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DETERMINACION DE BACTERIOFAGO COMO INDICE DE CONTAMINACION
DE AGUAS

Se ha estudiado la presencia de bacteridfago como Indice de
contaminacién de aguas, Guelin en 1943 aplicé una técnica para la
resolucién del problema, mediante el enriquecimiento de diluciones
crecientes de muestras con un cultivo de Esch. coll poliespecifico
para bacteridfagos especf{ficos contra enterobacterias., Trabajando
con muestras de agua del Rfo Marne observé que habfa un paralelismo
entre la variacidn de la contaminacidn por el bacteriéfago y el Esch,
coli,

El complejo bacteria-bacteridfago puede ser considerado des-
de dos puntos de vista distintos?! uno tomando a la bacteria como por-
tadora, hecho éste extremadamente comin, sobre todo en las provenien-
tes del intestino animal y el otro de acuerdo a los recientes conocl=
mientos de lisogenia, Ia fuente serfa siempre el intestino animal,
siendo el vehfculo el 1fquido cloacal en distintas formas.

la determinacién de fagos espec{ficos para bacterias patége-
nas, se hard empleando bacterlas selec¢ionadas que acusen sélo la
presencia de determinado fago, para concluir con ello en forma indi-
recta la contaminacidn del agua por tal microorganismo espec{fico
del fago.

E1 objeto de este trabajo es valorar la técnica de Guelin
frente a distintos tipos de aguas, su sensibilidad y la posible apli-
cacidn de ella al estudio de contamilnacién de aguas semisurgentes,

En su desarrollo se ha realizado un estudio comparativo entre el mé-

todo modificado de E. S, Wilson (actualmente practicado en la Direc-



cién Principal de Laboratorios de 0,5.,N,) y la téculca original de
Guelins

Se aislaron y purificaron fagos especificos contra algunos
géneros de la familia de la Enterobacterias y se seleccionaron culti-
vos de Esch. coli provenientes de agua del Rfo de la Plata, decantada
del Establecimiento Gral, San Martfn, Rfo Iuj4n, 1fquido cloacal de
la ciudad de Buenos Aires con el fin de encontrar cepas sensibles a
los fagos especfficos de distintas enterobacterias.

Se estudia la especificidad de los distintos cultivos frente
a distintas preparaciones de fagos especfficos para algunos de los
mismos cultivos ensayados.

Se establecieron las condiciones de trabajo, diluyente a
usar.'y tiempo de enriquecimiento y temperatura de inactivacibn de las
bacterias.

Debido a la presencla natural de enterococos en algunas mues-
tras de agua del Rfo de la Plata, se estudid la posibilidad de su in-
hibicibdn o eliminacidn durante el enriquecimiento de las muestras,
mediante el cristal violeta; a pesar de las altas concentraclones de
enterococos ensayadas no existié ninguna dificultad en la lectura de
los resultados. Como dato interesante surgié la sensibilidad del fa-
go a la accibdn del colorante, También se ensayd la filtracién previa
de la muestra de agua por bujfa Berkefeld W, dada la complicacién que
se ocasionaba y los resultados poco eficientes obtenidos no se ahond$
m&s en mejorar la técnica.

Se estudlaron muestras de aguas del Rfo de la Plata, decan-



tada del establecimiento Gral, San Martfn y de pozos semisurgentes(l).

En aguas del Rfo de la Plata, el bacteriéfago fué encontrado
en todas las muestras, aunque se observd que en todos los casos fué
identificado en diluciones menores que la que permitid evidenciar a
las bacterias coliformes, Con respecto al Esch, coli tipo I en 4 mues=-
tras fué posible identificar a ambos hasta la misma dilucién.

