200 ml) estéril mas 1la

dilucién (conocida) de la cepa pura

De esta forma se conoceria en a) la densidad real de Pseudomonas

aeruginosa en las piscinas, en b) conoceriamos el comportamiento de Pseudo-

monas aeruginosa con la presencia tanto de otros microorganismos como

do los parametros fisicoquimicos propios de la piscina, esto por si
la especie esperada estuviera ausente en la muestra de la piscina. Y en
¢) verificar{famos primero la eficacia de la elaboracién y la selectividad
del medio, y segundo se cuantificar{an las colonias provenientes del ind-
culo de la cepa pura.

Las muestras de agua de la piscina se tomaron con botellas de
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tapén esmerilado de 1 1t de capacidad, estériles, la muestra se tomd
aproximadamente a 30 cm abajo de la superficie del agua. La muestra fué
relrigerada hasta su posterior analisis, el cual siempre se realizé antes
de que transcurrieran 24 hrs después de haber sido tomadas . El frasco
para la muestra fué preparado con 0.1 ml de tiosulfato de sodio para eliminar
el cloro libre residual de la piscina y evitar la eliminacién de los microor-
ganismos de la muestra (12).

Las pruebas anteriores se hicieron con una serie de piscinas
tanto piblicas como privadas; se realizaron resiembras de las diferentes
colonias que se fueron presentando en el desarrollo del anilisis del agua,
estas colonias fueron resembradas en Agar Cetrimida para confirmar o descartar
si se trataba de Pseudomonas aeruginosa, también se hicieron resiembras
en Agar Nutritivo, A de King, etc. Todas Ias colonias que resultaron
ser positivas en estas pruebas, se enlistaron, tomando en cuenta las
diferentes caracteristicas que cada una de ellas presentaba y segin el
medio en el que habia crecido (ver capitulo V). Las colonias que no fueron
positivas, se siguieron resembrando hasta poder descartarlas totalmente.

Los resultados de 1los analisis de Pseudomonas aeruginosa en

agua de piscina para cada uno de los medios probados se presentan en la
Tabla III, representan el nimero de colonias presentes por cada 200 ml
de muestra y fueron considerados cuficientes para realizar un primer
analisis estadistico.

El andlisis estadistico que se utilizé para estos resultados
fué un andlisis de varianza (ver capitulo VI).

Debido a las observaciones y a los resultados del andlisis de
varianza se procedié a descartar uno de los medios (ver capitule VII)
y con los otros dos se siguieron haciendo filtraciones, hasta obtener
un nimero de datos suficiente para realizar un segundo analisis estadistico,

y asi seleccionar el medio mas conveniente.
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Por otro lado también se observé que el medio mPa C que parecia
tener mas ventajas sobre el mPa Agar, presentaba una limitacidén importante,
con relacidén a la caducidad del medio, pues este no se esterilizaba por
lo que se probd que resultados daria el medio mPa C si era esterilizado
para incrementar su duracidn, obteniendose buenos resultados (ver capitulo
VII) y por tanto quedandose para los siguientes muestreos el medio mPa
C modificado (Tabla II).
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2. Segunda Etapa.

El objetivo de esta etapa fué el de conocer la densidad real

de Pseudomonas aeruginosa en las piscinas y al mismo tiempo la densidad

de coliformes totales y coliformes fecales, asi como también los parametros
fisicoquimicos Temperatura, Cloro libre residual y pH y tratar de ver
si existia alguna relacidén entre ellos.

Para alcanzar esta etapa se procedié a muestrear un total de
10 piscinas con 4 estaciones para cada piscina (Fig. 4 ), en 2 diferentes
periédos y analizando cada muestra por triplicado.

Para el analisis de Pseudomonas aeruginosa se siguié con el

método mPa C, seleccionado en la 12 etapa de acuerdo a los resultados
del anadlisis estadistico efectuado y a las conveniencias del mismo.

El procedimiento y preparacién de los medios de cultivoe fué
el presentado en esa 12 etapa ( Tabla IIy Fig. 3)

Para la determinacidén de coliformes totales y fecales, se utilizaron
las técnicas estandarizadas de Filtro de Membrana (ver anexo), filtrando
volimenes de 100 ml para cada muestra.

El pH y la Temperatura se determinaron "in situ" (12). El Cloro
libre residual lamentablemente nc pudo analizarse "in situ"; teniendo
que hacerse al llegar al laboratorio, manteniendo las muestras en refrigera-
cién mientras se hacia su determinacidn, utilizando la técnica que se

presenta en el anexo (7)(Fig. 3).

21



TABLA 1

Medios mPa C, mPa B y mPa Agar de la técnica de Filtro de Membrana.

g/lt mPa C mPa B mPa Agar
«<-Lisina HC1 5.0 5.0 5.0
Cloruro de Sodio 5.0 5.0 5.0
Extracto de Levadura 2.0 2.0 2.0
Xilosa 125 1.25 1.25
Sacarosa 1.25 1.25 1.25
Lactosa 1.25 1.25 1.25
Rojo de Fenol 0.08 0.08 0.08
Citrato de Amonio Férrico 0.8 0.8 0.8
Tiosulfato de Sodio 5.0 5.0 5.0
Agar 12.0 12.0 15.0
Agua destilada 1000.0 ml 1000.0ml 1000.0 ml
Sulfato de Magnesio 1.5 1.5 1.5
pH 7.2 7.2 6.5-7.1
no esterilizar no esterilizar esterilizar
Ciclohexamida 0.0 0.015 0.150
Sulfapiridina 0.0 0.00176 0.176
Acido Nalidixico 0.037 0.037 0.037
Kanamicina 0.0085 0.008 0.008
Incubacién a 41.5°C 24hrs 48hrs 48-72hrs
Caducidad 8 dias 8 dias 30 dias
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TABLA II

Medio mPa C modificado.

g/ 1t
otLisina HCL 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

Llevar a ebullicién moviendo constantemente, ajustar el pH entre

7.5~7.3, esterilizar 10 min. a 15 1b de presién. Enfriar a 55-60°C, agregar:

Acido nalidixico 0.037
Kanamicina 0.0085
Incubacién a 41°C 24 horas
Caducidad 30 dias
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FIGIORA 1

Diagrama de la elaboracion de los medios mPa C, mPa B y mPa Agar.

Medio basal modificado

Disolver por calentamiento

Ajustar el pH a 7.2 Ajustar el pH a 6.5

Esterilizar

Ajustar el pH a 7.1

Enfriar a 55-60°C Enfriar a 55-60°C
Ac. Nalidixico  Ac. Nalidixico Ac. Nalidixico
Kanamicina Kanamicina Kanamicina
Sulfapiridina Sulfapiridina
Ciclohexamida Ciclohexamida
mPa-C mPa-B mPa-Agar
Incubar 24hrs Incubar 48hrs Incubar 48-72hrs
a 41.5°% a 41.5°%C a 41.5°C
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FIGURA 2

Tipos de muestras.
Djlluciones de la cepa pura

Muestra de agua de piscina Muestra de agua de piscina

mas dilucion de la cepa pura

Filtraciones en Millipore (200 ml) 22

mPg C mPa B mPa Agar

Incubar 24hrs— Incubar 48hrs Incubar 48-72hrs
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FIGURA 3

Diagrama del procedimiento de muestreo para la 2% etapa.

Pic~inn
pH Tbmperatura(OC) Cloro Libre Residual (ppm)
" Muestra de agua por estacidn

Filtraciones de 100 ml Filtraciones de 200 ml
Caldo|FC Medio M-Endo mPa C
Incubar'a bano Incubar a‘35°C Incubar a 41.5°C
Maria a 42°C 24hrs 24 hrs
24 hrs
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Estacién # 2

Estacién # 1

FIGURA 4

Ubicacién de las estaciones en las piscinas

Parte Baja

Parte Profunda

Estacioén # 4

Estacién # 3



V RESULTADOS

Durante la 12 etapa se obtuvieron los resultados que se presentan
en la Tabla III, con los cuales se procediéo a eliminar uno de los medios
(ver capitulo VII). Posteriormente se continuaron los andlisis para poder
seleccionar el medio mAs adecuado, los resultados de estos muestreos se
en la Tabla IV.

Por otro lado también se observaron una serie de caracteristicas
morfolégicas de las colonias de acuerdo al medio que se utilizaba, dichas
caracteristicas se presentan en la Tabla V.

De las diluciones de la cepa pura probadas, se seleccionaron

10_5 y 10_6. las cuales dan un &mbito que varia entre 50 y 10 colonias.

