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JUSTIFICACION s

1. JUSTIFICACION

Actualmente en el campus Universitario se utiliza agua residual tratada para el
riego de areas verdes destinadas para recreacion especificamente en las
llamadas “Islas”, “Pumitas” y “Bigotes” el cual se hace por aspersion; al momento
de riego se percibe un olor desagradable lo que ha causado quejas y desconfianza
por parte de la comunidad, por lo que es necesario determinar si esta agua
utilizada cumple con la calidad microbiolégica establecida por la normatividad
mexicana en materia de proteccion a la salud publica con el fin de evitar un riesgo
sanitario, desde el momento de extraer el agua de los pozos, cuando es clorada
para su potabilizacion, como llega a la planta de tratamiento (influente) y como

sale (efluente) para poder ser reutilizada para riego.
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2. INTRODUCCION

Las actividades cotidianas en Ciudad Universitaria, sus laboratorios, aulas,
espacios de consulta, de esparcimiento, instalaciones deportivas y areas verdes

requieren de una gran cantidad de agua.

Existen tres pozos de extraccion ubicados dentro de ciudad universitaria uno de
ellos es el pozo de la facultad de Quimica, otro es el pozo del Multifamiliar, y el
ultimo pozo es el del Vivero Alto, juntos satisfacen la demanda de la extensa

utilizacién de este recurso.

Por otro lado, solo una parte del agua residual generada en el campus
universitario es tratada en las 29 plantas de tratamiento de agua residual
existentes. La mas grande es la planta de tratamiento del Cerro del Agua, seguida
por la planta de la Facultad de Ciencias Politicas, posteriormente la planta del

edificio 12 del Instituto de Ingenieria, por ultimo hay 26 miniplantas tipo BRAIN.

El agua tratada obtenida de las plantas de tratamiento (agua residual tratada) se
reutiliza para el riego de areas verdes de Ciudad Universitaria. La necesidad de
evaluar la calidad microbiolégica de esta agua se justifica principalmente por las

quejas realizadas por el mal olor y color al momento de riego.

Con base en lo anterior se procedié a determinar si el agua se encuentra dentro
de los limites maximos permisibles y estén libres de contaminantes patdégenos y
parasitarios de acuerdo a los lineamientos establecidos por las Normas Oficiales
Mexicanas, en materia de proteccion a la salud publica con el fin de evitar la

contaminacion del medio ambiente.
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3. HIPOTESIS

Si el agua extraida de los pozos y agua residual tratada utilizada para riego de
areas verdes en Ciudad Universitaria cumple con la calidad microbiolégica que
establece la normatividad mexicana, se evitaran problemas de contaminacién del

medio ambiente asi como de la salud de la comunidad Universitaria.
4. OBJETIVO GENERAL

En base a la problematica observada el objetivo de este trabajo fue determinar la
calidad microbiolégica del agua subterranea (pozos de CU) y agua potable (tanque
bajo, tanque alto y tanque de vivero alto), agua residual (influente de la PTARCU)

y agua residual tratada (efluente de la PTARCU).

4.1 Objetivos particulares

1. Evaluar la calidad del agua de pozo y agua potable de acuerdo a lo
especificado con la NMX-AA-102-SCFI-2006 calidad del agua — deteccion y
enumeracion de organismos coliformes, organismos coliformes termotolerantes
y Escherichia coli presuntiva — método de filtracibn en membrana; en lo que

refiere a los coliformes fecales.

2. Evaluar si el efluente de la planta de tratamiento de agua residual de Ciudad
Universitaria PTARCU cumple con lo especificado en la NOM-003-ECOL-
1997, Que establece los limites maximos permisibles de contaminantes para
las aguas residuales tratadas que se reusen en servicios al publico; en lo que

se refiere a los coliformes fecales.

3. Definir si existe algun patéogeno en el agua residual tratada, asi como en
pastos, cuando se lleva a cabo el riego por aspersion en “Las Islas” en

Rectoria, “Pumitas” y “Bigotes” en metro Universidad.

4. Identificar la presencia o ausencia de huevos de helminto en las muestras de
agua y pastos, de acuerdo a las especificaciones de la NMX-AA-113-SCFI-
1999.
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5. MARCO TEORICO
5.1 Clasificacion de los seres vivos

La clasificacion de los seres vivos se basa en una determinaciéon de tipo
“evolutiva”, estos se clasifican en los siguientes reinos: Animalia, Plantae, Monera,
Fungi y Protista. En la naturaleza los microorganismos tienen una estrecha
relacion con el hombre, algunas veces estos pueden ser patdogenos, entre ellos
estan los virus que son parasitos obligados y ademas de infectar al hombre tienen
la capacidad de infectar bacterias, animales, etc. Las bacterias son organismos
unicelulares y estructuralmente tienen elementos como la capsula, pared celular,
membrana citoplasmatica y material nuclear. Otros agentes patdgenos de
importancia médica son los hongos que pertenecen al Reino Fungi. Los protozoos
tienen diferentes tamanos y formas pero entre si comparten caracteristicas como
el nucleo, vacuolas digestivas, mitocondrias, aparato de Golgi y reticulo
endoplasmico; estructuras que se encuentran dentro del citoplasma de la célula.
Los helmintos que son también llamados “gusanos o vermes” son invertebrados, la
mayoria de ellos en fase adulta se pueden ver a simple vista aunque su tamafio es
variable desde milimetros hasta metros de longitud. Su ciclo de vida se inicia con
los huevos que se transforman en larvas microscopicas. Hay helmintos planos y

redondos, Platelmintos y Nematelmintos, respectivamente (Romero, 1993).

5.1.1 Vias de entrada

Para que la presencia de estas particulas bioldégicas, que se encuentran en
suspension en el ambiente, pueda suponer un riesgo para el hombre, ademas de
la propia patogenicidad del microorganismo, es necesario que este encuentre una
via de entrada al cuerpo y que se desarrolle una respuesta inmunoldgica, que

dependera de cada individuo (Constans et al., 1998).

Estos microorganismos pueden penetrar por diferentes vias en el organismo

humano:

e Oral (ingestion)
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e Respiratoria (inhalacion)
e Ocular (a través de la conjuntiva)

e Dérmica (a través de lesiones en la piel)

De todas ellas la via respiratoria presenta la mayor probabilidad de entrada al
cuerpo. Las dosis infectivas para el hombre varian con: el agente bioldgico, la via
de entrada y la resistencia del huésped, es decir, el grado de integridad de sus

sistemas defensivos.

5.2 Potabilizacién del agua
El abastecimiento de agua para uso y consumo humano con calidad adecuada es
fundamental para prevenir y evitar la transmisibn de enfermedades
gastrointestinales, por lo tanto la potabilizacion del agua es la principal medida de
salud publica, la cual comprende tratamientos fisicos y quimicos. Para valorar la
calidad microbiolégica del agua se utilizan métodos perfectamente estandarizados.
El contenido de microorganismos resultante del examen de una muestra de agua,

debe ajustarse a lo establecido en la tabla 1.

Tabla 1. Limites permisibles de caracteristicas bacterioldgicas en agua para uso y
consumo humano.

Coliformes totales 2 UFC/100 ml

Coliformes fecales Cero UFC/100 ml

Los resultados de los examenes bacteriolégicos se deben reportar en UFC/100 ml
(unidades formadoras de colonias por 100 ml), al utilizar la técnica de filtracion por

membrana.

5.2.1 Indicadores de contaminacion

La presencia de unos pocos microorganismos no patégenos en el agua es
tolerable, en tanto que la presencia de organismos indicadores generalmente

asociados al tracto gastrointestinal no es tolerable debido a que indican
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contaminacién fecal ademas de que esa agua puede estar contaminada con

patogenos (Madigan et. al, 2004).
5.2.1.1 Coliformes fecales

Los coliformes fecales incluyen Escherichia coli, son miembros de la familia
Enterobacteriaceae, en la tabla 2 se observan las caracteristicas definitorias de las
bacterias de esta familia. Estas bacterias constituyen aproximadamente el 10% de
los microorganismos intestinales de los seres humanos y otros animales, y se
utilizan ampliamente como organismos indicadores. Pierden viabilidad en agua
dulce a una velocidad inferior a la de la mayoria de las bacterias patdgenas.
Cuando esta bacteria indicadora no se detecta en un volumen especifico (100mL)
de agua, esta se considera potable [del Latin potabilis, adecuada para beber] o

adecuada para el consumo humano (Prescott et al., 2000).

