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PLAN DE TESIS

ACTIVIDAD BsCTERIOFAGICA DURANTE EL PROCESO DB
DIGESTION LEL BARRO CLOACAL

Introduccién 3 4) Descripcién de los procesos de digestibéa de ba-
rro cloacal.
B) Presencia y actividad de bacteriéfagos en el 1%
quido y en el barro cloacal.,

Propésito _del trabsjo : Contribucién al conocimiento de los fené-
menos de orden biolégico que se producen
durante el proceso de digestién de barros
cloacales.

Plan : 4) Bstudio de la técnica para la investigacién de bacterid
fago en barro cloacal.

B) Ligestién experimental (a 37° Yy 55°C) del barro obteni-
do por sedimentacién del liquido cloacal de Buenos -
Alres,

C) Investigacién de bacteriéfago para bacterias del grupo
¢coli-salmonella-disentérico, en barro fresco y durante
diversos perfodos de su digestién.

D) Supervivencia de bacterias del grupo coli-salmonella en
el barro en digestién.

E) Determinacién cuantitativa aproximada de bacteridéfagos
en la fase liquida y sélida del barro.
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I) INTROUCCION

1) Bl proceso de digestién del barro cloacal.

La digestién del barro cloacal es un proceso median-
te el cual se transforma un material ofensivo e inestable en otro
suficientemente inofensivo y estable, que ocupa ademis un volumen
menor y estd en condiciones Sptimas para el secado al aire.

Bl barro cloacal resulta de la sedimentacién de las
materias suspendidas en el liquido cloacal, o el gue se acumula co
mo resultante de los procesos de purificacién del 1iguido cloacal
(precinitacién quimica, barros activos, etc.). Bn este trebajo nos
referiremos exclusivamente al barro que se obtiene por sedimenta -
cién directa del liquido cloacal fresco.

Bn la ciudad de Buenos Aires el lfigquido cloacal no -
recibe ningin tratamiento de purificacién, sino que se lo descarga
directamente en el Rio de la Plata, frente a Berazategui, a 900 me
tros de la costa, previo paso por unas rejas para interceptar los
cuerpos grandes que lleva en suspensién. Este lfquido, descargado
en el rio, estd constituido en su mauyor parte por materias fecales
disgregadas, orinas y liquidos domésticos provenientes del lavado
de alimentos, ropas, habitacicnes, etc. Yy en menor proporciénm agua
de lavado de calles. (k)

En las poblacliones densas y con un curso de agus po-
bre, a los efectos de evitar el peligro que supondiria arrojar al -
agua un material tan contaminado y ofensivo como el liquido cloa -
cal, dste es previamente sometido a un tratamiento de purifica -
cién. Por lo general el liquido cloacal pasa primero a través de -
unas rejas para retener los materiales grandes que arrastra (tra -

(x) iéBado Yy V.Bernaola.- Anales de la Asoc.juim.Argeantina 15, 105,
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pos, trozos de madera, etc.) y que podrfan daflar las bombas o0 atag
car los canales; luego sigue a los desarenadores donde se eliminan
los materiales ficilmente sedimentables (generalmente arena Yy -
otras sustancias minerales); Yy llega & los tanques de sedimenta- -
cién, de diversos tipos, donde tiene lugar la sedimentacién de la
materia en suspensién en el liquido, principalmente materia orgdni
ca, formindose as{ el barro cloacal que ha de ser digerido (sea di
rectamente 0 mezclado con el proveniente de otros procesos de puri
ficacién), para su disposicién final en los lechos de secado. Esta
sedimentucién puede ser facilitada con coagulantes quimicos (cal,
cal con 5O Fe o alumbre).

Kl barro digerido y secado se utiliza para relleno -
de terrenos o como fertilizante, 0 puede ser incinerado.

El efluente de los tanques de sedimentacién es, a su
vez, estabilizado por un proceso biolégico aerébico que se lleva a
cabo, ya sea en los lechos bacterianos (lechos de contacto y fil -
tros percoladores) o mediante el proceso de los barros activados.

El barre cloacal obtenido en los taaques de sedimen-
tacién ea un material complejo constituido escencialmente por agua
(90=95 %), compuestos inorginicos y sobre todo orgidnicos (hidratos
de carbono, grasas y proteinas) y un gran ndmero de bacterias y -
protozoarios. |

Bl barro cloacal crudo, es una masa semiliquida, de
color gris, y con un pronunciado olor fecal, que, por digestién se
transforma en un residuo negro, granular, semejunte al humus, con
leve olor a alquitrdn, y que puede ser rédpidamente separado, por -
drenaje, del liquido al cual esti asociado.

la digestién del barro cloacal es un proceso biolégli
¢o llevado a cabo por microorganismos anaerobios que originan la -
licuacién y gasificacién de la materla orginica, en ausencis de -



30"

ox{geno libre. Esta digestibén, en la préctica es llevada a cabo ya
sea en el mismo tanque donde sediment$ el barro, junto con el 11 -
quido cloacal sobrenadante, como ocurre en los tangues sépticos -
(donde se va acumulando y digiriendo el barro, que no es retirado
hasta tanto no esté completamente digerido) o en una cémara de di-
gestibén acoplada al tanque de sedimentacién, como en el tanque -
Imhoff (en el gue tiene lugar la digestién del barro separado del
liquido), © finalmente en un tangue separado de digestiém de barro.
Bn realidad los tanques sépticos han sido desplazados por los méto
dos de digestién separada de barro.

En el proceso de digestién se suelen distingulir dos
fases edapas : una primera etapa, 4cida y una segunda, alcalina,
a las que Imhoff ‘1) designé como "fase pitrida™ y "fase inodora”
respectivamente, términos que luego cambid por "digestién &cida" ¥y
"digestién meténica".

El barro crudo, cuyo pH suele oscilar alrededor de -
6,0, al comenzar a digerir sufre un descenso rapido en su pH, has-
ta alcanzar un valor cercano a 5,0, Esta disminucién del pH seria
causada por la produccién de Acidos orginicos que resultarfian de -
la descomposicién de carbohidratos y grasas, especlialmente &cidos
grasos de bajo peso molecular. Tiene lugar asi, la etapa dclda de
la digestién, que se caracteriza por un gran desprendimiento de -
gas (que da lugar a que la masyor parte de los s8lidos floten) y un
fuerte y desagradable olor. El 1l{jyuido adquiere un aspecto lechoso
Y los 881idos una consistencia viscosa. El gas desprendido contie-
ne de 20 a 50 % en volumen de COyy y de 50 a 70 % de CH,.

La reaccidn 4cida de esta primera etapa, no es favo-
rable para la buena digestién del barro, la cual tiene lugar, sg -
bre todo, durante la "fase alcalina" o "no plitrida” o "digestién
metinica”, Durante esta etapa aumenta el pH hasta alcanzar un valor
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cercano a 8,0, como resultado de la destruccién de parte de los -
4cidos orgdnicos y neutralizacién del resto por las sustancias al-
calinas (especialmente HHB) producidas por descomposiclién de las -
sustancias proteicas. Esta etapa se caracteriza por un gran des -
prendimiento de CH, y por la mayor velocidad de descomposicién de
la materia orginica,

De modo que para consegulr una buena y répida diges-
tién del barro, hay que tratar de mantener una reaccién alcalina -
durante la misma. Para ésto se recurre al agregado de cal u otro -
material alcalino, pero sobre todo a la siembra del barro crudo -
con barro que esté en la etapa alcalina de la digestién o sea "ba-
rro maduro"., Este barro digerido, ademéis de regular la reaccién de
la mezcla en digestién, provee la flora necesaria para llevar a ca
bo la digestién. Se ha observado que el agregado de cal no es siem
pre beneficioso, por lo cual se prefiere el agregado de una conve-
niente proporcién de barro maduro.

O'Shaughnessy (2) establecid que 1la mejor siembra es
de una parte de barro maduro para cuatro partes de barro crudo.

Imhoff (3) recomendé la mezcla de una parte de afli-
dos frescos con 30 partes de barro maduro.

Rudolfs, Heukelekian y Zeller (%) encontraron gque a
21°C, el agregado diario de dos parteas de sélidos frescos secos a
98 partes de barro digerido seco da lugar a una buena @igestién.

Fischer (5) sefialé como conveniente unu cantidad de
barro maduro igual a 20 veces el peso del barro crudo afladido dia-
rismente, sobre la base de sblidos secos.

La experiencia mostré que es mejor basar la propor -
cién de siembra sobre la materia volétil que sobre los sélidos, ya
que el contenido de cenizas de los barros crudos y maduros de dife
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rentes lugares varia.

Zack y Bdwards (6) sostuvieron que la adicién de una
parte de barro maduro a dos partes de sélidos frescos, basado en -
la materia voldtil, es usualmente satisfactorio. Esta es la mezcla
generalmente adoptada en las experiencias de laboratorio.

En cuanto a la edad y condiciones del barro maduro -
que se ha de usar en la siembra, Rudolfs (7) establecib que el ba-
rro maduro no conserva indefinidamente su valor, y no deberi ser =
de mds de dos a tres meses de edad.

Zack y Edwards (6) recomendaron el empleo de barro -
sembrante en un estado activo de gasificaciéa.

Heukelekian (8) encontrd que las propiedades sembran
tes del barro eran mejores cuando la descomposicién era justamente
completada y ain alrededor de un mes después, y que permaneciendo
el barro por periodos mayores que un mes, luego de completada su -
digestién, empeora su valor sembrante.

Keefor y Krats (9), en cambio, observaron que las -
propiedades sembrantes del barro digerido eran précticamente inde-
pendientes de su edad.

Un factor importante a tener en cueanta para consg -
guir una buena digestidén es el valor del pH.

Rudolfs (10) congiders como 6ptimo un valor del pH —
de 7,3.

Fair y Carlson (11) indicaron conveniente un valor -
de pH de 6,8 durante la etapa inicial de la digestién, que deberd
ser aumentado a 7,2 o0 algo mds durante la etapa final.

Fischer (2 recomendé para una buena digestién mante
ner el pH entre 7,3 y 7,6.
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Heukelekian y Heinemann (12) encontraron que el 6pti

mo de pH para el desarrollo de las bacterias productoras de metano
era muy cercano a 7,0,

Otro factor importante en la digestién del barro es
la temperatura, que estd estrechamente vinculada a la velocidad de
digestién. Se han distinguido dos zonas de temperatura de diges =
tién 1 la zona mesofilica o de baja temperatura (de 20 a 3700) y -
la zona termofilica o de alta temperatura (de 45 a 65°C). en la -
que la digestién es mis rdpida. En general se ha observado yue, =~
dentro de cada zona, un aumento de la temperatura origina un aumen
to de la velocidad de descomposicién de la materia orgénica, ha -
biendo entre una y otra zona una regién de menor actividad.

Baity (13) determiné el tieapo requerido para la di-
gestién de sflidos frescos sembrados, a distintas temperatursas, Yy
comprobé que a 10°C el tiempo de digestién era de 270 dfas; a 20°C,
70 dfas; a 25°C. 54 dfas y a 57°C, 58 dizs.

#in experiencias hechas en 1927 para determinar el -
efecto de la temperatura sobre la digestién del barro cloacal, Ru-
dolzs (14) compard la digestién de sélidos frescos no sembrados -
(barro crudo) a 10%, 18°%, 24°, 29°,5 y 359% con el siguiente re-
sultado

Temperaturas : 10° 18° 24° '29%5 ~35°

2:‘:‘32&:;}* 360 200 142 61 89

As{ establecié que el 6ptimo de temperatura de digr»tién en la gzo=-
na mesofilica es de alrededor de 28°C.

En un estudio sobre la digestién termof{lica de 861i
dos cloacales, Heukelekian {15) determiné que 1a digestién es ligs
ramente mfs répida a 55-60° que a 45-50%C; pero que encima de 60°
hay un retardo. A S0°C el tiempo de digestién de mezclas de dos -
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partes de sflidos frescos con una parte de barro maduro, sobre la
base de la materia volitil, fué de 14 dfas; a 55° fué de 11 dias
ya 60°, 12 dfas, A 22°C, en cambio, el tiempo de digestién fué -
de 35 dfas. Sin inoculacién de barro digerido, pero ajustando el
pH inicial con cal, a 50° obtuvo un tiempo de digestién de 25 -
d{as, Comparando la digestién termofilica (a.50°) con la no termo
£i1ica (a 22°), comprobd el desprendimiento de una mayor cantidad
de gas por gramo de materia volitil cruda, y una mayor reduccién
de materia voldtil y de nitrégeno bajo condiciones termofilicas.

Marshall (16) establecid que el Sptimo de temperatu-
ra para la digestién es de alrededor de 27°C y que la digestién -
8e acelera sembrando los sélidos frescos antes que se desarrolle
la acldez.

Rudolfs y Heukelekian (17) comprobaroa que el Sptimo
de temperatura para el rango termofflico es de 45-55°C y que para
estas temperaturas es mejor, para sembrar, un barro produncido ean
condicliones termofilicas. Con mezclas de barro fresco y barro ma-
duro termofflico, en la proporcién de 2:1, basado en la materia -
voldtil, el tlempo total de digestién fué de 18 4§ 20 dfas. A 28°C
(que @3 considerudo como el Sptimo para la digestidén mesofflica)
el tiempo requerido para completar la digestiéa de mezclas seme -
Jantes, fué de alrededor de 30 dfas.

Rudolfs (18) establecl$ que el grupo termof{lico de
organismos destruye la materia orgéinica més répidamente y en ma =
yor proporcién que el grupo no temofilico. Asi, .lnjo condiciones
ordinarias de temperatura (28°C) del 50 al 60 % de la materia vo-
1l4til es descompuesta en 25 a 30 dias, mientras que alrededor de
70 a 75 % o8 destruida a 49°C en 1 & 3 dfas. Ademis, el éptimo de
pH para el rango termofflico estaria entre 7,8 y 8,2.

Rudolfs y Heukelekian (19) en experiencias pars cong
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cer el efecto de la temperatura sobre la digestién del barro en-
tre 5% y 70°C, encontraron que, el 6ptimo para la digestién a ba=-
Ja temperatura, fué de alrededor de 28°C, mientras que el 6ptimo
para la digestién termofilica parecid estar alrededor de 55°C. A
40-45°9C el tiempo requerido para la digestién de barro sembrado
fué de 42 a 43 dfas; & 55°C alrededor de 8 dfas, a 70°, 40 dfes y
a 28°C alrededor de 30 dfas.

Experiencias hechas por Keefer y Kratz (97 en 1931,
indicaron una mis rdpida digestién a 28°C que a 21°C y posterio -
res experiencias, ea 1933 (20). con meszclas de dos partes de ba -
rro fresco y una parte de barro maduro, basado en la materia volé
til, demostraron que el barro diglere algo mis répidamente & 39°¢
que a 28°C. El barro digerido a 37°C requirié desde 5 a 10 dfas -
menos de tiempo para digerir qus el barro incubado a 28°c.

Mediante experiencias hechas en Aurora (Illinoia). -
Fischer (21) comprobéd que las pruebas de digestién a 54 4 RO re-
sultaron més répidas que a 32°,2.

Heukeleiian (22), en ensayos sobre lea digestién de -
861idos entre el rango temof{lico (50 a 55°C) y el no termoffli-
co (28°C), encontré gue a medida que la temperatura aumenté sobre
28°C y hasta que el rango termofilico es alcanzado, el tiempo de
digestién no es ni aumentado ni disminuido. Ademés, establecié un
tiempo de digestién a 25°C de 30 dfas; a 28°, de 25 a 30 dfas y a
229, de 35 dfas.

