UNIVERSIDAD DE COSTA RICA
FACULTAD DE MICROBIOLOGIA
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN SALUD (INISA)

“IMPLEMENTACION DE LOS METODOS DE DOBLE CAPA DE AGAR Y
CAPA SIMPLE DE AGAR, PARA LA DETERMINACION DE COLIFAGOS
SOMATICOS EN AGUAS”

Trabajo final de graduacion para optar por el grado de

Licenciada en Microbiologia y Quimica Clinica

Preparado por:

Melissa Solano Barquero

JULIO, 2010



UNIVERSIDAD DE COSTA RICA
VICERRECTORIA DE DOCENCIA

FACULTAD DE MICROBIOLOGIA
CIUDAD UNIVERSITARIA RODRIGO FACIO

Acta de presentacion de Requisito Final de Graduacion

Sesion del Tribunal Examinador celebrada el martes 06 de julio del afio 2010 con el objeto de
recibir el informe oral de la estudiante MELISSA SOLANO BARQUERO, carné A45105,
quien se acoge al Reglamento de Trabajos Finales de Graduacion bajo la modalidad de
PRACTICA DE GRADUACION, para optar por el grado académico de LICENCIADA EN
MICROBIOLOGIA Y QUIMICA CLINICA y el titulo profesional d¢ DOCTORA EN
MICROBIOLOGIA Y QUIMICA CLINICA.

Estan presentes los siguientes miembros del tribunal:

Dr. José Antonio Gené Valverde PRESIDENTE
Dra. Marianela Vargas Umafia

Dra. Luz Chacén Jiménez

Dra. Kenia Barrantes Jiménez

Dra. Rosario Achi Araya

ARTICULO 1

El presidente informa que el expediente de MELISSA SOLANO BARQUERO, contiene todos
los documentos de rigor, incluyendo el recibo de pago de los derechos de graduacion. Declara
que la postulante cumplio con todos los demas requisitos del plan de estudios

correspondientes, y por lo tanto, se solicita que proceda a hacer la

expOSIC1On.

ARTICULO 2

La postulante MELISSA SOLANO BARQUERO, hace la exposicion oral de su trabajo de
graduacion titulo "Implementacion de los

métodos de doble capa de agar y capa simple de agar para la determinacion de colifagos en
aguas".

i



ARTICULO 3

Terminada la disertacién, los miembros del Tribunal Examinador
interrogan a la Postulante durante el tiempo reglamentario y, una vez
concluido el interrogatorio, el Tribunal se retira a deliberar.

ARTICULO 4

El tribunal considera el trabajo final de graduacién satisfactorio y le
confiere la calificacion de: /00 W praoman e pencuaw Hon m.’%,‘oa» .

ARTICULO 5

El presidente del Tribunal comunica a la Postulante el resultado de la
deliberacion y la declara acreedora al grado de Licenciada en
Microbiologia y Quimica Clinica y al titulo profesional de Doctora en
Microbiologia y Quimica Clinica.

Se le indica la obligacién de presentarse al acto publico de
juramentacién al que serd oportunamente convocada. Se da lectura
al acta que firman los Miembros del Tribunal Examinador y ala

Postulante, alas___ /2:34 horas.
e/
Dr. JoséAntdhio Gené Valverde MDra. Marian aly argas Umana
Presidente
:fOW ﬁ/{ %)\\&w«n k( 2
Dra.‘Luz Chacén Jiménez Dra. Kerfa Barrantes Jiménez

Hdd M, [

Dra. Rosario Achi Araya a Solano Barquero

Postulante



Dedicatoria

Les dedico esta tesis a mi madre y
hermanos por todo el apoyo que me han

brindado siempre.

v



Agradecimientos

A Luz Chacon, tutora de esta tesis, por su apoyo y valiosos aportes a este
proyecto.

A Kenia Barrantes y Rosario Achi, lectoras de del proyecto, por su interés y
apoyo brindado en el desarrollo de éste.

A Alejandro y Jorge por su colaboracion en el montaje de las pruebas y los

muestreos.

A Victor, Gerardo y Marvin por su ayuda desinteresada.

A Carolina Santamaria y Sergio Solano por sus aportes para el andlisis

estadistico.

A mi familia y amigos por estar siempre a mi lado.



Indice

1. INTRODUCCION......ootriumriiriireeisesesesesseesssesse sttt i
1.1 Importancia de la deteccion de VIrus €N agUas........c.cccvveevierreerieereerrerreeseesseesseeseesnesneans 1
1.2 Métodos para el analisis de la presencia de virus €n agua.........cccceeeeeveeeieenieeneeneeneeneenns 3
1.3 Situacion n Costa RICA ......coouiiiiiiiiiiiiii ettt sttt et esaee s ens 5
2. JUSTIFICACION ......coomiiimiiimieeseressesissesesssessses sttt 7
3. OBIETIVOS ettt ettt ettt ettt s b et e st et e bt e st e tesaeentesaeeneens 9
ODJetiVO ERETAL. .........cocuieiiiiiieieee ettt ettt a ettt e te e bt e s e s ea 9
ODJELIVOS ESPECTIICOS .....ccvveeieesiieeieeciieriesitestestesaeasseesteesseesstessseasseasstesssesssesssessseassaessaesssesssenns 9
4. MATERIALES Y METODOS.........oitiiieeeeeeeeeseeeeeeees oo 10
4.1 CePAaS DACIETIANAS. ....cuveereereerreerteestresereeseareeseesseesseesssessseasseessaesseesssesssesssessseesseessesssenssns 10
4.2 CPAS VITALES. .eueieeiiiiiieie ettt ettt ettt sh e sttt e et e bt e bt e s nteenbeeabeebe e neeaes 10
4.3 ProtOCOI0S DASE ..ccuveiiiiiiieieeieeste ettt sttt ettt ettt st ettt e b e as 10
4.4 Medios de CUtIVO Y TEACHIVOS ..eveervreeireeiierierieieeseesteeseresreesseesteesseesssesssessseesseesseesseenens 11
4.5 Procedimientos ensayados para lograr la obtencion de la bacteria hospedera en fase
LOGATTEIMICA ...enietieiie ettt ettt ettt ettt et et e bt e st e e sateeateenteesbeesseesneeeabeenbeenseennes 12
4.6 Procedimiento de muestreo de agua de rio, aplicado para las metodologias capa doble de
agar y capa SIMPIE A€ QAT .........cccveiiiiiieieerieesie ettt et e e e e b e esbeesaesseessaessseasseesseesseenens 15
4.7 METODO 1: Capa doble de agar...........c.cecuieiieiienieiieeieeieeie ettt 16
4.8 METODO 2: Capa SImple de agar.........c.cecueeiuieriienieiienieeie ettt ettt 23
4.9 Metodologia combinada capa doble de agar/capa simple de agar...........cccevvevvereennnnee. 27
5. RESULTADOS ..ottt ettt ettt ettt be e et e seessessesseessesseessensesssensesssensas 28
5.1 RESULTADOS PARA LAS MUESTRAS DE AGUA INOCULADA..........ccooueeeeeaeananann. 28
5.1.1 METODO 1: Capa doble de agar ..o 28
5.1.2 METODO 2: Capa simple de gar ..........c.cccoeuiiiiiiniiniiiines 37
5.1.3 METODO 3: combinacion capa doble de agar/capa simple de agar.........c..ccc.c....... 39
5.1.4 Comparacion entre los métodos capa simple de agar y capa doble de agar 40

5.2 RESULTADOS PARA LAS MUESTRAS DE AGUADE RIO ...........ccooooveeeeeeeeeeenn. 41
5.2.1 Muestreos en Rio Cascajal (Coronado) .........ceevveevieerieriieeiieeieerieeseeseesvesveeveesnens 41
5.2.2 Muestreos en el Rio Coris (Cartago) .......cccveevvrevreerreereenieeieeireesreesieessessesseeveessens 41

6. DISCUSION ....couiiimmriimneesaeesesesesss st ssss st st ssss sttt esenes 46

7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ......cooiiiiiiieneneeeseetee ettt 61

8. REFERENCIAS ... oottt ettt ettt ettt et e st e ese et e e teeneeseeneenseeneeneas 64

AATIEXOS vttt ettt ettt sttt et e b e bttt ettt et e b e bt bt s et e a et e bt e bt e he e sat e sat e e n e b e e beenaee 68

vi



Solano Barquero, Melissa

Implementacion de los métodos de doble capa de agar y capa simple de agar, para la
determinacién de colifagos somaticos en aguas.

Proyecto de graduacion — Facultad de Microbiologia, Instituto de Investigaciones en
Salud (INISA), San José C.R.

M. Solano B. 2010

Resumen

Las consecuencias para la salud de los virus presentes en agua, plantea la imperiosa
necesidad de contar con metodologias sencillas que permitan determinar la presencia de
los mismos.

Dentro de estas metodologias, se puede mencionar la deteccion de colifagos. Los
colifagos somaéticos son virus que infectan y se replican en Escherichia coli. Durante
muchos afios la deteccion de estos virus ha sido aplicada como indice de contaminacion
fecal, ademas se ha determinado que tienen un comportamiento ambiental similar al de
los virus entéricos humanos, por lo cual su hallazgo es presuntivo de la presencia de
estos virus patdgenos.

En este trabajo se implementaron, optimizaron y compararon los métodos capa
doble de agar y capa simple de agar descritos por la American Public Health Asociation
(APHA) en el y por la Enviromental Protection Agency’s (EPA), para la deteccion de
colifagos somaticos en aguas. Se determind que para las condiciones del laboratorio es
necesario realizar algunas modificaciones y que una vez controladas ciertas variables de
los métodos, se obtienen resultados reproducibles y comparables entre ambos métodos.

COLIFAGOS SOMATICOS, DETERMINACION DE VIRUS EN AGUA,
METODOS DE DETECCION DE VIRUS
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1. INTRODUCCION

1.1 Importancia de la deteccion de virus en aguas.

El agua es un elemento vital para todos los seres vivos, cumple un papel
fundamental en la salud de las personas y en el sostenimiento de la vida en el planeta,
sin embargo, es uno de los recursos mas vulnerables a las acciones del ser humano y de

la naturaleza.

Actividades humanas como la industria, agricultura, ganaderia, navegacion y las
actividades domeésticas, generan distintos tipos de desechos que contaminan las aguas.
Especial atencion, merecen los vertidos de aguas residuales en aguas superficiales, ya

que muchas se destinan al consumo humano.

La contaminaciéon de aguas con aguas negras, representa un alto riesgo de
transmision de enfermedades a los seres humanos, ya que las deposiciones fecales
humanas y de animales contienen diversos tipos de microorganismos enteropatdogenos,
dentro de los cuales podemos encontrar bacterias como Salmonella, Shigella,

Aeromonas, Campylobacter, algunos protozoarios y varios tipos de virus (Borrego et

al. 1990).

Al respecto, la Organizacion Mundial de la Salud, informa que aproximadamente 2
millones de personas mueren cada afio, debido a enfermedades diarreicas
frecuentemente asociadas al consumo de agua o alimentos contaminados, donde los mas

afectados son los nifios menores de 5 afios (OMS, 2009).

A pesar de que las aguas pueden ser contaminadas por una gran gama de
microorganismos, para determinar su calidad microbiologica, por lo general se analiza
unicamente, la presencia de ciertas bacterias, las cuales no reflejan el comportamiento

de patogenos virales, ni de otros parasitos como protozoarios (Borrego et al. 1987).



Cuando las aguas residuales son sometidas a un proceso de descontaminacion los
patogenos bacterianos se ven disminuidos o eliminados. Es por ello que en los paises
que cuentan con un sistema de tratamiento de aguas eficaz, los brotes diarreicos
ocasionados por agua o alimentos contaminados, ya no son originados en su mayoria

por bacterias, sino por virus (Bofill-Mas et al. 2005).

Alrededor de 140 tipos de virus entéricos pueden ser transmitidos a través del agua,
estos virus se replican en el tracto gastrointestinal y son excretados por los individuos
infectados (Vidales et al. 2004). Entre los virus entéricos mas importantes se encuentran
enterovirus, virus de hepatitis A y E, calicivirus, rotavirus y astrovirus (Leclerc et al.

2000).

Los enterovirus pertenecen a la familia Picornaviridae y dentro de ellos los
principales especies son poliovirus, coxsakievirus A, echovirus y enterovirus 68-71,
estos virus estan asociados a infecciones del sistema nervioso, oculares, respiratorias,

miocarditis, diarrea y anomalias cardiacas congénitas (Bofill-Mas et al. 2005).

El cuadro clinico mas frecuente causado por estos virus es la gastroenteritis, la cual
es causa de mortalidad en paises en vias de desarrollo y en paises industrializados,

afectando principalmente a los grupos extremos de edad (Gangarosa et al.1992).

Otras manifestaciones de estos virus son fiebre, fatiga, dolor de cabeza, anorexia,
mialgia, meningitis aséptica, encefalitis, sindrome de mano-pie-boca, sintomas
respiratorios, demencia, ataxia, pérdida de memoria, herpangina y paralisis (Richman, et
al. 2002). Estos cuadros pueden presentarse a repeticion, si la persona se infecta
nuevamente con el virus, ya que algunos de estos microorganismos no generan

proteccion inmunitaria a largo plazo (Campos, 2003).

Como grupo, los virus sobreviven mas tiempo que las bacterias o los protozoarios en
el medio ambiente. Tienden a adsorberse a las superficies lo cual les protege ante

condiciones adversas y prolongan su supervivencia en el agua. Los virus entéricos son



dificiles de detectar en las muestras ambientales ya que por lo general su concentracion

en grandes volimenes de agua es escasa (Reynolds, 2001).

1.2 Métodos para el analisis de la presencia de virus en agua

Uno de los métodos utilizados para la deteccion de la presencia de virus en aguas es
el cultivo celular, el cual lleva un proceso de identificacion laborioso y costoso, provee
resultados lentos, se deben aplicar distintas lineas celulares, segun el tipo de virus que se
quiera detectar y ademas es un procedimiento delicado que requiere ser realizado por

personal calificado (Reynolds, 2001).

Otros métodos para la deteccion de estos virus, se basan en biologia molecular,
sobre todo en PCR (reaccion en cadena de la polimerasa, por sus siglas en inglés), sin
embargo, la mayoria de estos métodos se encuentran atn en desarrollo (Bofill-Mas et

al. 2005), y su implementacion requiere de un alto presupuesto econdmico.

Han sido descritas también, metodologias mas sencillas, basadas en la aplicacion de
indicadores virales cuya presencia se relaciona con la posible existencia de virus

patdgenos humanos, como virus entéricos.

Dentro de estas metodologias, se pueden mencionar métodos como la deteccion de
colifagos. Los colifagos son virus que infectan y se replican en Escherichia coli (Armon
y Kott, 1996), estos fagos usan como hospedero especificamente a Escherichia coli del
tracto gastrointestinal de organismos de sangre caliente, esto permite asegurar que su
presencia en el ambiente se debe exclusivamente la excrecion de materia fecal (Paz-y-

Mifio et al. 2003).

La permanencia de los colifagos en el ambiente es de larga duracion y se ha visto
que resisten los procesos de purificacion del agua de forma muy similar a los virus

entéricos que afectan a los humanos, esto los convierte en excelentes parametros para



determinar contaminaciéon fecal y funcionar como marcadores del proceso de

tratamiento de aguas (Skraber et al. 2004).

Los colifagos han sido ampliamente estudiados. Se han descrito dos grandes grupos,

los somaticos y los llamados macho especificos (F") (Cole et al. 2003).

Los colifagos somadticos son virus de ADN que infectan la bacteria hospedera
atravesando su membrana celular y los colifagos F* son virus que pueden ser ADN o

ARN e infectan a las cepas de E.coli macho, por medio del pilus-F (EPA, 2001).