Tabla 2. Caracteristicas definitorias de las bacterias entéricas

Bacilos rectos Gram negativos; moviles Prueba de la oxidasa, ya que en las entéricas es

por flagelos peritricos o inmdéviles; no siempre negativa.

esporulados; anaerobios facultativos,

producen Acido de glucosa; el sodio no Separa las enterobacterias de bacterias oxidasa

. . ositiva de los géneros Pseudomonas, Aeromonas,
es requerido para crecimiento; lactosa P 9

positivo, catalasa positivo y oxidasa Vibrio, Alcaligenes, Achromobacter, Flavobacterium,

negativo y normalmente reducen nitrato Cardiobacterium, que tienen morfologia similar.
a nitrito (nunca a N;); 16S rRNA

pertenecen a las gamma Proteobacteria.

Reduccién de nitrato a nitrito (deteccion de nitrito
después del -cultivo), esta prueba distingue las
bacterias entéricas de otras que reducen el nitrato
hasta N, (formacion de gas) como es el caso de
Pseudomonas; la capacidad de fermentar la lactosa y
glucosa distingue las bacterias entéricas de las

bacterias aerobias estrictas.

Adaptado de Madigan, 2004
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Dentro de este grupo de estudio, las especies de mayor relevancia sin: Escherichi
coli, Klebsiella Pneumonie, Enterobacter aerogenes Yy Citrobacter freundii,
Clasificadas como fermentadoras de lactosa y Salmonella tiphy, Salmonella
cholerasuis, Salmonella enteritidis, Shigella dysenteriae, Shigella flexnery, Shigella
boydii, Shigella sonnei, Serratia marcescens, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris,

consideradas como no fermentadoras de lactosa.

Exceptuando los géneros Salmonella y Shigella, las especies sefialadas son
integrantes regulares de la flora intestinal lo cual establece su notable distribucion
en aire, suelo y agua, principalmente en la zonas geograficas en don de se

practica el fecalismo al aire libre.

En cuanto a las enfermedades que ocasionan al ser humano, es oportuno tomar
en cuenta que estos microorganismos destacan entre los principales agentes

causales de septicemia e infecciones urinarias (exceptuando el genero Shigella).

Adicionalmente, E. coli origina diarrea (enteritis epidémica) con elevados indices
de mortalidad entre la poblacién infantil, asi como meningitis y algunos casos de
neumonia; K. pneumoniae provoca neumonias hemorragicas muy graves en
pacientes inmunocomprometidos; Salmonella provoca cuadros de gastroenteritis,
y fiebres entericas (tifoidea y paratifoidea); Shigella es el agente etioldgico de la
disenteria bacilar; Proteus produce oftalmias y otitis medias con serias
consecuencias meningeas; y P. aeruginosa se relaciona con la fibrosis quistica,

con la ulceracion de la cornea e infecciones en meninges y pulmones.

5.2.1.2 Huevos de helminto

Los helmintos representan un elevado riesgo a la salud humana debido a que sus
diversos estadios infecciosos (huevos embrionados o larvas) son altamente
persistentes en el agua contaminada. Asi, el agua constituye un vehiculo directo o
indirecto de diseminacion de helmintos, aun cuando se encuentren en bajas
concentraciones, dando lugar a enfermedades gastrointestinales, sobre todo

cuando ésta se emplea para el riego de cultivos.
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5.3 Métodos de identificacion de microorganismos
5.3.1 Sistema BBL Crystal E/NF ID

El sistema de identificacion BBL Crystal (ID) de bacterias entéricas/no
fermentadoras (E/NF) sirve para diferenciarbacterias aerobias Gram negativas de
la familia Enterobacteriaceae de los bacilos Gram negativos fermentadores y no

fermentadores de glucosa aislados con mas frecuencia.

El sistema BBL es un método miniaturizado de identificacion. Muchos de los
analisis utilizados son modificaciones de los métodos clasicos. Estos incluyen test
para la fermentacion, oxidacion, degradaciéon e hidrdlisis de diversos sustratos.
Ademas contienen sustratos unidos a un cromdgeno para detectar las enzimas

que utilizan los microbios para metabolizar distintos sustratos.

Los analisis utilizados en el sistema BBL Crystal E/NF ID estan basados en la
utilizacion y degradacion de sustratos especificos por parte de los
microorganismos. Las reacciones de fermentacién detectan la capacidad de un
organismo para metabolizar los carbohidratos en ausencia de oxigeno atmosférico
y las reacciones de oxidacion estan basadas en la capacidad de un organismo
para metabolizar el sustrato siendo el oxigeno el aceptor final de electrones.
Ambas reacciones se detectan normalmente mediante el uso de un indicador de

pH en el sustrato del analisis.

Los sustratos cromdgenos al ser hidrolizados producen cambios de color que son
detectados visualmente, ademas, existen otros analisis que detectan la capacidad
de un organismo de hidrolizar, degradar, reducir o utilizar de otro modo un sustrato
en el sistema BBL crystal ID. En la tabla 3 se puede observar los diferentes
sustratos, los cambios de color que producen y los principios empleados para las

reacciones mencionadas.
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Tabla 3. Sustratos y principios empleados en el sistema BBL Crystal E/NF ID.

Arabinosa Dorado/amarillo  Naranja/rojo La utilizacién de carbohidratos produce un
. S— descenso de pH y un cambio del indicador (rojo
Manosa Dorado/amarillo  Naranja/rojo
fenol).
Sacarosa Dorado/amarillo  Naranja/rojo
Melibiosa Dorado/amarillo  Naranja/rojo
Ramnosa Dorado/amarillo  Naranja/rojo
Sorbitol Dorado/amarillo  Naranja/rojo
Manitol Dorado/amarillo  Naranja/rojo
Adonitol Dorado/amarillo  Naranja/rojo
Inositol Dorado/amarillo  Naranja/rojo
p-n-p fostato Amarillo Incoloro La hidrdlisis enzimatica del glucosido incoloro
. aril sustituido o ester de fosfato libera p-
p-n-p a-b- Amarillo Incoloro ) ]
. nitrofenol amarillo.
glucésido
p-n-p-b- Amarillo Incoloro
galactosido
Prolina nitroanilida  Amarillo Incoloro La hidrdlisis enzimatica del sustrato amida
incoloro libera p-nitroanilina de color amairrillo.
p-n-p bis-fosfato Amarillo Incoloro La hidrdlisis enzimatica del glucosido incoloro
— . aril sustituido o éster de fosfato libera p-
p-n-p-xildsido Amarillo Incoloro
nitrofenol amarillo.
p-n-p-a- Amarillo Incoloro
arabinosido
p-n-p-fosforilcolina ~ Amarillo Incoloro
p-n-p-p- Amarillo Incoloro
glucorénido
p-n-p-N-acetil Amarillo Incoloro
glucosamidina
y-L- glutamil p- Amarillo Incoloro La hidrdlisis del sustrato amida incoloro libera p-

UNAM
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nitroanilida nitroanilina de color amarillo.

Esculina Pardo/marron Transparente/paja La hidrdlisis de esculina produce un precipitado
negro en presencia de iones férricos.

p-nitro-DL- Dorado/naranja  Amarillo La desaminacion oxidativa de la fenilalanina

fenilalanina produce un color pardo en presencia de iones
férricos.

Urea Turqueza/azul Amarillo/verde La hidrdlisis de la urea y el amonio resultante
cambia de color el indicador de pH (azul de
bromotimol).

Glicina Turqueza/azul Amarillo/verde La degradacion de la glicina libera metabolitos
alcalinos que cambian el color del indicador de
pH (azul de bromotimol).

Citrato Turqueza/azul Amarillo/verde La degradacion de citrato libera metabolitos
alcalinos que cambian el color del indicador de
pH (azul de bromotimol).

Acido malénico Turqueza/azul Amarillo/verde La degradacion del malonato libera metabolitos
alcalinos que cambian el color del indicador de
pH (azul de bromotimol).

Cloruro de trifenil Rosalrojo Transparente La reduccion del compuesto de tetrazoilo

tetrazoilo produce la formacion de un formazan rojo.

Arginina Rojo/purpura Amarillo/pardo El catabolismo anaerobio produce una elevacion

— — - de pH y un cambio en el color del indicador

Lisina Rojo/purpura Amarillo/pardo

(purpura bromocresol).

5.4 Aguas residuales

Toda comunidad genera residuos liquidos y solidos.