Fair y Moore (23) gemalaron cuatro distintas zonas -
de actividad : 1) zona criofflica i debajo de I0®°C; 2) zona de -
temperatura moderada; entre 10° y 28°C; 3) zona intermedia : de -
28° a 42°C; 4) zona termofflica : encima de 42°C. Indicaron (24).
ademds, que el Sptimo de temperatura para la digestién en la zona
no termofilica es de alrededor de 56°,6 Y obtuvieroan un tiempo de
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digestién de 22,7 dfas a 40°C y de 46,6 dfas a 20°C. Para la zona
termof{lica observaron que el Sptimo es de alrededor de 53°,50 -
con un periodo de digestién de aproximadamente 8 dias.

Heukelekian y Heinemann (12) indicaron que el éptimo
de temperatura para la digestién mesofilica es de 28° a 359%.

En cuanto al criterio que se sigue para dar por fina
lizada una digestién de barro, Neave Yy Buswell (25), buscando un
método simple para deteminar cuando ua barro dade esti "maduro™
o suficientemente digerido para ser colocado sobre el lecho de se
cado, encontraron que el empleo de la deteruinacién de la materia
voldtil (pérdida en peso a 900°C) y del carbén fijo, para distin=-
guir entre barro fresco y digerido, no parece ser practicable. =~
Sih embargo, son datos (tiles en un estudio detenido sobre el ca-
racter del barro, y habr{a adn posibilidad de que los valores asi
obtenidos pudiesen estar relacionados con la madurez del barro. -
Por lo pronto, el barro crudo contiene mis materia voldtil y me -
nos carbdén fijo que el barro digerido.

Segin Marshall (16), la digestién completa se eviden
cla épticamente por cesacidén de la gasificacién, y analiticumente
por determinaciones de materia volédtil y ceniza, antes y durante
la digestién. 51 blen estos datos varian ea cada barro, el por -
ciento de ceniza en los s8élidos secos luego de la digestibén es ge
neralmente mis gue dos veces de 1o que es antes de la digestién.

En experiencias con bBarro de Plainfield conteniendo
75 % de materia vol&til, Heukelekian ‘8) comprobsé que el 6ptimo -
de digestidén era alcanzade cuando el contenido de ceniza llegaba
a alrededor de 45-50 %, 0 sea cuando se obtenfa una reduccién de
la original materla voldtil de alrededor de 35 %.

Pearson y Buswell (26) establecieron que el conteni-~
do de cenizas y sélidos de un barro digerido puede ser satisfacto
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riamente tomado como una indicacién de madurez, pero ambos datos
también dependen de otros factores, y por consiguiente no son de
aplicacién general.

Bach (27) establecié, que, en general, la digestiém
de alrededor del 50 % de la materia orgénica es el méximo pricti-
¢o, ya que la reduccién de la mitad del total de la materia orgi-
nica cumple una casi completa eliminacién de la materia objetable,
una substancial disminucién del volumen del barro y una gran mejo
ra en la cualidad secante del barro.

El estudio microbiolégico de la digestién anaerédbica
del barro, no obstante las numerosas observaciones, dista mucho -
de estar completo. (1) Winslow y Belcher (28) estudiando el curso
de 15 grupos de bacterias durante el almacenamiento del liquido -
cloacal, encontraron que en ningin momento abundaron 108 anaero -
bios obligados, predominando ea camblo los anaerobios facultati -
vos al cubo de 48 horas. Los grupos encontrados més representati-
vos, fueron : cocos, chromogenos, grupo del B. subtilus, grupo de
Bact.coli, grupo de Bact. asrdégenes y grupo de Bact. rhinosclero-
matis.

Gaub (29) estudié los organismos presentes en barro
digerido mientras eran retirados para el secado y observé qus el
80 % de los aeroblios y el 60 % de los anaerobios encontrados per
tenecf{an al grupo intestinal, mientras que el 57,9 % de los aero-
bios y el 40 % de los anserobios licuaban gelatina.

Hotchkiss y Murray (30), con material recogido de un
tanque Imhoff de la planta de Plainfield, observaroa que las bac-
terias principales presentes en el baurro, y que producen las enzi

(¥) A.M. Buswell : "The chemistry of Water and Sewage Treatmeat”.
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mas responsables de la descomposicién hidrolitica de los materia-
les de la cémara de digestidén, pueden dividirse en seis grupos i
1) bacterias que atacan protei{nas complejas, tales como albimina
de huevo coagulada, y producen compuestos solubles; 2) las que -
atacan proteinas complejas tales como la gelatina y causan licua-
cibén; 3) las que atacan proteinas solubles, como peptona, y lus -
descomponen con formucién de NH3; 4) bacterias que dan sulfuros -
como productos de proteolisis; 5) bacterias denitrificadoras y 6)
bacterias nitrificadoras.

Hotchkiss (31) no encontré ninguna notable accién se
lectiva en los tipos de bacterias que componen la flora de la ca-
mara de digestién de los tanques Imhoff, Observé que los organis-
mos nitrificadores y oxidantes de S no son eliminados en la cédma-
ra de digestién,

Segdn Schaetzle (32), las bacterias que causan la ga
sificacidn y licuacién de la materia orgénica del barro son de -
dos distintos tipos, y los mejores licuaiores son no formadores -
de gas. La licuacién es cumplida, sobre todo, por aerobios, de -
los cuales el B.cereus es aparentemente el que predomina y el de
mayor rédpldez en la accién. la gasificacién es probablemente debi
da a anserobios del tipo que produce gas y coagula la leche, slen
do la reaccién muy similar a la del B.welchii.

Greer (33) egtablecté qus el barro contiene més orga
nismos anaerdébicos que el 1fgquido cloacsl, y que de los anaerobios
estudiados el Cl. welchii resulté ser el més numeroso, siguiéndo-
le el Cl. sporogenes, Cl. tetani y Vibrién séptico.

Heukelekian (34) consideré que el grupo B. coli es -~
el principal responsable del asumento de acidez que experimentan -
los s6lidos cloacales frescos al comienzo de la digestién, debido
a que descamponen los carbohidratos, dando lugar, as{, a una alta
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acides que a su vpz restringe su propio desarrollo.

Ruchhoft, Kalles y Bdwards (35) digirieron a 15% y
25%C seis barros, extrayendo barro activado, s8lidos frescos y -
cuatro difereantes mezclas de los dos Yy estudiaron 108 camblos en
la poblacién bacteriansa durante el curso de la digestién, obser -
vando la variacién en el recuento total en placas, de formadores
de 4cido y gas de cualdo glucosado, licuadores de gelatina y espo-
ros anaerébicos. En general el anfimero de bacterias aumenté duran-
te 10 6 15 dfas hasta que un eguilibrio fué alcanzado, luego de =~
lo cual comenzé una declinacién que continué durante todo el pe -
riodo préactico de digestién.

Heukelekian Y Heinemann (%) ug.ndo un medio modifi-
cado de Barker determinaron el ndmero de bacterias productoras de
metano presentes durante el curso de la digestién de 8élidos sem-
brados, sélidos frescos alcalinizados con cal y sdlidos frescos -
sin tratar. Los resultados mostraron que los orgainismos capaces -
de producir metano del acetato de ealcio, butirato y alcohol etf-
lico en medio aintético, estaban presentes en los s8lidos cloaca-
les en digestidén y que su niimero era un {ndice del curso de la di
gostién. El nlimero de dichas bacterias resultd ser algo mis alto
ea barro maduro jue en s6lidos frescos. Se encontraron ademis Ru—
cho mis organismos productores de metano en la fase del barro que
en la fuse liguida,
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2) El bacteridéfago : su naturalegza

El bacteridéfago es el ageante o sustancla gue causa -
la lisis transmisible de las bacterias.

Al fendmeno de la bacteriolisis se lo conoce también
con el nombre de "fenémeno de Twort-d'Herelle" o "fenbémeno de d'
Herelle", ya que es a estos dos investigadores a quienes se debe
el descubrimiento del agente responsable de la lisis bacteriana.

Twort (37). en 1915, inoculando tubos de agar con va
cuna glicerinada de ternero, luego de incubacién a 37° por 24 ho-
ras, observdé la aparicién de dreas transparsntes, y que si se sem
braban aicrococos sobre la superficie de ese medio, algunas de -
las colonias se tornaban vitreas y transparentes. Cuando un culti
vo puro de micrococo blanco, aislado de la vacuna, era tocado con
una pecueila porcién de la colonia vitrea, en el puato tocado co -
menzaba a desarrollarse una sona trunsparente o vitrea que gra -
dualmente se extend{a sobre todo el cultivo. Examinando esas -
dreas vitreas, Twort observé peyueiios grinulos que se tifieron con
el rojo Giemsa. El material transparente retuvo su actividad por
calentamiento a 52°C, pero calentado a 60°C por una hora paracié
destruirse; tuvo ademds accién, pero mucho menor, sobre staphylo-
coccus aureus y albus aislados de forminculos humsnos. s3in definip
se en forma categérica sobre su naturalega, Twort se incliné a -
creer que ¢l material activo transparente es producido por el mi-
crococo mismo, ¥y ya que lo conduce a su propia destrucciém y pue-
de ser transmitido a cultivos frescos sanos, debe ser considerado
como "una aguda enfermedad infecciosa de los micrococos”.

D'Herelle (58), en 1917, de las deyecciones de diverxr
808 sujetos convalescientes de disenterfa bacilar, y en un caso -
de la orina, aisld un "microbio invisible" dotado de propiedades



antagbénicas contra el bacilo de Shiga. Una pequeila cantidad de un
filtrado activo, agregado sea a un cultivo en caldo de baciloas de
Shiga, sea a una emulsién de los mismos en caldo o en agua fisio-
l6gica, provocé la detencién del desarrollo y la muerte de los bg
cilos luego de lisarlos. RBeta accién se tranamitié indefinidamen-
te a otros cultivos de bacilos de Shiga.

Continuando con sus investigacionss, d'Herelle (39)
higo ensayos de filtracién a través de membranas de colodién de =
diferentes durezas, determinundo que el didmetro del microorganis
mo debfa ser aproximadamente igual a la de una molécula de albimi
na, Segin d'Herelle se trataurfia de un microorganismo pertenecien-
te a un género nuevo, para el cual propuso primero el témino de
"Bacteriophagum', siendo el germen encontrado en el intestino de
los disentéricos, un "Bacteriphagum intestinale"”. Més tarde adop-
t6 el término de Bacterilfago, consideréndolo como un virus ultra
microscépico, pardsito de las bucteriss. Para d'Herelle(40), la -
naturaleza viviente del bacteriéfago estd demostrada por sa poder
de adeptacién y de asimilacién, en nn medio heterogéneo. '

Kabéshima (‘1). en 1920, se opuso a la concepcién de
d'Herelle sobre la naturaleza viviente del principio bacteriéfago.
Considerando que una cuntidad extremadsmente mfnima del principio
bacteriolisante bastan para disolver ean un lapso muy corto una -
cantidasd relativamente grande de bacilos, y que ademfs dicho prin
¢cipio no plerde su poder cuando se lo calienta durante una hora a
70° y que recién se vuelve inuctivo a los 75°, llegb a la conclu-
818n de que el principio bacteriolisante es un catalizador al que
llamd “fermento de inmunidad bacteriolisante" y que podrfa emplear
se en la prictica como terapéutico y como profiléctico. Segin -
Kabéshima, como consecuencia de la reaccidn contra la invasién de
los bacilos patégenos, cierta glédndula o los leucocitos en el tu-
bo intestinal segregarfan una clase de custalizador (principio bag
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teriolisante o bactericida) que activar{a una prodiastasa inacti-
va del cuerpo del bacilo, que producir{a as{ una diastasa activa,
que daria lugar a la autolisis de la bacteria.

Bordet y Ciuca (42) constataron que, el exudado peri

toneal, muy rico en leucocitos, de un cobayo que ha recibido con
algunos d{as de intervalo 3 o # inyecciones intraperitoneales de
B.coli, agregado al microbio normsl de 1la misma especie lo modifi
ca confiriéndole un poder autolitico muy promunciado, transmisi -
ble de cultivo en cultivo. El principio activo resistié un calen-
tamiento de 60-65°C. Un ce¢ de cultivo lisado, esterilizado a 58°C
introducido en el peritoneo de un cobayo que acaba de recibir en
esa regién una inyeccién de coli normmal, en dosis que mata un tes
tigo en 8 horas, permitif al animal sobrevivir, Estos investiga =
dores (43) suponen que el fenémeno de d'Herelle resulta de una ag
tividad particular de los exudados leucocitarios, que da lugar, -
entre los microbios, a una "viciacién nutritiva hereditaria", con
sistente en la produccidén, por los mismos, de uns clase de fermen
to 1itico capaz de difundirse en el liquido ambiente Yy de actuar
de la miama manera sobre 1los microbios normales de la misma espe-
cie. *

Bablet (44) teniendo en cuenta que el principio bac-—
teriéfago .de d'Herelle cultiva en serie a expemsas de bacilos vi-
vientes, que no 84 desarrolla en medio estéril (caldo), ni en pre
sencia de antisépticos (CHClB, FNa), que pierde su actividad en -
la glicerina, llegb a la conclusién que se tratari{a de un ser vi-
viente que ejerceria contra microbios determinados y en condicio-
nes bien definidas, una accién vital y no una accién quimica.

Salimbent (42) considerd que el fendmeno descrite -
por d'Herelle es simplemente determminade por un microorganisme -
que presenta un pleomorfismo conslderable y cuyas esporus pasan a
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través de los poros de una bujia Chamberland L,. En un estudio de
la 1lisis sobre preparaciones convenientemente fijadas y colorea -
das, llegé a la conclusidén de que el bacteriéfago serfa una mixa-
meba préxima a las Tallophitas, del orden de los Myxomycetes, y ~
para el cual propuso el nombre de "Myxomyces shigaphagus".

Maisin (46) estudiando la diéligis del fermento bac-
teriéfago con las membranas dialisantes que se emplean en los en~
sayos de la reaccién de Abderhalden, observé que el fermento no -
tranapone la membrana, con 10 que no se comporta ocomo un crista -
loide.

Bruynoghe (47) teniendo en cuenta gque el principio =
1{tico puede, por adaptacién, volverse activo para gérmenes que -
al principio escapaban a su accibén, y que por simbiosis prolonga-
da con un microbio dado puede exaltar su virulencia para este Gl-
timo y volverse inactivo para los demis gérmenes, consideré que -
esta ausencia de especificidad del bacteriéfago aboga por la teo-
ria del virus, conslderando al bacteriéfago como un ser auténomo.

Bachmann y Aquino (48) encontraron que los fermentos
intestinales, sobre todo la pancreatina, tenia el poder de produ-
cir la lisis transmisible en serie de B.shiga=Kruse. También obtu
vieron resultados positivos con veneno de Lachesis alternatus y
bilis estéril.

