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Introduccion

La contaminacién de aguas superficiales con aguas negras,

ISSN 1561-0837

NOTA CIENTIFICA

Implementaciéon de dos métodos de recuento en placa para la deteccion
de colifagos somaticos, aportes a las metodologias estandar

Implementation of two plate count methods for detection of somatic
coliphages and contributions to the standard methodologies

Melissa Solano Barquero, Luz Maria Chacon Jiménez, Kenia Barrantes Jiménez
y Rosario Achi Araya

Resumen

Los métodos de recuento en placa capa doble y capa simple de agar, para la cuantificacion de colifagos so-
maticos en aguas, fueron implementados utilizando como base metodologias estandar. Diferentes variables
fueron ensayadas, lo cual permiti6 la precision en algunos pasos no incluidos en metodologias estandares.
De los hallazgos de mayor importancia, se exponen las consecuencias de utilizar un cultivo de Escherichia
coli excesivamente concentrado y se describe la obtencién de un cultivo en fase logaritmica en solo 4 horas
de incubacion, ajustando la concentracion a una densidad 6ptica de 0,3 a 600nm (3,1 x 108 UFC/ mL), o a un
McFarland 1 (3,0 x10® UFC/ mL). Se determiné que los controles de colifagos deben ser almacenados a -70
°C para reducir su degradacion y que se deben evitar cantidades superiores a 20 mL de mezcla de reaccién
por plato de Petri, para reducir las burbujas que pueden interferir con la lectura de unidades formadoras de
placas (UFP). Se demostré que los colifagos de las muestras de agua pueden almacenarse 48 horas a 4 °C
sin que sufran degradacion y que en las muestras con altas concentraciones de colifagos no se observa UFP
porque se da una lisis confluente de la capa bacteriana. No se encontraron diferencias significativas en la
recuperacion de colifagos al utilizar un método u otro, pero dichos métodos deben ser evaluados por medio
de controles, antes de aplicarlos directamente en el analisis de muestras de agua.

Palabras clave: colifagos somaticos; capa doble de agar; capa simple de agar; aguas; indicadores virales.
Abstract

Two plate count methods, double layer and single layer of agar for quantification of somatic coliphages in
water, were implemented using standard methodologies. Several variables were tested and provided valuable
information that was not included in standard methodologies. The most important findings are described, such
as the effect of using an excessively concentrated culture of E. coli and production of a log phase culture in
only 4 hours of incubation, adjusting the concentration to an optical density of 0.3 at 600 nm (3.1 x 108 CFU /
mL), or to McFarland 1 (3.0 x 108 CFU / mL). It was determined that coliphages controls must be stored at -70
°C to reduce its degradation. Quantities of reaction mixture exceeding 20 mL per Petri dish must be avoided
to prevent interfere with bubbles during the counting of plate forming units (PFU). It was demonstrated that
coliphages isolated from water samples can be stored for 48 hours at 4 °C without any degradation, and PFU
are not observed in samples with high concentrations of coliphages, because a confluent lysis of the bacte-
rial layer. There was no significant difference in the recovery of coliphages using doble layer or single layer
methods, but such methods should be evaluated by means of controls, before applying them directly in the
analysis of water samples.

Keywords: somatic coliphages; double agar layer; simple agar layer; water; viral indicator.

En décadas pasadas, la mayoria de los estudios sugerfan que
las infecciones de origen hidrico se encontraban principalmente
asociados a contaminacién con bacterias o protozoarios; sin

representa un alto riesgo de transmision de enfermedades, ya
que las deposiciones fecales humanas y de animales contienen
diversos tipos de microorganismos enteropatégenos, entre estos
podemos encontrar bacterias, protozoarios y varios tipos de vi-
rus entéricos (Borrego et al. 1990). De estos tltimos se calcula
que mds de 100 tipos pueden ser transmitidos a través del agua
(Fong & Lipp 2005).