La parte liquida o agua

residual, procede principalmente del agua suministrada a la poblacion después de

haber sido utilizada. Desde el punto de vista de su generacién, las aguas

residuales se definen como aguas portadoras de residuos, procedentes de

residencias,

de

instituciones publicas y establecimientos comerciales e

industriales, a los que pueden agregarse eventualmente aguas superficiales,

subterraneas y pluviales (Metcalf y Eddy, 1996).
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El agua residual esta formada esencialmente por agua (99.9%), mas una pequefa
cantidad de solidos (0.1%) que son organicos e inorganicos, lo que se encuentran

disueltos 0 en suspension.

5.4.1 Tratamiento de las aguas residuales

El objetivo del tratamiento de las aguas residuales es la remocion de los
contaminantes que pongan en peligro el equilibrio natural del sitio de disposicion o
rebasen los limites establecidos para su disposicion o reuso. Esto implica
estabilizar la materia organica biodegradable, eliminar los organismos patégenos y
separar la materia en suspension y flotante, de forma que se alcance la calidad
que se requiera para su reuso o la disposicion del recurso en algun cuerpo
receptor (Villa, 2000).

5.4.2 Uso de aguas residuales.

La escasez cada vez mayor de las aguas dulces debido al crecimiento
demografico, a la urbanizacién y, probablemente, a los cambios climaticos, ha
dado lugar al uso creciente de aguas residuales para la agricultura, la acuicultura,

la recarga de aguas subterraneas y otras areas (WHO, 2006).

En Ciudad Universitaria, el principal uso que se le da a los efluentes de las plantas

de tratamiento es el riego de areas verdes y la recarga de acuiferos.
5.4.3 Aspectos sanitarios

La reutilizacion de aguas residuales en riego implica cierto riesgo sanitario debido
a los agentes biologicos que contienen. Los tratamientos de depuracién reducen la
concentracion inicial de organismos patdgenos, pero asegurar una eliminacion
eficaz e incluso la eliminacidn continua de éstos, es dificil. Por ello es necesario
conocer en detalle la presencia, concentracion y supervivencia en distintos medios

—suelo, agua, aire — de los diferentes microorganismos.
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Los principales agentes infecciosos son bacterias, virus y parasitos intestinales
(protozoos y helmintos). La supervivencia de estos organismos en las aguas,

suelos y aire es variable ya que depende de varios factores ambientales.

5.5 Normatividad en materia de aguas residuales en México.

En la actualidad, las Normas Oficiales Mexicanas (NOM) publicadas en el Diario
Oficial de la Federacién regulan legalmente todo lo que respecta a aguas
nacionales, tanto potables como no potables, residuales y residuales tratadas. En
México, la autoridad y administracion en materia de aguas nacionales corresponde
al ejecutivo Federal, el cual la ejerce a través de la Comision Nacional del Agua.
Las disposiciones establecidas por la CONAGUA en materia de regulacion,
explotacion, uso y aprovechamiento de las aguas nacionales, asi como su
distribucion, control y preservacién de su cantidad y calidad, se encuentran
contenidas en la Ley de Aguas Nacionales y en su reglamento. Asi mismo la
CONAGUA por medio de la Ley Federal de Derechos en Materia de Agua,
establece los derechos y obligaciones de los habitantes y del estado en materia de
aguas de la Nacion (CONAGUA, Gaceta de administracién del agua, 2007). Se ha
hecho una serie de normatividades en materia de aguas residuales, con la
finalidad de establecer uniformidad en los limites maximos permitidos en
descargas de aguas residuales y limites maximos permitidos en aguas tratadas
para distintos usos. Estas normatividades estan establecidas en las Normas

Mexicanas (NMX) y en las Normas Oficiales Mexicanas (NOM).
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6. METODOLOGIA
6.1 Puntos de muestreo en Ciudad Universitaria

e Pozos: de Vivero Alto, del Multifamiliar y de la Facultad de Quimica.

e Tanques de almacenamiento: tanque alto, tanque bajo y cuatro tanques
mas en el vivero alto (1, 2, 3y 4).

e Influente y efluente de la Planta De Tratamiento De Agua Residual De
Ciudad Universitaria (PTARCU).

e Agua residual tratada reusada para riego de las ‘“Islas”, “Pumitas” y

“Bigotes”.

e Pastos de las “Islas”, “Pumitas” y “Bigotes” que son regados con agua

residual tratada.

Los muestreos se llevaron a cabo durante tres temporadas del ano: fria-seca
(Febrero y Marzo), célida-seca (Abril y Mayo) y calida-lluviosa (Mayo y Junio)
durante el 20009.

6.2 Toma de muestra de agua de pozos y de agua de tanques de

almacenamiento.

Para el muestreo de agua de los pozos se dejo correr el agua aproximadamente 3
minutos para vaciar el agua de las tuberias, cerca del orificio de salida se quito el
tapén del frasco evitando su contaminacién manteniéndolo hacia abajo, se
procedié a tomar la muestra dejando un espacio libre aproximadamente del 10%
del volumen del frasco para la agitacion de la muestra previa al analisis, después
se coloco el tapdn, todas las muestras tomadas se colocaron en una hielera con
bolsas refrigerantes o bolsas de hielo a una temperatura entre 4 y 10 °C para su

transporte al laboratorio.

Para el muestreo del agua de los tanques de almacenamiento se sumergié una
cubeta desinfectada con hipoclorito de sodio al 10% (NaClO) atada a un cordel

limpio, la cual se enjuago tres veces con el agua por muestrear posteriormente se
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tomo la muestra a contracorriente y se distribuyo el contenido en bolsas estériles
marca Nasco Whirl-Pak con capacidad de 532mL, se identificaron y se colocaron

en hieleras con bolsas refrigerantes a una temperatura entre 4 y 10 °C.

Todas la muestras se transportaron al laboratorio de microbiologia ambiental se
introdujeron al cuarto frio cuidando que el analisis se efectuara antes de 6 h que

es tiempo maximo que debe transcurrir entre la toma de muestra y su analisis.
6.3 Toma de muestra de las planta de tratamiento de Ciudad Universitaria

Todas las muestras del influente y del efluente se colectaron aproximadamente de
10:30 a 12:00 horas; para la toma de muestra del influente el recipiente
muestreador con capacidad aproximada de un litro, se introdujo en el centro del
colector de agua residual en una zona con flujo turbulento, se enjuago tres veces,
después se tomo la muestra y se transfirié a bolsas estériles marca Nasco Whirl-
Pak con capacidad de 532 mL, se identificaron y se colocaron en hieleras con

bolsas refrigerantes a una temperatura entre 4 y 10 °C.

Para la toma de muestra del efluente se dejé fluir un volumen aproximadamente
igual a 10 veces el volumen de la muestra y se tomé la muestra directamente en
bolsas estériles marca Nasco Whirl-Pak con capacidad de 532 mL, se identificaron
y se colocaron en hieleras con bolsas refrigerantes a una temperatura entre 4 y 10
°C, posteriormente se transportaron todas las muestras al laboratorio de

microbiologia ambiental del Instituto de Ingenieria.

6.4 Toma de muestra del agua residual tratada reusada para riego de jardines

en las zonas de las “Islas”, “Pumitas” y “Bigotes” metro Universidad.

El agua se tomo6 agua de los aspersores en el momento del riego; con ayuda del
personal de jardineria se disminuyo la presion del agua en el aspersor y se
procedio a acercar la bolsa para la toma de muestra, identificacidon y colocacién en
hieleras con bolsas refrigerantes a una temperatura entre 4 y 10 °C, para su

transportacién e inmediato analisis.
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6.5 Analisis microbiolégico de agua en el laboratorio.

Para el agua de pozo antes y después de la cloracion se filtraron 100 mL de agua
sin realizar diluciones; para el analisis del influente como del efluente y del agua
residual tratada reusada para riego se realizaron diluciones como se muestra en

la figura 1.

i SN S
— =

/ \  \
e —

Figura 1. Esquema de diluciones.

El analisis microbioldégico en el laboratorio se bas6é en la Norma NMX-AA-102-
SCFI1-2006 Calidad del agua — deteccion y enumeracion de organismos coliformes,
organismos coliformes termotolerantes y Escherichia coli presuntiva — método de

filtracion en membrana.
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Se colocaron las bases del equipo de filtracion en el kitasato, se colocd la
membrana de aproximadamente 47 mm de diametro con un poro de diametro
nominal de 0.45 u con ayuda de las pinzas estériles cuidando que la cuadricula de
la membrana sea visible, después se colocod el embudo y se sujeto con pinzas.
Después la muestra se agitd vigorosamente, se vertio en el embudo y se filtro con
ayuda del vacio, terminada la filtracién, se quité el embudo y con ayuda de las

pinzas estériles, se levantd la membrana y se colocé en la superficie del agar.