Comparando entre ambos grupos, la mayor ventaja en la deteccion de los colifagos
somaticos, es que generalmente se encuentran en mayor concentracion que los colifagos
macho especifico en aguas potables, superficiales y residuales, esto debe ser tomado en
cuenta sobre todo en cuando se ensayan muestras de agua, cuyo grado de contaminacion

se espera bajo (Wentsel ef al.1982).

Las metodologias relacionadas con colifagos han sido descritas por varios
organismos internacionales, entre ellas la Agencia de Proteccion Ambiental de EEUU
(EPA, por sus siglas en inglés), que detalla el método para la deteccion de colifagos
somaticos y F' por el procedimiento de capa simple de agar (EPA, 2001). Por otro lado
el Standard Methods of Examination Water and Wastewater (SMEWW) de American
Public Health Asociation (APHA, 2005) también ha descrito el método para la
deteccion de colifagos somaticos por el procedimiento de capa doble de agar y capa
simple de agar. Estos procedimientos son aplicables en paises en vias de desarrollo ya

que proveen resultados rapidos y accesibles econdémicamente.



1.3 Situacion en Costa Rica

En Costa Rica, el 96% de las aguas negras recolectadas se disponen en los rios, sin
ningin tratamiento (AyA, 2002). Lo cual es preocupante si se considera que una
persona infectada puede excretar concentraciones de hasta 10'" particulas virales por
gramo de heces, inclusive en los casos asintomaticos. Las particulas virales pueden

llegar a contaminar cuerpos de agua tanto superficiales como subterraneos (Vidales, et

al. 2004).

Un 12 % de los acueductos de Costa Rica son abastecidos con aguas superficiales,
las cuales provienen de rios, quebradas y embalses (MS, 2004); estas aguas son
sometidas a procesos de potabilizacion y luego distribuidas por los acueductos a una
parte importante de la poblacion, sin embargo una de las mayores problematicas es que
por lo general los virus entéricos son muy resistentes a los sistemas de purificacion de

aguas (Wescot y Ayres, 1990).

Algunas de las enfermedades vinculadas con el agua, que se presentan con
frecuencia en el pais son: disenteria amebiana, disenteria bacilar, colera, hepatitis A,

fiebre paratifoidea, y tifoidea (AyA, 2002).

En un estudio en el que se recopilan los datos de 22 brotes de diarrea ocurridos en el
pais de 1999 al 2001, se determina que en un 52% de los brotes el agente causal es
desconocido, 12% son causados por virus, 22% bacterias, 7% sustancias quimicas y el
mismo porcentaje es provocado por protozoarios (Valiente,2001). A pesar de que el
porcentaje de brotes causados por virus parece ser bajo, se debe mencionar que son los
que afectan mayor numero de personas y ademas existen grandes dificultades para la
identificacion de los mismos, ain en paises desarrollados, por lo que es probable que

incluso parte del 52% donde el agente causal es desconocido, pueda deberse a un virus.

En el ambito legal, el marco normativo de Costa Rica, define el agua como potable

cuando cumple con las disposiciones organolépticas, fisicas, quimicas, biologicas y



microbioldgicas establecidas por el Ministerio de Salud en el “Reglamento Calidad del
Agua Potable” Decreto N° 32327-S, sin embargo en esta reglamentacion, los
parametros microbioldgicos para determinar la calidad del agua, sefialan unicamente

determinacion de la concentracion de coliformes fecales y de Escherichia coli (MS,

2005).

Actualmente se carece de informacion sobre el perfil viral de las aguas en Costa
Rica, por lo que la deteccion de colifagos, lograria ampliar el conocimiento
microbioldgico de las mismas. Solo si se posee una adecuada nocioén de la calidad de
las aguas, se podran adoptar medidas para asegurar de manera mas fiable la potabilidad

de la misma.



2. JUSTIFICACION

Aproximadamente dos millones de personas mueren cada afio, debido a
enfermedades diarreicas, frecuentemente asociadas al consumo de agua o alimentos

contaminados, donde los mas afectados son los nifios menores de cinco anos.

La presencia de diversos microorganismos tales como bacterias, protozoarios y
virus, en el agua de consumo, genera brotes diarreicos y a pesar de que se realizan
esfuerzos por garantizar la inocuidad de este liquido vital, se tiene el problema de que
los métodos tradicionalmente utilizados para detectar contaminacién fecal, estdn

basados exclusivamente en la deteccidon de bacterias.

Estos métodos basados Unicamente en la deteccion bacteriana, no reflejan el

comportamiento de patdégenos virales, ni de otros parasitos como protozoarios.

Esto es preocupante ya que la presencia de virus en aguas, causa infecciones virales
que pueden provocar desde gastroenteritis hasta casos graves de paralisis y muerte.
Estas infecciones son de especial importancia en individuos inmunosuprimidos, en los

cuales sus manifestaciones suelen ser mas severas.

Otro aspecto importante de sefialar, es que la mayoria de las metodologias aplicadas
para la determinacion de virus en aguas, se basan en la deteccion de un virus en
especifico, lo que conlleva un procedimiento largo y costoso, que no permite un rastreo
general de virus patogenos; esto aunado al hecho de que la mayoria de estas
metodologias no se encuentran bien estandarizadas, son las razones por las cuales

muchos de los paises se ven imposibilitados para implementarlas.

En Costa Rica, la reglamentacion para agua potable, establece dentro de los
lineamientos microbioldgicos, unicamente indicadores bacterianos, esto es preocupante
pues como lo sefala la literatura, los sistemas de purificacion de aguas utilizados,

disminuyen sustancialmente las cargas bacterianas, sin embargo, los virus suelen ser



suelen ser mas resistentes a estos procesos de desinfeccion, y ademds sus dosis

infectantes suelen ser bajas (Wescot, 1990; Payment, 1993).

Contar con un sistema de deteccion de virus, es indispensable para la salud publica y
dentro de esta perspectiva se enmarca el principal objetivo de este proyecto, que es
implementar y optimizar dos métodos descritos en la literatura, para la deteccion de
virus indicadores, que puedan ser utilizados para conocer el perfil viral de las aguas de

Costa Rica.

Estos métodos que se pretenden implementar se basan en la deteccion de colifagos
somaticos, que se han sugerido y aplicado en otros paises como indicadores de la
contaminacion del agua, asi como posibles modelos para virus entéricos ya que se
asemejan a éstos en su persistencia ambiental, su comportamiento ante las tensiones
ambientales, variacion estacional, grado de resistencia a la cloracion y ademas parecen
eliminarse a un ritmo comparable en los procesos de tratamiento de aguas, por lo cual
una muestra positiva por colifagos tiene una alta probabilidad de ser positiva por

enterovirus (Cole ef al. 2003).

La deteccion de colifagos es a la vez rapida y econdmica si se compara con otros
métodos para el andlisis de virus en aguas, por lo cual es una opcién para ser

implementado en paises poco desarrollados.



3. OBJETIVOS

Objetivo general.

Implementar y optimizar el método de doble capa de agar y de capa simple de agar,
para la determinacion de colifagos somaticos en aguas y probarlo en matrices de agua

de rio en Costa Rica.

Obijetivos especificos

. Probar el método de doble capa de agar descrito en SMEWW de APHA (APHA, 2005)
para determinacion de colifagos somaticos en agua y optimizarlo para las condiciones

del laboratorio.

. Probar el método capa simple de agar descrito en SMEWW de APHA (APHA, 2005) y
en EPA (EPA, 2001) para determinacion de colifagos somaticos en agua y optimizarlo

para las condiciones del laboratorio.

. Comparar los métodos de doble capa de agar y capa simple de agar, en términos

econdmicos, de facilidad en el procesamiento de muestras y en términos de eficacia en

la recuperacion de unidades formadoras de placas.



1. MATERIALES Y METODOS

4.1 Cepas bacterianas

Escherichia coli 13706 ATCC.

Para recuperar el liofilizado de la bacteria hospedera E.coli 13706 ATCC, se
siguieron los lineamientos estipulados por la ATCC. Se reconstituyo el liofilizado con
caldo tripticasa soya (CTS, marca Oxoid®). Se cultivé en platos con agar tripticasa soya
(ATS, marca Oxoid®™) al 1,5%. Se tomaron colonias individuales que se inocularon en
CTS. Se incubd 16 horas a 36,5 °C £ 2,0 °C y finalmente se almacenaron a -70 °C con

glicerol.

4.2 Cepas virales

Colifago ®174 ATCC

Se reconstituyo el stock de colifagos @174 ATCC, CTS y se almacend a 4 °C. Este
stock fue amplificado tomando 0,2 ml e incubandolos en 25-30 ml de cultivo de E.coli
13706 ATCC en fase logaritmica durante 4-6 horas a 36,5 °C £ 2,0 °C. Para los ensayos
se utilizaron concentrados virales o diluciones que se obtuvieron a partir de

amplificados del stock de colifagos @174 ATCC.

4.3 Protocolos base

4.3.1 Para la deteccion de colifagos somaticos por el método de capa simple de agar

se tomd como base:

- El protocolo 1602 de la EPA para la deteccion de colifagos somaticos y macho

especificos (EPA, 2001).
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El protocolo 9224 E de SMEWW (APHA, 2005)

4.3.2 Para la deteccion de colifagos somaticos por el método de capa doble de agar

se tomd como base:

El protocolo 9224 B de SMEWW (APHA, 2005).

A partir de estos protocolos se realizaron modificaciones para optimizar el método.

Estas modificaciones se detallan en la seccion de metodologia y resultados ya que se

ensayaron tomando como base los resultados obtenidos.

4.4 Medios de cultivo v reactivos

Extracto de carne 1,5%: Lab-Lemco OXOID® LP0029

Solucidn de glicerol al 50%:

Caldo tripticasa soya (CTS): OXOID® CM-0129

Agar tripticasa soya (ATS) 1,5%: CTS OXOID® CM-0129 y Agar SIGMA®
A7002

Agar tripticasa soya 1,2% de doble concentracién: CTS OXOID® CM-0129 y
Agar SIGMA® A7002

Agar tripticasa soya 0.7%: CTS OXOID® CM-0129 y Agar SIGMA® A7002
Tubos para dilucién con triptona (tubos con CTS): CTS OXOID® CM-0129 y
Agar SIGMA® A7002.

Solucién de cloruro de calcio (CaCly): MERCK® Art 2386

Filtros: 0,22 um Sartorius”

La preparacion de estos medios de cultivo y reactivos puede encontrarse en el

Anexo 1.
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4.5 Procedimientos ensayados para lograr la obtencion de la bacteria hospedera

en fase logaritmica

Para utilizar la bacteria hospedera en la deteccion de los colifagos somadticos esta
debe encontrarse en fase logaritmica. Para llegar a ello se ensayaron 4 métodos que se

describen a continuacion.

4.5.1 Metodologia basada en tiempos de incubacidén

Se inocul6 una asada de la cepa E.coli ATCC 13706 en 5 ml de CTS. Se incubd en
agitacion por 16 horas a 36,5 °C = 2,0 ° C. Se transfirieron 1,5 ml del cultivo a un
erlenmeyer con 30 ml de CTS y se incubd por 4 horas en agitacion. Se almaceno el

cultivo a 4 °C hasta su uso. Antes de inocular con el colifago, el cultivo bacteriano se

incubd 2 horas mas en agitacion 36,5 °C £2,0 ° C (APHA, 2005).

4.5.2 Metodologia utilizando un estandar de McFarland 1%

Esta metodologia es similar a la descrita por APHA en SMEWW vy fue desarrollada
en el laboratorio. En un tubo de ensayo con 5 mL de CTS se inoculd una asada de la
cepa de trabajo E.coli ATCC 13706, se incub6 por 16 horas a 36,5 °C £ 2,0 ° C, a partir
de este cultivo se transfirieron volimenes a otro tubo de ensayo con 5 mL de CTS, hasta
alcanzar una turbidez semejante a un estandar de McFarland 1%. A partir del ultimo se
transfirieron 1,5 ml a un erlenmeyer con 30 ml de CTS y se incubd por 4 horas en

agitacion a 36,5 °C = 2,0 ° C. El cultivo se almacen6 a 4 °C hasta su uso.
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4.5.3 Metodologia utilizando espectrofotometria

En un erlenmeyer con 25 ml de CTS se inocul6 una asada de la cepa E.coli ATCC
13706 y se incubo a 36,5 °C £+ 2,0 ° C en agitacion por 18-20 horas. Se transfirieron 0,1
a 1 ml de este cultivo a otro erlenmeyer con 25 ml de CTS el cual se incubd en agitacion
por 4 horas. Terminada la incubacién se tomo una alicuota y se le determind la
absorbancia en un Eppendorf ® BioPhotomer plus a 560 nm. De acuerdo al protocolo la
DO debe encontrarse entre 0,1-0,5 unidades de densidad optica (DO). Cuando la DO
fue baja se incub6 el cultivo por mas tiempo, cuando la DO fue mas alta se diluyo en

CTS hasta obtener una DO adecuada. Se almaceno el cultivo a 4 °C hasta su uso.

4.5.4 Metodologia utilizando espectrofotometria y diminuyendo tiempos de incubacion

de E. coli

Para el ensayo de las muestras se utiliz6 una modificacion al método
espectofotométrico descrito por EPA, se variaron los tiempos de incubacion de la
bacteria. En un erlenmeyer con 25 ml de CTS se inocularon entre 2 y 3 asadas grandes
del cultivo congelado de E.coli ATCC 13706, se incub6 a 36,5 °C £+ 2,0 °C por 4-5

horas, se determiné y ajusto la DO.

Con el fin de validar la modificacion del método descrita anteriormente, se realizo
un ensayo de efecto del tiempo de incubacion de la E.coli 13706 ATCC, sobre la

determinacion del titulo de un concentrado de colifagos.

En este ensayo se utilizo un concentrado de colifagos diluido10™. Se analizd
siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 4.7.3, con la variante de la aplicacion
de cultivos de E.coli con diferentes tiempos de incubacion. La obtencién de los cultivos

se detalla a continuacion y puede observarse de manera esquematizada en el Anexo 5
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- Cultivo de E.coli con un dia de incubacion: se obtuvo inoculando 3 asadas de la
bacteria en 30 ml de CTS, se incubo a 36,5 °C £ 2,0 °C en agitacion durante 4 horas o

hasta lograr una DO adecuada.

- Cultivo de E.coli con dos dias de incubacion: el dia uno se inocul6 una asada de la
bacteria en un tubo con 5 ml de CTS, se incub6 a 36,5 °C + 2,0 °C durante toda la
noche, el dia dos se transfirieron 1,5 ml del cultivo a un erlenmeyer con 30 ml de CTS,
se incubd a 36,5 °C + 2,0 °C durante 4 horas en agitacion y posterior a esto se inoculd

un volumen adecuado del cultivo en un erlenmeyer con 30 ml de CTS, hasta ajustar la

DO alrededor de 0,3.

- Para tres dias de incubacion: se realizo el mismo procedimiento que para dos dias
de incubacion, pero el dia dos después de la incubaciéon de 4 horas, el cultivo se
almaceno a 4 °C hasta el dia siguiente. El dia tres se transfirieron 1,5 ml del cultivo a un
nuevo erlenmeyer con 30 ml de CTS y se incub6 4 horas en agitacion, posterior a ello se
inoculd un volumen adecuado del cultivo en un erlenmeyer con 30 ml de CTS, hasta

ajustar la DO alrededor de 0,3.