Pico (%9) observé que las soluciones de tripsina o -
pancreatina comerciales esterilizadas por filtracién, producisn -
la 1lisis. También ensay$ con buen resultado la papalotina y la -
papafna ealentadas a 100°, y fermentos leucociturios. M4s adelan-
te (50) obtuvo autolisis transmisible del Bacillus anthracis sin
intervencién del hipotético virus bacteriéfugo. Concluy$, as{, -
que el principio litico esti contenide y es elaborado por los mi-
crobios mismos y que "la bacteriofagia consiste en una activacién
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de la autolisis normal de las bacterias, que se manifiesta en -~
clertas condiciones experimentales”.

Combiesco (51) encontré el principio 1itico en la -
enteroquinssa y en la tripsina del ecomercio.

Bail (52) atribuyé la lisis progresiva al efecto de
unos ¢amblos degenerativos en los ¢romosomss de las bacterias, =
capaz de transmitirse indefinidamente.

Hauduroy (53) de sus experiencias concluye que el -
fenémeno de d'Herelle es procucido por ua complejo : el bacteri$
fugo propiamente dicho, capaz de reproducirse, y sustancias segre
gadas por los microbios lisables. 5610 la presenclia de los dos -
elementos seria capas de hacer aparecer la lisis.

Da Costa Crus (54) demostrd que la lisis microblana
transmisible se realiza solamente cuando hay, en el medio, sales
disociadas. Por lo tanto, el bacteridéfago no es un virus, como -
supone d'Herelle, ni unu secrecidn bacilar debida a una mutucién,
como lo expresaron Bordet y Ciuca. Por su purte Da Costa Cruz =~
equiparé la lisis transmisible con la formacién de la trombina -
en el proceso de coagulaclén de la sangre.

Fejgin y Supniewski (55) expresaron que el resulta-
do de la extraccidén del agente 1lftico por el éter en aparato de
Soxhlet, la ausencia de la reaccibén de la catalasa y de la reduc
tusa, la posibilidad de aislar el agente litico de algunos viejos
cultivos en caldo, y el hecho de que el agente litico no lisa =
mis que las bacterias vivientes, permiten pensar que la lisis =
bacteriana traunsmisible es prcducida por una sustancla elaborada
por las bacterias vivientes.

Olsen y Yasaki (56), destilando al vacfo, a 45-50°C
un cultivo lisado de bacterias, obtuvieron el pusaje de los cor-
pdsculos bucteriéfagos en el destilado, coacluyendo asi que el =



bacteribfago es una sustancia quimica volatil.

Mc Kinley (57) aislé una "sustancia® l{tica para nu-
merosos organismos patdégenog, de varios tejidos normules y patold
gicos de hombres y animales, con las curicteristicas escenciales
del bucteribéfago. Habria, pues, "algo" dentro de las células de -
los tejidos, que actuaria como o seria el origen del principio 1f
tico conocido como el bacteriéfago; una ¥sustancia" capas de 're-
producirse o multiplicarse" en un medio ecelular tal como las sus-
pensiones bacterianas.

Bronfenbrenner y Kordb (58) repitieron la experiencia
de Olsen y Yasgki y estublecieron gue el principio 1lftico concer-
niente al fendweno de lisis transmisible no es voléitil.

Hadley (59) desarrolld su "teoria homogimica" de la
accibn del bacteridéfago, suponiendo que el bacteriéfago es, ya =
sea, una definida etapa en el eiclo vital de las especies bactg -
rianas, 0 una particula funcionalmente activa, accesoria a unsa de
estas etapas. Segin esta teoris, el corpisculo bacteriéfago y la
célula que la genera o a la que ataca son dos elementos componen-
tes de un definido mecanismo reproductivo, poseido por muchas, si
no por todas las bacterias,

Plantureaux (60) demostrd que es posible, cultivando
en medio muy alcalino (agregando a una suspensidén de cepas puras
en caldo, cantidades crecientss de solucida N de soda) hacer apa-
recer en las cepas bacterianas puras uan poder litico transmisible
en serie. Bata posibilidad, es incompactible con la hipétesis de
que la lisis es determinada por un microorganismo viviente, como
supone d'Herelle; por lo tanto el témino de bacteribéfago es im—
propio, y Plantureaux propone designarlo "bacteriolito".

Asheshov, :sheshov, Khan y Lahiri (61) establecieron
que el hecho de haber tratado exitosamente en la prictica al bac~



teriéfago como un cultivo de un ser viviente, demuestra que la na
turaleza viviente del bacteriéfago no es una hipétesis o una teo-
ria, 8ino un hecho.

En un reciente trabajo luria, Delbriick y siaderson
(62) observaron mediante el microscopio electrSnico el proceso de
interaccidn del bacteriéfago y la bacteria correspondiente, hasta
la 1lisis final. Conaideraron al bacteriéfago como un virus bacte-
riano,

No se traté aqui de citar todos los trabajos sobre =
la naturaleza del bacteribfuago, pues la bibliografia es extensisi
ma, s8ino de dar s6lo una suscinta resefia del tema.

3) Métudos de invesvigaclén el bucteridfugo

D'Herelle (39) para el c:zuo de enfermogs de dlsente -
riz empledé la siguiente técnicxu pars la blisqueda del bacteribéfago:
introdujo de 2 & 3 gotas de las heces dlarreicas emn 20 cc Jde cal-
do, incubb a 37° dursnte 18 horas ¥ filtrdé por bujia Chumberland
Ly. La lisis se demostrd con una emulsida de sShigu en cauldo, Bn -
caso de ser muy débil el poder litico, tom$ 1 cc del filtrado y -
a#udié unn gota de un cultivo en culdo, de 24 hoxus, de bucilos -
de ushiga, colocundo todo, durante 12 a 18 horss e 22° y luego 2 a
3 horas a 37°; si el filtradc al salir de ls estufu era turble, -
se extendfa una gota s~bre la superficie de un tubo de agar incli
nado que era colccado aurante 24 horss =« la estufa a 37° Yy se ob-
servaba si aparecian zonus perfectamente circulares donde el agar
quadsba desnudo, 8in cultive,

Bachmann (63) establecid jjue la reaccidén dei medio -
mis adecuade para lz accién del bacteriéfago es de alrededor de -
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pH 8. Utilizé el siguiente método de aislumiento de bacteriéfa -
gos 3 sembrd 1 ml del contenido de un pozo ciego en 150 ml de ecal
do nutritivo, incubd por 24 horas a 37° y £11tr6 primero por pa -
-pel y luego por bujfa Berkefeld. La actividad 1ftica del filtrado
8e ensayb en la siguiente forma : dispuso ea tres tubos 1 c¢ de -
un cultivo en caldo, de 24 horas de edad, de bacilos de Shiga-Kru
se y agregé 0,5 ce, 0,3 cc y O,1 cc del filtrado y 3,5 ec, 3,7 cc
Y 3,9 cc de caldo nutritivo, respectivamente. A las 24 y 48 horas
de incubacién observ$é el resultado. Ademds, simulténeamente prepa
ré un control de esterilidad del filtrado y otro para el desarro-
1lo normal de la bdacteria susceptible.

Arnold (64) para casos de muy pequefia concentraciéan
de bacteribfagoe, recomend$ mezclar la muestra con igual cantidad
de caldo matritivo de doble concentracién, enriquecercon una sus-
pensién de la bacteria susceptible e incubar 24 horas a 37°C. De
esty manera, por sucesivos pasajes o enriquecimientos se consigue
exaltar notablemente la capacldad 1ftica del bacteribéfago, que fi
nalmente se hace capag de lisar cepas previamente resistentes. -
Inego de filtracién por bujfa Berkefeld, el filtrado,agregado de
csldo nutritivo, fué inoculado con una suspensién bacteriana para
observar la lisis luego de incubar. Ademas, practicé resiembras -~
en placas con agar para comprobar la presencia de colonias irregu
lares o 4reas estériles al cabo de 24 horas de incubacién a 37°.

Ferretti (65) constaté que psra observar la lisis, -
el .caldo simple, en la mayor parte de los casos da buen resultado,
pero cuando se trata de investigar un leve poder l1ftico es prefe-
rible reemplazarlo por caldo de doble concentracién. No encontré
ventsja en el uso del caldo glucosado al 0,50 %, ni del medio sin
tético de Pozerschi a base de succinato de amonio y fosfato disé-
dico. Ademis, comprobé que pH : 7,7 es el Spiimo para poner de mag
nifiesto la lisis en los ensayos con caldo en tubos, pudiendo va-



riar entre 6,1 y 7,7 mientras que en los ensayos con agar hay in
hibicién por debajo de pH : 7,7.

Stewart y Ghosal (66) emplearon la sigulente técnica
de aislamiento del bacteriéfage : 10 ce de barro cloacal crudo o
su efluente luego del tratamiento con barro activado fueron pues-
tos en 50 c¢cc de caldo nutritive (pH : 7,8), incubado por 18 horas
a 37° Y luego filtrado por pepel de filtro con tierra de infuso -
rios y finulmente filtrade por bujfa Chamberland L3 en el aparato
filtrante de Martin. los filtrados fueron incubudos por la noche
para control de esterilidad y luego conservados en la cédmara fria
hasta ser usados., El método para comparar la accién litica del =
filtrado fué el siguieante : se prepuruaron cultivos en caldo de 24
horas de los organismos a ser usados; se dispusieron series de 7
tubos con caldo. Un ansa de cada cultivo tué entonces inoculado -
en los 7 tubos de cada serie. Un tubo fud apartado como control y
los otros 6 tubos fueron inoculados con el filtrado del liguido -
cloacal para dar diluciones de 1 en 10, 100, 1,000, 10.000, -
100,000 y 1.000.000. Los tubos fueron iancubados a 37°% ¥y oxamina-~
dos en su accidén litica luego de 6 horas. .idemis, un ansa de cada
tubo fué sembrado sobre agar inclinado para estudiar la formacién
de placas.

Asheshov, Asheshov, Khan y Luhiri (61) aislaron bac-
teri6fago de lu siguiente manera : a un agua de peptona al 20 % -
e uflade el agux o 1liquido clozcal filtrados, an cuntidad tal que
quede una solucién al 1 % de sgua de peptona. Luego se hace un eg
riguecimiento afiadiendo un cultivo fresco (1 o 2 c¢c por cada 100
ec de 1fguide) de la bacteria sensible al bacteriéfago que se en-
sayas s8e deja hasta el dfa siguiente y se filtra. Con el filtrado
2@ hacen diluciones en caldo. Recomendaron el uso de caldo con =
0,5 %‘da "materia oxidable" y 0,5 % de cloruro de sodio y de pH :
8,0. 51 es necesurio, la reaccién se corrige durante la incuba -
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cidn por adicién de una solucidén estéril al 4 % de hidrbéxido de -
sodio, usando como indicador rojo fenol. Indicaron ademés el si -
guiente método répide para determinar la presencia de bacteriéfa-
§08 i sobre la superficie de agar se extiende una emulsién de la

bacteria correspondiente, de modo de obtener una capa contimua. -
Una vez seca la supertficlie, se coloca uns gota del filtrado. Bn -
caso de haber bacteribfago, al dia siguiente se observara un érea
¢lara, El agar para las cajss de Petri debe ser al 1,1 %, en cal-
do con 0,75 % de "materia oxidable”, y de pH : 7,4.

Rakieten, Eggerth y Rakieten (67) emplearon el si -
gulente método de aislamlentc de bacteribfagns de 1lyuidos cloaca
les. & 900 ml de liguido cloacal ligersmente alcalinizado con hi-
drbéxide de sodio, agregnron 100 ml de caldo Savita diez veces con
centrado, de pH ¢t 7,5. La mezcla la dividieron en porciones de -
200 m1, a cada una de las cuales agregsron 1 ml de un cultivo de
18 horas de la bacteria susceptible al bucteriéfago que se inves~
tigé. Despuds de incubar 1€ a 22 horas a 35°, filtraron a través
de bujia Chamberland LS'

#oizo (e8) desarrolld el siguiente método para la in
vestigacidn de bacteriéfugs en aguss contuminudas y lfouidos cloa
cules : la muestra adicionude de celdo nutritivo dlez veces con =
centrado fué enriquecida con un cultivo jéven de la vacteria sus-
ceptible y luego iacubada 24 horas a 570. después de lo cual file-
tré por bujla Berkefeld W. Bl ensiyo de )a actividad bacteriofig)
ca del filtrado lo efectué poniéndolos en presencia de la corres
pondiente bacteria y observaando la permanencia de la limpideaz del
caldo nutritivo y dreus traslucidas en agar.




4) 3Significado de la presencia del bacteriéfago

Y 8su posible intervencién en la purificacién del agua
y lfguidos cloacales

Siendo el tract intestinal un habitat normal del bagc
teriéfago, éste ha de ser encontrado por consecuencia en heces y
en el liquido cloacal. Este hecho ha dado lugar a muchsas investi-
gaciones sobre el posible papel del bacteriéfago en la autopurifi
cacién de los liquidos cloacales y de las aguas contaminadas.

Flu (69) comprobd que la autopurificacién del agua -
e3 efectuada alin en ausencia del bacteriéfago, desde que su pre -
sencia no acelera el proceso ni lo vuelve mis completo. Sus expe-
riencias dejaron la evidencia concluyente del prominente papel Ju
gado por los protozoarios en la autopurificacién del agua. Elimi-
nando los protozoarios, comprobé que la autopurificacién del agua
e8 completamente detenida ain habiendo afiadido bacteriéfago al -
agua .,

Arnold (%) ggtablecté que la presencia del bacterid
fago en el agua superficial es demasiado variable como para ser -
usado como criterio de la contaminacién con lfquido cloacal domés
tico, y su determinacién no puede compararse con los reconocidos
métodos bacteriolégicos y quimicos empleados pura estublecer la -
existencla de contaminacién. Sin embargo, Arnold consideré que la
impregnacién de agua filtrada con bacteriéfago activo coantra cier
tas bacterias patégenas gastro-intestinales, ofrece un nuevo cam-
po de investigacién en los problemas de la purificacién del agua,
Y de igual importancia serfa la utilizacién de estas autolisinas

transaisibles de bacterias en los problemas de la disposicién del
11q1ido cloacal.

Arloing y Sempé (70) estudiaron el poder antimicrg -
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biano 11itico de las aguas de algunos puertos de la América del -
Sud (Dérsena N de Buenos Aires, muelle del frigorifico Swift de =
la Plata, etc.) encontrando lisis muy débil para el bacteriéfago
parat{fico A, B. de Eberth, B, de Shiga y nulo para el B, coli, ¥
refirieron dicha accién 1itica a un principio bacteriéfago presep
te en el filtrado de las aguas dotadas de poder litico sobre la -
flora bacteriana intestinal. A este hecho atribuyeron, Arloing y
Sempé, la esterilizacién natural de las napas de agua, as{ como -
la inmunidad de que gozan ciertas regiones o ciertos individuos -
respecto de infecciones de origen hidrico.

Monteiro (71) atribuyé a los bacteriéfagos un papel
de significacidén en la depuracién biolégica de la naturaleza y en
la defensa sanitaria nagural de la humanidad contra un cierto ni-
mero de agentes patégzenos.

Fabry (72) concluyé que, si bien la presencia de co-
libacilo en un agua la hace considerar como sospechosa, la ausen-
cia, en cambio, de colibacilo o0 de cualquier otro microbio intes-
tinal no prueba de una manera absoluta que esta agua no esté§ polu
cionada, ya que el colibacilo pudo haber sido lisado por el bacte
riéfago y as{ no ser encontrado por la técnica habitual. La bis -
queda de bacteriéfago ean un agua podria, quizéd, hacer sospechar -
la polucién de la misma, ya que el bacteriéfago proviene del me -
dio intestinsal.