La falta de tratamiento de las aguas residuales domésticas
procedentes de ciudades, genera una gran contaminacién en
mares y rios, lo cual merece especial atencién, ya que estos
tltimos son fuente de abastecimiento de agua para consumo
humano. En general, se estima que en las aguas sometidas a
tratamiento para potabilizaciéon solamente se logra eliminar
entre el 50 y el 90% de los virus presentes, ya que por lo general
éstos son muy resistentes a dichos procesos (Bofill et al. 2005,
Okoh et al. 2010).

embargo, posteriormente se observé un incremento gradual
en el nimero de casos registrados cuyo agente etioldgico eran
los virus, y en la actualidad se consideran a los virus como los
responsables del mayoria de casos de origen hidrico (Bofill et al.
2005, Sinclair et al. 2009). Posiblemente este incremento fue
consecuencia de una mejora en los métodos diagndsticos, como
la aplicacién de métodos de biologfa molecular (v.g. Reaccién de
Cadena de la Polimerasa -PCR) para la deteccién de patégenos
ambientales; pero, también podria deberse a un incremento
real en la incidencia, debido a cambios en la epidemiologfa de
los virus, el aumento de la poblacién y la contaminacién de las
aguas (Bofill et al. 2005, Sinclair et al. 2009).

Aunque es claro que los virus trasmitidos por via hidrica,
representan una amenaza para la salud publica, en la mayoria
de las normativas su deteccién no ha sido considerada como
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pardmetro adicional para garantizar la inocuidad del recurso
hidrico. Por lo general, se analiza Gnicamente la presencia de
indicadores bacterianos, cuya desventaja es que no reflejan el
comportamiento de patdgenos virales, ni de otros parésitos como
protozoarios (Borrego et al. 1987, Vivier 2004).

Parte de las razones que han llevado a excluir a los virus en el
andlisis de aguas, es que estos presentan una baja concentracién
aun en grandes volimenes de agua, lo cual los hace dificiles de
detectar en muestras ambientales (Reynolds 2001). Ademas,
aunque los métodos para la deteccién de virus en aguas han
mejorado, ellos suelen ser muy laboriosos, como es el caso del
cultivo celular, o se encuentran atin en la fase de estandariza-
cién como sucede con la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
PCR (Bofill et al. 2005, Mooijmana et al. 2005) ademis, la
implementacién de los mismos representa una fuerte inversién
econémica (Campos-Pinilla et al. 2008).

Sin embargo, debido al riesgo para la salud que implica la
presencia de virus entéricos en las aguas, asi como por el in-
cremento en los brotes de origen hidrico asociados a virus, es
importante contar con metodologias de deteccién viral, répidas
y econémicas, principalmente en paises en desarrollo. Dentro
de las opciones, existen metodologias basadas en el uso de indi-
cadores virales, como los colifagos, cuya presencia correlaciona
con la existencia de virus entéricos patdgenos de humanos.

Los colifagos son virus que infectan y se replican en Esche-
richia coli (Armon & Kott 1996) del tracto gastrointestinal
de organismos de sangre caliente (Paz 2003). Los colifagos
somdticos incluyen una gran variedad de fagos que pertenecen
a las familias Myoviridae, Siphoviridae, Podoviridae, Microviridae
(Okafor 2011). Estos fagos han sido utilizados como indicadores
de virus entéricos, ya que comparten muchas caracteristicas con
estos virus, como lo es su composicién, morfologia y modo de
replicacidn, lo cual los hace comportarse de manera similar en
cuanto a su persistencia ambiental, su comportamiento ante las
tensiones ambientales, variacién estacional y grado de resistencia
ala cloracién. De esta forma, una muestra positiva por colifagos
retne las condiciones para la presencia de virus entéricos y por
lo tanto, la probabilidad de que también sea positiva para estos
virus es alta (Cole 2003).

El andlisis de colifagos somdticos también ha sido utilizado
como indicador de contaminacién fecal y marcador en el proceso
de tratamiento de aguas, ya que provienen del tracto gastrointes-
tinal de organismos de sangre caliente y se ha observado que tras
el proceso de tratamiento de las aguas, se eliminan a un ritmo
comparable a los virus entéricos (Skraber et al. 2004, Campos-
Pinilla et al. 2008). Los colifagos son ademds, mds resistentes a
los procesos de tratamiento de agua, por lo cual algunos autores
sugieren que su deteccion es de mayor utilidad que las bacterias

fecales (Okoh et al. 2010, Brezina & Baldini 2008).

Para la deteccién de colifagos se han desarrollado métodos
como la induccién de liberacién de P—galactosidasa (Stanek
& Falkinham 2001), bioluminiscencia (Guzmadn et al. 2009)
y fluorescencia (Salter et al. 2010), entre otros. Sin embargo,
los protocolos de referencia siguen siendo los métodos de capa
doble de agar y capa simple de agar, que son mds econémicos.