- Para cuatro dias de incubacion: se realizd el mismo procedimiento que para tres
dias de incubacion, solo que en el dia tres después de la incubacion de 4 horas, el
cultivo se almacen6 a 4 °C. El dia cuatro, se transfirieron 1,5 ml del cultivo que se
encontr6 a 4 °C, a un nuevo erlenmeyer con 30 ml de CTS y se incub¢ a 36,5 °C £ 2,0
°C 4 horas en agitacion, posterior a ello se inoculd un volumen adecuado del cultivo en

un erlenmeyer con 30 ml de CTS, hasta ajustar la DO alrededor de 0,3.
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4.6 Procedimiento de muestreo de agua de rio, aplicado para las metodologias capa

doble de agar y capa simple de agar

Las muestras de agua se recolectaron en 4 bolsas plasticas estériles, cada una con
capacidad de 300 ml. Las bolsas fueron transportadas en hieleras con hielo en gel hasta

el laboratorio, en un viaje de 45-90 minutos.

4.6.1 Muestreos en el rio de Cascajal (Coronado)

En esta zona se realizaron dos muestreos en una zona alta del rio, donde se observo
poca influencia de actividad humana o animal. Para la colecta de las muestras se

aplicaron los criterios de muestreo sefialados SMEWW.

Ambos muestreos se realizaron entre 9:00 y 10 am., en época lluviosa y con una

temperatura ambiente entre 15-20 °C.

4.6.2 Muestreos en el rio Coris (Cartago)

En este rio se realizaron tres muestreos, en una zona baja del rio. En una exploracion
del trayecto del rio se determind que en las zonas aledafias hay chancheras, ganado,

asentamientos humanos, industrias quimicas y farmacéuticas.

Los muestreos en este rio se realizaron en una zona lateral del cauce, todos entre las
9:00 y 10:00 am. El primer y tercer muestreo se realizaron en un época seca. Mientras
que el segundo muestreo se realizo en época lluviosa, después de un fuerte temporal de

dos semanas.
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4.7 METODO 1: Capa doble de agar

4.7.1 Procedimientos ensayados para optimizar la amplificacion del stock de colifagos

D174 ATCC v la determinacidn de su titulo viral

4.7.1.1 Preparacion de la bacteria hospedera y modificaciones aplicadas

Para lograr la obtencion del cultivo de la bacteria hospedera en fase logaritmica, se

aplicaron las formas descritas para este fin en la seccion 4.5.

A pesar de que las metodologias originales de EPA y APHA solo sefialaban la
preparacion de un cultivo de E.coli ATCC 13706 en fase logaritmica, para el método
capa doble de agar se requiri6 la preparacion de dos cultivos en paralelo, el cultivo 1
para incubar con el colifago y el cultivo 2 se requiere en el proceso de plaqueo de los

colifagos.

4.7.1.2 Tiempo de incubacidn E.coli-colifago v modificaciones aplicadas

A los 25-30 ml del cultivo de E. coli 13706 ATCC en fase logaritmica preparado se
le adiciono 0,2 ml de colifago ®174 ATCC rehidratado y se incubd en agitacion por 4
horas a 36,5 °C = 2,0 °C. La metodologia original sefiala que se inocula 1 ml de

colifago rehidratado.

4.7.1.3 Proceso de filtracién v modificaciones aplicadas

Se utilizdé un sistema de filtracion al vacio (Sartorius Stedim Biotech®), con 3
embudos, cada uno de ellos con su respectivo filtro, todo previamente esterilizado.
Antes de la filtracion, los filtros con un didmetro de poro de 22 um fueron pretatados
con extracto de carne 1,5%, que se dejo reposar por 2 minutos antes de encender la
bomba de vacio. La metodologia original sefiala que se deben pasar 10 ml de extracto de

carne, en este caso se utilizaron 3 ml.
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La filtracion tard6 aproximadamente 5 minutos. El filtrado se recogié en un

erlenmeyer estéril.

4.7.1.4 Realizacidén de diluciones v modificaciones aplicadas

A partir del un mililitro del filtrado se prepararon diluciones seriadas que fueron
desde 0 (sin diluir) hasta 10®, sin embargo, las mas utilizadas fueron entre 10" y 107.

Estas diluciones se realizaron de forma seriada en tubos para dilucion con triptona.

4.7.1.5 Plaqueo de las diluciones

De acuerdo a lo descrito en los protocolos base del APHA y EPA, cada dilucion
se inoculdé en agar tripticasa soya 0,7% (ATS 0,7%) a 44,5 £ 1 °C y plaque6 por
quintuplicado en ATS 1,5 %.

A los con 3 ml de ATS 0,7 %, se les adiciono 0,1 ml del cultivo de la bacteria
hospedera (cultivo 2) y 1 ml de la dilucion correspondiente. Antes de vertirlos sobre las
placas con ATS al 1,5 % solidificado, se agitaron por aproximadamente 30 segundos.

Todas las placas fueron homogenizadas antes de la gelificacion del medio.

4.7.1.6 Incubacidén de los platos de Petri

Los platos se incubaron invertidos toda la noche a 36,5 °C + 2,0 °C. Al dia siguiente
se examinaron y se contd el nuimero de unidades formadoras de placas (UFP) en cada

uno.
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4.7.1.7 Determinacidn del titulo del amplificado del stock de colifagos @174 ATCC

Para determinar el titulo se utilizaron los platos que contuvieran entre 20-100 UFP,

siguiendo la siguiente formula:
C.=(P/5)xD
C, es el titulo del stock filtrado (UFP /mL)
P el numero total de placas en los 5 platos de la dilucion respectiva.

D es el reciproco de la dilucioén

4.7.1.8 Preparacion del control positivo

Para el control positivo se requiere que este contenga entre 30-80 UFP/ml. En los
casos que el filtrado tuvo esta concentracion, simplemente se fracciono en alicuotas de
1,1 ml, se rotuld y almacend. Cuando la concentracion fue mayor se aplicé una dilucion

a los filtrados.

La estandarizacion del control positivo se realizd preparando 10 tubos de prueba,
cada uno con 3 ml de agar, 0,1 ml del cultivo de la bacteria hospedera E.coli ATCC
13706 en fase log, y 1 ml del control positivo, se mezcld y chorred en placas de petri.

Los platos se incubaron por 18-20 horas a 36,5 °C = 2,0 ° C.
Se calcul6 un promedio del nimero de placas en todos los platos (ntimero total de

placas, dividido entre 10, que es el nimero de platos), para diluciones adecuadas el

recuento debe encontrarse entre 30 y 80 UFP.
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4.7.1.9 Almacenamiento del control positivo, el stock amplificado vy variables aplicadas

Un mililitro del stock amplificado obtenido en el punto 4.7.1.3 se utilizd6 para
realizar diluciones. El resto se almaceno, segun el titulo obtenido, para utilizarse como

control positivo o como base para la preparacion de concentrados virales.

Dado que ni la metodologia original, ni la literatura consultada sefialan cuédl es la
temperatura Optima de almacenamiento de los fagos, el filtrado que se fraccion6 en
alicuotas de 1,1 ml, se almacend en tubos eppendorf a 4 °C en los primeros ensayos y a -

70 °C en ensayos posteriores.

Se realizaron pruebas para determinar la temperatura 6ptima de almacenamiento de
los colifagos. Un amplificado de colifagos con titulo conocido se dividi6 en alicuotas de
1,1 ml contenidas en tubos eppendorf que se almacenaron a tres temperaturas distintas,
temperatura ambiente, 4 °C, -70 °C y -70 °C pero anadiendo 200 ml de glicerol. Todos
los tubos eppendorf fueron almacenados durante un mes, y posteriormente se les volvio

a cuantificar el titulo para determinar en cuanto habia disminuido el mismo.

El procedimiento aplicado para determinar el titulo un mes después de almacenados,

es el descrito en la seccion 4.7.3.

4.7.2 Procedimientos ensayados para la obtenciéon de los concentrados de colifagos

D174 ATCC v la determinacidn de su titulo viral.

4.7.2.1 Preparacion de la bacteria hospedera v modificaciones aplicadas

Para lograr el cultivo de la bacteria hospedera se ensayaron los métodos estandar de
McFarland 1% (seccion 4.5.2) y el método espectrofotométrico descrito por la EPA

(seccion 4.5.3).
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Las metodologias de referencia inicamente sefialan la preparacion de un cultivo de
E.coli ATCC 13706 en fase logaritmica, para efectos de nuestro laboratorio en el
método capa doble de agar se requirio la preparacion de dos cultivos en paralelo, el
cultivo 1 para incubar con el colifago y el cultivo 2 para el proceso de plaqueo de los

colifagos.

4.7.2.2 Variables aplicadas en el tiempo de incubacién E.coli-colifago

Se prepararon 25-30 ml de cultivo de E. coli ATCC 13706 en fase logaritmica al
cual se le adiciond 1 ml del amplificado del stock de colifagos y se incubd en agitacion

por 4 horas a 36,5 °C + 2,0 °C.

4.7.2.3 Proceso de filtracién y modificaciones aplicadas

Se realiza igual al procedimiento descrito en la seccion 4.7.1.3.

4.7.2.4 Realizacidn de diluciones y modificaciones aplicadas

A partir del amplificado se prepararon diluciones en el rango de 10" hasta 10"

realizando diluciones seriadas en tubos para dilucion con triptona.
Las diluciones fueron plaqueadas tomando en cuenta la posible concentracion, por

ejemplo en concentrados de colifagos donde la concentracion se esperaba alta, no se

plaquearon las diluciones bajas del amplificado, como 107,107y 10~
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4.7.2.5 Plaqueo de las diluciones v determinacién del titulo del concentrado de

colifagos

Este procedimiento se realiza igual al descrito en las secciones del 4.7.1.5 al 4.7.1.7.

4.7.2.6 Preparaciéon y almacenamiento del control positivo v del concentrado de

colifagos

Este procedimiento se realiza igual al descrito en las secciones 4.7.1.8 y 4.7.1.9. En
los casos donde se contaba de previo con el control positivo se toma una de las alicuotas
del congelador y se ensaya como si fuera 1 ml de una dilucién, por el método descrito

en la seccion 4.7.1.5 pero sin realizarlo por quintuplicado.

4.7.3 Procedimientos ensayados para corroborar el titulo de un amplificado de stock de

colifagos, de un concentrado de colifagos v para determinar el titulo de colifagos en

una muestra de rio

Los ensayos se estructuran como se sefiala en la seccion 4.7.2, se requiere
unicamente un cultivo de E.coli en fase logaritmica. No se incluyen los pasos de

incubacion bacteria-fago (4.7.2.2), ni el proceso de filtracion (4.7.2.3).

El procedimiento inicia con la elaboracion de diluciones seriadas, las cuales pueden
realizarse a partir de 1ml del amplificado de stock de colifagos, de un concentrado de
colifagos almacenados o de la muestra. El rango de las diluciones utilizadas para esos
ensayos puede ir desde 10™" hasta 107, sin embargo, el rango mas utilizado fue de 10

hasta 10”. Todo el resto del procedimiento es igual al descrito en la seccion sefialada.

Ademas se determind el titulo de un amplificado de stock de colifagos, utilizando
dos cultivos bacterianos cuya densidad Optica corresponda a los extremos recomendados
en la literatura (un cultivo con una DO igual a 0,1 y otro con una DO igual a 0,5), con el

fin de verificar la aplicabilidad de todo el rango de DO sefialado en la literatura.
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4.7.4 Procedimiento para ensayo de muestras de rio

Este método fue utilizado para las muestras de rio de Cascajal. La preparacion
del cultivo de la bacteria hospedera en fase logarimica se obtuvo mediante el método

espectofotométrico modificando los tiempos de incubacion (seccion 4.5.4).

Para este procedimiento no se realizaron variantes a la metodologia original descrita.
Se prepararon 12 tubos, cada uno con 3 ml de ATS 0,7% fundido, y se mantuvieron a
44,5 °C en un bafio Maria. Diez de los tubos fueron utilizados para la muestra, uno para
control positivo y uno como control negativo. A los 12 tubos se les afiadié 0,1 ml del
cultivo bacteriano en fase logarimica. Al tubo del control negativo se le agregd 1 ml de
CTS. Al control positivo se le agregd 1 ml de control positivo (obtenido en la seccién
4.7.1.8). A cada uno de los tubos para muestra se les adicioné 1 ml de la muestra.
Todos los tubos fueron agitados inmediatamente y colocados en un plato de Petri que

contenia ATS 1,5% solidificado.

Los platos se rotaron sobre una superficie plana para distribuir adecuadamente el
agar, y se dejaron solidificar. Una vez listos se incubaron a 36,5 °C £ 2,0 ° C por 18-20
horas. Al dia siguiente se hizo el recuento de UFP en los 10 platos de la muestra.

La concentracion de colifagos somaticos se calculo utilizando la siguiente formula:

C=(P/10)xD
C, es el titulo de la muestra. (PFU/mL)

P es el numero total de placas en los 10 platos.

D es el reciproco de la dilucion.
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4.8 METODO 2: Capa simple de agar

4.8.1 Procedimientos ensayados para el analisis de agua inoculada con amplificados del

stock de colifagos @174 ATCC o con concentrados de colifagos

4.8.1.1 Preparacion de la bacteria hospedera v modificaciones aplicadas

Para este método la preparacion de la bacteria hospedera en la fase logaritmica se

realiz6 por el método espectrofotométrico descrito por la EPA (seccion 4.5.3).

Para el método de capa simple de agar solo fue necesario preparar un cultivo de 25-

30 ml de la bacteria hospedera.

4.8.1.2 Inoculacién de agua destilada con concentrado de colifagos v vertido de la

mezcla en platos de Petri

En un erlenmeyer estéril de 500 ml de capacidad se colocaron 99 ml de agua
destilada. El erlenmeyer se coloco en un bafio Maria a 44,5 + 1 °C hasta atemperar. Una
vez alcanzada la misma temperatura, se adicionaron 5 ml de la solucion CaCl,, 10 ml
del cultivo de la bacteria hospedera y 1 ml del concentrado del stock de colifagos o una

diluciéon del mismo.

La mezcla se colocd nuevamente en el bafio Maria durante 3 minutos, transcurrido
este tiempo, la muestra de agua inoculada se mezcl6 con 100 ml de ATS (1,2% de doble
concentracion) fundido que se encontraba también a 44,5 + 1 °C. La mezcla se
homogenizod y se distribuy6 en 10 platos de Petri de vidrio, los cuales se rotaron sobre

una superficie plana dejandolos solidificar.
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4.8.1.3 Preparacion del control positivo

Para la preparacion del control positivo se utilizaron dos erlenmeyers de 50 ml de
capacidad, uno contuvo 12,5 ml de ATS (1,2% de doble concentracién) fundido y el
otro 12,5 ml de agua destilada, ambos se autoclavaron 15 min a 121 °C, posterior a esto
se mantuvieron a 44,5 °C = 1 °C. Al erlenmeyer que contenia el agua se le agreg6 1ml
del stock de control positivo y 1 ml de la bacteria hospedera, posteriormente se mezclo
con los 12,5 ml del agar fundido. Finalmente se depositd la mezcla en un unico plato de

Petri de vidrio y se dejo en reposo hasta que se logré la solidificacion del agar.

4.8.1.4 Preparacion del control negativo

Se prepard igual que el control positivo, pero se omitié el mililitro del stock de

control positivo.

4.8.1.5 Incubacion de los platos de Petri

Todos los platos fueron incubados invertidos a 36,5 °C + 2 °C durante toda la noche.

4.8.1.6 Determinacién del titulo de la muestra de agua inoculada

A las 18-20 horas de incubacién los platos fueron revisados. Se contabilizéd el
numero total de UFP en los 10 platos correspondientes a las muestras, se expresa como
UFP/100 ml de muestra. Para determinar el titulo del amplificado del stock o
concentrado de colifagos con el que se inocula la muestra, se tom6 en cuenta la dilucion
con la que se inoculd la muestra, ademas de la dilucion 1/100 obtenida inherente al

método. Para lo anterior se utilizan las siguientes formulas:
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-Titulo de la muestra inoculada (UFP/100 ml)=y UFP en los 10 platos
-Titulo de la muestra inoculada (UFP/ ml) = #UFP en las 10 platos/100
-Titulo del amplificado(UFP/ ml)= (#UFP en las 10 placas * Factor de dilucion) /100

El factor de dilucion que se debe contemplar para la formula es el factor de
dilucion final, que se obtienen al multiplicar el factor de dilucion del concentrado de
fagos que se inocula, por 10%, ya que se inocula 1 ml de la dilucion del concentrado en

99 ml de agua destilada.