Debido a lo complejo de la elaboracién del medio basal y los

ajustes para cada medio, los primeros resultados fueron descartados, ya
que no se tenia seguridad de los mismos.

Se confirmé la pureza de la cepa pura, tanto en las filtraciones
con los medios mPa (s) como con las resiembras de las colonias en agar
Cetrimida, A de King, e Infusidn de cerebro-corazén.

Al realizar las primeras filtraciones, reportadas en la Tabla
111, se observd que es mejor la definicién de la merfologia colonial cuando
se utilizan los medios mPa C y mPa B al poco tiempo de haber sido elaborados
(el mismo dia o un dia después), y en el mPa Agar la morfologia siempre
es la misma aln cuando este por cumplirse la caducidad.

La coloracién de las colonias que crecen en los tres medios
va desde el rosa palido hasta el café obscuro, conforme pasa mis tiempo

de incubacidén el color rosado tiende a hacerse café, esto siempre y cuando

provengan de la cepa pura, ya que las colonias de Pseudomonas aeruginosa

que crecieron de las filtraciones de piscinas, variaban de color en el

~entro de la colonia y aln toda la colonia (Tabla V).
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El color de los medios mPa C y mPa B, es generalmente rojo y
el color del mPa Agar es un poco mas claro, tendiendo al naranja, pero

entre mayor es la cantidad de Pseudomonas aeruginosa que crecen en el

medio, mayor es la tonalidad del mismo, llegando incluso al color vino
o pirpura para los tres medios.

El color de los medios mPa cambia cuando se presentan otras
colonias diferentes a Ps. aeruginosa tornandose amarillo o naranja claro,
segln la cantidad de colonias que se presenten y entre menor sea la cantidad
de colonias de Ps. aeruginosa presentes, mayor es la variedad de colonias
negativas y el medio se torna mas amarillo.

Cuando la cantidad de Ps. aeruginosa es mayor de 300, se forma
una especie de velo rosa sobre el filtro, cubriendolo por completo, esto
sse presentd en los tres medios siendo de color mas intenso en mPa Agar
y menos intenso en mPa C. Lo anterior se observd cuando se probaron
diluciones como 10_2 y 10_3 y también en algunas de las filtraciones de
la piscina del Deportivo Reynosa y en algunas de Montesur.

Al mismo tiempo se pudo observar que cuando la cantidad de
Ps. aeruginosa es muy alta, domina totalmente en el medio, inhibiendo
el crecimiento de cualquier otro tipo de bacterias provenientes de la
misma muestra. Cuando es un poco menor, las inhibe pero no en su totalidad,
aunque si reduce el tamano de las otras colonias.

Cuando 1la cantidad de Ps - aeruginosa es baja o menor que la

cantidad del otro tipo de bacterias, las colonias de Pseudomonas aeruginosa

que crecen en el medio son pocas pero no muy grandes, simulando manchas
v se definen muy poco en mPa B, el color de los tres medios se mantiene
y solo en la parte de atrds de la caja de Petri se observa alrededor de
las colonias negativas se forma una decoloracidén amarilla del medio, estas
colonias suelen ser muy pequenas, sobre todo en el mPa C. Cuando esto
ocurre, en los medios mPa B y mPa Apgar se presentan mias colonias de este
tipo que en el medio mPa C, y también llegan a tener crecimientos de le-

vaduras y hongos.
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El crecimiento de 1la colonia de Pseudomonas aeruginosa, en

general, es menor en los medios mPa C y wPa B que en mPa Agar, sin embargo
las colonias en este medio llegan a ser tan grandes que se fusionan, per-
diendose la definicidén colonial de tal manera, que se hacen imposibles
de contar.

También se pudo ver que los resultados obtenidos con el mPa
C, eran muy parecidos, sino es que iguales a los obtenidos con el mPa
B, pero con la diferencia de que las cajas de este (ltimo estaban un poco
mis contaminadas y se dudaba mis de las colonias negativas.

Cuando se descartd el medio mPa B y se hicieron ciertas modifica-
ciones a la elaboracién del medio mPa C; se esterilizé el medio basal,
pero haciendose un sdlo ajuste de pH antes de la esterilizacién, de tal
manera que después de la misma, el pH se mantuviera por arriba de 7, esto
mejord la definicidén colonial y se elimind la presencia de algunas levaduras
y hongos que solian presentarse en las muestras donde el cloro libre _
residual estaba por abajo de 1 ppm.

Ademis, el medio pudo manejarse durante un mes incrementandose
asi su tiempo de almacenamiento.

Con las filtraciones de la cepa pura, se comprobd que en ambos
medios, la definicién colonial es mucho mejor cuando la cantidad de Ps.
aeruginosa no es muy alta, ya que la colonia es mis grande, mis circular,
de color rosa o café, sepin el medio, y con el centro muy remarcado ¥y
de color mas obscuro. En ambos también se corroboré lo del cambio de color

del medio seglin la cantidad de Pseudomonas aeruginosa.

Se realizaron algunas pruebas con las diluciones 107", 10_5

y 10"6

48 y 72 horas; en el medio mPa Agar, se presenté un crecimiento demasiado

(Tabla IV) para ambos medios, y se hicieron lecturas a las 24,

marcado en la dilucidn 10_6. de tal manera que las colonias parecian haberse

descompuesto  debido al celor y la forma tam irrcgular que presentaban.
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Las colonias que crecieron de 1la dilucidn lU_S, para el mismo
medio, fueron de mejor aspecto, mucho mejor definidas y con un crecimiento
moderado. Las colonias de las diluciédn 10_4 fueron tantas y tan pequefas
que no podian contarse facilmente.

En las lecturas de las cajas de mPa Agar que dieron los resultados
anteriores, a las 24 horas, las colonias no eran muy visibles, a las
48 horas eran wis, de mayor tamano y de color mas fuerte, y a las 72 horas
se presentaron como ya se menciond.

Las colonias de las cajas con mPa C incubadas 24 horas, se presen-
taron pequeflas, pero bien definidas, de color rosa pAlido con centro marcado
en color mis fuerte, esto se presentd igual en las tres diluciones, las
de la dilucién 10_4 eran un poco mis pequenas.

Las cajas de mPa C, que se incubaron 24 horas méds, se presentd

5, en 107* se mantuvo igual

contaminacién por hongos en la dilucién 10~
y en 10~6 las colonias crecieron tanto que perdieron su forma y pasaron
a ser manchas verdosas muy planas, de forma irregular con centros més
obscuros. La cantidad de colonias no cambid ni a las 48, ni a las 72 horas,
solo el aspecto de las colonias, el color de las mismas, y la cantidad
de hongos en el medio.

Cuando se realizaron filtraciones de agua de la misma piscina
con los dos medios, se observd que las colonias negativas que crecen no
son las mismas.

El anAlisis estadistico de los datos obtenidos con las filtraciones
posteriores realizadas con ambos medios (Tabla IX y X), demostrdé que no
existen diferencias significativas entre ellos.

Para la 28 etapa se determinaron ademds de Pseudomonas
aerucinosa, los coliformes totales, coliformes fecales y los parametros
fisicoquimicos, pH, Temperatura, Cloro Libre Residual.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla VI.
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Cuantificacion de Ps. acrupinosa con los tres medios nPa.