Se siguio la misma metodologia que indica esta norma para la determinacion de
bacterias heterotroficas utilizando el medio de cultivo Agar soya tripticaseina
(TSA), para enterobacterias se empleo el medio de Mc Conkey (MC), para
Estafilococos el medio de manitol sal agar (MSA), para hongos y levaduras el
medio de Sabouraud, para Salmonella y Shigella el medio de Salmonella y
Shigella (SS) y para el aislamiento de Salmonella el agar verde brillante (VB). En

la tabla 4 se muestran los medios empleados para el analisis microbioldgico.

Tabla 4. Medios de cultivo y microorganismos que se desarrollan.

Agar MFC Coliformes fecales.
Agar M Endo Les Coliformes totales.
MC Medio recomendado para el aislamiento y diferenciacion de
Agar de Mc Conkey enterobacterias como Salmonella, Shigella y microorganismos
coliformes.
MSA Medio selectivo empleado para aislar Estafilococos.

Agar sal manitol

Sabouraud Hongos y levaduras.
SS Medio selectivo y diferencial empleado para el aislamiento de
Salmonella - Shigella Salmonella y Shigella.
TSA Medio de cultivo selectivo para el aislamiento de bacterias
Agar de soya y tripticaseina heterotroficas.
VB Medio de cultivo selectivo para el aislamiento de Salmonella.

Agar verde brillante
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Las cajas con el medio Agar m Endo Les, MC, ASM, SS, TSA y VB se invirtieron y
se colocaron en una incubadora a una temperatura de 35-37°C por 24h, las cajas
con el medio selectivo Agar MFC para coliformes fecales, se invirtieron y se
colocaron en un bafio de agua a 44.5°C por 24h y las cajas con medio Sabouraud

se invirtieron y se colocaron en una incubadora a 28 °C durante 24 h.

Después de la incubacién se contaron las colonias para obtener las UFC en cada

medio.

Para determinar las UFC en cada medio utilizado, se realizaron los siguientes

calculos:

Por ejemplo si se cuentan 56 colonias y se filtraron 10mL de la dilucion10™ de
acuerdo al esquema de dilucién (figura 1) se tiene 56 X 10° UFC/1mL de muestra,
de acuerdo a la norma, pide que se reporte en UFC/100mL por lo tanto se tienen
5.6X10° UFC/100mL.

UFC 56 UFC

— 5 — 8
T00mL —  1mlL X 10° X 100mL = 5.6 X 10°UFC/100mL

6.6 Preparacion de muestra para analisis microbioldgico de pasto

Para el analisis microbioldgico de los pastos se siguid el método que se describe a

continuacion:
6.6.1 Metodologia
o Recolectar hojas y raiz de pasto por separado.
o Pesar 10 g de cada muestra.

o Licuar los 10 g de cada muestra con 90 mL de SSI estéril

(corresponde a la dilucién 107™)

o Filtrar y utilizar el filtrado para el analisis microbioldgico.
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6.7 Analisis microbiolégico de pasto

Se diluyo hasta el orden de 10°®, y a partir de cada dilucién se tomo un volumen de
0.1 ml y se extendio uniformemente sobre la superficie del agar con una asa de
vidrio estéril. Este procedimiento se repitid para las cajas con el medio Agar M
Endo Les, MC, ASM, SS, TSA y VB se invirtieron y se colocaron en una
incubadora a una temperatura de 35 a 37°C por 24h, las cajas con el medio
selectivo Agar MFC para coliformes fecales, se invirtieron y se colocaron en un
bafio de agua a 44.5°C por 24h vy las cajas con medio Sabouraud también se

invirtieron y se colocaron en una incubadora a 28 °C durante 24 h.

Después de la incubacion se contaron las colonias para obtener las UFC en cada

medio.
6.8 Aislamiento de colonias e identificacion de microorganismos patégenos

Se seleccionaron colonias considerando la morfologia descrita en la tabla 5 a
partir de cada medio de cultivo y se resembro cinco veces con el fin de obtener un
cultivo puro, para las primeras cuatro resiembras se utilizé el medio del cual fueron
aisladas y para la ultima resiembra se utilizé el medio TSA, después se utilizé el
sistema BBL Crystal de identificacion de patégenos entéricos no fermentadores

que es un sistema miniaturizado de pruebas bioquimicas.

Este kit estd compuesto por tapas, bases y tubos de fluido. La tapa contiene 30
sustratos deshidratados, la base tiene 30 pocillos de reaccion, el indculo se
preparé en los tubos de fluido y se utilizd para llenar los pocillos de la base,
cuando se alined la tapa con la base y se cierra, el inoculo del analisis rehidrata
los sustratos secos, después se incuban y examinan los pocillos para observar
cambios de color como resultado de las actividades metabdlicas de los
microorganismo, el patron resultante de las 30 reacciones se convierte en un
numero de perfil de diez digitos que se utiliza para la identificacion utilizando la
base de datos BBL Crystal E/NF ID.
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Tabla 5. Control de actividad de microorganismos.

Medio de cultivo

Microorganismo

Crecimiento

MFC

M ENDO LES

MC CONKEY

MSA

SS

ADS

TSA

VB

Escherichia coli
Enterobacter aerogenes
Escherichia coli
Enterobacter aerogenes
Salmonella typhi
Escherichia coli
Salmonella typhimurium

Proteus mirabilis

Enterococcus faecalis
Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Escherichia coli

Salmonella typhimurium
Shigella flexneri

Salmonella typhi

Enterococcus faecalis
Candida albicans
Trichophyton
mentagrophytes
Trichophyton rubrum
Staphylococcus aureus
Salmonella typhimurium
Streptococcus pyogenes
Escherichia coli
Salmonella typhimurium

Proteus mirabilis

Bueno, colonias azules

Bueno, colonias crema a grises

Bueno, colonias rojo intenso con brillo metalico

Bueno, colonias rojo intenso con o sin brillo metalico

Bueno, colonias translucidas, rosa o del color del medio
Colonias grandes, rosa intenso con halo de precipitacion
Colonias medianas, incoloras transparentes

Colonias grandes, incoloras opacas, inhibicion total o parcial del
swarming

Inhibicion parcial

Colonias con pigmento amarillo caracteristico y halo de color
amarillo (manitol positivo)

Colonias blancas, sin halo amarillo (manitol negativo)

Marcada inhibicién o colonias rosa intenso con halo de
precipitacion

Colonias medianas, incoloras transparentes con centro negro
Colonias pequenas, incoloras transparentes

Colonias pequenias, incoloras transparentes con o sin centro negro

Crecimiento inhibido o colonias puntiformes, rosa opacas
Bueno

Bueno

Bueno

Bueno

Bueno

Bueno

Inhibido o colonias amarillas a verdes

Bueno, colonias rosa arojas , translicidas con halo rojo brillante
Inhibido o colonias rosa a rojas, translucidas, pueden presentar

swarming

6.9 Determinacion de huevos de helminto en agua residual, agua residual

tratada y agua residual tratada utilizada para riego

Para la toma de muestra del influente el recipiente muestreador con capacidad

aproximada de un litro, se introdujo en el centro del colector de agua residual en
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una zona con flujo turbulento, se enjuago tres veces, después se colectaron 5L de

la misma en un recipiente con esa capacidad.

Para la toma de muestra del efluente se dejé fluir un volumen aproximadamente

igual a 50 L y en un recipiente se tomaron 5L de la muestra.

La toma de muestra del agua tratada reusada para riego se realizé como se

describe en el punto 6.4.