Los métodos de conteo en placa, como capa doble y capa
simple de agar, se basan en la determinacién de la concentracién
viral, mediante el conteo de unidades formadoras que placas

(UFP), las cuales son zonas de aclaramiento circular que se
producen en la capa bacteriana, debido a la lisis o destruccién
de la E. coli mediada por los colifagos. Inicialmente una par-
ticula de colifagos infecta a su bacteria hospedera, se replica y
posteriormente se disemina, generando una zona circular sin
crecimiento de la bacteria.

Existen protocolos estandarizados para el andlisis de colifagos
somdticos, por capa doble y capa simple de agar, como el 9224
Cy 9224 E (APHA 2005), el 1602 (EPA 2001), y el método
ISO 10705-2 (ISO 1999), los cuales han sido aplicados en
muchos laboratorios con algunas variaciones. Sin embargo, estas
metodologias no explican algunas de las variables a las que se
enfrenta un laboratorio al implementarlas.

El objetivo de este trabajo es describir el proceso con la fi-
nalidad de informar sobre algunos aspectos y recomendaciones
que no se incluyen en las metodologias estdindar y que son
importantes para la implementacién de los ensayos

Material y métodos

Microorganismos utilizados.— Se utiliz4 la bacteria Escheri-
chia coli 13706 ATCCy el colifago 174 ATCC. Los controles
de colifagos se ajustaron a una concentracion entre 20 — 80 UFP/
mL y se almacenaron a —70 °C, sin la adicién de crioprotector.

Metodologias de referencia.— A continuacion se describen
brevemente las metodologias de referencia utilizadas para la
implementacién de los ensayos de capa doble de agar y capa
simple de agar.

Capa doble de agar:

-Protocolo 9224 B, Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (SMEWW) (APHA 2005). Se prepar6 un
cultivo bacteriano en fase logaritmica, inoculando una asada del
cultivo congelado de E. coli (ATCC 137006) en caldo tripticasa
soya (CTS) que se incubé a 36,5+2 °C, 16 horas y se transfirié
un in6culo a CTS fresco incubdndolo 6 horas mds. Para replicar
los fagos el cultivo de la bacteria se inocul6 con 1 mL del colifago
rehidratado y fueron incubados juntos durante 4 horas. Posterior
a esto, la suspensién colifagos-bacteria o la muestra de agua a
analizar, fueron filtrados con filtros de 0,22 um pretratados con
extracto de carne. Se realizé diluciones seriadas del filtrado y se
mezclé 1 mL de las mismas, 0,1 mL del cultivo de la bacteria y
3 mL de Agar Tripticasa Soya (ATYS) al 0,7%, se homogenizd,
se vertié en platos de Petri que contenian una capa de ATS al
1,5 % y fueron incubados toda la noche. El procedimiento se
realiz6 por quintuplicado para cada dilucién.

Capa simple de agar:

-Protocolo 1602, Agencia de Proteccién Ambiental de los
Estados Unidos (EPA 2001). Este método de referencia difiere
del anterior en cuanto a la preparacién del cultivo bacteriano ya
que utiliza 4cido nalidixico, que al inhibir el crecimiento de otras
bacterias hace que se pueda evitar la filtracién de la muestra. Sin
embargo, los pasos de esta metodologia que se siguieron fueron
los siguientes: se preparé un cultivo bacteriano en CTS a partir
de una asada de cultivo congelado y se incubd 18 — 20 horas
a 36x1 °C. A partir de este cultivo se transfirié una alicuota a
CTS fresco y se incubd durante 4 horas o hasta que alcanzé una
densidad 6ptica (DO) de 0,1 —0,5. Se preparé 100 mL de ATS
1,2 % el cual fue inoculado con 0,5 mL de cloruro de magnesio,
10 mL del cultivo de E.coli y 100 mL de la muestra de agua.
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La mezcla fue homogenizada y dispensada en 8 a 10 en platos
de Petri. Los platos se incubaron 36+1 °C por 16 — 24 horas.

-Protocolo 9224 E, SMEWW (APHA, 2005). La bacteria se
prepard y la muestra se filtré segtin lo descrito en el Protocolo
9224 B SMEWW para capa doble de agar. Los 100 mL de
la muestra fueron inoculados con 5 mL de cloruro de calcio
(CaCl,), 10 mL de la bacteria en fase logaritmica y 100 mL de
ATS 1,2 %, la mezcla se dispensé en platos de Petri. Los platos
fueron incubados a 36,5 +1 °C toda la noche.