Tamblén se observa la presencia de fagos especfficos para el-
gunas bacterias patégenas tales como: S. newport, S. anatum, S, para-
typhi B, Esch, coli, tipo 026 y Esch, coli, tipo 055,

Del ensayo de muestras de aguas decantada surje también una
diferencia de sensibllidad entre la investigacién de fago y de bacte=
rias coliformes, En dos muestras se pudo identificar al fago y al
Esch, coli tipo I en la misma dilucién. En esta serie se encontrd
el hecho interesante de que en una muestra con coliformes totales ¢ 2
contenfa fago con un N,M,P,/100 ge 7,2,

Se examinan 50 muestras de aguas de pozos semisurgentes va-
riando la contaminacién en coliformes de < 2 hasta un valor indeter-
minado de >240, S8lo en tres ocasiones se 1dentificé fago, Ia
aplicacidn de la técnica de 1nvestigaciédn de fago no es recomendable
en aguas semisurgentes debido al alto porclento de muestras bacterio-
18gicamente inaptas en las cuales no se puede poner en evidencia par-

tfcula f4gica alguna (698),

(1) E1 estudio se hizo determinando comparativamente la contaminacién
por su contenido en bacteribfago capaz de lisar al Esch. coli
cepa 36 y otras bacterias selecclonadas y medlante la aplicacién
de la técnica oficial de 0,S,N,



Se planed un ensayo con el objeto de determinar si existfa
en una muestra contaminada, fago especffico frente a alguna de las
bacterias que ella contenfa,

Esta experiencia dié resultado negativo, lo que otorgarfa
al Esch. coli cepa 36 mayor importancia como bacteria indicadora.

Se estudif la sensibilidad de la técnica determingndose el
ndmero mfnimo de partfculas de fagos que era posible poner en eviden-
ciaj del cual surje el resultado de que excepto para el fago propaga-
do sobre el Esch, coli cepa 36, en los restantes ensayados pueden 1i-
dentificarse en concentracidn tan reducida como una partfcula.

Como conclusldn se puede establecer que en aguas del Rfo de
la Plata, la técnica en estudlo es menos sensible que la adoptada por
0,S.N,, sin embargo se cree interesante aportar mis datos sobre el
particular, Lo mismo se puede observar para agua decantada,

La irregularidad de los resultados obtenldos se acentda més
en las muestras de aguas de pozos semlsurgentes, Hasta tener un ma-
yor némero de datos se concluye que la técnica de determinacidbdn de
la contaminacién en este tipo de agua por el bacteridfago no es re-

comendable,
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INTRODUCCIOXN

n bacterilogo esté empeiindo en suniaistrar a la podblacién
aguas de beblda que tal eomo lo establecen las leglslaclonss sanitorias
sesn bacterioldgicamente potables, s decir, caresean do microorganis-
mos patiganos.

fntre las enfcrmedndes de origen hidrico se pueden menciomap!
fiebre tifoldea, disenterfs becllar y amebianc, salmeonelosis, shigeloe
sis, cllera, etc.

L1 tratar de buscar los mlcroorganiasmos cousuntes de estas ene-
fernedades en aguis, @8 Una tires& que no es corriente en los laboratoe
rios ya que debido a su pocs viabkilidad en dicho medio, se encuentran
en némero reducido y durentc corto tiempo, requiricndo su hisqueda téc-
nicas especialese

Ag{, las shigelns mentenidas durante 3 dfas & 8¢ C, su nimero
to reduce & alrededor del 10 £ de 1lcs bnctorias originoriamente presen~
tes (1),

Por su parte Guelin (2) estudid lc supervivencia de 3, typhi
Vi 4 en agues no esteriliundas y dezostrd que on superficie desapere=-
efon a los 3 dfas, awmcntendo la suporviveacis en profundided y en aguss
esterilizudas,

katre otros factores que iaterviensn ea la disnimicién del mi-
mero de becterias en aguzs se puede mencionart la sedinentacidn, lus soe
lap, tipo y conceantraciln de sustsncias rnutritivas, actividad de otros
microorganismos, temperatura, presencis de dacteriéfagos, ete,

Dedas las dificultades snotadas, no 89 trata de buscar direce
tamente a los microorganismos patégencs, excepto en casos especiales



sino que ¢l estado sanitario del agus se estadlece madiante procedi-
mientos indirectos. 5e utiliza para ello como {ndice de contaminacién
1la pregencis é&e decterias integrantes de 12 flors normal del intestino
haand y animel, de mayor resistencia en el hahitat investigado,

Dichas bacterias son las conocidas como del grupo colieintere
mediario « aerdgenes (3), Su presencia en el agwn hace que se Ja cone
sidere potencialments peligrasa,

El uso de gérmencs eoliformes como {ndice de contaminacién
ha sido adoptado por todos los pafses ya que es un medio seguro y price
tico para determinar la contaminacién de origen fecal, &5in embargo,
no se hallen libres de oriticas y slgunos sutores han tratado de reeme
plagsrlos.