Renaux (73) establecié que la presencla de princi -
pilos liticos deberfa ser interpretada como un signo favorable de
autodepuracién de las aguas alimenticias y residuales, y que se -
puede afirmar con toda certitud que la presencia de bucteridfago
en un agua de consumo no significa que la misma esté contaminada
con msterias fecales. Cuando hay polucién se encuentran princi -
plos 1iticos muy activos, pero la reci{proca no es verdad. Por cog
siguiente no habria ninguna ventaja en completar con la bisqueda



de bacteriéfago los andlisis quimicos y bacteriolégicos actualmen
te en uso.

Beckwith y Rose (74) en un estudio tendiente a inves
tigar la causa de la autopurificacién del 1{quido cloacal, esta =
blecieron que, si blen las condiciones en el liquido cloacal no -
son 6ptimas para la multiplicacién y adaptacién del bacteribéfago,
parece gque las cepas de fagos presentes no solamente inhiben el -
crecimiento bacteriano sino que ocasionan, en algin grado, una -
disminucién de la flora bacteriana intestinal alli presente.

Stewart y Ghosal (66) hicieron una investigacién con
el objeto de determinar si la accidan li{tica de los fagos del 1{ -
quido cloacal juega algin papel en la accién germicida que se ob-
serva en el proceso del barro activado. Para ello compararon la -
accibén 1{tica, sobre el grupo coli de organismos y sobre B. Shiga
Y Flexner, de los filtrados del liguido cloacal crudo y los fil =
trados de sus efluentes luego del tratamiento. Ds estas experien-
cias dedujeron que la accién germicida en el proceso del barro ac
tivado no es debida a una actividad del bacteriéfago del 1{quido
cloacal, Observaron una definida accién destructiva aobre el bac-
teriéfago del 1lfquido cloacal, que recién se manifiesta a las 6 -
bhoras de aereacién, con una reduccién del 90 % de los fagos. lue-
g0 de 24 horas de aereacién encontraron cerca del 100 % de reduc-—
cién, siendo algunas cepuas de fagos completamente destrufidas. Ea
un trabajo anterior, estos investigadores encontraron que, en el
proceso de los barros activados, el coli tanto como los organis -
mos patégenos disminuyen a una velocidad marcadas desde la primerxr
hora de aereacién, con 1o que el fago parecerfa ser mis resisten-
te que las bacterias. (75)

Khan (76) investigando la causa del poder vibriocida
del Rio Ganges, encontré que no era debido al bacteribéfago, ya -~



qQue era vibriocida alin cuando no se encontré cholera-fago.

Stewart y Ghosal (77 estudiando el comportamiento
del bacteriéfago presente en el agua cruda, durunte el proceso d¢
la filtracién por arena, llegaron a la conclusién de que el bact:
ri6fugo no Juegs ningdn papel en la purificacién del agua en los
filtros de arena, y que esta filtracién tiene um marcada accién -
destructiva sobre el fago presente en el agua cruda,

segre (78) reveld la constante presencia del bacte -
riéfago en el rfo P6 y tres de sus efluentes, en tal intensidad
de modo de no hacer dudar acerca de su intervencién como element:
eficaz eh la auto depuracidén del agua.

Violle (79) en experienciass sobre los barros activa
dos, observé que los principios liticos anti-chiga, muy pronunci
dos en las aguas de albafiales brutas, persistian todavia después
de un tratamiento con barros activados y una intensa aereacidn. -
Recién cuundo el nimero de gérmenes microbianos, primitivamente -
muy elevado, disminufa considerablemente hasta alcanzar ua 90 %
de reduccién y luego de mantener por mucho tiempo estus aguas en
contacto con los barros activados, se llegaba finalmente a supri
mir este principio litico.

Gildemeister y Watanabe (80) usando muestras de agu

del rfio Spree y de un lago del Sudoeste de Berlin, comprobaron

que en ningin caso se encontr accién bacteriofdgica sin incubg
cién previa a 37° de una mezcla de las muestras de agua con par
tes iguales de caldo nutritivo, indicando ésto que el bacteriéfa
g0 no es importante en la autopurificaciln del agua de rfo. Obse
varon ademds un sumento en el contenido de bacteriéfagos luego d
la 1lluvia y del deshielo, por lo que establecieron que la determ
nacién de bacteriéfago es conveniente para la investigacién de p
lucién, si no ha habido lluvia o deshielo durante 5 dfas antes d



la recoleccién de la muestra.

Vagedes (81) investigando colirfago en auastres d4e
agua de consumo, seiiald que la presencia del colifago puede ser
tomada como {ndice para indicar algin error ean la planta y dar
idea de la eficiencia de la filltracién. Bncontré que las aguas s
perficiales no polucionadas estaban principalmente libres de lis
na y B, coli, con lo yue en tules casos el ensuyo del bucteriéfa
g0 o3 un Util agregudo ul examen bacteriolégico, pero comprobd
ademas que en algunas muestras de aguas residuales y liquidos
cloacales no se encuentra lisina a pesar de estar fecalmente pol
cionadas, con 10 que ¢l ensayo no es satisfactorio en esos casos

Beard (82) destacé la marcada accién adsorbente que
ejercen sobre los bacteriéfagos el material suspendido de las
aguss polucionadas, restidndole as{ efectividad en su accién 1{ti
ca., Esta circunstancia, y el hecho de que no se cumplan las cand
ciones Sptimas para la lisis, indujeron a Beard a manifeatar que
no pareceria posible que el bacteriéfago participase eignificati
vamente en la reduccién del nimero de bacteria del agua polucion
da o del 1figido cloacal, ni tampoco psreceria probable que su
presencia causase interfereancia u origine una errdénea interprets
cién en las pruebas de rutina empleadas para la examinacién sani
taria del agua y 1l{quidos cloacules.

Goldie (83) atribuyé sobre todo a la lisis y a la
destructiva accién de los organismos sapréfitos, la gran reduc
c¢ién del ndmero de organismos patdgenos en el 1liguido cloacal.
Consideré el proceso del barro activado, aplicudo a la purifica
cién de liquidos cloacales, como un efectivo método de destrug
cién de patégenos por bacteriolisis.

Sievers (84) estudiando la susceptibilidad de ciex

tas bacterias del 1fguido cloacal a la accibén de los bacteriéfag
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obtenidos de filtrados de aguas, llegd a la conclusién de que los
bacteriéfagos Jjuegan un importante papel en el tratamiento del ba
rro cloacal. Encontrd que el nimero de cepas de bacterias lisinag-
sensitivas disminuye durunte el tratamiento del 1liguido cloacsal,
8i bien no desaparecen complet:mente. igregé que, si bien no hay
prueba de que esta reduccién sea debida a la aseclén de los bacte-
riéfagos, ciertos hechos indican la probubilidad de esta teoria,
especialmente respecto del proceso del barre activado.

Couture (85) considerando que bastante frecuentemen-
te se encuentran bacteriéfagos en el agua en ausencia de todo -
otro microbio, y que las aguas privadas de principios 1liticos =
ofrecen al anflisis colibacilos, concluyé que es indiscutible que
la 80la bisqueda de colifagos no permite por si solo determinar -
el valor sanitario de un agua desde el punto de vista bacteriolé-
gico.

Sanglorgl (86) estudiando la actividad de los prin-
cipios 1iticos en 1lfquidos contaminados tratados coa barros acti-
vados, constaté que en la mayor parte de los casos se obsefva una
disminucién en la actividad de los fagos del liguido trutado -
(efluente) respecto del lfquido bruto (afluente) y puede resultar
una anulacién completa de la actividad, si los fagos del afluente
son originariamente débiles.

Rhodes y Iudlam (87) encontraron fagos en aguas sin
contaminacién fecal humans, y atribuyeron la presencia de los mig
mos a contaminacién con los excrementos de animales que pastorea-
ban cerca de las represas. De sus experiencias concluyeron que el
hallazgo en aguas de suministros de un fagp para bacilos disenté-
ricos, no es por 8{ solo suficiente prueba de que el agua estd -
contaminada por éstos organismos patégenos.



En su tesis doctorsl, Moiso (68) investigé la presen
cia de bacteriéfagos en agnes contaminsdas y ligquidos cloacales -
de Buenos Aires, constatundo una gran actividad 1{tica, sobre to-
do, para varias especies del género Shigella. Comprobé ademés que
no es simultinea la presencia de dbacterias y sus buacteribéfagos -
respectivos,

5) Supervivencia de las bacterias en el liguido
Y en el dbarro cloacal

Eligler (88) encontrd que las bacterias causantes de
la fiebre tifoidea y disenterfa, sucumben répidamente ean la natu-
raleza. Ambo8 organisuos mueren al témino de uno a cinco dias en
los tanques sépticos.

Wolman (89) ea un ostudio sobre la posible disemina-
¢ién de enfermedades de origen vegetal, causadas por el barro =
¢loacual usado como fertilizante del suelo, estableci$ que si el -
barro c¢loacal es conservado en un tanque de digestiéa por un pe -
riodo de no menos de 10 dfas, su aplicacién al suelo puede ser -
practicada sin detrimento de la salud publica.

Heukelekian (34) en un estudio sobre el posible des-
tino del B. coli y B, aerfgenes en la digestién de sélidos cloaca
lea frescos, barro maduro y mezclas de ambos, encontré que el ni-
mero de estos organismos aument$ en los 88lidos frescos en los -
primeros dos dfus de incubucidn, para volver a su nlmero original
dentro de la semana y alcanzsar un nivel muy bajo luego de dos se-
manas.

Stewart y Ghosal (75) observaron que el contenido -
bacteriano del liquido cloacal se reduce muy considerablemente dy
rante el proceso del barro activado. Una clerta cantidad de emul-



8ién de bacterias fué agregado al lfquido cloacal y aereado con =
15 % de barro activado. Cada hora se hizo sedimentar diez minutos
Y se examiné 1 cc del liquido sobrenadante. En esta forma consta-
taron que la proporcién de B. coli comunis e intermedio disminuyé
Yy que aument$ el B, cloaccae. Kl procesc ejercié accién bacterici
da sobre el B, typhosus, B, paratyphosus A y V. cholerae. La ac -
cién germicida fué progresivamente activa desde la primer hora. =
Después de seis horas de aereacidén con 15 % de barro actlivado, se
observé la mixima accién.

Gray (90) encontré Bact. paratyphosum B en 7 de 20 -
muestras de 1{quido cloacal de la ciudad de ikdinburgh. Hizo expe-
riencias para determinar el periodo de supervivencia del B. para-
typhosum B en el 1liquido cloacal, examinando todas las muestras =
de las principales plantas de tratamiento, uno, dos y cuatro dias
después de su extraccién de la planta. BEn ningin caso fué aislado
el B, paratyphosus B, de manera que este hecho indica un corto pg
riodo de supervivencia de dicho organismo en el liguido cloacal.

Wilson y Blair (91) sefialaron que es posible para el
B. typhosus y paratyphosus sobrevivir en el 1lfquido cloacal, bajo
condiciones naturales, durante 5 semanas (38 dfas), cuando se lo
conserva en botellas a la temperatura del cuarto y expuesto a la
lugz. Ademés, los organismos parecen desaparecer con ¢l tiempo del
1{quido sobrenadante y sobrevivir en el sedimento.

Heukelekian (92) practicé un recuento de Es. coli ¥y
Asrobacter aerfgenes en muestras de liquido cloacal tamizado, di-
luido con solucién buffer de fosfato, e incubado a 20°C. Observé
un aumento inicial en el nimero de K. colli en las primeras 24 ho-
ras de incubacién, disminuyendo luego rédpidamente el nimero de am
bos grupos de organismos, hasta alcanzar un nivel bajo a los 3 o
& dfas.



Ruchhoft (93) estudid la supervivencia del B. typho-
sus durante la digestifén del barro activado, artificialmente ia -
fectado, a 20—22,2°C. Hizo el ensayo con cuatro cepas de Bes typho
sus : dos cepas fueron aisladas del barro luego de 13 y 14 dfas =
respectivamente; otra cepa muri$ muy ripidamente y la cuarta 80 ~
brevivié 11 dfas. A 10-15,5°C el B. typhosus fué aislado del ba -
rro luego de 83 dfas.

Neri (94) encontrd jue el contenido de E. coli del -
barro cloacal es marcudamente reducido durante el proceso de di -
gestidn. En el barro digerido, el . coli fué reducido por lo me-
nos en un 96 % respecto del barro fresco. liste comportamiento del
E. coli indujJo a Neri a establecer que no hay posibilidad de que
las bacteriuna patégenas Be multipliquen durante la digestién del
barro y que "la cémara de digestifén del barro es la tumba de los
microorgunismos patégenos",

Heukelekian y schulhoff (95) on una investigacibén so
bre la supervivencia del B, typhosus en aguas polucionadass y en -
1li{quidos cloacales, encontraron una rdpida disminucién del ndmero
de B. typhosus. uvurante lu digestién unuerébicu de ablidos clouca
les, el B, typhosus decrece lentamente durante los primeros dos -
dias y luego a mayor velocidad. il B. coli, por otra purte, aumen
ta en nimero durante los primeros dos Jdfas y luego decrece ripida
mente, de modo gque a los pocos dfas se tiene una reduccién del -
99 %. ia velocidad de disminucién es afectada por ls temperatura,
gienio mayor a 22° y 37°C que a 2°cC.

000=




II) PABTE EXPRRIMSNTAL

1) Métodos empleados paru el aislemiento e investigncibén del bac-
teridfago.

Con el objeto de observar la variacién de la activi-
dad bacteriofdgica durante la digestidén del barro cloacal que se
obtiene por sedimentacién directa del efluente cloaczl, muestras
de barro procedentes de la Bstacién de Bombas de ~silde fueron in
cubadas a 370 Yy 55°C Y durunte la digestifén se extrajeron periéd:
camente muestras de una y otra porcidn para investigar la activi.
dad litica. (x)

Las pruebas de lisis se hicieron con bacteriéfagos -
para las siguientes cepas : S. paratyphl A 10153 S. paratyphi B .
8006 y sh. dysenterise (vohiga 6) de la coleccién de O.5.N. y con
ﬁ. coli (tipo I) mislado de una muestra de agua.

Xn todos los casos, las muestrus de barro antes de -
ser incubadus fueron previamente molidas haciéndolas pasar por u
molinillo, de modo de obtener un muterial homogéneo con particu -
las s6lidas de tumafio adecuado para las subsiguientes tomas de
muestra medlante una pipeta. (Esta técnica de la molienda de 88l
dos cloacales fué adoptads como pricticu standard de laboratorio
por Gordon M. Falr y iddward . Moore : (Sewage Jorks Jour. : 2,
417, 1935), luego de haber comprobado una mejor digestién con ad
lidos molidos.

~demdis, con el objeto de estudiar la marcha de la d
gestién, a cada muestra de barro fresco se le hicieron determina
ciones de humedad, sélidos totales, s8élidos voldtiles y cenizes,

(%) ko Wilde termina la primera seccién de la closca miximus, Yy
allf la sstacibén de Bombas lo impulsa a la segunda seccién
que termina en Beraszategui.
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determinaciones que se repitieron cada mes durante el curso de la
experiencia.

Por otra parte, junto con las auestras para la inveg
tigacibén de bacteribéfago, se extrajo otra porcién de barro pura =
la determinacién del’pH.