Metodologias implementadas.— En esta seccién se detallan
las metodologias implementadas en nuestro laboratorio. La
implementacién de los métodos se realizd inicialmente con
muestras de agua destilada inoculada y posteriormente utilizando
agua de rio, en este caso se utilizd el agua del rio Purires, ubicado
en la provincia de Cartago, Costa Rica. Todas las muestras fue-
ron analizadas en dos momentos distintos: el dia en que fueron
colectadas y posterior a un almacenamiento de 48 horas a 4 °C.

Capa doble de agar

Para preparar el cultivo de la bacteria en fase logaritmica, se
colocd 3 asadas del cultivo congelado de la bacteria en CTS y
se incubé a 35 °C (incubadora Lab-line® Imperial III modelo
310) en agitacién hasta obtener una densidad 6ptica DO= 0,3.
Para replicar los colifagos, uno de los cultivo de la bacteria fue
inoculado con 1 mL del colifago @174 ATCC rehidratado y
fueron incubados a 35 °C durante 4 horas, posteriormente se
filtré en un sistema de filtracién al vacio (Sartorius Stedim®)
con filtros de acetato de celulosa (Sartorius®) de 0,22 pm, pre-
tratados con extracto de carne (OXOID®) al 1,5%. El filtrado
se distribuyé en alicuotas de 1 mL, en tubos cénicos tipo
Eppendorff, y almacenadas a =70 °C. Posteriormente para el
recuento del titulo de colifagos se realizé diluciones decimales
seriadas las cuales fueron mezcladas con la E. coli y con el agar
y distribuidas en platos Petri como se especifica en el Protocolo
9224 B del SMEWW para capa doble de agar. Para el anlisis
de muestras de agua se siguié el mismo procedimiento pero sin
replicacién de los colifagos, por lo que el procedimiento inici6
con la filtracién de la muestra.

Capa simple de agar

El cultivo de la bacteria se prepard y la muestra se filtré como
se especific para la implementacién de los ensayos de capa
doble de agar. Para determinar el titulo de colifagos, 100 mL
de la muestra de agua filtrada fueron inoculados con CaClz, el
cultivo de la bacteria hospedera y el agar, como se describi6 en

el Protocolo 9224 E del SMEWW.
Variables ensayadas.—

(1) Optimizacién del cultivo bacteriano en fase logaritmi-
ca, para la replicacién y recuento de los colifagos. Inicialmente
el cultivo en fase logaritmica se preparé segun el protocolo de
APHA, posteriormente se ajusté para que el cultivo primario
tuviera una concentracién semejante a McFarland 1, lo cual
equivale a aproximadamente a 3x10* UFC/ mL. Por dltimo,
se prepard un cultivo bacteriano en fase logaritmica con una
DO=0,3 a 600 nm, utilizando un biofotémetro.

(2) Edad del cultivo bacteriano. Se prepararon cultivos
bacterianos con 4 horas de incubacién y otros con 24 horas
de incubacién. Para preparar el cultivo de 24 horas, se inoculé

una asada del cultivo congelado de E.coli en CTS y se incubé
durante 16 horasa 36,5 £1 °C, posteriormente se transfirié una
alicuota a CTS fresco y se incubé 4 horas a la misma tempera-
tura, el cultivo se almacend en refrigeracién y al dia siguiente se
transfirié otra alicuota a CTS fresco, se incubé durante 4 horas
y se le ajusté la DO a 0,3.

(3) Aplicabilidad del rango de densidad 6ptica del cultivo
bacteriano, para la amplificacién y el recuento de colifagos. Se
realizd el recuento de colifagos por capa doble de agar utilizando
cultivos de bacteria hospedera con DO=0,1, DO= 0,5y DO=0,3.

(4) Importancia de la concentracién de bacterias en fase
logaritmica, en el proceso de replicacién y filtracién de los
colifagos. Posterior a la replicacion de los colifagos se determiné
el titulo de la suspensién, por el método capa doble de agar. La
suspensién de colifagos sobrante, se hizo pasar nuevamente por
el sistema de filtracién cuyos filtros se encontraban tapizados con
la bacteria hospedera E. coli. Lo anterior con el fin de establecer
si existia disminucion en el conteo de UFP debido a la captura
de los fagos entre los restos bacterianos.