La prueba de determinacién de huevos de helminto se baso en la técnica descrita
en la norma NMX-AA-113-SCFI-1999. Analisis de agua - determinacion de huevos

de helminto - método de prueba. El cual se describe a continuacién.

o Dia1
Después de tomar la muestra se dejo reposar toda la noche.

o Dia2
Sin agitar se aspird con vacio y deseché el sobrenadante, se lavaron las pareces
del recipiente con agua destilada y se recuperé el sedimento, se dejé reposar toda
la noche.

o Dia3
Al dia siguiente se aspir6é el sobrenadante al maximo y se desecho, el sedimento
se depositd en los recipientes para la centrifuga, el recipiente se enjuagé 3 veces
con poca agua destilada, el agua de enjuague se junto con el sedimento para
centrifugar a 400 g de 3 min a 5 min., se decant6é el sobrenadante por vacio
observandose la presencia de una pastilla en el fondo del recipiente la cual se
resuspendié en 150 ml de la solucidn de sulfato de zinc (ZnSO4).con ayuda del
agitador de tubos y se centrifugd a 400 g de 3 min a 5 min, se recuperé el
sobrenadante y se vertié en un recipiente de plastico de 2 000 ml. Se diluy6 en
1000 ml de agua destilada, y se dejo sedimentar toda la noche.

o Dia4
Después se aspird con cuidado y al maximo el sobrenadante por vacio, y se
resuspendid el sedimento por agitacion, utilizando poca agua destilada; se verti6

la suspension resultante en un tubo de centrifuga de 200 ml, incluyendo el agua
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de enjuague del recipiente y se centrifugd a 480 g durante 3 min. Se Decant6
nuevamente el sobrenadante y se resuspendio la pastilla con agua destilada en un
tubo de 50 ml y se centrifugd a 480 g durante 3 min. Se Decantdé nuevamente el
sobrenadante por vacio y se resuspendio la pastilla en 15 ml de la solucién de
alcohol-acido por medio de un agitador de tubos, y se agregd 10 ml de acetato de
etilo. Se Agité suavemente y se destaparon los tubos para dejar escapar el gas
que se desprende. En la campana de extraccion, se centrifugd una ultima vez a
660 g durante 3 min. Se aspir6 al maximo el sobrenadante, dejando menos de 1
ml del mismo y evitando la pérdida de la pastilla; homogeneizar la pastilla, y se

procedié a la identificacion de huevos de helminto.

6.10 Determinacion de huevos de helminto en pastos

Se tomd una muestra de 10 g de pasto se licué con aproximadamente 500 mL y
se filtré para eliminar la materia organica, el filtrado obtenido se diluyé a 1 L con
agua destilada en un recipiente de plastico con capacidad de 2 L, posteriormente

se siguio el procedimiento descrito en el punto 6.9 a partir del dia 1 hasta el dia 4.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Temporada fria-seca (Febrero y Marzo 2009)
7.1.1 Resultados del analisis microbiolégico del agua

En la figura 2 se observa que el agua de pozo de la facultad de quimica, existe un
mayor numero de bacterias detectadas en comparacion con el pozo de vivero alto
y el del multifamiliar. En los tres pozos se detectaron menos de 100 UFC/100 mL,
excepto para el medio TSA en el pozo de la Facultad de Quimica en el cual se
detectaron 453 UFC/100 mL y en el medio verde brillante para el pozo del Vivero
Alto en el cual se encontraron 504 UFC/100 mL, el limite maximo permisible es de
2 UFC/100 mL para coliformes totales y de cero UFC/100 mL para coliformes

fecales y en ambas determinaciones no se cumplio con lo establecido.

600 -
500 -
400 -

300 -

UFC /100mL

200 -

100 -

MFC MENDO MC MSA ADS SS TSA VB
LES

Medio de cultivo

B PozoViveroalto B Pozo Multifamiliar @ Pozo Quimica

Figura 2. Resultados de los parametros microbiologicos detectados en medio
selectivo del agua de pozos de la temporada fria-seca.
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En la figura 3 se observa que la contaminacion detectada del agua residual es del

orden de 107, al tratar esta agua disminuyen en el orden de 10° pero atn asi no
cumple con la calidad microbiolégica de la NOM-003-ECOL-1997, que establece
los limites maximos permisibles de contaminantes para las aguas residuales
tratadas que se reusen en servicios al publico ya que el limite maximo permisible
es de 240 UFC/100 mL. .

8.00 -
7.00 -
6.00 -
5.00 -
4.00 -

3.00 -

UFC X 107/100mL

2.00 -
1.00 -

0.00 -

M FC M MC MSA ADS SS TSA VB
ENDO
LES

Medio de cultivo

B Influente M Efluente

Figura 3. Resultados de los parametros microbiolégicos del agua residual y agua
tratada de la temporada fria-seca.
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Para el agua utilizada para riego en las “Islas”, “Bigotes” y “Pumitas” la cuenta se

realizé en la dilucién 107 esto nos dice que el agua esta altamente contaminada y

por lo tanto fuera del limite permitido. Esto puede deberse a que el agua tratada se

almacena en cisternas a las que no se les da un mantenimiento periodico,es decir,

puede pasar mas de un afio sin que sean lavadas, esto provoca que las bacterias

se mutipliquen y posteriormente sean dispersadas al medio ambiente.

UFC X 103/100mL

6.00 -
5.00 -
4.00 -
3.00 -
2.00 -
1.00 -
0.00 -

MFC MENDO MC MSA ADS SS TSA VB
LES

Medio de cultivo

B Aspersores Pumitas B Aspersores Bigotes @ Aspersores Islas Rec

Figura 4. Resultados de los parametros microbioldgicos del agua de riego de la
temporada fria-seca.

7.2 Temporada calida-seca (Abril y Mayo 2009)
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Como se puede observar en la figura 5 en el medio M FC para coliformes totales
se detectaron 7 UFC/100mL en el pozo de Vivero alto, 24 UFC/100 mL para el

pozo en el pozo de la Facultad de Quimica , lo cual se traduce en problema de

7.2.1 Resultados del analisis microbiolégico del agua

contaminacion fecal y 1 UFC/100mLdetectadas en el pozo del Multifamiliar el agua
de este pozo cumple con la norma ya que el limite es de 2 UFC/100mL, en el
medio M ENDO LES también se observa un problema ya que el numero de
coliformes totales aumenta a mas del doble en cada uno de los pozos

mencionados.

Durante esta temporada es notorio el incremento de la cuenta microbiolégica en
los medios de cultivo, esto puede deberse a que la temperatura del medio

ambiente aumenta, y esto favorece la multiplicacion de bacterias.

160 -
140 -
120 -
100 -

80 -

UFC /100mL

60 -

40 -

MFC MENDO MC MSA ADS SS TSA VB
LES

Medio de Cultivo

B PozoViveroalto B Pozo Multifamiliar  EPozo Quimica

Figura 5. Resultados de los parametros microbiologicos del agua de pozos de la
temporada calida-seca.
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En la figura 6 se observa que la contaminacion detectada del agua residual es del
orden de 107 al igual que en la temporada fria-seca, de la misma manera al tratar
esta agua disminuyen en el orden de 10° pero esto atin no cumple con la calidad
microbioldgica de la NOM-003-ECOL-1997 que es de 240 UFC/100 mL. Se puede
decir que la PTARCU trabaja de manera constante ya que no se detecté un

cambio significativo al comparar las dos temporadas analizadas.

12.00 -
10.00 -
T 800 -
o
o
|
~
S 6.00 -
i
x
pre
S5 4.00 -
2.00 -
0.00 -
MFC MENDO MC MSA  ADS ss TSA VB
LES

Medio de cultivo

B Influente M Efluente

Figura 6. Resultados de los parametros microbiolégicos del agua de residual y
agua tratada de la temporada calida-seca.

”» “*

En el agua utilizada para riego en las “Islas”, “Bigotes” y “Pumitas” se realizé la
cuenta microbioldgica en la dilucién 107 al igual que en la temporada Fria-seca, lo
que nos demuestra que se encuentra fuera de las especicaciones de la norma.

Esto se observa en la figura 7.

UNAM Pagina 26



9.00 -
8.00 -

7.00 -
6.00 -
5.00 -
4.00 -

UFC X 107/100mL

3.00 -
2.00 -
1.00 -

0.00 -

MFC MENDO MC MSA ADS SS TSA VB
LES

Medio de cultivo

B Aspersores Pumitas W Aspersores Bigotes @ Aspersores Islas Rec

Figura 7. Resultados de los parametros microbioldgicos del agua de riego de la
temporada calida-seca

7.2.2 Resultados del analisis microbiolégico de pastos

Se realizé el analisis microbiolégico de pasto Unicamente de “Bigotes” y “Pumitas” en esta
temporada y podemos observar que la cantidad de microorganismos detectados es del
orden de 10® en todos los medios de medios de cultivo empleados para el andlisis en las
dos zonas analizadas, como se muestra en la figura 8 y 9, este resultado se debe a que
estos pastos son regados con agua altamente contaminada, aunado a esto, estas areas
verdes son visitadas por animales (ardillas, pajaros, perros, etc.) los cuales defecan al aire
libre, personas que tiran basura o escupen, o simplemente las bacterias del medio

ambiente ocasionan que incremente el numero de bacterias detectadas.
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Figura 8 . Resultados del analisis microbioldgico del pasto y
pasto con raiz de “Pumitas” en la temporada calida-seca.
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Figura 9. Resultados del analisis microbiologico del pasto y
pasto con raiz de “Bigotes” en la temporada calida seca.
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7.3 Temporada calida-lluviosa
7.3.1 Resultados del analisis microbiolégico del agua

Durante esta temporada la PTARCU no se encuentra en funcionamiento debido a
que no se requiere el riego de pastos. En esta temporada se realizé el andlisis
microbiolégico del agua subterranea, en la figura 10 podemos observar el numero
de bacterias que se detectaron en los tres pozos de extraccion de Ciudad
Universitaria. En el pozo de la Facultad de Quimica se detecté mayor crecimiento

en segundo lugar el pozo del multifamiliar y por ultimo en el pozo del vivero alto.