La técnica adoptada para ¢l aislumiento de bacterid-
fago fué seleccionada, mediiante ensayos previos, de entre los mé-
todos anteriormente descriptos, y fué la siguiente : en cuatro -
frascos isrlemmeyer de 120 cc de capacidad se colocaron #0 co de -
barro, y luego de llevar el pH, con hidrbéxido de sodio, & un va -
lor préximo a 7,5, se agregé 10 cc de caldo nutritivo cinco veces
concentrado, de pH 7,5, y 0,5 cc de un cultivo en agua de peptona,
de 18 a 24 horas, de la cepa bacteriana susceptible al bacteriéfa
80 gque se investigd. Se incubé a 37°C durante 18 a 24 horas, y se
£11tré a través de papel de filtro de poro fino colocado en un enm
budo Buchner adaptado a un frasco Kitasato por el que se hizo wva-
clo. De esta forma se logré separar la mayor parte de las particu
las s8élidas en suspensidn. Finalmente Be filtrd a través de una -
bujfa Berkefeld ¥, recogiendo en un tubo de ensayo estéril unos -
15 a 20 cc. El filtrado se incubb a 37° hasta el dfa siguiente pa
ra ensayar su esterilidad, y luege se conservé en la cémara fria
(2 a 490) hasta ser usado.

Para el ensayo de la actividad lftica del filtrado -
se hicieron dos pruebas : una en medio lfquido (ecaldo nutritivo)
Y otra en nedio sblido (agar al 1 % en caldo nutritivo).

La técnica seguida para comprobar el poder 1{tico en
caldo nutritivo fué el de las diluciones en serie del filtrado ¥y
subsiguiente siembra con un cultivo jéven de bacterias, que se -
efoectud, segin la técnica descrita por Zinsser y Bayne-Jones : Se
preparé para cada una de las cuatro especies bacteriunas una se -



rie de 12 tubos de ensayos esterilizados conteniendo 9 cc de cal
do nutritivo de pH 7,5. 81 tubo 11° se reservé para control de e
terilidad del filtrado, y el tubo 12° se usé paru coatrol de des
rrollo normal de la cepa bacterliana ensayada. sl primer tubo se
le agregé 1 cc del filtrado y una vez blen mezclado se pasé 1l co
de este tubo al segundo, y asi sucesivamente hasta el 10° tubo.
Se obtuvieron asi disuciones del filtrudo, desde 1:10 hasta

1: 10.,000.000,000, Al tubo 11° se le ugregd un cc del filtrado ¢
rresponaiente. Luego se afiddié en cada uno de los diez primeros
tubos, O,1 c¢c de un cultivo en agua de peptona (de 18 a 24 horas
de la cepa bacterina susceptible al bacteriéfago que se ensaya,
tawbién al tubo 12° (control de desarrollo de la cepa bacteria
na). e Gejé hasta el dfa sigulente eu estufa a 37° y entonces s
observd el resultado, que se anotd en la siguiente forma

- 81 filtrado no mostrd ninguna accidéa litica. Normal
desarrollo de las bacterlas.

+ Jébil accibén 1ftica. uvesarrollo algo inferior al
normal.

2 + Moderada accién 1litica. ::esarrollo moderado.
3 + Fuerte accibdn iftica. Des=rrollo leve.

4 + Lisis completa, 81 caluo queda completumente limpi-~
do.

La técnica segulda para la lisis en ugar fué la pre¢
puesta por asheshov y colaboradores (56) ¢ sobre un cuarto de o«
Ja de Petrli con agur al 1 % en caldo mutritivo (pH 7,5) se exter
dié con el ansa I gota de un cultivo en agua de peptona (con 18
24 horzs de incubacidn) de la bacteria contra ls cual se ensayé
el poder 1lftico del filtrado, en forma de obtener una capa unifc
Re y jue cubra un cuarto de caja de Petri, y se dejé media hora



37° para que se seque la superficie; luego con el ansa, se colo
en el melio de la cupa I gota del filtrado original. 3o dejd ha
ta el dfa sizuiente a 37° y se expresé el resultado en forma an
loga a la deseripta anteriommente :

= No hubo lisis. Normal desarrollo de las bacte-
rias.
+ 28bil accién 1itica. Lesarrollo casi normal.
2 + Moderada accién l{tica. e observa uan dreau le-
vemente translucida.
+ Fuerte accidn 1ftica. 3¢ observa un 4rea clara.
4 + Lisis total. .Je observa un 4rea completamente
clara.

AV

Yara las determinaciones de humediad, sblidos total
86lidos volitiles y cenizas, en el barro, se siguieron lus téca
cas descritus en los "standard dethods for the dxamination of W
ter and wewage".

El pH del barroc se determiné potenciométricamente,
con electrodo de vidrio.

2) Variacién de 1la actividad bacteriofdgics
duruante el proceso de digestiém del barro cloacal

BNoAYO N8 1

Ia primera muestra de barro cloucal (unos 20 1t)
cedente de ¥ilde se recibid el 12 de iayo de 1943. Fué conservs
hasta el dfa siguiente en la cimara fria y luego molida hasta c
tener unos 17 litroa gue se repartieron a rsz2én de 8 litros en
da uno de dos fruscoa esterilizados de 10 litros de capacided,
reservdé un litro de burro para determinar el poder litico del t
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rro fresco inicial y para las determinaciones quimicas ya cita -

das.

i los efectos de cumplir la condicién de anaerobio ~
sis necesaria para que tenga lugar la digestién del barro cloa -
c¢al, cada frasco se proveyé de un tapén de goma atravesado por un
tubo de vidrio prolongado en un tubo en U que se llené hasta las
3/4 partes de su altura con agua, en forma de pemitir la sallda

de los gases que se producen durante la digestién.

Una porcién se incubé a 37° y la otra a 559,
Se extrajeron muestras c¢ada 10 dias.
Los resultados fueron los sigunientes :

Barro fresco : Muestra 1

Bnsayo en ¢aldo nutritiveo
Ensayo Dilucidn
Cepa en
agar 2] 3| 4! S| e 7| 8} 9| 10
10110 110 |10 ;10 [10 {10 ]10 (10 10
S. paratyphi A & + |8 + (& +|8 +(B +|3 3 +[3 +12 + +] 2 +
8, paratyphi B & + {4 + |8 + |8 +|8 +(8 +(3 +[3 +]3 +|3 +]| 2 +
Sh.dysenteriae & + (& + (& + 84 +|8 +|18 +|4 +14 +|18 +(3+|3+
B. coli 3+ |2 +]|2+(2 +|2 +| ¢ : + + |+ + +
L




Digestifn a 37°C de la muestra I

570"

Tiempo de digestién 3 10 dias

-~

P BEnsayo en caldo mutritive
Ensayo vilucién
Cepa en
agar 2| 3! & 5 6| 71 8| 9y 10
10 |10 (10 {10 |10 (10 |10 {10 {10 |10
S, paratyphi A & + |8 + [34]|13 ¢|3+|3+12 +|2 ¢+{2 +| + +
3. paratyphi B 8 + & + |8 43 4|3 +|3+(2+|2+] + |+ +
Sh,dysenteriae & & + |8 +|b8 418 4[5 +|3 +(3+(3+12+| 2+
B. coli 2+ |2+ |2¢|2+] ¢ + | + + |+ + +
Tiempo de digestién : 21 dfas
S.paratyphi A 3« 7# + (33 +]|32+|2 +]|2 +| + + + -
S. paratyphi B 3+ 13+ (2 +(2+]2+(2 +] « + | o | = -
sh.dysenteriae & «+ (&4 + |& +[8 +|3 +]|3 +|2 ¢+]|2 +| + + +
3.6011 2+ + + + + + - - - - -
Tiempo de digestidn : 30 d{as
S. paratyphi A 3 + 2+ |2+12+12+(2+]+ + | = | - -
S, paratyphl B 2+ 2+ |2+ + |+ |+ |=]|=]=]|= -
Sh.dysenteriae 3+ 3+ (3+i3+]3+12 +]2 +]| + + + -
506011 +J+ + 4+ + - - - - - -




Digestién a 37°C de 1la muestra I

Tiempo de digestién i1 40 dias

Ensayo en caldo nutritive

Ensayo Dilucibn
Cepa en
agar 2| 3 & 5| el 7| 8| 9| 10
1010 |10 {10 (10 |10 |10 (10 {10 |10
S, paratyphl A 2+ 2+ | + | ¢ + | = | = -] -] - -
Se paratyphi B + + - - - - I - - - - -
Sh.dysenteriae 2+ 2+ |2+ + | + '+ |+ | =] =] -
|

E. 0011 + 4 - - - - - - - - -

Repetidos los ensayos a los 50 y 60 dfas, se obtuvie
ron, con todos los filtrados, resultados negativos,

Digestién a §§°C de 18 muestra I

Tiempo de digestién : 10 diss

Ensayo en caldo nutritivo

knsayo ¥iluciébn
Cepa en
agar 21 3| 41 S| el 7] 8] 9f 10
10 {10 {10 |10 10 |10 |10 {10 {10 |10
S, paratyphl A + + + t |~ |= |= = |= |- -
Se paratyphi B + + - - - - - - - - -
Sh.dysenteriae 2 + + + |+ |+ |+ | | | |= -

&-...--.-.....-JL......._....J....L...a..............-J-_..---.-.-+

A los 21 y 30 dfas, todos los filtr.dos dieron resul
tados negativos. -
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Como se observa, en este primer ensayo se comprobf -
una gradual disminucibén en el poder litico del barro durante la diges
tidn a 37° y una disminucién r&pida a 55%, de manera que se anulé com
pletamente toda actividad bacteriofdgica al cabo dg 50 dfas en la di~
gestién a 37° y a los 20 dias en la digestién a 55°.

Determinacliones quimicas

barro digerido i
Barro 1 mes Barro Barro
fresco ' digerido | digerido
(Muestra I) 2 meses 3 meses
37° | 55° 37° 37°
Humedad 94,99 % 95,52 % | 96,35 % | 96,28 % 96,85 %
20l1dos o 5,01 4,48 | 3,65 3,72 3,15
S0pioave | 69,46 64,29 |53,61 | 54,30 | 48,25
Cenizas & 30,54 i55.71 46,39 45,70 51,75

x Referido a los s6lidos secos.

Este aumento de humedad y disminucién de sélidos -
totales, se debe a que antes de tomar la muestra se eglté cada vez el
frasco, de modo de homogenelzar su coatenido y llevar una muestra pro
medio del 1lfquido separado del barro (como consecuencia de la diges =
tién) y del barro propiamente dicho. Esta prictica se siguib a los -
efactos de verificar la variacién de la actividad 1l{vica en el total
del barro fresco original,



Variacifén del valor del pH durante la digestién

(pE del barro fresco : 5,9)

a 55°

BNSAYO N2 2

10 21 9 &0 50 60
Tlempo de di{as | dias dzal dias |dias |dias
digestién
H del buarro en digestién
= a 3'70 521 6,3 | 7,0 | 7,8 | 746 | 7,7
del barro en digestién
ﬁ 699 7’3 7'9 - - -

I IS N S S S —

Para este segundo ensayo se recibié muestra de barro
cloacal el 19 de Julio. Uva vez molido se conservd en cémara fria,
y ol 21 de Julio se incubaron a 37° dos frascos esterilizados, de
cuatro litros de capacidad, conteniendo uno de ellos 3 litros del
barro fresco (barro sin sembrar) y el otro aproximsdamente igual
volumen de una mezcla de dos purtes en peso de dicho barro fresce
y una parte de barrc maduro (con dos meses de digestién) basado en
la materia voldtil (barro sembrsdo),

Ln este enssyo &e extrajeron muestras para la deter-
minncién de la actividad litica cada cinco dizs.

Los resultados fueron los siguientes



Barro fresco : Muestra II

Ensayo en caldo nutritivo

Digestién a §2° de la muestra II

Ensayo Pilucibn
Cepa en
agar 4y 5| 6| 7| 8
10 10 10 {10 U
S. paratyphli A | & + 4 + + e3P +3 3«
S, paratyphl B]| 4 + & +13+3 +2 R +]2 + 2
Sh.dysenteriae | 4 + 4 + B+ o+ e+ o+ + & + 4 +
E. coli 3+ 3+ 3 +13 412 +12 + + -
S

Tiempo de digestida : S dfas

knsayo en caldo nutritivo

Ensayo bilucién
Cepa en 4|l 5| 6 8
agar 10 10 110 110 10
S. paratyphl A} &4 ¢ 4 + +3+3+12+3 2+
S« paratyphi B 4 4 4 +13 +Ji + ? +{2 +
Sh.dysenteriae § 4 + 4 + + + 8 +13 415+
E. coli 3+ 3+ 2 + |2 + +




—
Tiempo ds digestién : 10 dise
dnsayo en jaldoémtuuvo
Basayo lucién
Cepa en
agar 2] 3| & 5| e/ 7! 8| 9| 10
10|10 {10 |10 |10 |10 |10 |iv [10 {10
Se paratyphd All # ¢ [B3 ¢ |3 ¢|3 4|3 4|3 |2 +|2 «|2 +]|2 «
S, paxatyphl Bl & + [3 ¢ [ 3 ¢35 +|2 +]2 +|2 | ¢+ | + | + +
S8h.dysenteriae| & +» [& ¢« | & +|& «|B8 +|3 4|3 ¢|3 4|3 +|3+]| 3«
B, coli 2.+ |2+ |29 ¢+ | ¢+ ] s+ |+ |+ *
Tiempo de digestifén '15 dfas
5. paratyphl A|l & « 413413 |3 412 +]|2 ¢|2 +|2 +]2 + *
S. paratyphl Bl 3 « 3+ 13 |2 +]|2 «| + + * + |+ *
sh.dysenteriasll 8 + |8 « | & 2|8 +|B +13 +[3 4|3 4|2 ¢+[2 +]| 2 +
E. coll Ii2+ + e | + + + ] * . * . *
Tiempo de dizestida : 20 uilus
S, parutyphl All 3 ¢ 3 ¢ ]33 +]3 «¢|2 +]|2 +|2 +|2 «]2 +| + *
Sopamtyphlx 2" 50 202’ + + > > + + -
Sh.dysenteriae|| & + & + |8 |8 13 4|3 4|13 +12 s|2 +|2 +]| 2 ¢
B. coli JLZQ - . - + + . + + - -




Tiempo de digestién 1 26 dfias

Ensayo en caldo nutritivo

Ensayo DPilucién
Cepa en
agar 2l 3| & s| e 7| 8| 9| 10
10 {10 |10 |10 {10 {10 |10 |10 [10 1O
S, paratyphi A| 3 + 34+ |34+|2 +|2+(2+(2+]|2+| + |+ +
S. paratyphi B{ 2 «+ 2+ |12+ 124 + |+ |+ |+ |+ |= -
Sh.dysenteriae | & + 4 + |84 4|3 +!13 413 4|3 +l24[2+2+]2«
B. coli 1 + + + |+ ]|+ le |+ =]=]- -
Tiempo de digestién 3 30 dfas
S. paratyphli A| 2 + “2 + |2 +|2 +| + + | + + + + -
S, paratyphi B| 2 + 2+ | + + + + - | - - -
Sh.dysenteriae | 4 + B ¢+ |53 +13 +]|3 +|2 +|2 +|2 42 +] + +
B. coli + + + + + - | = | = - | - -
Tiempo de digestibén : 35 dias
7 T
S, paratyphi A | 2 + 2 + + | + + 4 - | = |- -
5. paratyphi B + + + o]l === |- -
Sh.dysenteriae 3 + 34+ (2 +|12 +|2 +| + + + + + -
E, COli + + - - - - - - - - -
Tiempo de digestién : 41 dfas
S. paratyphi B + - - | ]= |= |= |= |- |= -
Sh.dysenteriae | 2 + 2 + + + |+ + - |- |= |- -

acusé p;der iitico.