(5) Temperatura de almacenamiento de los colifagos.
Concentrados de colifagos con titulo conocido fueron almace-
nados a tres temperaturas distintas: temperatura ambiente, 4 °C
y =70 °C. Esta tltima temperatura se ensay6 con la adicién de
glicerol (Sigma®) al 20% y sin anadir este crioprotector. Después
de 30 dias se realizé nuevamente el recuento de colifagos. A los
tubos a =70 °C también se les realizé el recuento tras 7 meses
de almacenamiento.

(6) Concentracién del colifago. Se realiz6 el recuento de
colifagos en filtrados altamente concentrados del virus, asi como,
en diluciones de los mismos, para determinar posibles diferencias
en la distribucién y forma de las UFP.

(7) Volumen de mezcla de reaccién. En cada plato de Petri
de 10 cm de didmetro, se verti6 volimenes de mezcla de reaccién
de 15, 20, 25, 30, 35, 40 y 45 mL, con el fin de evaluar si el
grosor de la capa de agar afecta la observacién de UFP.

Andlisis estadistico.- Para los andlisis estadisticos se aplicé
ANOVA o t-Student, con el programa SPSS Statistics versién 17.0.

En todos los casos se trabajé con un nivel de confianza de 95%.

Resultados

(1) Optimizacién del cultivo bacteriano en fase logaritmi-
ca, para la replicacién y recuento de los colifagos.- Al aplicar
la metodologfa original de APHA la densidad de la sobrecapa
bacteriana obtenida impidid la observacién de UFP. El cultivo
de la bacteria hospedera en fase logaritmica se logré optimizar,
regulando su concentracién al comparar con un McFarland 1
(3,0x10® UFC/ mL) o midiendo una densidad éptica de 0,3
(3,1x10® UFC/ mL), con la ayuda de un biofotémetro. El
inéculo bacteriano obtenido con las modificaciones aplicadas,
generd una capa bacteriana menos densa que permitié la ob-
servacién de las UFP

(2) Optimizacién de la edad del cultivo bacteriano.- Se
realiz6 un ensayo en el que se comparé los resultados del re-
cuento al utilizar cultivos bacterianos con 4 horas y con 24
horas de incubacidn, obteniéndose 4,5 x 10" UFP/ mL y 4,6 x
10'° UFP/ mL respectivamente, para lo cual se determiné que
tampoco existe diferencia estadisticamente significativa (p=0,5).

Rev. peru. biol. 19(3): 335 - 340 (December 2012)
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Tabla 1. Repetitividad del método capa doble de agar evaluado mediante 3 ensayos.

o Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3
Dilucién # UFP # UFP # UFP
102 47 52 45 50 47 50 48 45 47 46 45 53 48 50 47
Titulo promedio 4,82 x 10° UFP/mL 4,72 x 10° UFP/mL 4,86 x 10° UFP/mL

(3) Aplicabilidad del rango de densidad 6ptica (0,1 - 0,5),
para la generacién del cultivo en fase logaritmica.- Al utilizar
la DO mds baja sugerida por el método de la EPA (DO=0,1), se
obtuvo una sobrecapa bacteriana menos confluente en el plato de
Petri, que no delimita bien las UFD, por lo cual estas tienden a
traslaparse unas con otras. Cuando se utilizé6 DO= 0,5 se obtuvo
UFP bien definidas, pero de menor tamano que las observadas
cuando la DO fue cercana a 0,3.

(4) Importancia de la concentracién de bacterias en fase
logaritmica en el proceso de replicacién y filtracién de los
colifagos.- El titulo de la suspensién de colifagos replicados fue
inicialmente de 3,8 x 10° UFP/ mL, dicho conteo disminuy6 a
3,4 x 10' UFP/ mL, cuando la suspensién se hizo pasar nueva-
mente por el sistema de filtracién cuyos filtros se encontraban
tapizados con restos de la bacteria hospedera.