A pesar de que en esta temporada la cuenta microbiolégica disminuyo
notablemente en los medios M FC, M ENDO LES, MC, TSA'Y VB, aun no cumple
con lo establecido con la norma que debe ser de 2 UFC/ 100 mL para coliformes
totales (medio M ENDO LES) y de cero UFC/100 mL para coliformes fecales
(medio M FC).

40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -

UFC/100mL

M FC M ENDO LES MC TSA VB

Medio de cultivo

B PozoViveroalto M Pozo Multifamiliar  EPozo Quimica

Figura 10. Resultados de los parametros microbiologicos del agua de pozos subterranea
en la temporada calida-lluviosa.
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El agua obtenida de los pozos se reserva en tanques de almacenamiento a partir

de los cuales se distribuye a los diferentes sitios de Ciudad Universitaria donde es
utilizada, en esta temporada se realizé el muestreo del agua de esos tanques de
almacenamiento y en la tabla 7 se observa que los resultados son satisfactorios
debido a la ausencia de microorganismos, por lo tanto, cumple con lo establecido
con la NOM-127-SSA1-1994 “Salud ambiental, agua para uso y consumo humano
- limites permisibles de calidad y tratamientos a que debe someterse e agua para

su potabilizacion”.

Tabla 6. Resultados microbioldgicos del agua de los tanques de almacenamiento durante
la temporada calida-lluviosa.

MFC ND ND ND ND ND ND

M ENDO LES ND ND ND ND ND ND

MC ND ND ND ND ND ND
TSA ND ND ND ND ND <1 UFC/100 mL

VB ND ND ND ND ND ND

ND= No detectado
7.3.2 Resultados del analisis microbiolégico de pastos

En esta temporada la cuenta microbiolégica disminuye (ver tabla 7), aunque
esto también se debe a la constante lluvia, ya que el pasto es lavado de forma
natural, lo que ocasiona que la concentracion de bacterias se diluya de tal

modo que no se detectd su presencia.
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Tabla 7. Resultados del analisis microbiologico de pastos y
pasto con raiz en la temporada calida-lluviosa.

MFC ND ND
M ENDO LES ND ND

MC 39x10% UFC/g 17x10* UFC/g
MSA 60x10% UFC/g |

SAB 96x10° UFC/g |

TSA 25x10° UFCl/g |

VB ND |

ND= No detectado, |=Incontable.

7.4 ldentificacién de microorganismos

Al emplear el sistema BBL Crystal E/NF ID se obtuvo el nimero de perfil de diez
digitos y al utilizar su base de datos se logré identificar a los microorganismos que

se mencionan a continuacion el la tabla 8.

Tabla 8. Microorganismos identificados mediante la base de datos del sistema BBL
Crystal E/NF ID

1er lugar 3er lugar
1200201000 Pseudomonas stutzeri
5240607157 Pantoea aglomerans Enterobacter sakasakii Cedecea lapagei
5726677557 Klebsiella oxytoca Enterobacter aerogenes Serratia fonticola

5764477554 Klebsiella pneumonie  Klebsiella oxytoca
7544476153 Enterobacter cloacae

7544676555 Klebsiella pneumonie  Klebsiella oxytoca
7560616153 Enterobacter sakasakii Enterobacter cancerogenus  Pantoea aglomerans
7764607166 Pantoea aglomerans

7764676157 Enterobacter sakasakii Enterobacter cloacae
7764676551 Enterobactercloacae

7764676555 Klebsiella pneumonie  Klebsiella oxytoca
7766276155 Serratia liquefaciens Enterobacter sakasakii
7766627353 Enterobacter sakasakii Pantoea aglomerans
7766676157 Enterobacter sakasakii Serratia liqguefaciens
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7766676117 Enterobacter sakasakii Serratia liquefaciens

7766677157 Enterobacter cloacae  Enterobacter sakasakii

7767677557 Klebsiella oxytoca Klebsiella pneumonie Enterobacter cloacae
7776676157 Enterobacter sakasakii

Las bacterias identificadas con la base de datos se compararon las caracteristicas
observadas en los medios de cultivo con lo cual se logré identificar a los siguientes

microorganismos.

Tabla 9. Microorganismos identificados en los medios de cultivo.

MFC Enterobacter cancerogenus Cedecea lappagei
Delftia acidovorans

M ENDO LES Klebsiella oxytoca Aeromonas sp
Enterobacter aerogenes
Enterobacter sakasakii
Serratia liquefaciens

MC Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter cloacae

ADS Pantoea agglomerans
Enterobacter sakasakii
Pantoea agglomerans

SS Enterobacter cloacae
Enterobacter sakasakii

TSA Klebsiella pneumoniae Staphylococcus sciuri
Klebsiella oxytoca Staphylococcus auricularis
Enterobacter cloacae Staphylococcus
Pseudomonas stutzeri saprophyticus

Staphylococcus cohnii
Micrococuus sp
Enterobacter agglomerans
Delftia acidovorans

VB Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxytoca
Enterobacter sakasakii
Enterobacter cloacae
Pantoea agglomerans
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A partir de los microorganismos encontrados en agua y pasto se determind,
cuales son capaces de causar enfermedades en el ser humano; en la tabla 10
podemos ver que pueden causar enfermedades gastrointestinales, respiratorias,
endocarditis, brotes de sepsis, meningitis, cerebritis y enterocolitis necrotizante,

etc. las cuales representan un riesgo importante para la salud.

Tabla 10. Microorganismos que representan un riesgo a la salud.

Aeromonas hydropila Enfermedades gastrointestinales

Cedecea lappagei Ventriculitis

Delftia acidovorans Infecciones bacterianas

Enterobacter agglomerans Infecciones intrahospitalarias
Enterobacter cancerogenus Osteomielitis

Enterobacter cloacae Infecciones intrahospitalarias

Enterobacter sakazakii Brotes de sepsis, meningitis, cerebritis y

enterocolitis necrotizante

Pseudomonas aeruginosa Infecta el tracto pulmonar, el urinario,
tejidos, heridas, y también causa otras
infecciones de sangre.

Pseudomonas stutzeri Fiebre entérica
Pseudomonas sp. Infecciones nosocomiales
Staphylococcus sciuri Endocarditis, peritonitis, infecciones del

tracto urinario, enfermedad pélvica
inflamatoria e infecciones de heridas.

Staphylococcus saprophyticus Infecciones del tracto urinario

Vibrio damsela Enfermedades gastrointestinales
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7.5 Determinacién de huevos de helminto en muestras de agua y pastos

Se determind la presencia o ausencia de huevos de helminto en al menos tres
muestras de pasto, pasto con raiz, agua residual, agua tratada y agua de riego en
las cuales se observo la presencia de huevos de helminto en algunos lugares lo

cual se muestra en la tabla 11.

En “Islas” se encontré que en el agua de riego hay presencia de huevos de
helminto y al regar con esta agua son depositados en el pasto; en “Bigotes” y
‘Pumitas” aunque el agua de riego no contiene huevos de helminto, si se
encontraron en las muestras de pasto y pasto con raiz respectivamente, como se
mencionod las areas verdes son visitadas por caninos los cuales defecan y si estan
parasitados con vermes, depositan huevos sobre el pasto, los cuales al regar se
van hacia abajo y se acumulan en la raiz; para la PTARCU solo se detectaron
huevos de helminto en el agua residual lo que indica que el tratamiento que se le

da es efectivo para la eliminacion este tipo de estructuras parasitarias.