4.8.2 Procedimientos ensayados para el analisis de muestras de agua de rio

4.8.2.1 Preparacién de la bacteria hospedera y modificaciones aplicadas

La preparacion de la bacteria hospedera en la fase logaritmica se realizo inicamente
por el método espectrofotométrico modificado, disminuyendo los tiempos de incubacion

de la E.coli (seccion 4.5.4).

4.8.2.2 Proceso de filtracién y modificaciones aplicadas

La filtracion de las muestras de agua de rio se realiza de la misma forma descrita en

la seccion 4.7.1.3. El volumen de agua filtrado oscild entre 400 y 600 ml.

4.8.2.3 Preparacion de la muestra v plaqueo de la mezcla en platos de Petri

Se removid estérilmente una alicuota de 100 ml del filtrado y se coloco en un
erlenmeyer estéril de 500 ml, se incub6 en bafio Maria a 44,5 + 1 °C por 3 minutos. Una
vez lograda la homogeneidad en la temperatura se le adicionan 5 ml de la solucion

CaCl, y 10 ml del cultivo de la bacteria hospedera.
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La mezcla se colocd nuevamente en el bafio Maria durante 3 minutos, transcurrido
este tiempo, se le adiciona a la mezcla 100 ml de ATS (1,2% de doble concentracion)
fundido (a una temperatura de 44,5 + 1 °C). La mezcla se agité hasta homogenizar y
posteriormente se distribuy6 en 10 platos de Petri de vidrio, los cuales se rotaron sobre

una superficie sélida dejandolos solidificar.

4.8.2.4 Preparacion del control positivo v negativo

Se prepard como se describe en las secciones 4.8.1.3 y 4.8.1.4.

4.8.2.5 Incubacion de los platos de Petri v determinacion del titulo de la muestra de

agua inoculada

Se realiz6 como se describe en las secciones 4.8.1.5 y 4.8.1.6.

Para calcular el titulo de la muestra de agua de rio, se utilizd la siguiente formula

-Titulo de la muestra de rio (UFP/100 ml)=Y UFP en los 10 platos

4.8.2.6 Repeticion de la prueba después de almacenar la muestra 48 horas a 4°C

De las muestras filtradas, se ensayaron 100 ml el dia de la filtracion, el resto de la
muestra filtrada se almacen6 a 4 °C, 48 horas después se repiti6 la prueba iniciando en

el punto 4.8.2.3 en adelante.
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4.9 Metodologia combinada capa doble de agar/capa simple de agar

El método se analiz6 con muestras de agua inoculadas. El primer dia se inoculd 198

ml de agua destilada estéril, con 2 ml de un concentrado de virus de titulo conocido.

Se ensay6 la muestra por el método capa doble de agar, utilizando procedimiento
descrito en la secciéon 4.7.3 utilizando diluciones desde cero hasta 10” y plaqueando
solo 1 o 2 platos y no 5 por cada dilucion. A partir de los resultados se calcul¢ el titulo

de la muestra inoculada

Segtn el titulo obtenido se evalua si es necesario diluir la muestra, con el fin de
obtener 100 ml muestra con un titulo que permita un recuento adecuado de UFP por el

método de capa simple (no mas de 200 UFP/plato).

Una vez listos los 100 ml de muestra o 100 ml de dilucién de la muestra, se ensayo
por el método de capa simple de agar descrito en la seccion 4.8.1. Se determino el titulo

de la muestra, de la siguiente forma:
Titulo del amplificado(UFP/ ml)= (#UFP en las 10 placas * Factor de dilucion) /100
El factor de dilucion que se debe contemplar para la formula es el factor de
dilucion final, que se obtienen al multiplicar el factor de dilucion del concentrado de

fagos que se inocula, por 10%, ya que se inocula 2 ml de la dilucién del concentrado en

198 ml de agua destilada.
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5. RESULTADOS

5.1 RESULTADOS PARA LAS MUESTRAS DE AGUA INOCULADA

5.1.1 METODO 1: Capa doble de agar

5.1.1.1 Resultados obtenidos en los procedimientos para lograr la obtencion de la

bacteria hospedera en fase logaritmica (seccion 4.5)

En el primer ensayo se realizd una amplificacion del stock de colifagos ©174
ATCC, utilizando la metodologia basada en tiempos de incubacion para la obtencion de

la bacteria E. coli 13706 ATCC en fase logaritmica (seccion 4.5.1).

Para este ensayo al amplificado viral se le aplico diluciones de 10" a 107, y se
plaqued por quintuplicado cada una de ellas, finalmente se obtuvo un resultado

negativo, con cero UFP en los 45 platos.

Para este primer ensayo se observd que la concentracion del cultivo bacteriano fue
muy alta, por lo cual, se volvid a realizar una amplificacion del stock de colifagos ©174
ATCC, utilizando un cultivo bacteriano cuya concentracion se reguld por medio de un
estandar de McFarland 1% (seccion 4.5.2). Los resultados de este ensayo se muestran en

el Cuadro 1.
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Cuadro N° 1

Cuantificacion de UFP y determinacion del titulo viral, en un amplificado del stock de colifagos
®174 ATCC, utilizando un cultivo de E.coli 13706 ATCC obtenido por el método de estandar de
McFarland 1%

Dilucion Numero de platos con UFP # UFP
107! 5 I I I 1 I
107 5 45 45 41 35 25M
107 5 9 9 6 6 4
107 2 1 1 0 0 0
107 0 0 0 0 0 0
Titulo 3,82 x 10° UFP/ml

M = megaplacas 1= incontables

La dilucién 107 de este amplificado viral titulado, fue utilizada como control

positivo en pruebas posteriores.

Figura 1. UFP provenientes de un amplificado del stock de colifagos @174 ATCC, obtenidas
utilizando un cultivo de E.coli 13706 ATCC cuya concentracion se reguld con un estandar de
McFarland 1%

En el plato de Petri se observo una capa opaca uniforme en la superficie del agar, la
cual es provocada por el crecimiento de la bacteria E.coli, ademés se observaron
pequefias depresiones brillantes que representan a las unidades formadoras de placas

(UFP). Las UFP pueden tener un tamafio variable de 1 mm a 10 mm.
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Se realizd una prueba en la cual se ensayaron diluciones de un amplificado de stock
de colifagos, en cultivos con dos densidades Opticas que corresponden a los extremos

del rango establecido por la literatura. Los resultados se presentan en el Cuadro 2.

Cuadro N° 2

Comparacion de la recuperacion de UFP provenientes de un
amplificado de colifagos, utilizando DO=0,1 y DO=0,5

DO 0.1 DO 0,5

Dilucion # UFC en cada uno de los 5 platos  # UFC en cada uno de los 5 platos

107 Incontables en los 5 platos Incontables en los 5 platos

10° 32 30 25 23 21 46 46 40 33 33

107 8 7 5 4 2 10 7 5 5 4
Titulo 2,62 x 10" UFP/ml 3,96 x 10° UFP/ml

DO = densidad 6ptica

En los platos con cultivo bacteriano de DO = 0,1 la sobrecapa bacteriana no fue tan
uniforme, se observd pequeios espacios sin colonias bacterianas, mientras que en los
platos con cultivo bacteriano de DO = 0,5 la sobrecapa bacteriana fue muy confluente,
lo que genera que las UFP sean mdas pequefias que las que se presentaron en otras

pruebas en las cuales se utilizo una DO intermedia, cercana a 0.3.
5.1.1.2 Importancia de la concentracion bacteriana y la polaridad del filtro

En uno de los ensayos se filtr6 dos veces un amplificado viral, para determinar
como influye la polaridad del filtro y la capa de bacterias atrapadas sobre el filtro, en el

paso de los colifagos a través del sistema de filtracion. El refiltrado se realiz6 sobre los

mismos filtros en los que se filtrd por primera vez.
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Cuadro N° 3

Nimero de UFP y determinacion del titulo de dos amplificados virales,
uno filtrado y el otro refiltrado

Amplificado después

de la primera filtracion Amplificado refiltrado

Dilucion

# Platos # UEP # Platos # Platos

con UFP Con UFP con UFP
10" 5 I I I 1 1 5 4 4 4 3 2
107 5 45 45 41 35 25 1 1 0 00O
10° 5 9 9 6 6 4 0 000 00
10 2 1 1 0 0 O 0 0 00 00O
10° 0 O 0 0 0 O 0 0 00 00
Titulo 3 800 UFP / ml 34 UFP/ml

I= incontables
5.1.1.3 Observacion de los resultados segun la carga viral

Se realiz6 un ensayo para determinar el titulo viral de un concentrado de colifagos
(seccion 4.7.2), utilizando como base 1 ml del amplificado de colifagos @174 ATCC al
cual se le aplicaron diluciones de 10™ a 10™ y se plaque6 por quintuplicado cada una de
ellas, obteniendo como resultado platos con sobrecapa bacteriana totalmente lisada

(“todo lisado”=TL) por lo cual no se observaron UFP individuales.

Dentro de las diferencias observadas entre un plato negativo y un plato positivo sin
UFP evidentes, se tiene que la superficie del agar de un plato negativo es opaca,
mientras que la de un positivo sin UFP evidentes es brillante. Por otro lado un plato de
Petri con un cultivo positivo por colifagos es mas traslicido que un plato negativo

(Figura 2).
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Figura 2. Izquierda: Platos positivos por colifagos pero sin unidades formadoras de
placas evidentes. Derecha: platos con resultados negativos por colifagos.

Para comprobar que los platos sin UFP evidentes eran positivos, se realizaron dos

pruebas adicionales en las que el concentrado de virus a ensayar se preparo a partir de 1

ml de diluciones 1/10 y 1/100 del amplificado del stock de colifagos y no directamente

1 ml del mismo.

Cuadro N° 4

Cuantificacion de UFP y determinacién del titulo viral de un concentrado de colifagos,
preparado a partir de diluciones de un amplificado stock de colifagos ®174 ATCC

Dilucion 1/10 del colifago

Dilucion 1/100 del colifago

Dilucién
# Platos con # Platos con

UFP # UFP UFP # UFP
107! 5 TL TL TL TL TL 5 I I I I 1
1072 5 I 1T 1 1 1 5 66 64 57 57 49
10° 5 66 62 58 48 42 3 11 11 8 6 5
10 5 8 6 5 5 3 2 2 1 1 0 0
107 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0

Titulo 5,52x 10° UFP/ ml 5,86 x 10° UFP / ml

T1 = todo lisado, I = incontable
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En el cuadro 4 se presentan resultados expresados como “todo lisado e incontable”,

cuya morfologia puede observarse en el Anexo 4.

5.1.1.4 Temperatura optima para el almacenamiento de los colifagos

Inicialmente los colifagos @174 ATCC del stock original, los amplificados y

concentrados de colifagos se almacenaron a 4 °C.

A continuacidn se presentan los resultados obtenidos al determinar el titulo de un
amplificado viral el dia de su amplificacion y posteriormente al ensayarlo por el método
descrito en la seccion 4.7.3, para corroborar su titulo viral tras 49 y 97 dias de

almacenamiento a 4 °C.

Cuadro N° 5

Titulos virales obtenidos para un amplificado de colifagos @174 ATCC el dia de su
amplificacion, 49 dias y 97 dias posterior a su almacenamiento a 4°C

Amplificado de colifagos el Amplificado de colifagos con  Amplificado de colifagos

dia de la amplificacion 49 dias de almacenamiento a 4 con 97 dias de
°C almacenamiento a 4 °C
Dilucion
# # #
Platos # UEP Platos # UFP Platos 4 UFEP
con con con
UFP UFP UFP
10'1 5 1 1 1 1 1 5 43 40 38 27 22 0 0O 0 0 0 O
10'2 5 45 45 41 35 25 5 4 3 2 2 1 0 0O 0 0 0 O
10'3 5 9 9 6 6 4 2 2 1 o 0 O 0 0O 0 0 0 O
10" 2 1 1 0 0 0 - . - - - - 0 00000
107 o 0 0 0 0 0 - - - - - - 0 00000
Titulo del 3,82 x 10° UFP/ml 3,40 x 10> UFP/ml 0 UFP/ ml
amplificado

Se observo una disminucion en las UFP, al aumentar el tiempo de almacenamiento a

4°C
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Figura 3. Titulo de un amplificado viral de colifagos ©174 ATCC el dia de su
amplificacion (dia cero), 49 dias y 97 dias posterior a su almacenamiento a 4°C

El titulo inicial del concentrado viral utilizado para la prueba de temperatura 6ptima
de almacenamiento para colifagos (descrito en la seccion 4.7.1.9) fue de 2,26 x 10*

UFP/ml antes de su almacenamiento, el dia de su amplificacion.

Después de un mes de almacenamiento de este amplificado viral a diferentes
temperaturas, se obtuvo los siguientes titulos: 61 UFP/ml a temperatura ambiente; 2,76
x 10° UFP/ml a 4 °C; 2,14 x 10* UFP/ml a -70 °C sin adicionar glicerol y 2,12 x 10*

UFP/ml a -70 °C adicionando glicerol al criovial (ver Anexo 5).

25000 1
3
o —~ 20000 1
TE
=i 15000 1
§ 2
1]
38 10000
T3
T =
2 8 5000
2
= 0 ﬁ P
antes de -70°Csin -70°Ccon 4°C temperatura
almacenar glicerol glicerol ambiente
Temperaturade almacenamiento de los colifagos

Figura 4. Titulos obtenidos para un concentrado de colifagos ®174 ATCC, antes de su
almacenamiento y posterior a un mes de almacenamiento a diferentes temperaturas
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El titulo de los colifagos antes de almacenarlos fue de 2,26 x 104; 2,14 x 10* UFP/ml
tras un mes de almacenamiento a -70 °C y 7,25 x 10° UFP/ml posterior a un

almacenamiento de siete meses a -70 °C (Figura 5).

25000 -+

20000 -

= 15000 A

= 10000 -

5000 -

Titulo del concentrado de colifagos
FP/m

0

0 30 210

Dias de almacenamiento a -70°C

Figura 5. Titulo obtenido para el concentrado de colifagos @174 ATCC el dia de su
amplificacion(dia cero) y posterior a uno y siete meses de almacenamiento a -70°C

5.1.1.5 Algunas de las pruebas realizadas para corroborar la reproducibilidad del

ensayo capa doble de agar

Para corroborar la reproducibilidad de la prueba se realizaron repeticiones de
ensayos en los que se determina el titulo viral de concentrados de colifagos, teniendo en
este caso densidad Optica, temperatura de almacenamiento de fagos y obtencion del

cultivo bacteriano controlados segiin lo que se habia ensayado en pruebas anteriores.
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Cuadro N° 6

Comparacion del nimero de UFP y de los titulo virales obtenidos para un
concentrado de colifagos @174 ATCC ensayado en tres repeticiones

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3
Dilucién # # #
Platos # UFP Platos # UFP Platos 4 UEP
con con con
UFP UFP UFP
107! 5 I 1 1 1 1 5 I 1 1 1 1 5 I 1 1 1 1
107 5 47 52 45 50 47 5 50 48 45 47 46 5 45 53 48 50 47
107 5 10 12 7 9 9 5 § 10 9 11 10 5 7 10 9 6 12
10 1 1 0 0 0 0 2 1 1 - - - 0 0 0 0 0 0
107 O 0 0 0 0 0 - - - - - - 0 0 0 0 0 0
Titulo del 4,82 x 10° UFP/ml 4,72 x 10° UFP/ml 4,86 x 10° UFP/ ml
amplificado

5.1.1.6 Pruebas realizadas para determinar el tiempo de incubacion necesario para

que el cultivo de la bacteria hospedera esté en fase logaritmica y disponible para

utilizar en los ensayos.