TABLA

III

mPa C mPa B mPa Agar
ALBERCA FECIIA Ne ( n° de colonias / 200 ml )  PATRON
Sta. Ménica 030984 01 0 2 5 0
Sta. Monica 030984 02 2 7 0 0
El Dorado 070984 03 1 0 0 0
El  Dorado 070984 04 1 0 0 0
Tlalli 070984 05 8 4 27 0
Tlalli 070984 06 300 0 56 0
Montesur 290984 07 0 0 0 0
Montesur 290984 08 0 0 0 0
Mont. + Ino. 290984 09 300 300 300 0
Dilucién 290984 10 300 300 300 0
Dilucién 290984 11 300 300 300 0
Montesur 011084 12 0 0 0 0
Montesur 011084 13 0 0 0 0
Mont. + lno. 011084 14 300 300 300 0
Dilucién 011084 15 300 300 300 0
Dilucidn 011084 16 300 300 300 0
La Mansién 071084 17 0 0 0 0
La Mansion 071084 18 0 0 0 0
Reynosa 211084 19 250 300 0 0
Reynosa 211084 20 250 300 21 0
Rey. + Ino. 211084 21 0 1 0 0
Rey. + Ino. 211084 22 0 2 0 0
Dilucidn 211084 23 15 3 0 0
Dilucidn 211084 24 2 6 0 0
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TABLA I1I

( Continuacién )

mPa C mPa B mPa Agar
ALBERCA FECHA N® ( n° de colonias / 20 ml ) (r® col./200 ml) PATRON
Reynosa 051184 25 7 0 0 0
Reynosa 051184 26 2 6 4 0]
Rey. + Ino. 051184 27 300 2 3 0
Dilucién 051184 28 250 250 250 0
Dilucién 051184 29 250 250 100 0
Azteca 051184 30 0 0 0 0
Azteca 051184 31 0 0 0 0
Azteca + Ino. 051184 32 2 6 1 0
Dilucién 051184 33 1 1 5 0
Dilucién 051184 34 0 0 1 0
Reynosa 121184 35 1 0 0 0
Reynosa 121184 36 0 300 0 0
Rey. + Ino. 121184 37 1 1 3 0
Rey. + Ino. 121184 38 2 3 2 0]
Dilucidn 121184 39 1 2 2 0
Dilucidn 121184 40 1 5 3 0
Reynosa 031284 41 0 1 0 0
Reynesa 031284 42 0 2 0 0
Rey. + Ino. 031284 43 1 1 1 0
Rey. + Ino. 031284 44 0 3 2 0
Dilucidn 031284 45 1 1 1 0
Dilucidn 031284 46 0 1 2 0
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Cuantificacién de Ps. acruginosa con dos medios mPa.

TABLA

v

wPa C P
ALBERCA FECHA  N° (0 col/omml)  (no col. 300 ) PATRON
Dilucién 107% 210185 47 250 250 0
Dilucién 107 210185 48 250 250 0
Dilucién 107> 210185 49 55 48 0
Dilucién 107> 210185 50 68 57 0
Dilucién 1070 210185 51 6 6 0
Dilucién 1070 210185 52 6 6 0
Dilucién 1070 200185 53 2 2 0
Dilucién 1070 290185 54 2 2 0
Dilucién 1070 200185 55 1 1 0
Dilucién 1070 200185 56 2 2 0
Dilucién 1070 200185 57 0 0 0
Dilucién 1070 200185 58 0 1 0
Dilucién 1070 200185 59 1 1 0
Dilucién 1070 290185 60 1 3 0
Dilucién 107 200185 61 0 1 0
Dilucién 107® 200185 62 0 0 0
c. u. 060285 63 0 1 0
c. u. 060285 64 0 1 0
C. U. + Ino. 060285 65 1 5 0
C. U. + Ino. 060285 66 1 2 0
C. U.+ Ino. 060285 67 0 0 0
C. U. + Ino. 060285 68 1 0 0
C. U.+ Ino. 060285 69 1 0 0
C. U. + Ino. 060285 70 0 6 0
Dilucidn 0060285 71 100 100 0
Dilucién 060285 72 250 250 0
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TABLA

Iv

( Continuacion )

mPa C mPa Agar
ALRERCA FECHA N2 (n2 eol./200 ml) (n? col./200 ml) PATRON
Montesur 110285 73 0 0 0
Montesur 110285 74 1 1 0
Mont. + Ino. 110285 75 250 250 0
Mont. + Ino. 110285 76 250 250 0
Dilucién 110285 77 250 250 0
Dilucién 110285 78 70 33 0
C. U. 180285 79 0 0 0
c. U. 180285 80 0 0 0
C. U. + Ino. 180285 81 6 7 0
C. U. + Ino. 180285 82 3 6 0
C. U. + Ino. 180285 83 5 11 0
Dilucién 180285 84 19 10 0
Dilucién 180285 85 9 54 0
Montesur 260285 85 300 300 0
Montesur 260285 86 300 300 0
Mont. + Ino. 260285 87 300 300 0
Mont. + Ino. 260285 88 300 300 0
Mont. + Ino. 260285 89 300 300 0
Mont. + Ino. 260285 90 300 300 0
Dilucidn 260285 91 300 300 0
Dilucién 260285 92 300 300 0
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TABLA v

Caracteristicas morfoldgicas de las colonias de Ps. aeruginosa en los medios

mPa

Medio Caracteristicas morfoléeicas de 1as colonias Ohservacinnes
Color rosa palido,con o sin centro,pe-| El tamafio fud segin
Cepa |quefas, circulares, de borde entero,_ | la cantidad de coloni
convexas y opacas. presente, entre rrés._]:gj
Pura pequaiias y el centro -
mPa C,24hrs piide, ‘pos 10 1
MuestraColor rosa palido, a veces sin centro,| formando una especie |
o con centro café,pequenas,circulares,| velo.
Piscimporde entero.Convexas y opacas.
Cepa Color café palido con centra café, ﬁtc;tidejugesziﬁmas
pedianas, circulares,de borde entero presente, el color de _
mPa B,48hrs |Pura [convexas y opacas. centro varia segin 1a_
cantidad de Ps. acruei
Muestra| Color café palido o café rosado,con | o=y contidad a2 o-
centro café o verde (segin cantidad) | tras colonias. Dificil-
Piscingl circulares, pequenas,borde entero, de distinguir.
CONvVeXaAs ¥ onacas,
Cepa C?lor café obscuro,con centro café rr% Eﬁéﬁéﬁlﬁ iafﬁ_
mas obscuro, a veces circulares, a dad de colonias presen
aPa NgaE Pura veces de forma irregular,convexas. to tanto de DS. 857601
. nosa, camwo de otras.
72 hrs Color desde café obscuro hasta verde
Muestra grisiceo, a veces circulares a veces
como plastas planas(segin cantidad)
Piscin
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TABLA VI

Valores fisicos, quimicos y bacteriolégicos de las piscinas muestreadas.

ALBERCA FECHA _ Estaciénf _pH  Temp.°C Cl 1 ¢ mnginee B B
c. U, 250285 1 7 18 8.0 0 0 0
c. W 250285 1 7 18 8.0 0 0 0
c. WL 250285 1 7 18 8.0 1 0 0
c. U. 250285 2 7 18 8.0 0 0 0
¢ UL 250285 2 7 18 8.0 0 0 0
g. U 250285 2 7 18 8.0 0 0 0
c. U. 250285 3 7 18 8.0 0 0 0
¢ U 250285 3 7 18 8.0 0 0 0
c. U. 250285 3 7 18 8.0 0 0 0
c. U. 250285 4 7 18 8.0 0 0 0
e Ik 250285 4 7 18 8.0 0 0 0
¢: b, 250285 4 7 18 8.0 0 0 0
Tlalli 260285 1 6.5 18 0.335 0 0 0
Tlalli 260285 1 6.5 18 0.335 0 0 0
Tlalli 260285 1 6.5 18 0.335 0 0 0
Tlalli 260285 2 6.5 18 0.335 0 0 0
Tlalli 260285 2 6.5 18 0.335 0 0 0
Tlalli 260285 2 6.5 18 0.335 0 0 0
Tlalli 260285 3 6.5 18 0.335 0 0 0
Tlalli 260285 3 6.5 18 0.335 0 0 0
Tlalli 260285 3 6.5 18 0.335 0 0 0
Tlalli 260285 4 6.5 18 0.335 0 0 0
Tlalli 260285 4 6.5 18 0.335 0 0 0
Tlalli 260285 4 6.5 18 0.335 0 0 0
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TABLA
( Continuacién )

VI

ALBERCA FECHA _ Estacidnf# pH Temp.?C C1 l.r.gga@hkﬁa %g%:
Montesur 040385 1 6.5 29 0.67 300 6
Montesur 040385 1 6.5 29 0.67 300 7
Montesur 040385 1 6.5 29 0.67 300 1
Montesur 040385 2 6.5 29 0.67 300 8
Montesur 040385 2 6.5 29 0.67 300 9
Montesur 040385 2 6.5 29 0.67 300 1
Montesur 040385 3 6.5 29 0.67 300 1
Montesur 040385 3 6.5 29 0.67 300 4
Montesur 040385 3 6.5 29 0.67 300 6
Montesur 040385 4 6.5 29 0.67 300 3
Montesur 040385 4 6.5 29 0.67 300 0
Montesur 040385 4 6.5 29 0.67 300 5
Tlalli 040385 1 6.5 18 0.335 0 0
Tlalli 040385 1 6.5 18 0.335 0 0
Tlalli 040385 1 6.5 18 0.335 0 0
Tlalli 040385 2 6.5 18 0.335 0 0]
Tlalli 040385 2 6.5 18 0.335 0 0
Tlalli 040385 2 6.5 18 0.335 0 0
Tla 1l1li 040385 3 6:5 18 0.335 0 0
Tlall 040385 3 6.5 18 0.335 0 0]
Tlalli 040385 3 6.5 18 0.335 0 0
T'2@8 114 040385 4 6.5 18 0.335 0 0
Tlalli 040385 4 6.5 18 0.335 0 0
Tlalli 040385 4 6.5 18 0.335 0 0
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TABLA