Ag{ tenemos quo entre otros, se ha sugerido la hisqueda de
enterococos (4), bacteriss normales del intestino mano y animsl, de
mayoy resistencia ¥ que no se multiplican en el agua indicando as{
una contaminacilén més reciente y peligrosa,

ueda avdn por estulliarse un método sencille que permites idem~
tificar bacterias patigemas rdpidasmente y con sensidilidad suficiente
para ser empleado en aguas superficiales purificadas en las proveniene
tes de pozos semisurgentes, bl quo mejor parece cumplir con estas
exigencias es o) de filtroecidn por menbranas filtrantes (8) afa de
cuestionable aplicacidén en nmuestro pafls, Bs asf que se buscéd en la
bibliograffs reclsnte con el 6djeto de hallar una técnica que respone
4s al problema planteado,
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~SAPITUQ X1

ANTECLLedToS  BIBLIOGR.FICOS

En 1943 Guolin (6) aplicd una técnica nueva a la resolucibn
del protlcoa de 1la imvestigaciln de la contaminacidn del agua,

Ea efecto, mediante el ewriquecimiento de diluciones crecien~
tes de las muestras, oon un cultivo de kach, coli poliespecifico para
bacteridfagos especificos contra enterobscteriss, deteraind la dilue
elfn msyor en la cual se podfa apreciar este dltimo, De esta form te-
nia datos cuontitativos solwe su contenido en lss mucstras ensayadas,

Encontrd as{, trabajamio con agun del Bfo Yarne que existia
un parslelimno entre la variacién de la contaminacién por el bacterib-
fago y el Egch, coli« A medida que @sc progresaba hacia la casta, las
musstras evidenciaben mayor contenido en bacteriéfagos, al tiempo que
orecf{a 1la contamineeidn dacteriana,

Tratd més tarde (7, 8) de aplicar eata técnice el estuliic de
contanimcionss especificas, Primeramente mediante un cultivo de 8,ti-
phi Vi determind el contonido de fago espec{fico pors cste microorgae
nisso, le especificidad y activided de dichos fagos ss mantenis con
pequeias veriantes en un valoar amstante con el trznscurso del tiazpo
aungue teaxifa a uma inactiveeidn,

Bn 1047 (9) estudié el contenido de fago especffico pars el
Clegtridlum perfringens encontrando que estaba {ntimamerie relacionsdo
8 1la contaninacidén bacteriam,

Es un hecho conoc1de (10) que el complejo becteris=bacterib-
fago puedo ser estuiiado desde dos puntcs de vista distintos,
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Uno cansiderando a la bacteria camo portadore de fego, hecho
extremadamente comfin sotre todo en las proweniontes del intestino anie
mal y ol otro & la luz de los conocimientos recientes de lisogenia, es
decir, de becterias capaces de generar fagos (11),

Es infudable que le presercia de fagos especfficos para de=
terminadas bacterias en ol agua, debe atriduirse a cunlgulera de esos
dos fenfmencs, lLa fuente serfa siempre el intestino animel, siendo el
vaeh{culo el 1fquido cloacal en distintas formas,

Ahora bien, tefricamonte es posidle suponer y veremos més a-
delents que razén da la prictica a &stoy, que 1a incorporscidén de bace
teries causantes de anfermodedes hfdrices a un egue tresré consigo la
incorporuciln de sus fagos especificos,

Bastord entoncos emplenr bacterias seloccionadas que acusen
8810 1a presencia de determinado fago pers investigar a éstcs y con-
elulr de ¢llo en forme indirecta la contaminacién del sgm por tel mie
eroorganismo espec{rico i:1 fego,

Ests hipStesis se dass @ dos suposiciones, Frimero que las
bacterias patfgenas incarporan bactceriéfagos y segundo de la existene
clia de dacterias 10 suficientemente espec{ficas eano para ser lisados
s88lo por un fago y por aingdn otro.

le primers suposicifn se dasa en un hecho experimental, Soyd
(12) del estudio de un clerto nfimero de cultivos de 5, typhisuriym con-
oluyé que précticamente todas eran portadoras de fagos especfficas.