A continuacién se presentan los resultados al ensayar el método descrito en la

seccion 4.5.4.

Cuadro N° 7

Recuento de UFP y determinacion del titulo viral de un concentrado

de colifagos @174 ATCC, segun la edad del cultivo de E.coli 13706 ATCC

Edad del cultivo

Dilucion (dias) #UFP Titulo (UFP/ml)
10° 1 51 47 43 42 35 4,36x10'"
2 53 45 39 39 42 436x10"
3 0 0 0 0 0 0
4 46 46 43 42 39 432x10"
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5.1.2 METODO 2: Capa simple de agar

A continuacion se presentan los resultados obtenidos al ensayar por el método capa
simple de agar, 99 ml de agua destilada estéril inoculada con 1 ml de amplificado de

colifagos @174 ATCC.

Cuadro N° 8
Numero de UFP y determinacién del titulo de un amplificado
de colifagos ®174 ATCC, por el método de capa simple de agar

Plato Numero de UFP
1 30
2 26
3 24
4 22
5 22
6 20
7 18
8 13
9 12
Total 187 UFP/100ml

Titulo de la muestra

: 1,87x10* UFP/ml
inoculada

Figura 6. Platos de Petri con UFP obtenidas por el método de capa simple de agar

37



En los platos se observd una superficie del agar mas brillante que en capa doble de
agar. Las UFP estan inmersas en el agar, son de un tamafio variable y son menos

definidas que las obtenidas por el método capa doble.

Por el método capa doble de agar se determiné un titulo viral de 3,84x 10’ UFP/ml,
para un concentrado de colifagos, este mismo concentrado viral se analizd por el
método capa simple de agar, segun se describe en la seccion 4.8.1 de la metodologia.
Para este ensayo se hicieron diluciones seriadas del concentrado hasta 10, y se inocul6
1 ml de la dilucion 10 en 99 ml de agua destilada estéril, obteniendo una dilucién final
de 10°. Este ensayo por capa simple de agar se repiti6 en dos dias distintos y los
resultados se presentan en el cuadro 9.

Cuadro N° 9
Numero de UFP y titulo de un amplificado de colifagos ®174 ATCC, por el

método de capa simple de agar utilizando para la determinacion una
dilucién final de 10" del concentrado de colifagos

Repeticion con

. . s -6
Dilucion 10 dilucién 10

Plato
#UFC #UFP
1 157 127
2 184 145
3 185 140
4 170 142
5 187 193
6 142 175
7 180 158
8 151 168
9 176 170
10 182 158
Total 1714 UFP/100ml 1576 UFP/100ml
Titulo del
concentrado 1,71 x 10’ UFP/ml 1,58 x 10" UFP/ml
de colifagos
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Se realizaron mas repeticiones, a partir del mismo concentrado de colifagos (3,84 x
10" UFP/ml) pero esta vez inoculando las diluciones 10 y 10, para obtener en las
muestras de agua inoculada diluciones finales de 107 y 10, para las cuales se obtuvo
un titulo de concentrado de colifagos de 2,41x10” UFP/ml y 3,80 x 10’ UFP/ml (ver

detalle en Anexo 5)

5.1.3 METODO 3: combinacién capa doble de agar/capa simple de agar

Se ensay6 como se describe en la seccion 4.9 de la metodologia. Se prepararon 200
ml de muestra inoculada, con un concentrado de colifagos de titulo conocido, llevando

la muestra a una concentracion final aproximada de 1,6x10* UFP/ml.

Cuando la muestra se analizé por capa doble de agar se obtuvo un titulo de 1,9 x107
UFP/ml. Se realizé una dilucidén 1/10 de la muestra, tomando 10 ml de la muestra e
inoculandola en 90 ml de agua destilada estéril, obteniendo 100 ml para ensayar por el
método capa simple de agar. Se esperaba obtener 1900 UFP en los 100 ml ensayados,
para llegar a un titulo final de 1,9 x10* UFP/ml, sin embargo se obtuvo 258 UFP/100ml

para una concentracion de 2,58 x10' UFP/ml.

Estas pruebas se repitieron dos veces mas, los resultados se presentan en el siguiente
cuadro.
Cuadro N° 10

Nimero de UFP y determinacion de los titulos virales para una muestra de agua inoculada,
analizada por los métodos capa simple de agar y capa doble de agar

Capa doble de Capa simple de agar
agar
Dilucion Ensayo . . . - .
Tituloviral dela  Tituloviral dela  Promedio
Total de UFP
muestra muestra de UFP/
inoculada inoculada plato
1 3,3x10°UFP/ml  8,3x10' UFP/ml 80 826 UFP/100 ml
10"

2 4,0x10* UFP/ml 1,6x10* UFP/ml 145 1605 UFP/100 ml
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5.1.4 Comparacion entre los métodos capa simple de agar v capa doble de agar

Por el método de capa doble se obtuvo una sobrecapa bacteriana en la superficie del
agar, por lo cual el aspecto de esta es opaca, mientras que en capa simple las bacterias
estan inmersas en el agar, no hay una sobrecapa bacteriana y la superficie del plato es

mas brillante (Figura 7).

Figura 7. Arriba platos vistos de frete, abajo platos vistos por el reverso. Izquierda: Platos de Petri
con cultivos obtenidos aplicando el método de capa doble. Derecha: Platos de Petri con cultivos obtenidos

aplicando el método de capa simple.

En el método capa doble de agar las unidades formadoras de placas son mas
definidas y se presentan como depresiones en la sobrecapa bacteriana, en tanto que por
el método de capa simple las UFP estdn inmersas en el agar, lo que las vuelve

ligeramente difusas.
Cuando el titulo de colifagos es mas alto, las UFP analizadas por el método capa

simple de agar suelen ser mas pequefias, las analizadas por capa doble mantienen su

tamafo habitual y tienden a unirse entre si formando megaplacas.
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5.2 RESULTADOS PARA LAS MUESTRAS DE AGUA DE RIO

5.2.1 Muestreos en Rio Cascajal (Coronado)

- Primer y segundo muestreo

Las muestras provenientes del Rio Cascajal fueron probadas por los métodos de
capa doble descritos en las secciones 4.7.4 y 4.7.3, utilizando en este ultimo diluciones
de la muestra hasta 10, para ambos ensayos se obtuvieron resultados negativos por

colifagos.
Los platos de Petri presentan un aspecto similar al observado en las pruebas
aplicadas para implementar la técnica capa doble de agar ademas los resultados de los

controles positivo y negativo son adecuados.

5.2.2 Muestreos en el Rio Coris (Cartago)

A las muestras del Rio Coris se les determin¢ el titulo viral el dia del muestreo y
posterior a 48 horas de almacenamiento a 4 °C. Los métodos capa doble de agar y capa
simple de agar se realizaron en paralelo el mismo dia.

- Primer muestreo

Este muestreo se realiz6 en una época de baja pluviosidad, no se presentaron lluvias

dos semanas previas al evento de muestreo.
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Cuadro N° 11
Nimero de UFP y titulo de colifagos obtenido por el método de capa doble de agar,
en la muestra de agua del Rio Coris, el dia del muestreo
y posterior a un almacenamiento de 48 horas a 4 °C

Dia del muestreo  D¢SPU¢s de 48 horas

Dilucién a4°C
# UFP/ plato # UFP/plato
0 4 2110 6 5 5 5 2
w' o o0 o0 0 0 - - - - -
02 00 0 0 0 - - - - -
0° 00 0 0 0 - - - - -
0w* o000 0 0 - - - - -
0° 00 0 0 0 - - - - -
Titulo 1,6 UFP/ml 4,6 UFP/ml

Cuadro N° 12
Nimero de UFP y determinacion del titulo de colifagos en una muestra de agua del Rio Coris,
ensayada por el método de capa simple de agar el dia del muestreo y posterior
a un almacenamiento de 48 horas a 4 °C

Plato Dia del muestreo Dhe;f:sez giés
#UFP #UFP
1 24 37
2 23 35
3 22 30
4 17 29
5 16 29
6 15 29
7 14 26
8 9 25
9 7 25
10 6 25

Total 153 UFP/100ml 290 UFP/100ml

Titulo  1,53UFP/ml 2,90 UFP/ml




El mismo dia del muestreo se obtiene 1,6 UFP/ml y 1,53 UFP/ml para capa doble y
capa simple respectivamente. Posterior a un almacenamiento de 48 h a 4 °C se obtienen
recuentos de 4,6 UFP/ml utilizando capa doble de agar y 2,9 UFP/ml utilizando capa

simple de agar.

Durante la lectura de las muestras se observo en los platos de Petri gran cantidad de
burbujas, esta interferencia se mantuvo aunque en menor proporcion, después de 48
horas de incubacion. La distribucion y proporcion de las burbujas no es homogénea, si
se compara entre los platos algunos presentan baja cantidad de burbujas distribuidas
principalmente en la periferia del plato, mientras que otros las presentan de manera
uniforme en todo el plato (Figura 8). A diferencia de las muestras, los platos de Petri de

los controles de la prueba presentan poca cantidad de burbujas (Anexo 4).

Figura 8. Tres de los diez platos utilizados para la muestra. Izquierda: plato con burbujas
distribuidas en la periferia. Centro: plato con burbujas distribuidas uniformemente en el agar.
Derecha: plato con pocas burbujas.

-Segundo muestreo.
Este muestreo se realiza tras un fuerte temporal que modifica las condiciones de

la periferia del rio. Ademas la muestra presenta cantidades altas de s6lidos suspendidos

por lo que la filtracion fue bastante lenta.
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Cuadro N° 13
Numero de UFP y titulo de colifagos, obtenido por el método de capa simple de agar,
en una muestra de agua del Rio Coris, ensayada el dia del muestreo
y posterior a un almacenamiento de 48 horas a 4 °C

Plato Dia del muestreo Despue: (jiéS horas
# UFP/ plato # UFP/ plato
1 9 14
2 6 14
3 6 13
4 5 13
5 3 8
6 2 8
7 2 5
8 2 5
9 1 3
10 0 3
Total 36 UFP/100ml 86 UFP/100ml
Titulo 0.36 UFP/ml 0,86 UFP/ml

En este muestreo también se observa que los platos que contienen la muestra
presentan una gran cantidad de burbujas (Figura 8). Cuando se repite la prueba después
de 48 horas de incubacion a 4 °C, también se observa una disminucion en la cantidad de
burbujas en los platos que contienen la muestra, sin embargo estas continuan presentes.

Los controles de la prueba presentan poca cantidad de burbujas (Figura 9).

Figura 9. Excesiva produccion de gas en los platos de las muestras, comparado
con el de un control negativo. Izquierda: Plato de Petri del control negativo de la prueba.
Derecha: Plato de Petri con muestra del Rio Coris.
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- Tercer muestreo.

Para este muestreo se analizaron las muestras por el método de capa simple de
agar. El ensayo montado el dia del muestreo obtuvo un titulo de 3,74 UFP/ml y
posterior al almacenamiento a 4 °C durante 48 horas se obtuvo un titulo de 3,76
UFP/ml. En los platos de estas pruebas se presenta menor cantidad de burbujas que

en los de los muestreos anteriores.

Figura 10. Observacion de la morfologia de las UFP obtenidas al ensayar la muestra de agua
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6. DISCUSION

Los métodos de capa simple y capa doble de agar descritos en SMEWW
(APHA) y EPA han sido ampliamente utilizados con algunas variantes en diferentes
laboratorios de investigacion, obteniendo buenos resultados (Paz-y-Mifio et al, 2003;

Muniesa y Jofre, 2004)

En esta investigacion se ensayaron ambos métodos, para conocer su
comportamiento y a la vez aplicar algunas modificaciones para optimizarlo a las

condiciones de un laboratorio en Costa Rica.

Se observo que para la obtencion de la bacteria hospedera en fase logaritmica, la
regulacion con los tiempos de incubacion estipulados por la APHA en SMEWW no fue
la mas adecuada en las condiciones experimentales de éste trabajo ya que la densidad
del cultivo bacteriano fue muy alta, lo cual puede generar resultados negativos, como

los observados para el primer ensayo.

Cuando se analizan estos tiempos de incubacion que plantea APHA para la
obtencion de un cultivo de E.coli en fase logaritmica, y se comparan con las curvas de
crecimiento para esta bacteria (Ramirez, et al. 2005), parece que el cultivo obtenido no
esta en una fase de crecimiento exponencial al momento de la incubacidon con el

colifago (ver curva de crecimiento en Anexo 4).

Para la preparacion del cultivo bacteriano hay dos fases de incubacidn, en la
primera fase se incuba la bacteria sin el fago durante 6 horas y en la segunda fase se
incuba 4 horas con el colifago. Segtin lo anterior el inicio de la incubacién colifago-
E.coli se estaria dando practicamente en una fase estacionaria de la curva de
crecimiento. En esta fase puede haber un equilibrio entre la muerte y division de la

bacteria o la bacteria puede simplemente dejar de dividirse (Prescott, et al. 2004).
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Lo anterior puede tener implicaciones en la amplificacion del virus, ya que este
incorpora su ADN a la bacteria y depende de la replicacion del material genético
bacteriano para la generacion de nuevas particulas virales (Dias, 2006). El colifago
puede infectar una bacteria que ha dejado de dividirse, lo cual podria llevar a que el
fago no sea replicado. Si el cultivo bacteriano no alcanza la fase logaritmica se puede
inferir que la cantidad final de colifago obtenida es baja, comparado con lo que se
podria obtener si se realiza con un cultivo en fase logaritmica, donde las bacterias se

estan replicando activamente.

En la literatura se menciona también que el estar mucho tiempo en una fase
estacionaria implica cambios significativos a nivel de la expresion génica y fisioldgica
de la bacteria. Por ejemplo las bacterias suelen incrementar los puentes cruzados del
peptidoglicano y por consiguiente la fuerza intrinseca de la pared celular, lo cual podria
afectar de alguna manera la capacidad de infeccion del virus a la célula (Prescott, et al.

2004).

Otro aspecto importante, es que al trabajar con un cultivo bacteriano denso, el
tiempo de filtracion se alarga y es posible que se den pérdidas de colifagos ya que
muchos de ellos pueden quedar atrapados en la capa de bacterias y los restos de las

mismas que se disponen sobre el filtro.

En uno de los ensayos se filtro un cultivo obteniendo una capa bacteriana sobre
el filtro, posterior a esto se refiltr6 la muestra, es decir, se hizo pasar el filtrado
nuevamente por los filtros tapizados de E.coli, lo cual gener6é una disminucion de 2
logaritmos en la concentracion de colifagos (Cuadro 3). Esta reduccion puede ser

consecuencia de una captura mecanica de los fagos entre las bacterias y restos de éstas.

El segundo cultivo bacteriano, destinado a la obtencion de la E.coli hospedera
aplicada en la enumeracion o plaqueo de los colifagos, fue en un principio incubada
igual que el primer cultivo, o sea 6 horas y 4 horas mas (en este caso sin el fago),

obteniendo de igual manera un cultivo bacteriano sumamente denso y que posiblemente
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no se encuentra en una fase logaritmica. Al utilizar éste en los platos de Petri se obtiene
una sobrecapa bacteriana muy confluida, lo cual puede dificultar la observacion de las
placas, ya que aunque el virus logre la lisis de las de E. coli, la densidad de la misma

podria ocultar las UFP.

Ademas de obstruir la observacion de las UFP, la densidad bacteriana afecta la
replicacion de los virus, ya que como lo sefiala la literatura, esta depende tanto de la
densidad bacteriana como de la concentracion de los fagos. Cuando la concentracion
bacteriana es alta se menciona en la literatura que es necesaria una mayor concentracion

viral para poder lograr y detectar su replicacion (Muniesa y Jofre, 2004).