( Continuacién )

Vi

ALBERCA TPCIA _ Estacién#  pH  TempC Cl 1.:.5?5% o
Montesur 110385 1 6.3 28 5.03 300 5 14
Montesur 110385 1 6.5 28 5.03 300 5 14
Montesur 110385 1 6.5 28 5.03 300 0 1
Montesur 110385 2 6.5 28 5.03 300 6 20
Montesur 110385 2 6.5 28 5.03 300 8 22
liontesur 110385 2 6.5 28 5.03 300 10 18
lontesur 110385 3 6.5 28 5.03 300 2 12
Montesur 110385 3 6.5 28 5.03 300 ] 18
lontesur 110385 3 6.5 28 5.03 300 6 10
Montesur 110385 4 6.5 28 5.03 300 4 14
Montesur 110385 4 6.5 28 5.03 300 4 14
Montesur 110385 4 6.5 28 5.03 300 1 3
Tlanepantla 110385 1 6.5 20 4,02 2 0 1
Tlanepantla 110385 1 6.5 20 4.02 4 0 ]
Tlanepantla 110385 1 6.5 20 4.02 0 0 0
Tlanepantla 110385 2 6.5 20 4.02 6 0 0
Tlanepantla 110385 2 6.5 20 4.02 8 0 0
Tlancpantla 110385 2 6.5 20 4.02 6 0 0
Tlanepantla 110385 3 6.5 20 4.02 1 0 1
Tlanepantla 110385 3 6.5 20 4.02 0 0 1
Tlanepantla 110385 3 6.5 20 4,02 0 0 0
Tlanepantla 110385 4 6.5 20 4.02 0 0 0
Tlanepantla 110385 4 6.5 20 4,02 6 3 1
Tlanepantla 110385 4 6.5 20 4,02 4 3 0
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TABLA VI

( Continuacién )

Ps. Col. Col.
ALBERCA FECHA _ Estacién#  pH Temp.°C Cl1 1.r. aeruginosa Tot. Fec.
Tlanepantla 180385 1 6.5 21 4.0 0 0] 0
Tlanepantla 180385 1 6.5 21 4.0 1 0 0
Tlanepantla 180385 1 6.5 21 4.0 0 0 0
Tlanepantla 180385 2 6.5 21 4.0 2 0 0
Tlanepantla 180385 2 6.5 21 4.0 1 0 0
Tlanepantla 180385 2 6.5 21 4.0 1 0 0
Tlanepantla 180385 3 6.5 21 4.0 0 0 0
Tlanepantla 180385 3 6.5 21 4.0 0 0 0
Tlanepantla 180385 3 6.5 21 4.0 0 0 0]
Tlanepantla 180385 4 6.5 21 4.0 0 0 0
Tlanepantla 180385 4 6.5 21 4.0 0 0 0
Tlanepantla 180385 4 6.5 21 4.0 J 0 0
Parque Calles 250385 1 6.5 18 0.0 J 0 0
Parque Calles 250385 1 6.5 18 0.0 J 0] 0]
Parque Calles 250385 1 6.5 18 0.0 J 0 0
Parque Calles 250385 2 6.5 18 0.0 0 0 0
Parque Calles 250385 2 6.5 18 0.0 0 0 0
Parque Calles 250385 2 6.5 18 0.0 0 0 0]
Parque Calles 250385 3 6.5 18 0.0 0 0 0
Parque Calles 250385 3 6.5 18 0.0 0 0 0
Parque Calles 250385 3 6.5 18 0.0 0 0 0
Parque Calles 250385 4 6.5 18 0.0 J 0 0
Parque Calles 250385 4 6.5 18 0.0 0 0 0
Parque Calles 250385 4 6.5 18 0.0 0 0 0
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TABLA VI

( Continuacidn )

ALBLRCA FUCHA  FEstacién#  pH Temp.2C CL l.r.ggﬁﬁunosa %ﬂl:
C. U. 250385 1 7 18 0.2 9 0
Cc. U. 250385 1 7 18 0.2 11 0
c. U. 250385 1 7 18 0.2 20 0
Cc. Uu. 250385 2 7 18 0.2 60 0
c. U. 250385 2 7 18 0.2 45 0
Cc. U. 250385 2 7 18 0.2 39 0
c. U. 250385 3 7 18 0.2 56 0
C. U. 250385 3 7 18 0.2 60 'U
C. U. 250385 3 7 18 0.2 28 0
Cc. U. 250385 4 7 18 0.2 15 0
c. U. 250385 4 7 18 0.2 5 0
C. . 250385 4 7 18 0.2 15 0
Villas 230485 1 7.8 26 1.775 0 0
Villas 230485 1 7.8 26 L7715 0 0
Villas 230485 1 7.8 26 1.775 0 0
Villas 230485 2 7.8 206 1.775 . 0O 0
Villas 230485 2 7.8 26 1.775 0 0
Villas 230485 2 7.8 26 1.775 0 0
Villas 230485 3 7.8 26 1.775 0 0
Villas 230485 3 7.8 26 1.775 0 0
Villas 230485 3 7.8 26 1.775 0 0
Villas 230485 4 7.8 26 1.775 0 5
Villas 230485 4 7.8 26 1.775 0 5
Villas 230485 4 7.8 26 1.775 0 0
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TABLA V1
( Continuacidn )

Ps. Col. Col.
ALBERCA FCCHA _ Estacién#  pH Temp.2C CL 1.r. acruginosa Tot. Fec.
San Angel 130585 1 7 26 4.9 0 7 6
San Angel 130585 1 7 26 4.9 0 3 1
San Angel 130585 1 7 26 4.9 0 10 .8
San Angel 130585 2 7 26 4.9 0 8 11
San Angel 130585+ 2 7 26 4.9 0 15 11
San Angel 130585 2 7 26 4.9 0 7 8
San Angel 130585 3 7 26 4.9 0 1 2
San Angel 130585 3 Vi 26 4.9 0 1 3
San Angel 130585 3 7 26 4.9 0 0 0
San Angel 130585 4 7 26 4.9 0 0 0
San Angel 130585 4 7 26 4.9 0 0 1
San Angel 130585 4 7 26 4.9 0 0 0
Sta. Monica 290585 1 T 29 3.897 0 0 0]
Sta. Ménica 290585 1 7 29 3.897 0 0 0
Sta. Moénica 290585 1 7 29 3.897 0 0 0
Sta. Moénica 290585 2 7 29 3.897 0 0 0
Sta. Monica 290585 2 7 29 3.897 0 0 0
Sta. Ménica 290585 2 7 29 3.897 0 0 0
Sta. Ménica 290585 3 7 29 3.897 0 0 0
Sta. Ménica 290585 3 7 29 3.897 0 0 0
Sta. Ménica 290585 3 7 29 3.897 0 0 0
Sta. Ménica 290585 4 7 29 3.897 0 0 0
Sta. Ménica 290585 4 7 29 3.897 0 0 0
Sta. Monica 290585 4 7 29 3.8970 0 0 0
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TABLA VI

( Continuacién )

Temp.2C _Cl l.r.ggf"ug:inosa_ E:g%:

43

ALBERCA FECHA _ Estacion# _ pH
Reynosa 160685 1 6.5 25 0.0
Reynosa 160685 1 6.5 25 0.0
Reynosa 160685 1 6.5 25 0.0
Reynosa 160685 2 6.5 25 0.0
Reynosa 160685 2 6.5 25 0.0
Reynosa 160685 2 6.5 25 0.0
Reynosa 160685 3 6.5 25 0.0
Reynosa 1600685 3 6.5 25 0.0

" Reynosa 160685 3 6.5 25 0.0
Reynosa 160685 4 6.5 25 0.0
Reynosa 160685 4 6.5 25 0.0
Reynosa 160685 4 6.5 25 0.0
Villas 160685 1 7 27 1.366
Villas 160685 1 7 27 1.366
Villas 160685 1 7 27 1.366
Villas 160685 2 7 27 1.366
Villas 160685 2 7 27 1.366
Villas 160685 2 7 27 1.366
Villas 160685 3 7 237 1.366
Villas 160685 3 7 27 1.366
Villas 160685 3 7 27 1.366
Villas 160685 4 7 27 1.366
Villas 160685 4 7 27 1.366
Villas 160685 4 7 27 1.366