(5) Temperatura de almacenamiento de los colifagos.-
Un concentrado de colifagos de titulo 2,2 x 10* UFP/ mL, fue
evaluado para determinar su estabilidad después de un mes de
almacenamiento a diferentes temperaturas (4 °C, temperatura
ambiente y =70 °C). En el caso de =70 °C se evalué bajo dos
condiciones, una utilizando 20% de glicerol y otra sin glicerol.
Se obtuvo como resultados 6,1 x 10" UFP/ mL a temperatura
ambiente; 2,8 x 10° UFP/ mL a4° C; 2,1 x 10* UFP/ mLa—-70°C
sin adicionar glicerol y 2,1 x 10* UFP/ mL a—70 °C adicionando
glicerol. El almacenamiento durante un mes a temperatura am-
biente y a 4 °C fueron significativamente menores (p<0,0001),
en tanto que a —7/0 °C utilizando glicerol y sin la adicién del
mismo, la pérdida de colifagos no fue significativa (p= 0,8 y p=
0,9 respectivamente) independientemente de si se aplica o no
crioprotector (p= 0,9) (Fig. 1).

Después de 7 meses de almacenamiento a—70 °Cyy sin anadir
crioprotector, el titulo disminuyé de 2,2 x 10 UFP/ mL a 7,2
x 10 UFP/ mL.

(6) Observacién de resultados segin la concentracién de
colifagos.- Cuando la cantidad de colifagos fue 10° UFP por

25000 1
20000 -
15000 -

10000 1

colifagos (UFP/mL)

5000 -

. []

Titulo del concentrado de

Antes de -70°C sin Temperatura

almacenar

-70°C con
glicerol

4°C

glicerol ambiente

Temperatura de almacenamiento de los colifagos
Figura 1. Titulo de una suspension de colifagos somaticos ®174 ATCC

antes de su almacenamiento y posterior a un mes de almacenaje a
distintas temperaturas.

plato de Petri o superior, la sobrecapa bacteriana desaparece
por completo (lisis confluente), obteniéndose un plato de Petri
con una superficie de agar brillante y traslicido. Debido a esta
lisis de la capa bacteriana, el recuento mdximo obtenido por el
método capa doble de agar fue de 200 UFP en cada plato de
DPetri, mientras que por el método capa simple de agar fue de
350 UFP por plato de Petri.

(7) Estandarizacién del volumen de mezcla de reaccién,
vertido en cada plato de Petri.- En el método de capa simple
de agar se observé que voltiimenes de 30, 35, 40 y 45 mL por
plato generaron gran cantidad de burbujas que interfirieron en
la lectura de las UFP, mientras que con voldmenes de 15, 20 y
25 mL, la cantidad de burbujas generadas es minima, de manera
que no limita la lectura de las UFP

(8) Repetibilidad de los métodos.- No hubo diferencias
estadisticamente significativas para los 3 ensayos realizados por
el método capa doble de agar (p= 0,7) (Tabla 1). Todos los re-
cuentos realizados por el métodos capa simple de agar mostraron
el mismo orden de magnitud 1,7x 107 UFP/mL, 1,6 x 107; 2,4
x 107y 3,8x10” UFP/mL.

Comparacién de métodos.- Para un concentrado de colifa-
gos se realizé 3 ensayos por el método capa doble de agar y en
paralelo se realiz6 4 repeticiones por el método capa simple de
agar, obteniendo como promedios 3,8 x 107 UFP/ mL y 2,4 x
107 UFP/ mL, respectivamente. No hubo diferencias estadistica-
mente significativas en la recuperacion de colifagos, por ambos
métodos (p=0,1).

Andlisis y conservacién de las muestras de agua de rio.-
En el primer muestreo del rio Purires se obtuvo un titulo de
colifagos de 2,5 x 102 UFP/100 mL el dia del muestreo y pos-
terior a un almacenamiento de 48 h a 4 °C se obtuvo el mismo
resultado. Para el segundo muestreo el recuento de colifagos se
realiz6 por triplicado, tanto el dia del ensayo como posterior al
almacenamiento de 48 h (Tabla 2). No se encontré diferencia
significativa entre los resultados obtenidos antes y después de
almacenar la muestra (p= 0,8).

En un tercer muestreo realizado en el Rio Purires se deter-
mind tanto la concentracién de coliformes fecales, como la de
colifagos, obteniéndose los siguientes resultados: 280 NMP/100
mL y 233 UFP/100 mL respectivamente.

Tabla 2. Titulo de colifagos obtenido por el método capa simple de
agar, en las muestras del segundo muestreo del rio Purires, Cartago,
Costa Rica, el dia del muestreo y después de 48 horas de almace-
namiento a 4 °C.