Digestién a 37° del barro sembrado I

Barro sembrado I sin digerir

(2 pe barro fresco + 1 p. barro maduro, basado en la mat. vol.)

Ensayo en caldo nutritivo
Ensayo Dilucién
Cepa en
agar 2] 3 &4 S| 6| 7| 8] 9| 10
| 10 |10 {10 {10 {10 {10 {10 {10 {10 |10
S, paratyphl A} & & + |4 +(4 +{4 +|3 +]13+153+(53+|2+] 2+
S. parstyphi B}l 4 «+ & ¢+ |3 13 4|3 |3 +|2 +|2 +[2 +] + +
dh.dysenteriae | 4 + 8 + 18«4 |84 +|8 +|4 + 18 +{3 +]|53+] 3 »
B. coll 3+ 3¢ 1|3 4|3 +f2 2 +] + + + + +
b
Tiempo de digestién : 5 dfas
S. paratyphi A] 4 + 8 + |4 +]18 4|3 +13 +13 +13 +13 +}3 +] 2 +
S, paratyphi B{ & + 3+ 13 13 413 +13 |2 +12 +| » + +
Sh.dysenteriae ] &» + 4 + |4 4|8 +14 18 +|& |8 +153 |3 ¢] 3 +
E. coli 3+ 3+ |3 |2 +]2+] + |+ |+ + + +
Tiempo de digestiém : 10 dias
S. paratyphi A | 4 «+ 4 + (& 4|3 4B +|3 +|3 +[3 ¢|2 +|2 +] 2+
S. paratyphi B{ 4 «+ & ¢+ |3+13+]2+|2¢|2¢] 4+ |+ + +
Sh.dysenteriae | 4 + B « | +|4 +|8 +]|8 +|8 +|3+]3+|3+]|2+
E. coli 3+ 3+ |2+2+|]2+) ¢+ |+ |+ i + *




45,

Tiempo de digestién : 15 dias

Ensayo en caldo nutritivo
Ensayo Dilucién
Cepa en
agar 2| 3 &1 5| 6f 7| 8 9| 10
10|10 |10 |10 |10 {10 {10 |10 |10 |10
S. paratyphi A 4 « § + |3 +|3+]13 +13+12+]2+]2+]2 +] 2 +
S, paratyphi B 3+ B3+ i3 (3|24 + |+ | ] +]+ +
Sh.dysenteriae 4 + 4 ¢« |8 +|8 +|8 +[|B +13 4|3 +|3 +]2+]|2 +
E. coll J3+ 2+ |12 +]|2 +| + + + + * + +
Tiempo de digestién : 20 dius
5. paratyphi A LG 34 |3 13 +|2 ]2 +|2 +|2 +{2 +}2 +
S. paratyphi B 2+ 2+ |2 4|2 +|2 «| + + + - + +
Sh.dysente.iase 4 + B ¢+ (& 14 +|8 +13 + |3 +]|3 +]|3+12+]| 2+
B. coll 2 + 2+ + + + + + + |+ + +
Tiempo de digestiémn : 26 d{as
S5, paratyphl A 3+ 3+ |3 +12 ¢|2 +]2 +2 +]|2 +]2 +|2 +
8. paratyphi B 2 + 2 + 12 +|2+f + |+ J+« ]|+ )+ + +
Sh.dysenteriae 4 ¢ T‘t+ 4+4+3+3+P+3+}+2+ 2+
B. coll 2 + ?4» + + + + + + + - -
Tiempo de digestién : 30 dfas
S. paratyphli A 2 + + 12 +12 +]2 +} + + + + +
8. paratyphi B e+ + * + + + |+ ~ - | - -
Sh.dysenteriae 4 + + 13413 +{3 +j2+R +|2 +]2 +] ~ +
E.COli + + T 4 + +r* - - - -




Tiempo de digestidn 3 35 dias

q snsgyo en caldo autritivo
Ensayo Mluciédn
ceps - 2 31 4y 51 6| ?7{ 8| 3| 10
agar
1010 |10 |10 |10 |10 {10 {10 10 |10
S. paratyphi A 2 + 2+ |2 +[2 +| + | + + + + - -
Sh,dysenteriase 3+ 2+ 12 +({2 +|2 +]|2 +| + + |+ |+ +
Eo 0011 + L 4 + - - - - - - - -

S. paratyphl A 2 + + + | + 1+ |+ @] ]=]= -
S, paratyphi B + + TN N P B N L I -
Sh.dysenterise 2 + 2 +12 +]12 +]| + + + + v | - -
E. coli + + - | o | @ | o] @« | @ | ]| - -

Se puravyphi a + + + o | o || ol |= - -
S. paratyphi B - - - | = | e o] a|ea |e]= -
Sh.dysenteriae + + + + |+ |+ ] + - | o | - -
B, coii - - w | @ ]| = o e | |- -

A los 50 dias todos los filtrados dieroa resuli;ados -
msatiVOSo

Se observé una leanta disminucién de la activicad bag
teriofdgica durante la digestida, tanto en barro sin sembrar como en ba



“7 [ 3and

rro sembrado. Se¢ comprob$ una reduccidén en la actividad 1ftica 11
geramente mis lenta en el barro sembrado.

En la digestién del barro, sin sembrar, al cabo de -
85 dfas ya no se cbservé ningin poder litico, en cambio, en el ba
rro sembrado anuldése toda actividad 1litica a los 50 disa de diges
t16n,

veterminaciones quimicas

Barro Bsrro Barro
fresco digerido | digerido
(Muestra II) 1 mes 50 di{as
Humedad 93,21 % 94,19 % 95,04 %
58lidos totales 6,79 5,81 4,96
Sélidos volétiles 66,27 60,15 52,38
Cenizas 55 075 59 085 #7062
Barro Barro Barro
sembrado I digerido |digeride
X 1 nmes 50 dfas
Humedad 94,83 % 96,47 % 97,02 %
561lidos totales 5,17 3453 2,98
56lidos volitiles 61,70 48 44 41,16
_».;"eniz&s ' 58|30 51 .56 5808“

¥ ¥Xezcla de dos partes en pesc de barro fresco (muesira I[) y una
parte de barro miduro (ruestra I digerida dos meses) bagado en la
materia voldtil.



Variacién del valor del pH durante la digestiém

(pH inicial del barro no sembredo: 6,0)
«" " " bYarro sembrado: 6,8)

Tiempo de 5 .| 10 15 20 26 30 35 4] 45
digestién | dlas |dfas | diaes | dilas | dfas | dfas | dfas | dfas |d{as

Pidel barro | 5 o |55 16,3 6,9 (7.0 |7s3 |76 |77 [7.8

D e reaa ™ 6,9 |7,1 7,5 [ 7.6 |7,7 |79 |7,9 |8,0 [8,0

INsAYO N2 3

Se empled una muestra de barro recibida el 7 de Sep-
tiembre. Se hizo uuna primera extraccién de muestra a 1os dos dfas -
de iniciada la digestién, con el fin de descubrir una posible exal=-
tacién de la actividad litica. También al final del ensayo, para ma
Yor exactitud de los resultadoa, se extrajeron muestras cada dos =
dfasa.

Los resultados fueron los signiéntea $



49.-

Barro fresco : iuestra 111

Ansayo en caldo nutritive jﬂ
Ensayo Jilucién
ea
Cope agar 2] 3 & S| e 7 8 9 10

10 |10 |10 |10 (10 {10 (10 {10 |10 {20

8. paratyphi A L 8 2 8 +|8 + (B +(8 +\8+(8+(8¢8+ 30
S. paratyphl B 3 3o |3¢|3¢/3+/3+/2+|2¢(2¢[2¢( 20
Sh.dysenteriae 8+ B+ (B o8 +(8 (8 +{8 ¢|8 4|8 +(8+( B

B. coli L B o 8 ¢|343¢|3+/2+2+4/2¢2+ 2+
digestifn & ﬁ de 1la muestra I{I

-Tiempo de digestifn : 2 dias

" Bnsayo en caldo nutritive
nsayo Jluciban

Cepa . en .
| e | 10 |10%]10? 10%107| 18 (107 |1B 109 {2020
5. paratyphi a N+ B e B o8+ |8 +343+3+3¢3+( 3¢
S. paratyphl B - 3+ 3¢(3+2+2¢+12¢j20|2¢]2¢+|2+]| 2+
Shedyseaterise | &+ [Be s olhelbolnelsoluelz (34|30
2.(2+[2+[2+] 2

B, ocold 8 o 8 + (34|53 +(2+|24+

-

Tiempo de digestiéa 3 5 dfas

S, paratypal A | & 8¢ (B3+34|5¢|34|3¢32(34(2¢+{'20
S. paratyphi B 3 2¢ |2 +(2+2+12¢+|2¢)2+|2 ¢+ .
sh.dysenterise A &+ (B e[B+s(B el e(3+3+4(B2(3e(3»
8, coli - B 3+ (F3¢|2¢|2¢|2¢+2¢|2 2 ¢! 2 *




Tiempo de digestién : 7 dfas

Ensayo en caldo nutritive

Ensayo Ollucién
Cepa en
agar 2 3| 4} 5| 6/ 7{ 8| 9| 10

10 |10 |10 |10 110 {10 }10 |10 {10 j10

S. paratyphi & + B3+ (3 +|3+(3+|3+{3 +|3+|2+{2+}2+
S. paratyphi 3 2+ |2 +|2 +12 +|2 +|2 ¢]|2 +| + | + +
Sh.dysenteriae] & + 4 + |8 +[8 4|4 + |8 +({3 +]|3 + 3'+ 3+l 3+
K. coll 3+ 3+ {242 +]12+]2 +| « + + | + *

Tiempo de digestién : 11 dfas

S. paratypghi Af 3 + _—T_ + |3 +13 +|3 +12 +]2 +|2 +|2 +]| + +
Se paratyphi Bj 3 + 2+ |2 +|2 + +]2 +| + + + +
Sh.dysenteriael 4 + 4+ 4 +13+13+13+13+|3+|3+|13+]|2+
8. coli 2 + 2+ |2+]2 +] + + + + + + +

Tiempo de digestibn : 15 dfas

Se paratyphi Afl 3 + 3+ 13413 +12 +12 +|2 «|2 +] ¢ .
S. paratyphi B|l 2 + 2+ 2+ + |+ |+ + + |+ +
Sh.dysenteriae || 4 + & +13+13+B3+13+|3 +|2+12+(2+
B. coli 2 + 2+ + + |+ + + + + + +

Se paratyphl Af 3 + 3+ 3+ c2+R+2 42+ + +

S, paretyphi B 2 + 2+ |+ 1+ |+ + |+ ]+

Sh.dysenteriae || 4 + 4 + |4 +]3+|3 + +3+13+|3+[2+]2 ¢+

BE. coli 2+ + + [+ |+ |+ |+ ]+ ]+ ]~ +
P




Tiemapo de digestién : 25 d{as

Ensayo en caldo nutritivo
Enseyo Uilucién
Cepa en
agar 2l 3| &4 S5 6| ?71 8 9 10
10} 10 {10 |10 {10 {10 |10 {10 |10 (10

S. paratyphi A 3+ 3413 +{2 +{2 +|2 +|2 + + + +
S, paratyphi B 2 + + * + 1+ | + ]+ + | + +
Sh.dyseateriae & ¢ 34|33 ¢3+13 413 +{3+|3+|2+]|]2+| 2+
Be coli 2 + +- + + + +* + + + + +

Tiempo de digestién : 30 dias
S.paratyphiAH2+ 2+ 2 +|2 +]|2 +]|2 +| + + +
S. paratyphi B 2 + + + + |+ + | + + | - -
Sh.dysenterliae 3+ 3 +12+i2 ¢+]2 +]2 +]|2 +]2 +]|2 +]|2 + +
B, coli + + + + + + + + + - -

Tiempo de digestiém : 35 dfas
S.paraty‘phiawaa- b |2 +] o slelel=ala] =
So p&m'cyphi B + + L 4 + - - - - - -
Sh.dyseateriae 2 + 2 + |2 +12 + + |+ + + + *
Eo c°11 + <+ + - - - - - - - -

Tiempo de digestidn : 40 dalas
5'0 pamtyphi A + * + + + - - - - - -
s. pamtyphi B + + - - - - - - - - -
Sh.dysenteriae 2 + F + + + + + + + - - -
E. c°11 - - - - - - - - - - -




Tiempo de digestién : 42 dias

Eusayo en caldo nutritivo

Ensayo Dilucién
Cepa en
agar 2] 3| 4| 5| el 71 8 9{ 10
10 {10 (10 {10 |10 |10 }]10 {10 j10 |10
so para‘b’yphi B - - - - - - - - - - -
Sh,dysenteriae + + |+ |+ ]|=f=l=] =] == -
E. 0011 - - - - - - - - - - -
1 L

A los 44 dfas de digestién ninglin filtrado acusé actividad
lf.tica.