- O O~ O O C C O —~ O ©

c O 0O O o0 o0 o0 O o o o o
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TABLA

( Continuacidn )

VI

ALBERCA FECHA _ Estacidn# pH Temp.®C Cl 1.r. ?ﬂi‘u&'ﬁ:‘%: 98%
Reynosa 230685 1 7 16 0 7 7 6
Reynosa 230685 1 7 16 u 2 13 2
Reynosa 230685 1 7 16 0 9 15 1
Reynosa 230685 2 7 16 0 1 5 0
Reynosa 230685 2 7 16 0 0 7 0
Reynosa 230685 2 7 16 0 1 3 0
Reynosa 230685 3 7 16 0 2 5 4
Reynosa 230685 3 7 16 0 0 4 14
Reynosa 230685 3 7 16 0 2 11 2
Reynosa 230685 4 7 16 0 0 1 0
Reynosa 230685 4 7 16 0 0 0 0
Reynosa 230685 4 7 16 0 0 1 0
La Mansién 230685 1 7 22 1.5 0 0 3
La Mansi6n 230685 1 7 22 1.5 0 0 0
La Mansién 230685 1 7 22 1.5 0 0 0
La Mansidn 230685 2 7 2 1.5 0 4 0
La Mansidn 230685 2 7 22 1.5 0] 0 0
La Mansion 230685 2 7 22 1.5 0 0 0
La Mansién 230685 3 7 22 1.5 0 0 0]
La Mansién 230685 3 7 22 1.5 0 0 0
La Mansién 230685 3 7 22 1.5 0 0 0
La Mansién 230685 4 7 22 1.5 0] 0 0
La Mansién 230685 4 7 22 1.5 0 1 1
La Mansion 230685 4 7 22 1.5 0 1 1
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TABLA

( Continuacién )

VI

ALPERCA FECHA _ Estacién# pH  Temp.°C Cl 1.1, Detuginoss Bt o
Parque Calles 160685 1 6.5 25 0.3415 O 300 13
Parque Calles 160685 1 6.5 25 0.3415 0 300 0
Parque Calles 160685 1 6.5 25 0.3415 O 300 7
Parque Calles 160685 2 6.5 25 0.3415 0O 300 8
Parque Calles 160685 2 6.5 25 0.3415 0O 300 0
Parque Calles 160685 2 6.5 25 0.3415 O 300 0
Parque Calles 160685 3 6.5 25 0.3415 0 300 0
Parque Calles 160685 3 6.5 25 0.3415 0 300 0
Parque Calles 160685 3 6.5 25 0.3415 0O 300 0
Parque Calles 160685 4 6.5 25 0.3415 0 300 3
Parque Calles 160685 4 6.5 25 0.3415 O 300 0
Parque Calles 160685 4 6.5 25 0.3415 O 300 0
Azteca 230685 1 7 21 8.8 0 0 0
Azteca 2300685 1 7 21 8.8 0 J 0
d'z'teca 230685 1 7 21 8.8 0 0 0
Azteca 230685 2 7 21 8.8 0 0 0
Azteca 230685 2 7 21 8.8 0 0 0
Azteca 230685 2 7 21 8.8 0 0 0
Azteca 230685 3 7 21 8.8 0 0 0
Azteca 230685 3 7 21 8.8 0 0 0
Azteca 230685 3 7 21 8.8 0 0 0
Azteca 230685 4 7 21 8.8 0 0 0
Azteca 230685 4 7 21 8.8 0 0 0
Azteca 230685 4 7 21 8.8 0 0 0
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TABLA VI

( Continuacién )

ALBERCA FECHA _Estacién# pH _ Temp.°C Cl 1.r. abSugincsa T8E: FRL-
Sta. Mdénica 3000685 1 7 29 4 0 0 0
Sta. Ménica 300685 1 7} 29 4 0 0 0
Sta. Ménica 300685 1 7 29 4 0 0 0
Sta. Moénica 300685 2 7 29 4 0 0 0
Sta. Ménica 300685 2 7 29 4 0 0 0
Sta. Ménica 300685 2 7 29 4 0 0 0
Sta. Monica 300685 3 7 29 4 0 0 0
Sta. Ménica 300685 3 7 29 4 0 0 0
Sta. Ménica 300685 3 7 29 4 0 0 0
Sta. Ménica 300685 4 7 29 4 0 0 0
Sta. Ménica 300085 4 7 29 4 0 0 0
Sta. Moénica 300685 4 7 29 4 0 0 0
Azteca 300685 1 7 25 8.8 0 0 0
Azteca 300685 1 7 25 8.8 0 0 0
Azteca 300685 1 7 25 8.8 0 0 0
Azteca 300685 2 7 25 8.8 0 0 0
Azteca 300685 2 7 25 8.8 0 0 0
Azteca 300685 2 7 25 8.8 0 0 0
Azteca 300685 3 7 25 8.8 0 0 0
Azteca 300685 3 7 25 8.8 0 0 0
Azteca 300685 3 7 25 8.8 0 0 0
Azteca 300685 4 7 25 8.8 0 0 0
Azteca 300685 4 7 25 8.8 0 0 0
Azteca 300685 4 7 25 8.8 0 0 0
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TABLA VI

( Continuaciodn )

Ps. . Col. Col.
ALBERCA FECHA _ Estacién#  pH Temp.®C C1 1.r.3eruginosa Tot.  Fec.
La Mansidn 300685 1 7 25, 1.5 0 0 1
La Mansién 300685 1 7 25 1.5 0 0 0
La Mansidén 300685 1 7 25 1.5 0 0 1
La Mansién 300685 2 7 25 1.5 0 0 0
La Mansién 300685 2 7 25 1.5 0 2 0
La Mansién 300685 2 7 25 1.5 0 3 0
La Mansién 300685 3 7 25 1.5 0 0 0
La Mansién 300685 3 7 25 1.5 0 0 0
La Mansién 300685 3 i 25 1.5 0 0 0
La Mansién 300685 4 7 25 1.5 0 0 0
La Mansidn 300685 4 7 25 1.5 0 1 0
La Mansién 300685 4 7 25 1.5 0 1 0

Cl 1.r. = Cloro libre residual
(n? de colonias por 200ml)

Ps.aeruginosa

Col. Tot. = Coliformes Totales ( n? de colonias por 100 ml)

Col. Fec. = Coliformes Fecales ( n? de colonias por 100 ml)
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Vi EVALUACIONDE RESULTADOS

Para la 19 etapa, cuando se obtuvieron 46 anédlisis con los tres
medios propuestos, se considerd suficiente la informacidén como para efectuar
un andlisis de varianza para lo cual se planted la Hipdtesis nula de
"No hay diferencias significativas entre los tres medios utilizados".
Para esto, la ordenacién de datos se presenta en la TablaVII, incrementan-
dosele un valor de 10 a cada resultado real, para fines estadisticos.

Los resultados obtenidos para los grados de libertad, suma de
cuadrados, cuadrado medio y F, se presentan en 1la Tabla VII], cbteniendose
al final de los calculos que la F experimental es menor que la F de Tablas
para un nivel de confianza de 95%Z y por lo tanto se acepta la Hipdtesis
de que "No hay diferencias significativas entre los medios probados"

Con estos resultados se procedié a eliminar el método mPa B
debido a que era el que presentaba algunas desventajas como las de leer
las colonias (Tabla V), tiempo de incubacién , etc. (ver capitulo VII).

Sin embargo de los dos medios restantes dada las ventajas que
prescntaba el mPa C sobre el propuesto tentativamente por los Métodos
Estandard (7), se quizo tener una mayor confianza para su seleccidén por
lo que se siguid analizando mas muestras, pero solo con los dos medios
seleccionados, obtenie;'ndose un total de 92 muestras (incluyendo las 46
primeras, de cuando se analizaron los tres medios).

Se volvié a efectuar un analisis de varianza, solo que ahora
la Hipotesis nula fué "No hay diferencia significativa entre los dos medios
usados"'.

Para fines estadisticos se procedié a sumarles un valor de 10
a los valores reales (Tabla IX),y se volvié a calcular los grados de
libertad, suma de cuadrados, cuadrado medio y la F (Tabla . X.). Como
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la F experimental fué menor que la F de Tablas para un nivel de confianza
de 95% (14), se volvié a aceptar la Hipdtesis de "No hay diferencias sig-
nificativas entre los dos medios probados y por lo tanto ahora si, se
procedi6 a seleccionar el medio mPa C como el que se iba a utilizar en
la 2% parte del estudio.