UFP/100 mL
Ensayo Dia del Posterior a48 h
muestreo a4°C
1 301 248
2 280 217
3 253 268
Titulo promedio 278 2443
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Discusion

Los métodos de capa simple y capa doble de agar descritos en
SMEWW (APHA 2005) y EPA (EPA 2001) han sido amplia-
mente utilizados con algunas modificaciones en diferentes labora-
torios (Paz et al. 2003, Muniesa & Jofre 2004). En el caso de esta
investigacidn, se determiné que los métodos se ven afectados por
muchas variables como la densidad dptica del cultivo bacteriano,
temperatura de almacenamiento del fago, condicién fisiolégica
de la bacteria hospedera, relacién en la concentracién colifagos-E£.
coli, entre otros aspectos; pero una vez que se tienen controladas
estas variables, los resultados se comportan de manera repetible.

La bacteria hospedera E.coli debe encontrarse en fase loga-
ritmica para que el virus se replique adecuadamente, ya que la
generacion de nuevas particulas virales depende de la replicacién
del material genético bacteriano (Breitbart et al. 2005). Para la
reproduccion de colifagos por el método capa doble de agar des-
crito por APHA, el cultivo secundario de E. coli se incuba 6 horas
antes de inocularlo con los colifagos; sin embargo, si se compara
este tiempo de incubacidén con las curvas de crecimiento descritas
para E. coli (Ramirez et al. 2005), estas sugieren que dicha bacteria
no se encuentra en fase de crecimiento exponencial, sino en fase
estacionaria, en la cual hay equilibrio entre la muerte y divisién
de la bacteria o ella simplemente deja de dividirse (Prescott 2002),
lo que podria afectar la replicacion del fago. Ademds, periodos
de incubacién prolongados generan cultivos bacterianos muy
densos, como sucedié al aplicar el método de APHA, esto hace
que las filtraciones sean mds lentas y que aumenten las pérdidas
en la recuperacién de los colifagos, porque éstos pueden quedar
atrapados entre los restos bacterianos dispuestos sobre los filtros
de 0,22 pm; y como se observa en nuestros resultados, al hacer
pasar una solucién de colifagos por filtros tapizados con los restos
de la bacteria hospedera, la concentracién de los fagos disminuye
2 logaritmos en el titulo de los colifagos, de aqui la importancia
de que la incubacién de la E. coli-colifago se realice entre 4 y 6
horas para evitar un cultivo excesivamente denso.

La alta densidad bacteriana también afecta el recuento de
colifagos, ya que cuando el cultivo es muy denso, la sobrecapa
bacteriana es confluente, por lo cual aunque el virus logre la lisis
de las de E. coli, el exceso de bacterias impide la observacién de
las zonas de aclaramiento (UFP). El ajuste de la concentracién
bacteriana mediante la aplicacién de McFarland 1 (aproximada-
mente 3x10® UFC/ mL), mejor6 la lectura de la prueba, ya que se
logré obtener un cultivo bacteriano menos concentrado. Por esta
razdn se propone como un método alternativo, principalmente
para laboratorios que no cuenten con biofotémetro. Otros mé-
todos de referencia como el ISO 10705-2, propone la reduccién
de los tiempos de incubacién de la bacteria (ISO 1999).

El uso del biofotémetro fue de utilidad para ajustar de manera
exacta la concentracién de bacterias en el medio de cultivo. Los
resultados de recuento de colifagos en las dos densidades dpticas
extremas recomendadas por el método de la EPA (0,1 y0,5), no
produjeron resultados adecuados para la ejecucién del ensayo,
mientras que al utilizar un cultivo de bacteria hospedera con
valores de DO cercanos a 0,3 produjo una sobrecapa bacteriana
6ptima que permitié una adecuada delimitacién de las UFP; atin
cuando el recuento de las UFP era alto.

En cuanto a la optimizacién de la edad del cultivo bacte-
riano, se demostré que se puede lograr un cultivo de bacteria

hospedera en fase logaritmica en 4 horas, obteniendo los mismos
resultados que al utilizar un cultivo con mds dias de incubacién
que también se encuentre en fase logaritmica. Esto es de gran
importancia ya que de esta manera el tiempo de preparacion
del cultivo bacteriano se reduce de 3 dias (24 horas en total,
segtin protocolo APHA) a 4 horas. La preparacién de la bacte-
ria hospedera el mismo dia del ensayo, ha sido descrito para la
determinacién de colifagos somdticos segin el manual de ISO
10705-2 (ISO, 1999) y para la evaluacién los bacteriéfagos de
Bacteriodes fragilis (Araujo et al. 2001).