También se plantea que cuando la concentracioén viral es alta o muy baja la
replicacion del fago no es adecuada, sin embargo no se ofrece en la literatura una

explicacion apropiada para este fendémeno.

Otra de las explicaciones que podria justificar los resultados negativos en el
primer ensayo es que la carga de virus contenida en los 0,2 ml del “stock” original
(reserva ATCC) amplificado haya sido muy baja y no permitiera una replicacion

adecuada, o que simplemente no se lograra su deteccion con el método aplicado.

La aplicacion del segundo método utilizando un estandar de McFarland 1%
mejord la lectura de la prueba. Se logré obtener un cultivo bacteriano menos
concentrado, lo cual facilité la filtracion de los colifagos y ademas logro la produccion
de una sobrecapa bacteriana adecuada para la observacion de las UFP. Por lo anterior, la
utilizacion del estdndar de McFarland 1% puede plantearse como una opcidén en el caso

de que el laboratorio no cuente con un espectrofotometro.
El ajuste de la concentracién bacteriana mediante la determinacién de la

densidad optica medida espectofotométricamente, hace que la regulacion de dicha

densidad sea menos subjetiva, lo cual disminuye la incertidumbre atribuible a esta
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variable en el ensayo, esto es beneficioso en casos donde los ensayos deban ser

comparados.

La densidad oOptica adecuada para las condiciones de trabajo se observa en los
resultados detallados en el Cuadro 2, con la densidad optica mas baja (0,1), la capa
bacteriana que se forma en el plato es menos uniforme, por lo cual las placas se
observan mas difusas. Esto tiene implicaciones importantes cuando se ensayan muestras
con titulos virales altos, pues los conteos obtenidos son mas bajos que en los casos
donde se aplic6 DO de 0,5, la razén de esto es que cuando hay mayor numero de UFP
¢éstas tienden a estar mas unidas, por lo cual se requiere que la sobrecapa bacteriana

delimite adecuadamente donde termina una UFP e inicia la siguiente.

A un menor titulo viral, las UFP estaban mas distribuidas en el plato, con mas
distancia entre una y otra, por lo cual la DO no afectd significativamente el conteo de

las mismas.

Cuando se aplico una DO de 0,5 se obtuvo UFP bien definidas, pero de menor
tamafio a las que se habian observado en otros ensayos en los cuales se utilizé una DO
intermedia entre el rango sugerido, cercana a 0,3. En los ensayos siguientes se utilizaron

DO cercanas a este valor intermedio.

En los ensayos en los que se obtuvo “megaplacas”, éstas se contabilizaron como
una sola UFP, conforme al criterio de la APHA, el cual menciona que cuando hay
esparcidores en los platos y es imposible separar por ejemplo una colonia bacteriana de
otra, debe ser contabilizado como una sola colonia, lo cual en este caso seria como una

unica UFP (Swanson , 2001).

Para disminuir la interferencia de las “megaplacas” y de resultados falsamente
disminuidos, cada dilucion se mont6 por quintuplicado, ya que no es comun observar

este fendbmeno en todos los platos.
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La literatura sefiala que un plato obtenido de una muestra positiva va a presentar
zonas de lisis en la capa bacteriana (EPA, 2001), sin embargo cuando el titulo viral fue
muy alto, no fueron visibles las UFP en el agar, ya que los virus lograron lisar toda la

sobrecapa bacteriana.

Existen diferencias fenotipicas entre un plato positivo sin UFP evidentes y un
plato negativo por colifagos y aunque este ha sido un aspecto obviado por la literatura,
inicialmente estos resultados podrian confundirse porque en ninguno de ellos se
observan UFP. Por ello es importante también procesar siempre el control positivo y
negativo como parte de la prueba, ya que pueden haber otras variables que generen un
resultado negativo aln en muestras positivas, por ejemplo una inadecuada

homogenizacion de la mezclas.

Cuando en el plato no se observan UFP y la sobrecapa bacteriana ha
desaparecido por completo, el resultado fue expresado como “todo lisado”. Para los
resultados “todo lisado” e “incontables”, no se puede determinar el titulo viral, se
requieren mas diluciones para poder cuantificarlo. La diferencia entre “todo lisado” e
“incontable” es de suma importancia, ya que placas “todo lisado” son totalmente

transparentes, mientras que en “incontable” tiene restos de la sobrecapa bacteriana.

Las implicaciones de estos conceptos durante el andlisis de una muestra resultan
en titulos virales mas altos para “todo lisado” que para “incontable”. Esto se comprobd
cuando se ensayaron algunos amplificados “todo lisado” y que al diluirlos se obtuvo un

resultado “incontable”.
Con el fin de evaluar la reproducibilidad del método capa doble de agar se

realizaron repeticiones de los ensayos, en los cuales se determiné que a 4 °C los

colifagos se degradan de forma acelerada en el tiempo.
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La temperatura 4 °C se utilizd para almacenar los colifagos inicialmente, ya que
en realidad la literatura consultada no especifica cudl es la temperatura 6ptima para su

almacenaje.

Un estudio realizado en el 2003, determind que a mayor temperatura ocurre una
mayor inactivacion de los colifagos F+, ya que ésta influye en la tasa de reacciones que
se producen dentro del microorganismo, afectando la eficacia y supervivencia, sin
embargo en este estudio mencionado solo se evaltian temperaturas que van de 5 a 35 °C

(Feng, et al. 2003).

En esta investigacion se determind que la temperatura ambiente es la que menos
favorece la preservacion de los colifagos, en esta condicidn, la concentracion viral se
redujo 3 logaritmos en un periodo de un mes, mientras que a 4 °C la pérdida de 3
logaritmos en el titulo viral tardd alrededor de 3 meses. Tras un mes de
almacenamiento a -70 °C la pérdida viral fue despreciable, hubo un descenso de 2,26 x
10* a 2,14 x 10*. Después de 7 meses de almacenamiento a -70 °C, la reduccion en el

titulo viral solo fue de dos logaritmos.

En todos los ensayos se requiere montar controles positivos, por lo cual una
degradacion acelerada de los mismos implica una inversion tanto econémica como de
tiempo para el laboratorio ya que colifagos requieren, en ese caso, ser amplificados con
mayor frecuencia y es por esta razon que se pretende que los colifagos mantengan una
concentracion estable por el mayor tiempo posible. En este estudio se demostré que la
temperatura de -70 °C es la Optima para el almacenaje de los virus, ya que en esta

condicion los fagos se degradan més lentamente.

Por otro lado, la aplicacion de glicerol en el almacenamiento de los colifagos a
-70 °C no proporciona un incremento significativo en la preservacion de estos virus,
posiblemente porque el glicerol protege las membranas celulares, al congelar hace que
los cristales se formen en el medio extracelular, se produce una alta concentracion de sal

provocando la difusion del agua hacia el espacio extracelular y la entrada del
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crioprotector hacia la célula, esto evita la deshidratacion y muerte celular pero no
sucede asi en los colifagos ya que su cubierta es proteica y no una membrana

semipermeable (Herrero, et al. 2004)

Cuando se analiza la aplicabilidad de la prueba a nivel de laboratorio, como
parte de un perfil microbiologico en el analisis de aguas, deben tomarse en cuenta varios

aspectos importantes, uno de ellos el es tiempo total necesario del ensayo.

Una vez que la muestra llega para el analisis al laboratorio, se requieren 24 horas
para la obtencion de los resultados, sin embargo debe sefialarse que la prefase analitica

del ensayo es lo que mas consume tiempo.

En un laboratorio donde se monte este ensayo de rutina es probable que
mantengan siempre un cultivo de la E.coli en fase logaritmica, pero en términos
generales segin lo describe la metodologia original de la APHA en SMEWW, la

preparacion de un cultivo bacteriano en esta fase, tarda de 2 a 3 dias.

Considerando que en las condiciones experimentales utilizadas se requeria un
método rapido, que preferiblemente se pudiera aplicar el mismo dia del muestreo, se
realizé un ensayo para determinar como influye la edad del cultivo bacteriano en los

resultados.

Los resultados muestran que sin importar la cantidad de dias de incubacion de la
E .coli, se form¢ en el plato una sobrecapa bacteriana uniforme que permitio una lectura
adecuada de las UFP. Para los titulos virales obtenidos con cultivos bacterianos de 1, 2,
y 4 dias (Cuadro 7) se obtuvo una t = 0 con una p =1,0 con un nivel de confianza de 90
% yunat=0,2787 con una p = 0,7943 con un nivel de confianza de 95 %, por lo cual
se puede afirmar que para nuestras condiciones de laboratorio no existe una diferencia
estadisticamente significativa al utilizar 1, 2 o 4 dias de incubacion para la bacteria

hospedera E.coli 13706 ATCC.
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Se debe sefialar que la contaminacion de los cultivos afecta la replicacion tanto
de la bacteria como del fago, esto se observo en el caso de 3 dias de incubacion de la
E.coli (Cuadro 7), donde los resultados son negativos por colifagos, en este caso el
erlenmeyer tuvo un contaminante ambiental; es probable que la E.coli no lograra crecer
adecuadamente por la competencia que representaban las otras bacterias en el cultivo y
ademas las bacterias contaminantes interfieren con la replicacion de los colifagos

cuando estos se incuban con la E.coli (Muniesa y Jofre, 2004).

Dado lo anterior, a la hora de plaquear para la enumeracion de los colifagos lo
que crecio sobre el agar fue una capa de un combinado de bacterias por lo cual no se

pudieron observar las UFP y el plato parecia tener un resultado negativo.

Es importante indicar que aunque no se hayan encontrado diferencias
significativas en los titulos de colifagos obtenidos en los distintos tiempos de incubacion
de la E.coli aplicados en la prueba, la literatura recomienda que el cultivo con el que se
trabaje provenga de otro que se haya incubado toda la noche (APHA, 2005; EPA, 2001;
Paz-y-Miio et al, 2003; Ramirez et al. 2005).

Esta recomendacion puede estar dirigida a obtener un mejor crecimiento de la
bacteria, ya que cuando se transfiere un cultivo en fase de crecimiento exponencial a un
medio nuevo de la misma composicion la fase de latencia se acorta o no se produce, por
lo que practicamente durante toda la incubacion se tendria un cultivo en fase
logaritmica, mientras que la fase de latencia se alarga considerablemente si el indculo
proviene de un cultivo viejo o de uno que haya sido refrigerado, lo cual estaria

representado en este ensayo por los dias 4 y 1 respectivamente (Prescott, et al. 2004).

En cuanto a la reproducibilidad de las pruebas por el método capa doble de agar,
puede decirse que es afectada por muchos factores como la densidad oOptica, la
temperatura de almacenamiento del fago, la condicidon fisiologica de la bacteria
hospedera, la relacion en la concentracion colifagos- E.coli, etc, pero una vez que se

tienen controladas estas variables los resultados son reproducibles.
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En el Cuadro 6 se presentan los resultados de 3 ensayos (de 5 repeticiones cada
uno) en los cuales la mayoria de las variables ya se habian probado y optimizado, en
este caso aplicando la prueba t-student se obtuvo p = 0,4601, p = 0,6483 y p = 0,4615,
con un nivel de confianza de 90%, lo cual comprueba que no hay diferencias
significativas estadisticamente en la recuperacion de colifagos para las tres repeticiones,
por lo que se puede afirmar que el método parece comportarse de una manera

reproducible.

Con respecto a las muestras que se analizaron por el método de capa simple, los
resultados obtenidos presentan en todas la repeticiones el mismo rango de magnitud
(10" UFP/ml), que es el mismo que se encontré tiempo atris cuando se analizd la
muestra por el método capa doble de agar, determinando de esta manera una buena
correlacion entre los métodos (valores de t = 2,490048, p = 0,0885 con un nivel de

confianza de 95%).

A pesar de que todos los resultados estan en el orden de 10’ UFP/ml, existen
algunas variaciones, por ejemplo, en los ensayos se obtuvo un ambito de concentracién
que va desde 1,58x10” hasta 3,80x10" UFP/ml. Este comportamiento es compatible al
observado en otros estudios que se basan en los métodos de capa doble y capa simple de

agar (Muniesa y Jofre, 2004).

Al aplicar los andlisis estadisticos para los resultados obtenidos para capa simple
de agar se obtiene que no hay diferencia significativa para los promedios de 4

repeticiones, con un valor de p = 0,0696 con un nivel de confianza de 95%.

Las variaciones que se obtienen en las repeticiones de los ensayos por ambos
métodos no son estadisticamente significativas y posiblemente obedecen a que las
muestras se inoculan con alicuotas de 1 ml que si bien es cierto contienen
concentraciones similares de colifagos no necesariamente son idénticas. Ademas en el
método capa doble de agar deben considerarse posibles pérdidas de colifagos al aplicar

diluciones.
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En cuanto a los muestreos de agua de rio, se debe aclarar que en el caso de
Cascajal, las muestras se tomaron cerca de la naciente del rio, en una época muy
lluviosa y en un sitio con poca influencia de actividad humana y animal, por lo cual la

concentracion de colifagos somaticos se esperaba baja.

Aunado a lo anterior, el volumen total de agua que se analiz6 por cada muestreo
en el rio Cascajal fue de 10 ml, ya que solo se utiliz6 el método de capa doble, en el cual
se hacen 10 repeticiones por muestra, a diferencia de un método de capa simple en el

cual se analizan 100 ml de agua.

Los resultados de las muestras de agua del rio Coris fueron todas positivas por
colifagos. Se debe tomar en cuenta que en el trayecto de este rio y cercano a la zona de
muestreo se encuentran chancheras, presencia de ganado y asentamientos humanos e

industrias que liberan parte de sus desechos al rio.

La presencia de colifagos en las aguas de rio analizadas implica presencia de

materia fecal y por lo tanto la posible presencia de virus entéricos en el agua.

Los rangos de UFP obtenidos para muestras de rio evaluadas en algunos estudios
son variables ya que dependen de las modificaciones del método aplicado, asi como del
grado de contaminacion de la fuente de agua. En un estudio realizado en Peru se obtuvo
valores de 17-700 UFP/100ml para agua de rio sin tratar, llegando a <1 UFP/ 100 litros
de agua una vez finalizado el proceso de purificacion de de la misma (Payment y
Franco, 1993). En otro estudio se encontraron recuentos iniciales mas altos, 1010-3800
UFP/ 100 ml, llegando a recuentos de 0-2 UFP/100 ml después del tratamiento del agua
(Paz-y-Miio, et al. 2003).

A pesar de que no se ha establecido un valor limite para colifagos en aguas
crudas, segun las guias para la calidad para del agua de bebida, de la Organizacion
Mundial de la Salud, se han encontrado concentraciones de colifagos somaticos de

10"/L en aguas de desecho y de 10°/L en aguas de rios y lagos (OMS, 2008), lo cual
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concuerda con los resultados obtenidos en este ensayo, donde se encuentran

concentraciones de 10* y 10°/L.

En cuanto a los resultados presentados en los Cuadros 12, 13 y los resultados del
tercer muestreo en rio Coris, se observa que las UFP aumentan cuando se repite la
prueba 48 horas después de filtrada la muestra. A pesar de ello se descartd que los virus
pudieran estarse replicando en estas muestras almacenadas, ya que la bacteria hospedera

ha sido eliminada por el proceso de filtracion.

Los colifagos practicamente no se replican fuera del intestino de los animales, en
el ambiente no siempre encuentran disponibles sus bacterias hospederas y las
condiciones necesarias para su replicacion, por lo cual su cantidad se ve poco alterada

en el transporte de la muestra y tiempo del ensayo (Muniesa y Jofre, 2003).