En la 2? etapa, se ordenaron los datos de Pseudomonas aeru-

ginosa, pH, Temperatura y Cloro libre residual como se ve en la Tabla

XI, y se procedié a graficar Pseudomonas aeruginosa vs Temperatura

(Fig. 5yb)para tener una mejor visién de lo que sucedia. Lo mismo se hizo
en el caso de los datos de Coliformes totales, fecales y Ps. aeruginosa
y se graficé nimero de muestra vs Ps. aeruginosa y coliformes totales
(Figs. 7,8) y nimero de miestra vs Ps. aeruginosa y coliformes fecales
(Figs.9,10)(Tabla XII),para los ambitos de pH resultantes.
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TABLA VII
Ordenacién de datos para el ler analisis de varianza.

N¢ mPa C mPa B mPa Agar mPa C? mPa 32 mPa :\gar2
1 47 91 10 2209 8281 100
2 105 33 10 11025 1089 100
3 12 33 10 144 1089 100
4 10 12 15 100 144 225
5 12 17 10 144 289 100
6 15 13 32 225 169 1024
7 18 14 37 324 196 1369
8 310 10 66 96100 100 4356
9 11 10 10 121 100 100
10 10 10 10 100 100 100
11 10 10 10 100 100 100
12 10 10 10 100 100 100
13 310 310 310 96100 96100 96100
14 310 310 310 96100 96100 96100
15 310 310 310 96100 96100 96100
16 10 10 10 100 100 100
17 10 10 10 100 100 100
18 260 310 10 67600 96100 100
19 260 310 41 67600 96100 1681
20 10 11 10 100 121 100
21 10 12 10 100 144 100
22 25 13 10 625 169 100 -
23 12 16 10 144 256 100
24 17 10 13 289 100 169
25 12 16 14 144 256 196
26 310 12 13 96100 144 169
27 260 250 260 67600 62500 67600
28 260 255 250 67600 65025 62500
29 260 260 110 67600 67600 12100
30 10 10 10 100 100 100
31 10 10 10 100 100 100
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TABLA VII

( Continuacidn )

N® mPa C mPa B mPa Agar mPa c? mPa B2 mPa Agar2
32 12 16 11 144 256 121
33 11 11 15 121 121 225
34 10 10 11 100 100 121
35 11 10 10 121 100 100
36 10 310 10 100 96100 100
37 11 11 13 121 121 169
38 12 13 12 144 169 144
39 11 12 12 121 144 144
40 11 15 13 121 225 169
41 10 11 B [ 100 121 100
42 10 12 10 100 144 100
43 11 11 11 121 121 121
44 10 12 13 100 144 169
45 11 11 11 121 121 121
46 10 11 12 100 121 144
£ 3397 3184 2125 836629 787080 443437

Nota: Para fines estadisticos, a todos los valores reales les ha sido sumado

un valor de 10.
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TABLA VIII

ler. ANALISIS DE _VARIANZA

4 A
Fuente GL sSC CH F. exp. ?fzdg %ahlas
IColumna 2 20180.87 10090.435 0.90 3.00

Error 135 1497730.3 | 11094.298
Total 137 1517911.2 11079.643
GL = Grados de Libertad

SC = Suma de Cuadrados

CH = Cuadrado Medio

Como la F experimental es menor que la F de las tablas para un
nivel de confianza de 95%, se acepta la hipbtesis de que no hay diferencia _

significativa entre los medios probados. (13,14).
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TABLA

Ordenacién de datos para el 2¢ andlisis de varianza.

1X

N® mia C mPa Agar mPa C2 mPaAgar2
47 260 260 67600 67600
48 260 260 67600 67600
49 65 55 4245 3iba
50 78 67 6084 4439
51 16 16 256 256
52 16 16 256 256
53 12 12 144 144
54 12 12 144 144
55 11 11 121 121
56 12 12 144 144
57 10 10 100 100
58 10 11 100 121
59 11 11 121 121
60 11 13 121 169
61 10 11 100 121
c2 10 11 100 121
63 10 11 100 121
64 10 11 100 121
65 110 110 12100 12100
5 260 260 67600 670600
67 11 15 121 225
638 11 12 121 144
69 10 10 100 100
70 11 10 121 100
71 11 10 121 100
72 10 16 100 256
73 10 10 100 100
T4 11 11 121 121
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TABLA IX

( Continuacidn ) 2

Ne mPa C mPa Agar mPa C mPa Agar
75 260 260 67600 67600
76 80 43 6400 1849
77 260 260 67600 67600
78 260 260 67600 67600
79 10 10 100 100
80 10 10 100 100
81 29 20 841 400
82 19 64 361 4096
83 16 17 256 289
84 13 16 169 256
85 15 21 25 441
86 310 310 96100 96100
87 310 310 96100 96100
88 310 310 96100 96100
89 310 310 96100 96100
90 310 310 96100 96100
91 310 310 96100 96100
92 310 310 96100 96100

= 7828 6553 61277600 42941800

Nota: Para fines estadisticos a todos los valores reales les ha sido sumado
un valor de 10.
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TABLA X

29 ANALISIS DE VARIANZA

95%Z N C
Fuente GL sC CM F. exp. F. de Tablas
Columna 1 8835.805 8835.805 0.68 3.84

Error 181 2368209.1 13084.028
Total 183 2377045.4 12989,319
GL = Grados de Libertad

sC = Suma de Cuadrados

CM = Cuadrado Medio

Como la F experimental es menor que la F de las tablas para un
nivel de confianza de 95%, se acepta la hipdtesis de que no hay diferencia _

significativa entre los medios probados (13,14).
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TABLA XI

Parémetros fisicoquimices y Is.grrugins-a (i'rcmedio por alberca)
pH Temp.eC Ps.accnairea €l 1.r.
18 0 0.335
18 0 0.335
18 0 0.0
20 3 4.02
6.5 21 0.31 4
= S 25 0 0.3415
25 0.25 0
28 300 5.03
29 300 0.67
16 2.5 0
18 0 8
18 30.25 - 0.2
21 0 8.8
22 0 1.5
7-7.8 25 0 8.8
25 0 1.5
26 0 1.775
27 0 1.366
29 0 3.897
29 0.87 4



TABLA XII
Dotes de  parémeoisos fisicoquimicos y de las medianas de los triplicados de

1as prucbas bacterioldgicas

Pa.rerugir-~sa Cl.l.r Coliformes T. Coliformes F.
pH Temp. (medianas tripl.) (ppm) (medianas tripl.)(medianas tripl.)
6.5 18 0 0.335 0 0
6.5 18 0 0.335 0 0
6.5 18 0 0.335 0 0
6.5 13 0 0.335 0 0
6.5 18 0 0.335 0 0
6.5 18 0 0.335 0 0
6.5 18 0 0.335 0 0
6.5 18 0 0.335 0 0
6.5 18 0 0.0 0 1]
6.5 18 0 0.0 0 0
6.5 18 0 0.0 0 0
6.5 18 0 0.0 0 0
6.5 20 1 4.02 0 1
6.5 20 2 4.02 0 1
6.5 20 4 4.02 3 0
6.5 20 6 4.02 0 0
6.5 21 0 4 0 0
6.5 21 0 4 0 0
6.5 21 1 4 0 0
6.5 21 1 4 0 0
6.5 25 0 0.3415 300 7
6.5 25 0 0.3415 300 0
6.5 25 0 0.3415 300 0
6.5 25 0 0.3415 300 0
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TABLA XII

( Continuacidén )

Ps.aeruginosa Cl.l.r. Coliformes T. Coliformes F.
pH Temp.°C (medianas tripl.) (ppm) (medianas tripl.)(medianas trip'’
6.5 25 0 0 300 32
6.5 25 0 0 300 42
6.5 25 1 0 300 8
6.5 25 1 0 300
6.5 28 300 5.03 4 14
6.5 28 300 5.03 S 12
6.5 28 300 5.03 5 14
6.5 28 300 5.03 8 20
6.5 29 300 0.67 3 10
6.5 29 300 0.67 4 12
6.5 29 300 0.67 6 12
6.5 29 300 0.67 8 14
7.0 i6 0 0 1 0
7.0 16 1 0 13 0
7.0 16 2 0 5 4
7.0 16 7 0 1 2
7.0 18 0 8 0 0
7.0 18 0 8 0 0
7.0 18 0 8 0 0
7.0 18 1 8 0 0
7.0 18 11 0.2 0 0
7.0 18 15 0.2 0 0
7.0 18 39 0.2 0 0
7.0 18 56 0.2 0 0
7.0 21 0 8.8 0 0]
7.0 21 0 8.8 0 0
7.0 21 0 8.8 0 0
7.0 21 0 8.8 0 0
7.0 22 (0] 1.5 0 0]
7.0 22 0 1.5 0 0
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TABLA XII