La temperatura éptima para el almacenamiento de colifagos
es de =70 °C, lo cual es un hallazgo de importancia ya que esta
informacién no se especifica en los métodos de referencia (APHA
2005, EPA 2001, ISO 1999), los datos que se encuentran en
la literatura son escasos y basados en ensayos con otros tipos de
bacteriéfagos (Feng et al. 2003, Méndez et al. 2002). A pesar de
que—70 °C fue la temperatura méds adecuada para almacenar los
colifagos, si se observé una pérdida de los mismos tras 7 meses
de almacenamiento.

Para una adecuada lectura de los resultados es importante re-
visar minuciosamente los platos de Petri para notar las diferencias
entre un plato negativo y uno con una alta concentracién de
colifagos, ya que ninguno presenta UFP; ademds es importante
que cada plato contenga entre 15 y 25 mL de agar para evitar
la formacién de burbujas producto del metabolismo de E. coli
(McFaddin 2003) que interfieren en la lectura de las UFP.

Una vez que variables como tiempo de incubacién de la
bacteria, y temperatura de almacenamiento de fagos se han
optimizado, los métodos de capa doble y capa simple de agar
se comportan de manera repetible. Capa simple de agar es una
técnica mds répida y mds econdmica, sin embargo, su utilidad
es limitada cuando la contaminacién de la fuente de agua es alta
y no se ha diluido la muestra previamente.

En los ensayos realizados para esta investigacién no se en-
contré diferencias significativas al comparar los recuentos de
colifagos obtenidos por ambos métodos.

El protocolo de la EPA (EPA 2001) menciona que la muestra
de agua debe ser analizada como méximo 48 horas posterior a
su recoleccién, otros autores han mencionado que la muestra de
agua puede mantenerse a 5 — 8 °C incluso por 3 dias sin presentar
una pérdida significativa, ni aumento de colifagos (Méndez et
al. 2002, Muniesa & Jofre 2004, Jofre 2009). Para el caso de
esta investigacion se demostrd que las muestras de agua de rio,
pueden ser almacenadas durante 48 horas, a 4 °C posterior a su
filtracién, sin que se reduzca el nimero de colifagos.

Por otro lado la similitud encontrada entre el nimero de
colifagos y el nimero de coliformes fecales concuerda con los
resultados encontrados para aguas crudas, en otras investigacio-
nes (Paz-y-Mifio et al. 2003, Campos et al. 2008, Skraber et al.
2004). Sin embargo, no se cuenta con una interpretacién de los
resultados obtenidos para las aguas de rio, debido a que no se ha
establecido un valor limite para colifagos en aguas crudas. Las
Guias para la Calidad del Agua de Bebida, de la Organizacién
Mundial de la Salud, indican que se han encontrado concentra-
ciones de colifagos somdticos de 10° UFP/100 mL en aguas de
desecho y de 10* UFP/100 mL en aguas de rios y lagos (OMS
2008). Por otro lado, estudios realizados en rios de diferentes
regiones han encontrado concentraciones de colifagos en un
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orden de magnitud de 10" UFP/100 mL, 10° UFP/100 mL
(Paz-y-Mifio et al. 2003, Skraber et al. 2004).

En este trabajo, las concentraciones mis altas de colifagos
(10*/100 mL) fueron encontradas en los puntos més lejanos a
la naciente del rio Purires, donde se observd captacién directa
del agua para el riego de lechugas. Esto representa un riesgo para
la salud debido a elevada probabilidad de que virus entéricos y
otros agentes patégenos estén presentes en esta agua, lo cual es de
especial importancia siendo la lechuga un alimento de consumo
crudo. A pesar de esta situacién, en Costa Rica no hay estudios
epidemioldgicos de las aguas, ni controles sobre las captaciones
directas que se hacen en los rios, ain cuando estas se realizan
en zonas evidentemente contaminadas. Por lo tanto, la imple-
mentacién y ensayo de estos métodos de conteo en placa viene
a ser un paso inicial para realizar estudios de contaminacién de
estas fuentes de agua.

Como se determin en esta investigacion, es importante que
antes de iniciar el andlisis de la presencia de colifagos somdticos
en las fuentes de agua, los laboratorios implementen y corrobo-
ren la funcionalidad de los ensayos basados en métodos estindar.
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