Digestibn a 529 del barro sembrado II

Barro sembrado II sin digerir
(2 p. barro fresco + 1 p. barro maduro, basado en la mat. vol.)
H Bnsayo en caldo nutritivo
Znsayo ! Dilucién
Cepa en : » , : .
agar 2| 3| 4] 5] 6| 7] 8 9[10
10 o L0 ho PO po ho po po ho
S. paratyphi A 4 + 4 + B » [ b+ B+ B +B3+B+ |3+
Se. paratyphi B 3+ 3+ +H+RP+pRPeRPrRPeR R+
Sh.dysenteriae 4 + 4 + + + + + #+ + + + B+ 1|3+
3. coli 4 + 4 + + + + + + + + + +




55e=

Tiempo de digestibn : 2 dfas
Ensayo en caldo nutritivo
Ensayo Dilucién
Cepa en
agar 2. 3| 4| s e 7 8 9| 10
10(10 /10 {10 |20 ;10 |10 |10 {10 |10
S, paratyphli A | & + 4 ¢ |4 « |4 +|8 +|4 +|3 4|3 +|3 4|3+ 3+
S. paratyphi B|{ 3 + 343 +|2 4|2 +]|2 +|2 +|2¢|2+] + +
Sh.dysenteriae | 4 + B 4+ |8 +|% +|8 4|8 +(8+(8 43¢5+ 3+
E. coli 4+ |3+[3 43 +]2+]2+|2¢|2+2+] + | @
Tiempo de digestidén : 5 dfas
8. paratyphi A ] &4 « & + | & +[4 +(3 +(3 +|3 +(B3 +|3+(3+| 3 +
S. paratyphi B| 3 + 3+ |3 +|2 +|2 +]|2 +|2 +|2 +] + + +
Sh.dysenteriae | 4 + 4 « |8 +|4 - |4 +|4 +(4 + 4 +|3 |3+]| 3+
B. coli 3+ 3+ 2 +12 +|2 1]2 +|2 +]|2 +|2 +]| + +
Tiempo de digestién : 7 dfas
S. paratyphi A | & + |4 + |3 +|3+(3 . |3 .\ 3 +(3+[3 [3+]|3+
S. paratyphi B 3+ 3 2 +|2 2 +|2 +|2 +] + + +
Sh.dysenterise | 4 + 4 + |8 |8 4|84 + 18 + |18 +13 +(3 +(3+]| 3 +
E. coli 3+ 34+ ]2 +|2 412 + |2 +|2 +]|2 +| + + +
Tiempo de digestién : 11 dias
S. paratyphi A | 4 + 4 + 5+5+345+[}+5+5+2+ 2 +
5. paratyphi B | 3 + 2+ |2 +]12 v12+]12 +|12+] + | + + +
Sh.dysenterigo 4 4 4 + (8 + (4 + 18 +1& + (3 +|34+|3+|3+|3
B, coli 3+ 2+ |12+12+2+2 +| + + | + + +




Tiempo de digestibéa i1 15 dias
fnssyo en caldo mutritivo
Ensayo Dilucién
Cepa en
agar 2| 3| 4/ 5/ e/ 7/ 8 9| 10
10 {10 |10 |10 {10 [10 {10 |10 (10 (10
S, paratyphi A| 3 + B34+ |3 4|3 +|3 +|3 +|2+«|2+|2+2+| 2+
S. paratyphi B{| 3 + 2+ (R+[(2+[2 4+ ¢ | + |+ + | + +
Sh.dysenteriae] # + 8 + (B +|8 +|8 +jB8 +|3+3+|3+|3+]| 3+
B, coli 3+ 2+ |22+ + | + | ¢ |+ | +]| + +
Tiempo de digeetién : 20 dias
S. paratyphi Af 3 + 34+ (3 +3+(2+2 +]|2 +]2 +[(2 +|2 ¢+ +
S. paratyphi Bj 2 + 2+ |2+ + |+ ¢ |+ |+ ]|+ +
Sh.dysenteriaef & + & + (& +|&4 +|3 4|3 +13 ¢33 +{3+|2+| 2+
B. coldi 2 + + + |+ |+ ]+ ]| ]|+ ]| +] <+ +
Tiempo de digestidn 31 25 dias
S, paratyphi A}l 3 + 3+ |3 +]2 +]2 +]|2 +|2 +]|2 +]|2 + +
S. paratyphi Bj 2 + 2 + +| + + + + + + +
Sh.dysenteriae 4 + |8 +[3 +[3+[(3+|3+]2+|2+[(2+]| 2«
B. coli 2 + + + + + + + | + +« | + +
Tiempo de digestidn : 30 dias
S. puratyphi A 3 « 2+ |3 +]2+12 4|2 +|12 +| + 4 + +
5., paratyphl B 2 + + + |+ |+ [« |+ + |+ + -
Sh.dysenteriae| 3 + 3+ |3+(2+12+[(2+(24+12+]|2+(12+] +
E. coli 2+ + + |+ |+ + + |+ | = | - -




Tiempo de digestién : 35 dias

1

Ensayo en caldo nutritivo

Ensayo Mlucién
Cepa en
agar 2] 3 4| 5] e[| 7| 8 9| 10
10 {10 {10 |10 {10 |10 {10 {10 {10 (10
8. paratyphi A 3+ Be 24|24l + ]+ |+ |+ ]|+ |+ +
3. paratyphi B 2+ + +r ]l + |+ ||| @] -
Sh.dysenteriae 3¢ 3+ |24|2+[(2+|12 4|2 +]¢ |+ | < +
Tiempo de digestién : 40 dfas
S. paratyphi A 2+ 2+ |+ |+ ]|+ |+ |t |=]=|= - ;
S. paratyphi B 2 + + t |+ | == || =] - - |
Shedysenteriae | 3+ 12+ |2+[24[2 4|+ |+ |+ |+ |+ | - |
BE. coll + LR - - - - - - - - - :
Tiempo de digestién 1 44 dias
S. paratyphi B + + - - - - - - -n - -
Sh.dysenteriae + + + |+ ]+ + |+ 1+ |+ = -
Eo 0011 - + - - - - - - - - -
Tiempo de digestién : 46 dfas
' So paratyphi A + + + - - - - - - - -
Se paratyph.i B + - - - - - - - - - -
Sh.dysenteriae + + + + + |+ + + | o | = -




Tiempo de digestién : 48 dfas

! Ensayc en caldo nutritive
Ensayo Dilucidn
Cepa en .
agur | 2) 31 4} 51 6| 71 8| 9| 10
i 10 {10 {10 {10 10 {10 10 10 10 110
A
!
S. paratyphl i + | + ¢ || |= || e |- -
8. pa.r&typhi B - ! - - - - - - - - - -
Sh.dysenteriae + .+ t |+ |+ |® | | |@ | = -

Tiempo de digeatidn s 50 dfas

S« paratyphi a + - e |o | | | |@ | | = -
S. paratyphi B - | - e |e ]| ] |ela]=- -
Sh.dysenteriae + L+ + @ le o |l | e |- -
E. coli - - - | | |= | @ |= |« |= -

A los 52 dfas de digestidn no hubo lisis con ningdn filtrado.

Determinaciones qufmicas

Barro Barro Barro

fresco digerido | digerido

(Muestra III) 1 mes 44 dfas

Hum ____.__e.dad 91,87 % 92,50 % 92,87 %
561lidos totales 8,13 ?7,50 7,13
55lidos voldtiles 64,33 57,81 51,83
Cenizas 35,67 42,19 48,17
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Barro Barro
Barro
el o | digtle | gzl
Humedad 95,02 % 96,79 % 97,65 %
S6lidos totales 4,98 3,21 2,35
S8lidos wolAtiles 57,83 43,81 33,27
enizas 42,17 56,19 66,73

¥ mszcla de 2 partes en peso de barro fresco (muestra III) y una par
te ge barro maduro (muestra I digerido 3 meses), basado en la materia
volatil,

Yariacién del valor del pH durante la digestién

(pH inicial del barro no sembrado ; 6,0)
" " " *  gembrado : 7,0)

Tiempo de 2 5 7 11 15 20 25 30
digestién dias | dfas |dfas | dfas | dfas | dfas | d{as | dfas

pdlbarrone | 5, g5 l5a |53 15,9 |63 |69 [7,3

1
R el aarTo 700 |7al (701|702 |7,5 17,6 | 7,7 |78
L
.
Tiempo de 35 | 40 | 42 | 44 | 46 | 48 50 | 52
digestién
B raga 0 % 196 (7 177 78 |- |- |- |-
Lp'lsieggiaﬁm 708 708 - 7.9 7’8 799 7.9 8'0




Sn este tercer emsayo la variacién observada del poder 1iti
co, resulté en general, semejante a la del ensayo anterior. La activi
dad 1itica del barro no sembrado en digestién se anulé totalmeante a -
los 44 dfas, y la del barro sombrado, a los 52 dias

KNSAYO NS &

Una muestra de 5 litros de barro cloacal recibida el 4 de Ho
viembbe fué dividida en dos porciones de 2 litros cada una, reservin-
dose 1 litruv para las determinaciones previas a la digestin. A una =
de las porciones se la sembrS§ con barro maduro (muestra I digerida S5
meses & 55°C) en la proporcién de 2 partes de barro fresco con una =
parte de barro maduro, basado en la materia voldtil. El barro no sem-
brado y el sembrado se pusieron a digerir a 55° el 6 de Noviembre y =
86 sacaron muestras para la determinacién de bacteribéfagos, al comien
20 cala 2 dias y al final del eansayo (conocido aproximadanente por el
ensayo N2 1) cada dfa.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes

Digestidn a 55° de 1a muestra IV

Barro fresco : Muestra IV

En 1do, nutritl
Kasayo ﬂ» sayo en ealdo nu tivo
| Cepa aenr E 2] 3| 4{ 5| 6{ 7{ 8! 9] 10
. 8T | 10 {10 u0" 10 20" 10 10 20 ho” jo

S. paratyphi A 4 + 8 4+ |4+ 3
S. paratyphi B | 3+ 3+ 13403
Sh.dysenteriae 4 + 4 + 14 +
B. coll :d_j.’- 34 |2+

+ 3 +PB+13+1+|3+ E +1 3+
+153+B+3+3+2+ +12+
+ B + -l R +13 +
»

F +P+]+ e e | +
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Piempo de digestidn : 2 dias

ﬂ

Ensayo en caldv nutritiveo

Ensayo | Mlucidn
Cepa en
agar 2] 3| 4 5| 6, 7| 8 9| 10
10 {110 {10 {10 (10 |10 |10 {10 |10 {10
S. paratyphi A 8 + 13+ |3 +|34¢!3 4|13 +|3+3+l2+|2+]2+
8, paratyphi B 3+ 3+ (242 +l2 4+ + |+ | + |+ |+ +
Sh.dysenteriae L IR & ¢+ |2+ 4+ +8+3F3+(3+3+3+(3+
B. coli 2+ 2+ |2+ + ]+ |+ f+ |+ | +
Pilempo de digestidn : & dfas
—r :
S. paratyphi A | 3 + T}ﬁ- 2+f22+l2+2+l24i2+]2e]2
8. paratyphi B 2 + 12 +|2+2 4124+ |+ e ]+ ]« +
Sh.dysenteriae 4 + 4+ (B8 +|3+34]|3+3+3+]|380
B. coli 2 + + + + + + + + + + +
)
Tiempo de digestidn : 6 dias |
t
3. paratyphl A 2+ 52 +|2+2 4+ + + + i + +
8. paratyphi B | 2 + 12+ (2] 4 s le e ||+
Sh.dysenteriae | & + i3+ (3P r2+2+2+2+2+2+]
E. coli + _ﬁ + + + + + + + + l - -
Tiempo de digestién : 9 dilas
3. paratyphi A + + + + |+ |+ |> |= | = -
S. paratyphi B - + + |+ |+ |+ |=-|=-|= |- -
Sh.dysenteriae 2 + 2+ {2+ P+ + |+ {+ |+ I+ |+ +
K. 0011 + +* - - - - - - - - -
4 |
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Tiemno de digestién 3 10 dfas

Ensayo en caiido autritivo

Ensayo Diiucidn
Cepa . em
agar 21 3! 4] 5] 6] 7] 8! 9] 10
10 {10 {10 {10 {10 110 |10 |1¢ {10 |10
So p&r&typhi A + + <+ + + - - - - - -
S. par&typhi B + + + + - - - - - - -
She.dysenteriae + + + + + + + + - | - -
Tiempo de digestidn : 11 dfss
S. p&?aty'phl L] + + - - - - - - - -
Bo paratyphi B + + - - - - - - - -
Sh.dysentexriae + + + > | @« | @« | | | = -
Eo c°11 - - - - L g - - - - - -

Piempo de digestién ; 12 dfas

Se paratyphi A
Se paratyphi B
Sh.dysenterise

+ + o+
+ +
!

'
|
]

)

'

!
¢
]

A los 13 dlas de digestién no hubo 1lisis con ningin filtre-
do.



Digestién a 55° del barro sembrado III
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Barro sembrado III sin digerir

Bnsayo en csal

do nutritivo

N *
Cepa en 2| 3] «| s| 6| 7| 8] 9| 10
agar 10 |10 |10 [10 {10 {10 {10 (10 [10" 1O
5. paratyphi A 4 o Is +13+13 +{13+13+132+|3+j2+¢]2+]2 ¢+
8. paratyphi B 3+ 3+ |3 +|3+|13+|3+|2+|2¢2+]2+]|2 4+
Sh.dysenteriae L S & + |8 +(8 + | +12 + S +]F +3+5+]3 +
B. coli 3+ 2+ |2 +]2 +| + + + + + + +
Tiempo de digestidn : 2 dfus
5. paratyphi A & « 3+ {3 +|3+|3+13+3+[3+R+]2+]2+
S. paratyphi B 3+ D+ |2 +]12+(2+12 +R+ |+ |+ + +
Bh.dysenteriae 4 + B+ |4 +|8 +]4 +8+]3+3+3+|3+]|20+
B. coli >+ i} +12+ R+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
Tiempo de digestidén s+ & dias
S. paratyphi A 5+ Aﬂ5 + 13 +3+3+2+2+]2+R +]| + +
5. paratyphi B 2 ¢+ 2+ |2+]|12+2+2+]+ + |+ |+ +
sh.dysenteriae 48 + PRV PR PR P h +13+13+13+!13+13 +
B. coli 2 + 3+« | + |+ |+ + 1+ |+ |+ + +
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Tiempo de digestién s 6 dias

Ensayo en caldo nutritivo

Ensayo vilucidén
Cepa en
agar 2! 3] 4| 5| | 7{ 8} 9] 10
10 {10 |10 10 {10 [10 {10 |10 |10 PO

8. paratyphi A 3+ 2+ |2+|12+2+12+2+]2+]+ [+ +
8. paratyphi B 2 + 2+ |2+12+24+(+ |+ ]|+ |+ |+
Sh.dysenteriae 4 & + |3 +13+3+|13+3+|3+|12+|2+]|2 +
E. coli + + + + |+ + |+ + | + + +

Tiempo de dige3tidn s 9 dfas

Se. paratyphi A 2+ 2 + |2+ + |+ |+ + -
S. paratyphi B 2 + 2+ 1 + + |+ |+ |+ +
Sh.dysenteriae 3+ 3+ |2+]12+R +|2 +{+ + + + +
BEe. coli + + + | + + + |+ | = |- - |
;
Tiempo de Jdigestidn : 10 dfas i
S. paratyphi A + + + |+ [+ ]+ |+ ]+ |+ + -
5. paratyphi B + + + |+ + + + | = |- | = -
Sh.dysenteriae 2 + 2+ |2 +12 + |+ + |+ |+ + + +
LE. coli + j + - | o o o |= ]| @ |=|= -
!
Tiempo de digestidn : 11 cfas
S. paratyphi A + + + |+ + + |+ - |- |- -
S. paratyphi B + + + |+ + + |= | = | | =
Sh.dysenteriue * - + + + + + + + + +
B, coli - - - o | |® | |@ [« |=
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Tiempo de digestidén : 12 dfse
Ensayo en caldo nutritivo
Rasayo vilucibn
Cepa en
agary 2! 3| # s{ 6t 7! 8| 9| 10
10 |10 |10 10 10 po o po |10 10
S. paratyrhi A + + |+ j+ |+ |= | | = |- -
8. paratyphi B + + | ¢ | || ]a|=|=]= -
8h.dysenteriae + + |+ |+ |+ |+ |+ = =] -
E. coli - - - - - - -t - - - -
Tiempo de digestidn : 13 dias
S. pamt;,«"ph.i A + + + - - - - - - - -
Sh.dysenteriae | + + + + - o | | | | - -
Eo COIi - - - - - - [ 2 - - - -
Tieuwpo de digestidén : 14 dias
So paratjphi B - - - - - - - - - - -
Sh.dysenteriae + + |+ | |@ | | j= |= | = -
me COli - - - |l | = - - - - - -

A los 16 dfas de digestién,

litica.

ningln filtrado acusé actividad

De modo que en el barro no sembrado en digestién a 55° 8¢ -
observ8é la anulacién de toda actividad lf{tica a los 13 dfss, y en el

barro sembrado, a los 16 dia



Determinaciones quimicas

Humedad
o8lidos totules

5811idos volétiles

Cenizas

Barro Baren dige | barro Barro dige

fresco rido a 55° |sembrado |rido a 55°
(Muestra IV)| 15 dfas Iil 15 d{as
92,77 % 93,34 % 95,95 % | 97,51 %

7,23 6,66 4,05 2,69
69,43 63,42 97453 42,55
30,57 36,58 42,47 5765

X Mezcla de 2 partes de barro fresco {mucstra IV) y una psrte de ba=
rro macduro (muostra I digerida a 55° Gurante 5 meses) basado en la V'

teria volAtil.