Sin embargo el ensayo de colifagos consume tiempo por lo cual podria ser
necesario realizar el ensayo en un dia distinto al del muestreo, principalmente debido a
que la determinacion de colifagos se pretende implementar como parte de un analisis
mas amplio en el perfil microbiologico del agua, por lo cual ademas de su ensayo se
debe determinar la presencia de ciertos indicadores bacterianos, por ejemplo coliformes
fecales, los cuales deben realizarse de manera mas inmediata ya que estas podrian
multiplicarse en condiciones ambientales, o podrian perder con el tiempo su capacidad

de replicarse en los cultivos, afectando su cuantificacion.

Debido a lo anterior y a que una de las inquietudes del proyecto fue determinar
cuanto tiempo se mantienen viables los fagos en una muestra de agua almacenada sin
que sus titulos comiencen a decaer, se planted ensayar la muestra de agua el dia de su

colecta y posterior a 48 horas de almacenamiento a 4 °C.
A pesar de los objetivos de la prueba, no fue factible la comparacion de los

resultados obtenidos para el dia del muestreo y tras 48 horas de almacenamiento, ya que

los platos de Pertri obtenidos del primer dia presentan muchas burbujas en el agar lo
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cual interfiere con la lectura de las UFP, inclusive llegando a imposibilitar su lectura en
ciertas zonas de los platos. Posterior al almacenamiento disminuye la cantidad de
burbujas de manera que interfieren menos en el conteo de las UFP lo cual genera una
recuperacion mas eficiente que podria simular un falso aumento en el titulo de

colifagos.

Se plantea como hipotesis que alguna sustancia quimica contenida en las
muestras de agua exacerba la produccion de gas por parte de la E. coli, ya que esta
sustancia podria modificar el pH del medio, funcionar como sustrato o inhibir la
utilizacion de algun sustrato por parte de la bacteria. Es probable que con el tiempo el

interferente se degrade por lo cual el dia 3 la cantidad de burbujas fue menor.

Estas observaciones se apoyan también en datos de la literatura, donde se ha
descrito que para algunas cepas de Escherichia coli un aumento en el pH del medio de
cultivo aumenta la produccion de gas (Meadows, ef al. 1980), y que en términos
generales la produccion de gas por parte de las bacterias se ve influida por los sustratos

en los cuales se desarrolle el microorganismo (Dévila y Razo, 2007).

Aunque en este trabajo no se contd con un estudio quimico paralelo a los
ensayos de colifagos, el hecho de que los controles no presentaran esta cantidad de
burbujas y que no se observara el mismo fendomeno en las muestras de Cascajal,
también parece apoyar la hipdtesis de que la causa de la interferencia se relaciona con

algin componente de la matriz analizada.

Los resultados del segundo muestreo presentaron los conteos mas bajos de
colifagos, lo cual pudo deberse en parte a que estos se realizaron tras un largo temporal,
con lluvias abundantes, que disminuyeron la presencia de vegetacion y animales en los

margenes del rio.

Por otro lado en el segundo muestreo el agua presentaba mas cantidad de

material suspendido lo cual dificult¢ la filtracion y hay mas posibilidad de que algunos
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colifagos se quedaran adheridos a la superficie de esos materiales, ya que como sefala
la literatura los colifagos suelen adherirse a superficies con cargas especificas

(Reynolds, 2001).

El aumento en el caudal del rio pudo haber favorecido que los colifagos se

diluyeran en la muestra de agua o que fueran arrastrados y disminuyera su cantidad.

En cuanto a las UFP presentes en las muestras, se observaron pequenas
diferencias en sus zonas de lisis, variaciones de un muestreo a otro € incluso en una
misma placa, diferentes morfologias (Anexo 4). Esto se debe a que los colifagos son un
grupo diverso de virus que pueden pertenecer a las familias de fagos Myoviridae,
Siphoviridae, Podoviridae and Microviridae y que presentan un espectro amplio de tipos

morfoldgicos (OMS, 2008).

En algunos casos donde se observo UFP que contienen en su zona central una
discreta cantidad de colonias bacterianas (Figura 8 y Anexo 4) los métodos de
referencia indican que se debe a mutantes bacterianas que no pueden ser infectadas por

el virus (EPA, 2001).

Comparando los métodos capa doble de agar y capa simple de agar se puede
concluir que capa simple de agar es una técnica mas rapida y ofrece menor interferencia
por errores de pipeteo, en cambio en capa doble para cada plato hay que mezclar la
E.coli, el colifago y el agar individualmente cinco veces por cada dilucion, agitando tras
la adicion de cada uno de los componentes y antes de procesar las muestras se debe
contar con platos con una capa basal de ATS 1,5%, lo cual lo vuelve un método mas

lento.

El método capa simple de agar méas econdmico ya que requiere preparar solo 100
ml de agar 1,2 % de doble concentracion, mientras que en el método de capa doble de
agar se requiere la preparacion de un plato con agar 1,5% en el fondo y ademads preparar

100 ml de ATS 0,7% el cual se distribuye en tubos de ensayo.
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En el andlisis de muestras de agua ambos métodos consumen la misma cantidad
de platos de Petri, sin embargo cuando se ensayan diluciones virales se consume una

cantidad mayor de placas en el método capa doble de agar.

En el método de capa doble de agar se tienden a formar megaplacas,
principalmente cuando el titulo de colifagos es alto, a diferencia del método de capa
simple de agar en el cual a pesar de tener un titulo alto de colifagos, generalmente se
puede observar la separacion entre una UFP y otra, lo cual hace su resultado en la

mayoria de los casos cuantificable.

En cuanto a los volumenes de muestra que se pueden analizar por ambos
métodos, capa doble de agar tiene la desventaja de que se analiza 10 ml de las muestras
de agua, por lo cual es menos sensible que capa simple de agar, en el cual se pueden

analizar 100 ml.

A pesar de que la literatura describe en que el método de capa simple es mas
sensible al poder analizar mayor cantidad de muestra, en los resultados de los ensayos
no se obtuvo recuentos mas altos al utilizar el método de capa simple de agar, incluso
en la mayoria de los casos se obtuvo resultados ligeramente mas altos por el método de

capa doble.

Estas pequenas diferencias se pueden ejemplificar con el resultado de uno de los
ensayos donde por capa doble de agar se recupera 3,84x 10’ UFP/ml, mientras que para
la misma muestra por el método capa simple de agar se recuperd 1,71 x 10" UFP/ml,
1,58 x 10" UFP/ml, 2,41x10” UFP/ml, 3,80 x 10’ UFP/ml en diferentes repeticiones de
la prueba, sin embargo como se mencion6 anteriormente estos resultados no presentan

diferencias estadisticamente significativas.
En el caso de las muestras del rio Coris también se observd pequefias diferencias

en los resultados obtenidos por ambos métodos, lo cual esta reflejado en los resultados

de los Cuadros 11 y 12, en donde se obtiene en uno de los ensayos 1,6 UFP/ml por capa
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doble, 1,53 UFP/ml por capa simple y 4,6 UFP/ml por capa doble, 2,90 UFP/ml por

capa simple.

Conforme a lo anterior, se observan que segun el método que se aplique, existen
diferencias en la recuperacion de UFP pero esa recuperacion mantiene una variacion

normal para estos métodos aplicados.

En cuanto al método combinado capa doble de agar-capa simple de agar, se
pretendia determinar inicialmente el titulo de la muestra por medio de capa doble de
agar y ajustar adecuadamente la dilucion de la muestra que se analizaria por capa simple
de agar, con ello se obtendria las ventajas de ambos métodos, en capa doble conocer el
titulo y con capa simple tener la oportunidad obtener una mayor sensibilidad ya que se

analiza mas cantidad de muestra.

A pesar del objetivo del ensayo, los resultados obtenidos al combinar capa
simple y capa doble de agar (Cuadro 10) difieren inclusive en el orden de magnitud ya
que por capa doble se encuentran en el orden de 10> UFP/ml mientas que por capa

simple se encuentran en el orden de 10' UFP/ml.

Cuando se analiza el titulo de un concentrado viral por los métodos capa doble y
capa simple realizados de manera independiente, no se encuentran diferencias
estadisticamente significativas entre los resultados. Cuando se aplica el método
combinado capa doble-capa simple de agar se obtienen resultados que difieren incluso
en el rango de magnitud entre un método y otro, sin embargo debido a que este método
se ensayoO poco, para obtener una conclusioén sobre su comportamiento se requieren mas

repeticiones.
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La obtencion del cultivo bacteriano basado en los tiempos de incubacion estipulados
por la APHA en SMEWW, no resultaron adecuados para las condiciones de
laboratorio donde se llevo a cabo el estudio, sin embargo utilizando la variante del
estandar de McFarland 1% para regular la concentracion, se obtuvo un cultivo que
permitio la lectura adecuada de la prueba, por lo cual su aplicacion puede plantearse
como una opcion para aquellos laboratorios que no cuenten con un

espectrofotometro.

Para el método capa doble de agar es indispensable regular adecuadamente la
concentracion de los dos cultivos bacterianos, el utilizado para la incubacion en la
amplificacion del fago y el aplicado en el plaqueo y enumeracion de los fagos en las

placas de Petri.

La aplicabilidad de rango de densidad Optica planteado en la literatura (DO 0.1-0.5)
depende de la concentracion viral de la muestra por lo cual se recomienda utilizar un
rango de DO intermedio ya que éste resulto util para el anélisis de concentraciones

virales tanto altas como bajas.

Cuando se analiza por el método capa doble de agar una muestra con un titulo viral
muy elevado, pueden obtenerse platos positivos en los que no se observan unidades
formadoras de placas (UFP), éstos se distinguen de un plato negativo porque su

superficie es brillante y ademads son translicidos.

En la prueba a diferentes temperaturas se determind que a mayor temperatura mas
rapida es la degradacion de los colifagos, ademas se establecid que la temperatura
Optima para el almacenamiento de los mismos es -70 °C, temperatura en la cual se
obtuvo un descenso de solo 2 logaritmos en el titulo viral, tras un almacenamiento

de 7 meses. La adicion de glicerol en el almacenamiento a esta temperatura no
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influyé en la preservacion de los colifagos, por lo cual su adicién no resulta

necesaria.

No hubo una diferencia estadisticamente significativa al utilizar para el ensayo un
cultivo bacteriano de 1,2 ¢ 4 dias de incubacion, segin las condiciones en las que se

realiz6 la prueba.

La contaminacion de los medios de cultivo bacterianos con contaminantes

ambientales, afecta la replicacion de los colifagos asi como su lectura.

La reproducibilidad de los métodos capa doble de agar y capa simple de agar es
afectada por muchos factores como la densidad Optica, la temperatura de
almacenamiento, la condicion fisiologica de la bacteria hospedera, la relacion en la
concentracion E.coli- colifagos, etc, pero cuando se tienen estas variables
controladas, puede afirmarse segin las pruebas estadisticas, ambos métodos son

reproducibles.

Comparando los métodos capa doble de agar y capa simple de agar se puede
mencionar que capa simple de agar es una técnica mas rapida y ofrece menor

interferencia por errores de pipeteo que capa doble de agar.

La implementacion del método capa simple de agar es mas econdmico que capa
doble de agar y permite analizar mas volumen de muestra, sin embargo en los

ensayos no se demostrd que fuera mas sensible que capa doble de agar.

Segun los ensayos aplicados, por el método capa doble de agar se obtienen conteos
de UFP mas altos en numeros absolutos que los obtenidos por capa simple, sin
embargo al comparar la recuperacion de UFP por ambos métodos se puede afirmar

que no existe una diferencia estadisticamente significativa.
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Cuando se aplica el método combinado capa doble-capa simple de agar se obtienen
resultados que parecen ser muy distintos, pero que por el nimero de ensayos no se
puede comprobar estadisticamente, por lo cual es imposible obtener una conclusion
sobre la funcionalidad de este método combinado y se recomienda realizar mas

repeticiones.

En cuanto al anélisis de muestras de rio, ambos métodos son funcionales y obtienen
resultados comparables. En términos generales, el titulo viral obtenido en una
muestra ensayada depende del método que se aplique para su andlisis, asi como el
grado de contaminacion de la fuente de agua. Las concentraciones virales obtenidas
en las muestras del rio Coris (10" y 10%) son segin la OMS, las habitualmente

encontradas en muestras de rio.

63



8. REFERENCIAS

1. APHA. Standard Methods for the examination of water and wastewater. American

Public Health Asociation, 21th Edition. Washington. 2005

2. Armon, R; Kott, Y. 1996. Bacteriophages as indicators of pollution. Critical Reviews in

Environmental Science and Technology, 26:299

3. Bofill-Mas, S; Clemente, P; Albifiana, N; Maluquer de Motes Porta, S; Hundesa, A;
Girones, R. 2005. Efectos sobre la salud de la contaminacion de agua y alimentos por virus

emergentes humanos. Revista Espafiola de Salud Publica, 79 (2)

4. Borrego, J; Morifio, M; Vicente, A; Coénax, R; Romero, P. 1987. Coliphages an
indicador of fecal pollution in water. It relationship with indicator an pathogenic

microorganism. Water research, 21: 1473-1480.

5. Borrego, J; Morifio, M; Martinez, A; Romero, P. 1990. Coliphages as indicador of fecal
pollution in water. Their survival and productive infectivity in natural aquatic environments.

Water research, 24: 111-116.

6. Bosh, A. 1998. Human enteric viruses in the water environment: a minireview.

International microbiology, 1: 191-196

7. Campos, C. 2003. Indicadores de contaminacion fecal en aguas. En: agua potable para
comunidades rurales, rehiiso y tratamientos avanzados de aguas residuales domésticas. Cap 20

pp 224-229, disponible en http://tierra.rediris.es/hidrored/ebooks/ripda/pdfs/Capitulo_20.pdf
8. Cole, D; Long, S; Sobsey, M. 2003. Evaluation of F+ RNA and DNA coliphages as
source-specific indicators of fecal contamination in surface waters. Applied and Environmental

Microbiology, 69 (11): 6507-6514

9. Davila, G; Razo, E. 2007. Produccion biologica de hidrogeno por via fermentativa:

Fundamentos y perspectivas. BioTecnologia, 11(3): 19-27

64


http://www.tandf.co.uk/journals/titles/10643389.asp
http://www.tandf.co.uk/journals/titles/10643389.asp

10. Dias, J. Trabajo de grado en microbiologia ambiental: Susceptibilidad de los hospederos
bacterianos a la infeccion de colifagos, provenientes de aguas residuales. Para optar por el

grado de licenciatura dado por la Pontificia Universidad Javerina (México), 2006.

11. EPA. Method 1602: Male- specific (F+) and somatic coliphage in water by single agar
layer (SAL) procedure. Enviromental Protection Agency’s . Washington. 2001.

12. Feng, Y; Ong, S; Hu, J. 2003. Effects of pH and temperature on thesurvival of
coliphages MS2 and Qb. Industrial Microbiology and Biotechnology, 30:549-552

13. Gangarosa, R; Glass, R; Lew, J; Boeing, J. 1985. Hospitalizations involving
gastroenteritis in the United States: the special burden of the disease among the elderly.

American Journal of Epidemiology, 135: 281-90.

14. Herrero, L; Avila, R; Corrales, E; Hun, L. Procedimientos en virologia médica. 1™

edicion. Editorial de la Universidad de Costa Rica, 2004. Pp: 48-49

15. Instituto Costarricense de Acueductos y alcantarillados (AyA). Andlisis sectorial agua

potable y saneamiento de Costa Rica. Costa Rica. 2002.

16. Leclerc, H; Edberg, S; Pierzo, V; Delattre, J. 2000. Bacteriophages as indicartor of

enteric viruses and public health risk in groundwater. Journal of Applied Microbiology, 85: 5-2

17. Meadows, P; Anderson, J; Patel, K; Mullins, W. 1980. Variability in gas production by
Escherichia coli in enrichment media and its relationship to pH. Applied and environmental

microbiology, 40(2): 309-312.