Tabla 11. Presencia o ausencia de huevos de helminto

Islas Pasto con raiz Ausentes
Pasto Presentes

Agua de riego Presentes

Bigotes Pasto con raiz Presentes
Pasto Presentes

Agua de riego Ausentes

Pumitas Pasto con raiz Presentes
Pasto Ausentes

Agua de riego Ausentes

PTARCU Agua tratada Ausentes
Agua residual Presentes

UNAM Pagina 34



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ==—=giipe——

8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La calidad del agua extraida de los pozos no se encuentra dentro de lo
especificado con la norma la cloraciéon es un método eficaz de potabilizacién del

agua.

El agua residual tratada que se genera en la planta de tratamiento de Ciudad
Universitaria y que se emplea en el riego de areas verdes, no cumple con la
calidad microbiolégica que establece la normatividad mexicana, por lo tanto existe
un riesgo de contaminacion del medio ambiente lo que puede afectar la salud de
los universitarios, debido a la existencia de patégenos que se dispersan en la zona

de riego.

Se detectd la presencia de huevos de helminto en las muestras analizadas lo cual
tiene implicaciones negativas desde el punto de vista sanitario ya que representa
un riesgo a la salud como se pudo observar son altamente persistentes en el agua
y los pastos que son regados con agua contaminada, lo que puede dar lugar a
enfermedades gastrointestinales en especial cuando se tiene contacto directo, por
lo cual, se sugiere un analisis en el que se cuantifiquen los huevos de helminto

para los lugares donde estuvieron presentes.

Se recomienda dar el mantenimiento correspondiente a la PTARCU y hacer la
evaluacion oportuna para definir las reparaciones que se requieran y también se
les debe adicionar un sistema de tratamiento que proporcione un efluente con la
calidad que especifica la NOM-003-SEMARNAT-1997. Limites maximos
permisibles de contaminantes para las aguas residuales tratadas que se reusen en

servicios al publico.

Es importante dar mantenimiento periddico de las cisternas donde se almacena el
agua tratada utilizada para riego con el fin de evitar la proliferacion de bacterias, y

posteriormente dispersarlas al momento de riego.

Por otro lado es necesaria realizar frecuentemente el mantenimiento de los pozos

de extraccion para mejorar calidad microbiolégica que tienen actualmente.
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Asi se protegera la salud de la Comunidad Universitaria y se disminuira la

contaminacion del medio ambiente.
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LUGARES DE MUESTREO

Figura 11. Riego por aspersion con agua tratada en “Las Islas”

Figura 12. Campo 8 “Pumitas”
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Figura 13. Metro Universidad “Bigotes”.

Figura 14. Planta de Tratamiento de Agua Residual de Ciudad Universitaria (PTARCU).
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Figura 15. Influente de la PTARCU.

Figura 16. Efluente de la PTARCU.
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Figura 17. Pozo de la facultad de Quimica.

Figura 18. Pozo del Multifamiliar.
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Figura 19. Pozo del vivero alto.

Figura 20. Salida de agua del tanque bajo
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TRABAJO EN EL LABORATORIO

Figura 21. Material necesario para el analisis microbioldgico de agua.

Figura 22. Uso de licuadora para moler el pasto.
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Figura 23. Filtrado de pasto para realizar el analisis microbioldgico.

Figura 24. Técnica de extension en placa, para analisis microbiolégico de pasto.
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Figura 25. Aspiracién por vacio del sobrenadante para la determinacion de huevos de
helminto.

Figura 26. Comparacion con codigo de colores para identificacion de bacterias.
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En cada medio de cultivo pueden desarrollar diversos microorganismos con
morfologia diversa, a continuacién se presentan los medios de cultivo con las

caracteristicas de cada uno, lo cual es muy importante para el conteo en placa.
Agar FC — M (Agar para coliformes fecales)
Uso

Para la cuenta y deteccién de organismos Coliformes fecales en agua y bebidas

por la técnica de filtracién en membrana.
Principio
Las peptonas y el extracto de levadura proporcionan los nutrientes necesarios

para el crecimiento de microorganismos. El cloruro de sodio mantiene el equilibrio

osmotico. Las sales biliares inhiben el desarrollo de bacterias Gram positivas.

Los Coliformes fecales tienen la capacidad de fermentar la lactosa del medio de
cultivo a una temperatura elevada (44°C). La adicién del acido rosolico
proporciona a las colonias de Coliformes fecales color azul y los otros

microorganismos desarrollan colonias crema a grises.

El método se basa en la filtracion por membrana de una muestra para concentrar
células viables sobre la superficie de una membrana y transferirlas al medio de
cultivo. Incubar 18-24 h a 44°C y posteriormente contar el numero de unidades

formadoras de colonias.

Formula en gramos por litro de agua destilada

Acido rosolico 0.1 Peptona de caseina 6.5

Agar 15.0 Polipeptona CAS 5.0
Anilina azul 0.1  Extracto de levadura 6.5
Cloruro de sodio 5.0  Sales biliares 1.5
Lactosa 12.5

pH7.4+0.2
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Preparacién

Rehidratar 52 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos.
Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1 minuto
para disolverlo por completo. Esterilizar en autoclave a 116 - 118°C
(aproximadamente 12 Ibs. de presion) durante 15 minutos. No sobreesterilizar.
Enfriar aproximadamente a 45°C. Vaciar en cajas de Petri estériles de 60x15 mm

de diametro. Conservar en refrigeracién de 2° a 8°C.

Agar endo LES
Uso

Para la cuenta de microorganismos Coliformes en agua por la técnica de filtracion

en membrana.

Principio

La tiopeptona, triptosa, casitona y el extracto de levadura aportan la fuente de
nitrégeno, carbono, sulfuro y vitaminas para el soporte de crecimiento. El cloruro
de sodio mantiene el equilibrio osmotico. El desoxicolato de sodio, sulfito de sodio
y lauril sulfato de sodio, inhiben a las bacterias Gram positivas. Los fosfatos
amortiguan el pH. La lactosa es el carbohidrato que fermentan los coliformes
formando aldehido y acido. A partir de la combinacién fucsina basica-sulfito de
sodio, da lugar a la coloracion roja de las colonias. En el caso de Escherichia coli

esta reaccion es tan intensa que la fucsina llega a cristalizar y por este motivo,

confiere a dichas colonias brillo metalico estable, con reflejo verde.
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La técnica que se aplica es de acuerdo a lo descrito en “métodos estandar para el

analisis de agua y de agua residual’.

Formula en gramos por litro de agua destilada

Agar 15.0 Fucsina basica 1.1.1.1 0.8
Casitona 3.7 1.1.1.2 Lactosa 9.4
Cloruro de sodio 3.7 1.1.1.3 Lauril sulfato  0.05
de sodio

Desoxicolato de sodio 0.1 Sulfito de sodio 1.6
Extracto de levadura 1114 1.2 Tiopeptona 3.7
Fosfato de potasio dibasico 3.3 Triptosa 7.5
Fosfato de potasio 1.0
monobasico

pH7.2+0.2

Preparacion

Pesar 51 g del medio y adicionar 40 ml de etanol absoluto. Reposar 10 a 15
minutos. Agregar un litro de agua destilada. Calentar agitando frecuentemente
hasta el punto de ebullicion durante un minuto para disolverlo por completo. Evitar
sobrecalentamiento. No esterilizar en autoclave. Enfriar aproximadamente a 45°C.
Vaciar en cajas de Petri estériles de 60x15 mm en volumenes de 11 £ 1 ml. Dejar
solidificar. Es importante proteger de la luz directa. Conservar en refrigeracion de
2° a 8°C.-
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Agar de Mac Conkey

Uso

Es un medio selectivo y diferencial para el aislamiento de organismos coliformes,
salmonella y shigella a partir de diversas muestras.

Principio

Las sales biliares y el cristal violeta inhiben el crecimiento de gérmenes Gram
positivos. La lactosa y el indicador de pH rojo neutro, permiten la diferenciacion de

las bacterias lactosa positiva (colonias rosa intenso con halo de precipitacion), de

las no fermentadoras (colonias transparentes o ambar).

Sembrar el medio de cultivo con la muestra problema por estria cruzada. Incubar
24 h a 35°C.