( Continuaciin )

Ps.aeruginosa Cl.l.r. Coliformes T. Coliformes F.
pH Temp.2C (medianas tripl.) (ppm) (medianas tripl.)(medianas tripl.)
7.0 22 0 15 0 (0]
7.0 22 0 1.5 1
7.0 25 0 8.8 0 0
7.0 25 0 8.8 0 0
7.0 25 0 8.8 0 0
7.0 25 0 8.8 0 0
7.0 25 0 1.5 0 0
7.0 25 0 551 0 1
7.0 25 0 1.5 1 0
7.0 25 0 1.5 2 0
7.0 27 0 1.366 0 0
7.0 27 0 1.366 4 0
7.0 27 0 1.366 4 0
7.0 27 0 1.366 5 0
7.0 29 0 3.897 (0] 0
7.0 29 0 3.897 0 0
7.0 29 0 3.897 0 0
7.0 29 0 3.897 0 0
7.0 29 . 0 4.0 0 0
7.0 29 0 4.0 0 0
7.0 29 1 4.0 0 0
7.0 29 2 4.0 0 0
7.8 26 0 1.775 0 0
7.8 26 0 1.775 0 0
7.8 26 0 1705 0 0
7.8 25 0 1.775 5 0

(medianas tripl.) = medianas de los triplicados
Cl.l.r. = Cloro libre residual
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FIGURA 3
Relacitn de Ps. aeruginosa vs 1a Temperatura del agua de las piscinas y a pH 6.5,
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FIGURA 6
Relacién de Ps.aeruginosa vs la Temperatura del agua de las piscinas y a pH 7-7.8.
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FIGURA 8

coliformes totales a diferentes cempéatmas y a pH 7-7.8.
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FIGURA 9




FIGURA 10

Relacién de Ps. aeruginosa y coliformes fecales a diferentes temperaturas y a pH 7-7.8.




VII DISCUSION DE RESULTADOS

18 Etapa.

Después de haber probado los tres medios, llevando a cabo las
modificaciones o diferencias que la bibliografia recomendaba, se puede
decir que los tres, utilizan un medio basal semejante, y solo cambian
en la cantidad de agar para el mPa Agar (Tabla I).

A diferencia de lo que menciona la bibliografia sobre la esteri-
lizacién, para las condiciones en que fueron manejados los medios, se
demostré que la esterilizacién del medic basal para mPa C y mPa B, no
solo aumenta la caducidad del medio, sino que también mejora la definicién
colonial, tal vez por la eliminacidén de posibles bacterias provenientes
del ambiente al momento de elaborar el medio, o en el manejo del mismo.

En el medio mPa Agar el ajuste de pH que recomienda la bibliografia,
antes y después de la esterilizacién es de 6.5 y 7.1 respectivamente |,
por lo que cn los otros medios se hizo un ajuste mayor de 7.5, asi aunque
la esterilizacion lo bajase, este se mantendria por arriba de 7.0. Esto

es muy importante ya que las Pscudomonas aerupinosa, no son Acido-resistentes,

lo que parece ser la causa por la cual las cajas en las que crecieron
estas bacterias, el color del medio se mantenia o se acentuaba,

También, se realizé una prueba para corroborar esto; se elabord
un lote del medio con pH 5.5, cuyo color era naranja amarillento, se
filtraron algunas muestras de piscina, y otras de la dilucidén 10_4 de
la cepa pura. En las cajas donde se inoculd la cepa, el medio se tornd
rojizo, aunque la cantidad de colonias no fue la acostumbrada para esa
dilucién, en cambio en las cajas donde se filtraron aguas de piscina,
presentaron crecimiento de otras colonias, y el color del medio fué totalmente

amarillo. las cajas utilizadas como patrén permanccieron del mismo color.
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0 sea que pudiera ser que las mismas Pseudomonas aeruginosa regulan el

pH del medio.

De acuerdo al andlisis estadistico, los tres medios no presentan
diferencia significativa, siendo los tres , buenos para la cuantificacién
de Ps.aeruginosa. Sin embargo existen ciertas caracteristicas que los
hacen diferentes, una de ellas y tal vez la mads importante es el tiempo
requerido para la obtencion de resultados, ya que en los andlisis rutinarios
de agua, esto es primordial. Ademds considerando la diferencia de las
condiciones de higiene que se manejan en las piscinas piblicas del Distrito
Federal con respecto a las de los paises de donde proviene la literatura
mane jada, pudiera ser que la cantidad de bacterias diferentes a Pseudomonas
aeruginosa interfieran de manera importante después de las 24 horas de
incubacién.

Aunque como ya se mencioné la selectividad de los tres medios
es muy semejante, ninguno de los tres elimina por completo el crecimiento
de otras colonias pertenecientes a la muestra de agua, sin embargo el
mPa C las reduce en cuanto a tamafo, evitando asi interferencias en la
visualizacién de las colonias positivas.

Otra de las observaciones que confirman las recomendaciones
de 1la bibliografia fué la reduccidén de sulfapiridina, que en efecto es
la responsable de retardar el crecimiento de las Pseudomonas aeruginosa
a las 24 horas de incubacién. También se probé que los antibiéticos.utiliza--
dos no solo evitan el crecimiento de las colonias negativas, sino también
ayudan a la definicidn colonial de Ps.aerupinosa.

La cantidad y variedad de antibiéticos utilizados para cada
medio les dan caracteristicas diferentes, pues casi nunca se presentaron
las mismas colonias (negativas) en los medios.

Las caracteristicas de las colonias de Ps.aeruginosa en los
tres medios,y con los diferentes tiempos de incubacion, parecen demostrar
que existe competencia entre ellas mismas por el espacio y/o alimento

ya que en las filtraciones donde se manejaron diluciones inferiores a
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IOHQ, las colonias siempre fueron muy pequenas y numerosas, de color
rosa palido, formando un velo. Y en donde se manejaron diluciones como
10_6 las colonias eran grandes, sobre todo a las 72 horas, extendiendose
sobre el medio hasta perder su forma original.

Lo anterior también puede reforzar la observacién hecha sobre
el aspecto de que cuando Ps. aeruginosa, se encuentra en el medio inhibe
(en parte) el crecimiento de otras colonias.

Con respecto a la forma en que fueron confirmadas las colonias
de Pseudonmonns arcrupinosa, cabe mencionar que no se realizaron pruebas
bioquimicas, debido a que sicmpre se contd con un patrén de comparacidn

proveniente de la cepa pura de Pceudomonas zseruginosa.

. Todus las pruchas recalizadas con muestras de agua de piscinas
se hicieron de mancra paralcla con la cepa pura, asi como todas las resiembras
de las colonias sospechosas en Agar Cetrimida.

Resumicndo esta primera parte del estudio podemos decir que
dados los resultados del andlisis estadistico y a las ventajas que presenta
el medio mPa C en relacidén a los otros dos, especificamente en que requiere
solo de 24 horas de incubacién para obtener resultados, se escoge al
medio mPa C como método para la determinacion de Ps. aeruginosa en aguas

de piscina.
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23 Etapa.

En 1la 29 etapa parece ser que existe una relacién curiosa

entre las Ps. aeruginosa, el pH y la Temperatura, pues las Ps. aeruginosa
a pesar de no ser Aacido-resistentes, en las muestras de piscinas, cuando
el pH era de 6.5 y la temperatura era alta (25-29) la cantidad de Ps.aerugi-
nosa era elevada, mientras que a pH 7 6 mis y a esas mismas temperaturas
no habia presencia de Ps. aerupinosa. Por otro lado, también se pudo observar
que ha pesar de que los datos de cloro libre residual no pueden considerarse
muy exactos, si son lo suficientemente validos para tener una estimacidn
de este parametro y por lo tanto se pudo apreciar que en algunos casos
cuando el cloro libre residual era cero no habia Ps.aeruginosa y en
otros, cuando el cloro libre residual era _alto,hasta de 5 ppm, se podian
encontrar concentraciones altisimas de Ps.aeruginosa. Lo que se puede
deducir de todo esto es que Ps.aeruginosa es muy resistente a la cloracién
y que si las condiciones de pH y Temperatura son idéneas para su crecimiento,
niveles de cloro libre residual hasta 5ppnm no son obsticulo para
su desarrollo.