18. Ministerio de Salud, Instituto Costarricense de Acueductos y Alcantarillados,
Organizaciéon Panamericana de la Salud, Oficina Regional de la Organizacion Mundial de la
Salud. Calidad del agua potable en Costa Rica: situacion actual y perspectivas. Costa Rica.

2004. Disponible en www.netsalud.sa.cr.

19. Ministerio de Salud. Compendio de 7 reglamentos. La Gaceta: diario oficial (San José,

CR) 2005.

65


http://www.netsalud.sa.cr/

20. Muniesa, M y Jofre, J. 2004. Factors influencing the replication of somatic coliphages

in the water environment. Antonie van Leeuwenhoek, 86: 65-76.

21. Organizacion Mundial de la Salud. 2009. Water, Sanitation and Health. Disponible en:

www.who.int/water_sanitation_health/hygiene/en/index.html.

22. Organizacion Mundial de la Salud. 2008. Guidelines for drinking-water quality. Tercera

edicién. Volumen 1.

23. Payment, P y Franco, E. 1993. Clostridium perfringens and somatic coliphages as
indicador of the efficiency of drinking water treatmen for viruses and protozoan cyst. Applied

and Environmental Microbiology, 59: 2418-2424

24, Paz-y-Mifio, M; Barzola, C; Lazcano, C; Ponce, M; Ledn, J. 2003. Colifagos como
indicadores de contaminacion fecal y de remocion bacteriana en la potabilizacion del agua.

Revista Peruana de Biologia, 10 (2): 133-144

25. Prescott, J; Harley, P; Klein, D. Microbiologia. Quinta edicion, McGRAW-HILL.
Espafa, 2004

26. Ramirez, J; Contreras, G; Gomez, C. 2005. La fase estacionaria en la bacteria

Escherichia coli. Revista latinoamericana de microbiologia, 47(3): 92 — 101

217. Reynolds, K. 2001. Introduccion a las enfermedades microbianas propagadas a través

del agua. Revista agua Latinoamérica, 1: 38-39.

28. Richman, D; Whitley, R; Hayden, F. Clinical virology. 2™ edition. ASM Press.
Washington DC, 2002. Pp 971-988

29. Skraber, S; Grassilloud, B; Gantzer, C. 2004. Comparison of coliforms and coliphages

as tools for assessment of viral contamination in river water. Applied and Environmental

Microbiology, 70 (6): 3644-3649.

66


http://www.who.int/water_sanitation_health/hygiene/en/index.html

30. Swanson, K; Petran, R; Hanlin, J. 2001. Culture Methods for enumeration of
microorganisms. pS7. En Pouch, F y Ito, K (eds). Compendium of methods for the

microbiological examination of foods, APHA. Cuarta edicion.
31. Valiente, C; Mora, D. 2001. El papel del agua para consumo humano en los brotes de
diarrea reportados en Costa Rica en el periodo 1999-2001. Laboratorio Nacional de Aguas.

Instituto Costarricense de Acueductos y Alcantarillados.

32. Vidales, C; Gonzales, J; Rodriguez, F. 2004. Cinética de PRDI en un pantano
construido de flujo superficial. Ciencia UANL, 7 (1):

33. Wentsel, R; O Neill, P; Kitchens, J. 1982. Evaluation of coliphage detection as rapid
indicator of water quality. Applied and Environmental Microbiology, 43: 430-438

34, Wescott, D y Ayres, R. 1990. Criterio de calidad de aguas de riego con agua residual

municipal regenerada. Universidad Politécnica de Cataluna. Barcelona. p33 -66.

67



Anexos

68



Anexo 1:

Preparacion de medios de cultivo y reactivos:

Extracto de carne 1,5%: este extracto se pasd a través de los filtros antes de
filtrar las muestras o los cultivos con colifagos, con el fin de disminuir la
adsorcion del fago en el filtro. Preparacion: disolver 1,5 g de extracto de carne y
0,375 g de glicina (glicina con una concentracion final de 0,05 M) en 90 ml de
agua. Ajustar el pH 7.0 — 7.5, llevar a un volumen final de 100 mL con agua

grado reactivo. Autoclavar a 121°C por 15 minutos y almacenar a 4 °C.

Solucion de glicerol al 50%: se utilizd6 para la congelacion de las cepas
bacterianas. Preparacion: agregue cantidades iguales de glicerol no diluido y

agua grado reactivo. Autoclavar a 121°C por 15 minutos y almacenar a 4 °C.

Caldo tripticasa soya (CTS): se utilizd como medio de crecimiento para las
bacterias E.coli hospederas, para reconstituir liofilizados y para realizar
diluciones. Preparacion: seguir el procedimiento indicado en el frasco. Si no se
cuenta con el medio deshidratado, prepararlo agregando 17.0g de triptona, 3.0 g
de soytona, 2.5 g de dextrosa, 5.0 g de cloruro de sodio, 2.5 g de difosfato de
potasio en un litro de agua grado reactivo y calentar para disolver Ajustar el pH
a 7,3. Autoclavar a 121 °C y 15 psi durante 15 minutos. Verificar el pH después
de autoclavado, removiendo asépticamente una alicuota del medio. Ajuste el pH
si es necesario y descarte la alicuota una vez que haya chequeado el pH, para
garantizar que el medio no esté contaminado. Se puede almacenar hasta por 3
meses a 4 °C. este medio también puede ser preparado igual al slant de agar

triptona pero excluyendo el agar.
Agar tripticasa soya 1,5%: este agar se utiliz6 como capa inferior (de soporte)

en los platos, para el método de doble capa de agar. Preparacion: Mezclar 1,0 g
de triptona, 0,1 g de extracto de levadura, 0,1 g de glucosa, 0,8 g de NaCl, 0,022
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g de CaCl, y 1,5 g de agar en 100 mL de agua grado reactivo, todo mezclado
gentilmente en un recipiente de 250 ml. Autoclavar a 121°C por 15 minutos. Se
enfria a 48 °C+1 °C. Se dispensa 17-18 mL de ATS por plato, y se almacenan a
4°C.

Agar tripticasa soya 0.7%: Se utilizdé como capa superior en el método de doble
capa de agar. Preparacion: se utiliza el mismo procedimiento que para el CTS
pero se le agregan 7 g de agar/ litro de medio CTS, se calienta para disolver, se
autoclava a 121° C y 15 psi durante 15 minutos. Enfriar a 48°C£1°C y mezclar.

Se dispensan 5 mL por tubo de 10cc y se mantiene a 45-48 °C hasta su uso.

Tubos para dilucion con triptona: Se utilizo para realizar las diluciones de los
colifagos en la estandarizacion del método y para la dilucion de las muestras.
Dispensar asépticamente 9 mL de caldo triptona estéril (CTS) en cada uno de los

tubos de ensayo estériles de 16 x 150 mm con tapa.

Agar tripticasa soya de doble concentracion (ATS 1,2% de doble
concentracion): se prepara igual que el agar tripticasa soya 1,5%, utilizando el
doble de cantidad de cada uno de los componentes, a excepcion del agar en el

del cual se agrega 1.2 g por 100 ml.

Stock de cloruro de magnesio (80X, 4M): a 814 g de MgCl, . 6H,0, agrege
300ml de agua grado reactivo, mezcle para disolver. Lleve a un volumen final de

1 L, mezle. Autoclave por 15 minutos a 15psi.
Solucion de cloruro de clacio (CaCl,): adicione 22g de CaCl, a 50 ml de agua,

esterilice y autoclave a 121°C por 15 minutos. Almacene a temperatura

ambiente.
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Anexo 2

Cuadro de virus entéricos humanos que pueden ser trasmitidos por el agua

Genus

Popular name

Disease caused

Enterovirus

Hepatovirus
Reovirus
Rotavirus
Mastadenovirus

Calicivirus

Astrovirus
Parvovirus
Coronavirus

Torovirus

Poliovirus
Coxsackievirus, A, B

Echovirus

Hepatitis A
Human reovirus
Human rotavirus
Human adenovirus

Human calicivirus
Norwalk virus
SRSV

Hepatitis E

Human astrovirus
Human parvovirus
Human coronavirus

Human torovirus

Paralysis, meningitis, fever

Herpangina, meningitis, fever,
respiratory disease,
hand-foot-and-mouth disease,
myocarditis, heart anomalies,
rush, pleurodynia, diabetes?

Meningitis, fever, respiratory
disease, rush, gastroenteritis

Hepatitis

Unknown

Gastroenteritis

Gastroenteritis, respiratory
disease, conjunctivitis

Gastroenteritis

Gastroenteritis, fever

Gastroenteritis

Hepatitis

Gastroenteritis

Gastroenteritis

Gastroenteritis, respiratory
disease

Gastroenteritis

Fuente: Bosh, 1998.
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Anexo 3

Glosario

-Amplificados del stock de colifagos @174 ATCC: es el filtrado que se obtiene al
amplificar el stock original de colifagos @174 ATCC, con la bacteria durante 4 horas, y

que se almacena a -70 °C en alicuotas de 1,1 ml.

-Colifagos: son virus de bacterias que infectan y se replican en Escherichia coli.

(Armon, 1996)

-Colifagos somaticos: son virus de ADN que infectan la bacteria hospedera (E.coli)

atravesando su membrana celular (EPA,2001).

-Colifagos macho especificos (F'): son virus que pueden ser tanto ADN o ARN e
infectan a las cepas de E.coli macho, por medio del pilus-F (EPA,2001).

-Concentrado de colifagos: es el filtrado que se obtiene al amplificar un stock de

amplificado de colifagos.

- Densidad optica: es la absorcion de luz por unidad de distancia, o también conocida
como absorbancia. Va a reflejar la cantidad de bacteria presente en el medio. Entre mas
bacteria esté presente en el medio, se va a producir una mayor absorcion de la luz ya

que estas bacterias obstruyen el paso de la misma.

- Sobrecapa bacteriana: son las colonias que crecen de manera uniforme una al lado de

la otra en la superficie del agar, cuando se aplica el método capa doble de agar
-Stock de control positivo de colifagos: son las alicuotas de colifagos almacenados que

contienen entre 30-80 UFP/ml. Se obtuvieron de un filtrado de amplificado o

concentrado de colifagos o de una dilucion de los mismos.
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- Todo lisado: hace referencia a un resultado en el cual no se observan restos de la

sobrecapa bacteriana en el agar, ya que el virus la ha desintegrado completamente.

-Enterovirus: son virus que se replican en el tracto gastrointestinal del ser humano.

-Plaqueo: se refiere al proceso en el

-Titulo: se refiere a la concentracion, en este caso de colifagos, presente en la muestra

que se analiza, expresada en unidades formadoras de placas por mililitro.

-Unidad formadora de placas (UFP): es la expresion de la presencia de los colifagos en
la muestra y son las zonas circulares que se observan en los platos, debido a la lisis que

genera el colifago en las bacterias hospederas.
- Incontables: se refiere a un resultado en el cual la sobrecapa bacteriana no ha

desaparecido en un 100%, pero que el grado de degradacion de la misma no permite

contar las UFP ya que simplemente se observan restos de la sobrecapa.
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Anexo 4

Observacion de megaplacas Concentrado de colifagos con alta carga viral
| analizado por el método capa simple de agar

Platos de Petri en los cuales se observa la sobrecapa bacteriana y las UFP, por el método capa doble de

agar

Izquierda: Plato de Petri con un resultado definido como todo lisado. Centro: Plato de Petri con un
resultado definido como incontable. Derecha: Plato de Petri con un resultado negativo
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Observacion de la morfologia de las UFP obtenidas al ensayar la muestra de agua.

10°

CélulafmL
] L 11 IIII

]

L 1sinal

Tiempo (h)

Curva de crecimiento en medio rico de la bacteria Escherichia coli. La curva de
crecimiento se inicia al diluir el cultivo de una noche en medio nuevo. 1) fase lag; 2)
Fase logaritmica o exponencial; 3) Fase de transicion; 4) Fase estacionaria. En estos

cultivos la fase exponencial representa el periodo de crecimiento rapido o balanceado y
la fase estacionaria de crecimiento nulo.

Fuente: Ramirez, 2005.
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Anexo 5

Procedimiento para la obtencion de cuatro cultivos de E. coli

con diferentes tiempos de incubacion

Cultivo de E. coli

Dial
(lunes)

Dia 2
(martes)

Dia 3
(miércoles)

Dia 4
(jueves)

Cultivo de 1 dia

Cutivo de 2 dias

Cultivo de 3 dias

Cultivo de 4 dias

Se inocul6 una
asada del
congelado de
E.colien 5 mlde
CTS, se incubd a
36,5°C+2°C
durante toda la
noche

Se inocul6 una
asada del
congelado de
E.colien 5 ml de
CTS, se incubd a
36,5°C+2°C
durante toda la
noche

Se transfirieron
1,5ml aun
erlenmeyer con 30
ml de CTS, se
incubd a 36,5 °C +
2 °C durante 4
horas. El cultivo
se almacena a 4 °C
hasta su uso.

Se inoculd una
asada del
congelado de
E.colien 5 mlde
CTS, se incubd a
36,5°C+2°C
durante toda la
noche

Se transfirieron
1,5mlaun
erlenmeyer con 30
ml de CTS, se
incubo a 36,5 °C +
2 °C durante 4
horas. El cultivo
se almacena a 4 °C
hasta su uso.

Se transfirieron
1,5ml aun
erlenmeyer con 30
ml de CTS, se
incubd a 36,5 °C +
2 °C durante 4
horas. El cultivo
se almacena a 4 °C
hasta su uso.

Se inoculd 3
asadas del
congelado de
E.coli, en CTS, se
incubd 4 horas a
36,5°C+2°Cy
se ajusto DO
cercana a 0,3

Se transfirieron
1,5mlaun
erlenmeyer con 30
ml de CTS, se
incubd a 36,5 °C +
2 °C durante 4
horas en agitacion
y se ajustd la DO.

Se transfirieron
1,5mlaun
erlenmeyer con 30
ml de CTS, se
incubd a 36,5 °C +
2 °C durante 4
horas en agitacion
y se ajustd la DO.

Se transfirieron
1,5mlaun
erlenmeyer con 30
ml de CTS, se
incubd a 36,5 °C +
2 °C durante 4
horas en agitacion
y se ajusté la DO.
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Cuantificacion de UFP y determinacion de los titulos virales de
un concentrado de colifagos almacenado a diferentes temperaturas durante un mes

Dilucion
Temperatura del concentrado #UFP Titulo
de colifagos
Temperatura 0 70 67 63 55 50
e 10" 110 5 4 4 61
107 2 1 0 0 0 UFP/ml
107 1 0 0 0 0
0 Todo lisado en los 5 platos
4°C 10! Incontables en los 5 platos 2,76 x 10°
107 32 30 27 25 24 UFP/ml
107 7 5 4 3 2
0 Todo lisado en los 5 platos
-70 °C sin 107! Incontables en los 5 platos 2,14 x 10*
glicerol 107 179 140 147 160 152 UFP/ml
107 25 21 21 21 19
0 Todo lisado en los 5 platos
10" Incontables en los 5 platos 2,12 x 10*
-70 °C con 107 129 128 126 123 115 UFP/ml
glicerol 10° 25 24 23 20 14

77



Numero de UFP y determinacion del titulo de un amplificado de colifagos ®174 ATCC,
por el método de capa simple de agar, utilizando para la determinacion
una dilucién final de 107y de 10®

Plato Dilucién 107 Dilucién 10°
#UFC #UFP
1 1 5
2 2 3
3 3 2
4 4 3
5 5 5
6 6 12
7 7 3
8 8 5
Total 241 UFP/ 100ml 38 UFP/100ml
Titulo del
concentrado  2,41x10” UFP/ml 3,80 x 10’ UFP/ml
de colifagos
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