Formula en gramos por litro de agua destilada

Agar 13.5 Cristal violeta 0.001

Mezcla de sales 1.5 Peptona de gelatina 17.0

biliares

Cloruro de sodio 5.0 Lactosa 10.0

Peptona especial 3.0 Rojo neutro 0.03
pH7.1+£0.2
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Preparacién

Rehidratar 50 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos.
Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1 minuto
para disolverlo por completo. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 Ibs. de presion)
durante 15 minutos. Enfriar aproximadamente a 45°C. Vaciar en cajas de Petri

estériles. Conservar en refrigeracién de 2 a 8°C.
Agar de sal y manitol
Uso

Medio selectivo empleado para aislamiento de estafilococos a partir de diversas
muestras.

Principio

La degradacion del manitol con produccién de acido cambia el color del medio, de
rosado a amarillo. La formacion de colonias de estafilococos no patégenos son de
tamafo pequeno rodeadas de una zona roja. Los estafilococos patégenos
producen acido del manitol, desarrollan colonias mas grandes rodeadas de una
zona amarilla. Si se agrega a cada litro de medio, una yema de huevo en
condiciones de esterilidad, los estafilococos, que ademas de fermentar el manitol
producen lipasa, daran un precipitado amarillento de acidos grasos alrededor de la
colonia. Este fendbmeno comprueba la propiedad de coagular el plasma que
presentan los estafilococos patégenos coagulasa positivos. La elevada
concentracion de cloruro de sodio inhibe a la mayoria de las bacterias que son
halo-sensibles y favorecen a los estafilococos halo-resistentes. Sembrar la

muestra en estudio en la superficie del medio de cultivo por estria cerrada. Incubar
24 — 48 h a 35°C.
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Formula en gramos por litro de agua destilada

Agar 15.0 Extracto de carne 1.0
Cloruro de sodio 75.0 10.0
1.1.2 Peptona
especial
D-manitol 10.0 Rojo de fenol 0.025

pH7.4+0.2
Preparacién

Rehidratar 111 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15
minutos. Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1
minuto para disolverlo por completo. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 Ibs. de
presién) durante 15 minutos. Enfriar aproximadamente a 45°C. Vaciar en cajas de

Petri estériles. Conservar en refrigeracion de 2 a 8°C.

Agar para Salmonella y Shigella
Uso

Medio selectivo y diferencial para el aislamiento de salmonella y shigella a partir

de diversas muestras.

Principio

Las bacterias Gram positivas, algunas especies de Proteus y bacilos coliformes
son inhibidos por las sales biliares, citrato de sodio y verde brillante. La
diferenciacién de los microorganismos se logra por la lactosa. Las bacterias que
fermentan la lactosa producen acido, el cual al reaccionar con el indicador rojo
neutro, forman colonias rojas a rosa intenso, las no fermentadoras observan
incoloras a rosa palido. El tiosulfato de sodio y el citrato férrico de amonio, facilitan

la deteccion de sulfuro de hidrogeno, manifestandose por colonias con centro

negro. Por ser un medio con alto poder de inhibicion se recomienda utilizarlo
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paralelamente a otros medios de cultivo menos inhibidores como Agar Mac

Conkey, Agar eosina azul de metileno, agar tergitol 7 o agar XLD.

Sembrar por estria cruzada la superficie del medio de cultivo con la muestra
problema. Incubar 24 h a 35°C.

Formula en gramos por litro de agua destilada

Agar 13.5 Peptona especial 5.0

Citrato  férrico de 1.0 Rojo neutro 0.025

amonio

Citrato de sodio 8.5 Sales biliares 8.5

Extracto de carne 5.0 Tiosulfato de sodio 8.5

Lactosa 10.0 Verde brillante 0.00033
pH7.0+£0.2

Preparacioén

Rehidratar 60 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos.
Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicién durante 1 minuto
para disolverlo por completo. No esterilizar en autoclave. Vaciar en cajas de Petri

estériles. Conservar en refrigeracion de 2 a 8°C.
Agar Dextrosa Sabouraud
Uso

Para cultivo y conservacion de hongos patdégenos y no patéogenos, particularmente
dermatofitos, levaduras y microorganismos aciduricos a partir de diversas

muestras.
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Principio

Las peptonas proporcionan factores de crecimiento y fuente de nitrogeno. La
dextrosa es la fuente de energia para el crecimiento de microorganismos. El pH
acido de 5.6 favorece el crecimiento de hongos, especialmente dermatofitos y
ayuda en la inhibicién de flora contaminante. Cuando los materiales en estudio
presentan abundantes contaminantes, el aislamiento mejora si se adiciona al
medio de cultivo sustancias antimicrobianas selectivas, como lo reporta George y
col., que recomienda agregar aseépticamente cicloheximida, penicilina y
estreptomicina antes de usarlo, inhibiendo de esta forma la flora contaminante que

interfiera en el cultivo de hongos.

La adicién de antibidticos de amplio espectro inhibe una amplia gama de bacterias

Gram positivas y Gram negativas.

El medio de cultivo se siembra de acuerdo a las indicaciones con la muestra de

ensayo. Los hongos desarrollados se examinan micro y macroscopicamente.
Preparacioén

Rehidratar 65 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos.
Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicién durante 1 minuto
para disolverlo por completo. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 Ibs. de presién)
durante 15 minutos. Enfriar aproximadamente a 45°C. Vaciar en cajas de Petri
estériles. Cuando se requiera el medio en tubo de ensayo, distribuir el volumen
requerido antes de esterilizar y posteriormente enfriar en posicidon inclinada.

Conservar en refrigeracion de 2 a 8°C.
Agar de soya y tripticaseina
Uso

Para cultivo de microorganismos, aislamiento y pruebas de limite microbiano a

partir de diversas muestras. Util para conservacién de cepas microbianas.
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Principio

El contenido de peptonas de soya y caseina permiten el desarrollo de una gran
variedad de microorganismos tanto aerobios como anaerobios. Carece de
carbohidratos haciéndolo muy util para estudiar reacciones de hemolisis y también
en la preparacién de agar chocolate. El cloruro de sodio mantiene el equilibrio

osmotico.

Sembrar el medio de cultivo con la muestra problema por estria cruzada. Incubar
24 - 48 h a 35°C.

Férmula en gramos por litro de agua destilada

Agar 15.0 Peptona de caseina 15.0
Cloruro de sodio 5.0 Peptona de soya 5.0
pH7.3%£0.2

Preparacioén

Rehidratar 40 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos.
Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1 minuto
para disolverlo por completo. Esterilizar en autoclave a 121°c (15 Ibs. de presién)
durante 15 minutos. Enfriar aproximadamente a 45°C. Cuando se requiera utilizar
con sangre adicionarla al 5% en condiciones de esterilidad, homogeneizar y vaciar

en cajas de Petri estériles. Conservar en refrigeracion de 2 a 8°C.
Agar verde brillante
Uso

Medio de cultivo selectivo y diferencial para el aislamiento de salmonella (excepto

S. typhi y Shigella) a partir de diversas muestras.
Principio
La selectividad de este medio se basa en la concentracion del verde brillante, que

inhibe microorganismos Gram positivos y parcialmente a Gram negativos. La
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lactosa y la sacarosa permiten diferenciar la flora acompafiante que utiliza estos

carbohidratos, del género salmonella que no los degrada.

La muestra debe inocularse en caldo tetrationato (no. Catalogo 1036), medio de
enriquecimiento selectivo para el aislamiento del género salmonella. Los
subcultivos, pueden efectuarse sembrando sobre la superficie del medio de cultivo
por estria cruzada en agar de Mac Conkey, gar verde brillante y agar para

Salmonella y Shigella. Incubar 24 h a 35°C.

Las colonias tipicas de Salmonella son translucidas, ligeramente rojas a rosa con
halo rojo brillante. Los organismos fermentadores de lactosa y/o sacarosa que
desarrollan en el medio se diferencian facilmente por la formacién de colonias

amarillo verdosas rodeadas de una zona amarilla verdosa intensa.

Férmula en gramos por litro de agua destilada

Agar 20.0 Extracto de carne 3.0

Peptona especial 10.0 Sacarosa 10.0

Cloruro de sodio 5.0 Lactosa 10.0

Rojo de fenol 0.08 Verde brillante 0.0125
pH6.91£0.2

Preparacion

Rehidratar 58 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos.
Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicién durante 1 minuto
para disolverlo por completo. Esterilizar en autoclave a 121°c (15 Ibs. de presién)
durante 15 minutos. Enfriar aproximadamente a 45°. Se puede agregar 3.0 ml de
una solucién de 2, 3,5- clorhidrato de trifenil-tetrazolio estéril al 1%. Vaciar en
cajas de Petri estériles. Es importante protegerlo de la luz. Conservar en

refrigeraciéon de 2 a 8°C.
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