Variacidn del valor del pH durante la digestién a 55°

(pH inicial del burro no sambrado : 6,0)

(pH " " Dbarro sewbrawo : 7,2)
Tiempo de 2 4 6 9 10 11 12 13 | 14 !
digestidn dias dfas| dfas|dfas|difas|dfas |dfas |d{as |dfas |
B e 5,9 16,4 6,7 {7,1 17,2 |7,3 [7,3 [7.4 [7,5
pH del barro
L Tbrade 7.2 {7,6 |8,0 8,1 {8,1 8,1 [8,2 88,2 8,2
i | !

Bl barro empleado para la siembra (muestra I digeride a
55° durante 5 meses) presentd las siguientes caracteristicas :

Hunedad

w0lidos totales 3

97,38 %

56lidos volétiles 3

Cenizas 3

2,62 %

56,75 %
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3) Supervivencia de las bacterias de los grupos
coli-galmonella en 1los barros en digestibn

Con el objeto de investigar la accién bactericida dnran-
te el proceso de digestidén del barro closcal, se determiné la su-
pervivencia del 3. paratyphl A, 3. paratyphi B y del E. coli(ti -
po I) en barro en digestidn a 37%. (X).

Para ello tres porciones de 200 cc¢ de barro cloacal fres
€O c0locados en 8endo8 frescos Krlenaeyer de 250 cc de capacidad,
fueron inoculados con 0,5 cc de un cultivo de 24 horas en agua de
poptonsa de . paratyphi A, S. paraiyphi B y &. coli (tipo I) res-
pectivumente, conteniendo alrededor de 1 x 107 bacterias. También
8e ensgyd coa una wezcla de dos partes de barro fresco y una par-
te de burro digerido, bssado en la materia volatil, que fué infeg
tada artificlalmente en 1z migma forma.

Ceda frasco krlenmeyer se proveyé de un tuvo de despren=-
dimiento con aguz, y s8e colocaron en la estufa a 37°C.

Cade dos d{a3s se extrajeron muestras de barro para ianves
tigar la supervivencia de cada especie bacteriana.

Para la bisqueds ael 3. parstyphi A4 y B se siguid la téc
nica recomendada por los Ores. : Jo3é J. donteverde y Radl Ferra=
mola en los "Anales de 1a Sociedad Cientifica Argentina™ : 133, -
417, 1942, empleando como medios ae aislamiento el de Kristensen,

(%) se omitié la investigacibm de la supervivenclsa de las bacte
rias del grupo disentérico debido a las dificultudes técnicas
para su alslamiento de un medio tan rico en flora bacteriuns
como lo es el barro clozcal. Por otra parte, es notorda la es
cuasa resisiencia ue prusentva el vh.dysenteriae para aobrevi-
vir en loa 1{quidos contaminados.



Lester y JUrgens (agar-verde brillante) y el agar-lactosa-torns-
sol, y ademis el medio 1fgquido de enriquecimiento de Kauffmann-—
Mlller (Jdoble concentracién) a base de verde brillante y tetratig
nsatio de sodio, procediéndose en la siguiente forma : con el &n-
sa se extrajo una pequefia cantidad de barro que se sembrd sobse
la superficie del agar-verde brillante y con el material que gue
daba alin en ¢l ansa se seubrd la superficie del agar-lactosa-tor
nasol; un ¢c de la misma muestra se mezcld en un tubo de ensayo
con 9 cc del medio de Kauffmann, y todo fué coloacado en la esty
fa a 37°C. A las 24 horas de incubacibén se examinaron las placas,
¥ las colonias sospechosas presentes en el agar-lactosa-tornascl
fusron tomados con un ansa y extendidas sobre agar inclinado que
sa incub$ a 57° por 24 horas. La depa desarrollads se someiié a
las pruebas serolégicas para su 1dentificacién. an los cusus en
gue no se obtuvieron en las placas de agar-lactosa-tornasol colg
nias bien aisladas, se hizo un reaislamjento del agar-verde-bri-
llante, pes3cando lss colonias sospechosas, que se suspendieron en
agua de peptona y se volvieron a sembrar sobre agar-verde-brillapn
te y agar-lactosa=-tornasol, Cuzndo hubo desarrollo en el medio -
de Kuuffmann, se sembré con un ansa sobre agur-verde-brillante y
agar-lactosa-tornasol, se incubd por 24 horas a 37°C y las colo-
nias sospechosas, bien aisladas, se pasaron a agar inclinzdo y se
practicaron lss pruebas serolégicas de aglutinacién correspondiep
tes, en la sigulente forma : con el cultivo en agar se hizo una -
suspensién densa en sclucién fisiolégica, y se depositd una gota
del mismo (antigeno) sobre otra gota Jel suero aglutinado corres-—
peadiente, en una 14mina de vidrio; se mezcld bien con ayuda del
sanca y 3¢ obseivd al aglutinoscopio.

La investigacién del B. coli (tipo I) ss hizc con el me-
dio de iec Conckey, agreganlo 10 cc de lu muestra de barro a un tu
bo conteniendo 10 cc del medio de Mc Conckey Joble y haciendo di-



67n“

luciones del barrc en Mo Conckey gimple, desde 1071 hasta 107%,
Todo se incubd a 37°C. Si a las 24 horas se observaba desarrollo
y fomacidn de gas, se pasaba con un ansa una gota de cada uno -
de los lfquidos a otros tantos tubos con 9 cc del medio de Mac -
Conckey simple, gque eran incubadas a 44° dursnte 48 horas. Si en
tonces se observaba desarrollo con formaciéan.le gas, se daba co-
mo prueba de la existencia de B. coli (tipo 1).

Los resultados obtenidos fueron los siguiantea :

Bn el barro crudo no sembrado el S. paratyphi A sobrevi
vid8 durante 4 cfes; el onsayo efectuado el sexto dia dié negati-
vo. #n el barro sembrado, el G. paratyphi A pudo aln ser ailslado
el sexto dfa, no encontrdndoselo el octavo dfa de incubacibn,

cn cuanto al S. paratyphi B se mostrd mencs resistente,
sucumbiendo en 2mbos czs0s despuds del segundo dfa de digestién.

Bl E. coli present6 una msyor superviveacia : en el D&~
rro fresco no secavrado pudo ser encontrado hastu el 28° dfa de -
Juigestidn, y en 2l barro sembrado, hasta el 32° dfa.

La menor supervivencia de los gérmenes en el barro fres
co en digestidn respecto al berro sewbrado, podris atribuirse a
la marcada acldificacién que sufre el dbarro ain sembrar, como re
sultado del proceso de digestidn, y que crea un medio poco apro=
plado pura 1la vida de lc¢s microorganismos ensayados.

Los resultados obteaidos indican que el proceso de diges
tién de los barros ejerce un. marcada accidén germicida contra los
microorganismos patdgonos.



4) Reparticidn del bacterib8fago en las fases
g61ida y 1{quida del barro

Con el objeto de determinar ai existe la misma concentra
cién de bacteribébfagos en la fase liquids y s6lida del barro eloa-
cal, se hicleron dos ensayos con dos muestras de barro, procediea
do en la siguiente forma : con una cantidad suficiente de barro
g8e ceatrifugd a 18,000 r.p.m. de manera de¢ aeparar loa sélidos -
cloacales del 1{quido; éste ase decuntd y los sédlidos se suspendie
ron sn la correspondiente cantidad de agus estéril. Iuego de ha -
ber ajustado el pH,80 procedid con el liquido cloacal y con los -
s86l1dos cloacules en la forma ya descrita para aislur el bacterif
fago e investiguar su activided litica,

los ensayos seo hicieron con bacteriéfagos para S. parg =
typhi A y S. puaratyphi B.

Loa resultados obteaidos fueron los siguientes :
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Ensayo N2 1

Fase s6lida del barro cloacal
'! Ensayo en caldo nutritivo
Ensayo ! Dilucién
en e :
Oepa agar 2| 3| &4 ! 6| 7| 8 | 10
i ! 10 {10 |10 |10 (10 :10 |10 |10 {10 10
: + !
Se paratyphl A 4+ 4 ¥ 4 +14 418413 +|3+/34/34134]0204
8. paratyphi B &4 + ;4 + 3 +i5 +|13+(3 +|2 +]2+|2+!124+] +
) {
; | T?
Fase liquida del barro cloacal
S. paratyphi A || 3 + 2+ 12 +12 +[2 + + + + - -
S, paratyphi B § 2 + ‘2 + |+ 1+ |+ - |- |- -
&£082yo N2 2
Fase sélida del barro eloacal
5. paratyphi A || 4 + 4+ 18 +3+132+13+(3+{3+(3+P+ ]2+
S. paratyphli B | 4 + 3+ 13 +132+12 +2 +|2 +12 +] + + +
Fase liquida del barro eloacal
S, paratyphi A [ 3 + S+ |2 +2+1+ |+ |+ + |- |= -
8. paratyphi B |2 + 2+ 2+2+]+ [+ |+ |= |= |= -
Se observé, ruéds, una mayor concentracién

8n la fase s6lidu que en la fase 1{quida
deberf{a a la adsorcién que ejercerfan las
Fro sobre los corpliscuios bacteriéfagos.,

de bacteriéfago
del barro cloacal, Esto se -

particulas s6lidas del ba =~
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III) WLDISCUSION LB LOS RESUIMTAUOS

les muestras ensayadas de barros cloacales, procedentes
de #ilde, presentaron uan gran poder lf{tico coatra el Shigella dy-
senteriae (shiga 6), 8. parstyphi i, S. paratyphi B y el K. coll,
en e3e orden.

Be observé que el proceso de digestidn de los barros -
cloacales ejerce una accién deletérea pars las bacterias y los -~
bacteriSfagos, siendo esta aceién mucho més acentuada frente a -
las dacterias., Es decir, que los bacteriéfagos se mostraron mucho
mis resistentes gque las correspondientes bacterias y sobrevivig -
ron por mucho mis tiempo en barro en digestién.

El barro sambrado (en la proporciéan de una parte en pe-
80 de barro digerido y dos partes de barro fresco, sobre la fase
de la materia volitil) pemitid una corta prolongacién de la acti
vidad litica, respecto del barre no sembrado en digestiéa.

En la digestidn a 55°, el poder litico del barro se any
18 mucho antes gque en la digestidan a 37°.

En 1a digestién del barro fresco no sembrado, a 37°, la
disminucidn de la actividad bacteriofégica es mis répida durante
los primeros 10-15 dfas, haciéniose luego menos proaunciadsa y vol
viéndose a acentuar en los dltimos dias en que se observa adn ac-
tividad 1{tica. En cambio, en la digestidn del barro sembrrdo, la
disminucién de la actividad litica es lenta desde el comlenzo pa-
ra acentuarse en los dltimos dias. Esto se explicaria por la acidi
ficacidn que sufre el barro sin sembrar durante la primera etapa
de la digestidn y que acelerar{a la destruccién del bacteriéfago.

le falta del medio egpropiade para la lisis, sobre todo
durante la etapa fcids de la digestidén del barro no sembrado, la -



adsorcién que sufre el bacteridfago por parte de las particulas
sblidas en suspensifn ea el darro, y su destruccién como consg -
cuencia del proceso de digestidn, abogarian por la no interven -
cién del dacteriéfago en la purificaciéa que tiene lugar durante
la digestién del barre cloacal.




IV) COCLUSIONES

1) durante el proceso de digestién de los barros cleacy
les, la actividad 1{tica disminuye psulatinsmente hasta anularse
por coaplato.

2) En la digestidn a 37° 1la capacidad 1f{tica del barro
fresco no sembrado se anula al cabo de unos 45 dias y la del ba-
rro sembrado alrededor de los 50 dfas,

3) En la digestifn a 55° o1 poder 11tico del dbarro freg
60 no sembrado se anula alrededor de los 13 dius y el del barre
sembrado a los 15 dfas,

&) Respecto a la velocidad de disminucién de su aceién
1{tica, los cuatro bacteriéfagos ensayados presentaron pequefin =
diferencia; el fago que perdurdé mis fué el anti-shiga, siguiéndg
le en orden de menor resistencia, el anti-3, paratyphl A y By -
el anti-BE, coll.

S5) En un ensgyo con barros artificialmente infectados -~
oon 8, paratyphi A, 8, paratyphi B y B. coll, se observé uan map
cada accién germicida dumante la digestién a 37°. Ean el barro no
sembrado, 1 S. paratyphi A inoculado no pudo ser aislado al sex
to dia de digestién y en ol barro sembrado no se lo encontré al
octavo dia, El 5, paratyphi B, en ambos casos sucumbid después -
del segundo df{a de digestién, El B. coll emsayado pudo sobrevj -
vir hasta o1 28° dfa de digestién ea barro cloacal erudo y hasta
el 32° dfa en barro seabrado.

6) Ios sblidos en suspensién del barro cloacal tienea -
una mgyor conceantrucién de dacteridfagos que la fase liquida del
nismo, separada por centrifugacién y decantaciéa,




750"

V) RESUMEN

Se investigd la variacién ds la actividad bacteriofigi~
ca pura bucterias de los grupos coli-salucaella-disentérico y la
supervivencia de bacterias de los grupos coli-salmoanella durente
el procesc de digestidn a 7° y 5500 de barro cloacsl.

los enszeyos se efectuaron con muestrus de barro ¢loacal
de la ciudad de Buenos Aires procedentes de la Bataciln de Bom -
bas de Filde y obtenidas por sedimentacién directa del 1fquido -
¢loacal.

Para el aislamiento del bacteriéfago se empled ol si -
guiente método : la muestra de barro, cuyo pH fué sjustado pre =
vismente a un valor préximo a 7,5, fué adicionsda de caldo matr}
tigo y enriquecida con un cultivo J6ven de la bacteria suscepti-
bhe. lauego de incubar a 37° durante 24 horas se filtré primero =
por papel de filtro y luego por bujfa Berkefeld ¥,

la actividad 1{tica se ensayd con la técnica de las di-
luciones en serie del filtrado ea caldo matritivo (hasta la dlly
cién 1010) y subsiguiente siembra con un cultivo jéven de dbacte-
rlas y por 1ls accifn de una gota del filtrado original scbre una
capa uniforme en agar en cajas de Petri de un cultivo de la bac-
teria susceptible. '

la investigacién de las bacterias del grupo salmonella
86 hizo empleando como medio de enriquecimiento el de Kauffasnn-
Miller (doble concentracién); y como medio de aislamiento el ue
Kristensen, Lester y Jirgens (agar verde brillante) y el agar -
lactosa~tornasol, Para el E. coli (tipo I) se empled ¢l medio de
Ms Canckey.

urante todos los enssyos de digestifén de los dbarros se



observé una gradual disainucién de la actividad bacteriofigica -
hasta su anulacién completa y una répida dessparicién de las dag
terias snsayadas.

P
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