Por otro lado si bien es cierto que en la mayoria de los muestreos
existia la tendencia de "si hay coliformes hay Ps.aeruginosa" hubo algunas
muestras en las cuales los resultados de coliformes totales y coliformes
fecales fueron negativos y sin embargo si se encontraron Ps. aeruginosa;
lo cual es una seria adventencia de que el grupo de coliformes no debe
ser usado por lo menos como unico indice de contaminacién en este tipo

de piscinas pues resulta un verdadero peligro para la salud del usuario.
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VIIT] CONCLUSTIONES Y RECOMENDACIONES

El objetivo de buscar y probar técnicas cuantitativas apropiadas
para la identificacién de Pseudomonas aeruginosa en aguas de piscina,
fué cumplido al 100%, encontrandose que el medio mPa C fué el mejor de
los métodos probados. Una de las principales razones para la seleccién
de este método fué el tiempo para la obtencién de resultados, con lo cual tam-
bién fué cubierto el segundo objetivo.

El tercer objetivo se cumplié al llevarse a cabo el desarrollo
del analisis de 10 piscinas, en las cuales fueron analizadas cuatro estaciones
haciendose filtraciones por triplicado para cada una de ellas. Dé:das pisci-
nas analizadas solo el 25 7% resulté estar contaminado por Pseudomonas
aeruginosa de las cuales solo tres albercas presentaron valores muy
altos (ver Tabla VI).

El analisis de pH, Temperatura y Cloro 1libre residual en el
agua de las piscinas, también fué realizado para cumplir con el cuarto
objetivo, concluyendose que a partir de pH 6.5 y a temperaturas de 25-
29°C existe un alto desarrollo de Ps. aeruginosa y a esas mismas temperaturas
pero a pH de 7-7.8 los valores de Ps. aeruginosa son de cero,de tal manera
que esas parecen ser las condiciones idbéneas para el mejor desarrollo
de la especie en las aguas recreacionales.

Los coliformes parecen seguir también la tendencia de estar

presentes cuando lo estd Pseudomona aeruginosa, sin embargo en algunos

casos no hubo ni coliformes totales ni fecales aiin presentdhdose Ps. aerugino-
53 1o cual nos da las primeras bases para proponer a Ps. aeruginosa como po-
sible indicador de contaminacion de este tipo de aguas.

Es importante aclarar que a pesar de que la cantidad de informacién
obtenida no es suficiente para considerar 100%Z a Pseudomonas aeruginosa

como indicador de contaminacién de este tipo de aguas, si es suficiente
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FIg—— S ; o . T
para jusiificar la continuacion de estos estudios, sobre todo habiendose
encontrado que bajo ciertas condiciones este microorganismo es muy resistente
a la cloracién, y que cxiste una relacidén importante entre el pH y la

temperatura del agua para que Psevdcmonas aeruginesa se encuentre presente

en las piscinas.

Sin embargo debido a lo anterior el objetivo final de este
estudio, no fud posible cumplirse al 100%.

RECOMENDACIONLS.

Hacer pruebas relacionando el pH, Temperatura, Ps.aeruginosa
y Cloro libre residual para encontrar los niveles en los cuales el cloro
pucde eliminar cstas bacterias.

Puesto que fueron pocos los casos en que se presentd que los
coliformes totales y los coliformes fecales daban cero y valores altos
de Ps.zeruninoca se considera conveniente scguir trabajando mas profundamente
esto, pues tozbilén es cierto que estos resultados apoyan la teoria de

sar a Ps. gervgir~sa como un indice de contaminacién en vez de los coliformes
totales y 1lcs fccales, 0 paralelamente con ellos, por lo tanto se considera_
interesante seguir con esta parte del cstudio.

Se recomienda realizar estos andlisis de manera cuidadosa debido a _
la cantidad de variables de manejo que presentan en el desarrollo préactico de_
los micmos. Por ejemplo si las piscinas son piblicas o privadas, etc.

También es importante obtener informacién fidedigna de como se reali
za la desinfeccibén e higiene de la piscina.

Obtener la mayor informacién posible sobre las caracteristicas pro--
pias de la piscina (techada, con caldera, etc.).

Y ranejar de ser posible las mismas condiciones generales de las pis

cinas.
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ANEXO

Determinacién de Cloro Libre Residual

Método Yodométrico:

En el método yodométrico para la determinacién de altas concen-
traciones ( 2 mg/l como C/2) de A&cido hipocloroso (HOC1) 1la reaccibn

del cloro y las cloraminas con el idn yoduro (I-) e golucion: acada Ues~

prendeiyndo (12) 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 Acido acético glacial
3. Y aproximadamente 1 g de KI

Titular de inmediato con solucidén 0.025 N de Na,S.,0
2723 agregando

almidén como indicador para la determinacién del punto final
5. Hacer una titulacién de blanco o testigo con 500 ml de agua

destilada 5 ml de Acido acético glacial y 1 g de KI

CALCULOS : S . L)
, 025 M 4 0

mg/l de Cl = ml pastados X Normalidad del Tiosulfato X 35,450

S Volumen de muestra
S0 v /



Medio de cultivo para coliformes totales por la técnica de filtro de membrana.

Medio M-Endo

Triptosa o polipeptona 10.0 g
Tiopeptona 5.0 g
Casitona o tripticasa 5.0 g
Extracto de Levadura 1.58
Lactosa 12.5 g
NaCl 5.0 g
K2HP04 4.375 g
KH2P04 1.375 g
Lauril sulfato de sodio 0.050 g
Desoxicolato de sodio 0.10 g
Sulfito de sodio 2.10 g
Fucsina basica 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 autoclave.

El pH final debe ser de 7.1 a 7.3. Conservar el medio en la
obscuridad entre 2 y 10%, y descartarlo después de 96 horas.

Este medio puede hacerse sélido agregando 1.2 a 1.5 % de agar.
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Medio de cultivo para coliformes fecales por la técnica de filtro de membrana.

Caldo M-FC
Triptosa 10 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¢
Azul de anilina 0.1¢g
Agua destilada 1 litro

Rehidratar en agua destilada que contenza 10 ml de Acido rosdlico
al 17 en NaOH 0.2 N. Calentar a ebullicién y enfriar a temperatura inferior
a 45°C. No esterilizar en autoclave.

El pH final debe ser de 7.4. El medio debe conservarse de 2

a 10°C, y su tiempo de duracién de es 96 horas como maximo.
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Solucién Amortiguadora

a) Solucién Madre de Fosfatos.-

Disolver 34 g de fosfato monobdsico de potasio (KH,PO,) en
500 ml de agua destilada, ajustar el pH a 7.2 con NaOH 1N y diluir a 1
litro de agua destilada.
b) Solucién Anortiguwadora.-

Agregar 1.25 ml de la solucién madre de fosfatos y 5 ml de

sulfato de magnesio (50 g H3804'7H20/1J a un litro de agua destilada y

esterilizar 15 minutos.
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Agar Cetrimida

Peptona de gelatina 200 ¢
Cloruro de magnesio l.4 g
Sulfato de potasio 10.0 g
Cetrimida 0.3 g
Agar 13.6 g
Glicerina 10.0 ml
Agua destilada 1000.0 ml

Se disuelve en agua destilada y se remoja 10 minutos, su pH final de
be ser de 7.2, se hierve hasta ebullicién y se esteriliza a 15 1lb de
presion, durante 15 minutos.
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Agar de Infusién de Cerebro y Corn 'n

Infusién de cerebro de ternera 200.0 g
Infusién de corazdn de res 250.0 g
Mezcla de peptonas 10.0 g
Fosfato dipotéasico 2.5¢g
Cloruro de sodio 5.0 g
Dextrosa 2.0g
Agar 15.0 g
Agua destilada 1000.0 ml

Se hierve hasta ebullicién y se esteriliza a 15 1lb de presién,

15 minutos, su pH final debe ser de 7.4 aprox.
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Medio A de King, Ward y Raney.

Peptona de gelatina 20.0 g
Cloruro de magnesio l.4 g
Sulfato de potasio 10.0 ¢
Glicerina 10.0 ml
Agar 15.0 g
Agua destilada 1600.0 ml

Se esteriliza a 15 1b de presién, durante 15 minutos. Su pH

debe ser de 7.2.
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