Cabe deterainar sin embargo, s8i la viabilidad del fago en
el sgua se mantendria 10 suficisnte como para pernitir su identifica-
cién,



la pespuesta se tendrf solamente dc ensayos précticos y ne-
diante ¢l estudio de sguas, cuya historis reclente indigque contaminae
cibn,

El valorn? la técnica de Guelin frento s distintos tipos de
agues, su sensitilidad, y la posible aplicacién de elle sl estudlo de
contaninacién de sguas semisurgentes, ha sido el objeto de este tradhe-
Jo. En su desarrollo se ha realizsdo un estudio comparative entre el
método modificodo de E,S, Wilson (actuslmente practicado en la Direce
cién Principel de laboratorios de 0,3,H,) y 1a téonics original de

Gualin,
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C..PITULYO 111

 BACTiRIOFAGO

S8e conoce camo bacteriofagia al fenfmeno por el cual clertas
particulas no visibles al microscopio (becteriéfages) infectan la cée
lula decteriana produciendo como signo mds notable la lisis de ella,

Un primer hecho significativo, posiblemente debido 2 la jree
sencia de bacteriéfagos 1o teniriamos en 1la comprobacién de Hankin
(13) en 1876 de la progresiva depuracidn de las aguss de los rfos
Juwm y Ganger, Supuso dicho sutcr que ese poder entiséptico del a-
gua so debfa 2 uma sustancis volétil ya que era eliminads por la ebu~
1licién aunque se conservada despuds de filtrar el agua.

Kl deseubrimiento dal dacteridfago se atriduye a Twortt
(1915) y a 4* lerelle (1917) y es conocido por ello como"fenfmeno
Twort-d'lerelle”,

Twort (14) observd el fenfmeno curioso que ea cultivos de mie
orococos aparec{an dress transparentes lilres de desarrollo bacteriano,
Deternind que dicha propiedsd era transmisitle, es docir, besteba ine
foctar eon materisl provenionte de sonas transparetes somios cultivos
de ls misme dacteria, para que luege de un periodo de incubacién se
repitiers el fenémerno,
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claras y 1land al agente bacteriol{tico que las produc{sn * baeterio-
phagum intestinale ¢ protobio bacteriophagum™. Confirm$ para al mismo
las propiedades del agente activo de T wort,

d'Herelle sostuvo la teoria do quwe las sonns transperentes
eran colonias de bacterilfago y emmncil 1la hipétesis acerca ds la mtue
rulesa discontimua del misso, Para la comprobecién de ésta realisd ex-
periencias de diluir el principio productar des 1isis de tal modo de
tener por oada ml 10‘1° del mismo y agrogd 1 ml de esta dilucién a 10
tubos con 9 ml de cultivw bacteriano, luego de incubar observd la pree
sencia del bacteriéfago s6lo ea 3 tubos, con 1o qus demostrd que el
agente litico era de tipo corpuscular,

Propicdnden_del Jactoriffsga,

¥a se adelantd que una de las primoras popiedades que se dee
termind en ellos fué su £iltrabilidad, eamportéindoge asf como los vie
Tus animcles y vegetsles.

Su tamafip puede ser determinado por filtracila a través de
mazbhranas de poro cenocido, Lepine, idicole y Giuntini (16) mediante
1s ultracentrifugs detsrminaron los sigula tes valorest dacteridéfagos
subtilis! 68-72 muj Cigl B4=60 ~u § Streptococo B G635 D428 vy §
Cag? =25 wu § Syg8  1B-00 s,

Por 1o que respecta s su morfologfa Iuria y Anderson (17)
consiguleran deterainsy mediante el microacopio electrdaico que los
becterilfagos Tp del Bsch, coll B presontaban un cucrpo mfs 0 menos
esférico de estructura gramlosa con una prolongacisn en forma de cola
de una longitud aproximedamente igusl ol difmetro de squele



Relecionado con el tamafio de la particula figica se encuene
trs cl tameflo del £rea de 1lisis (placa), En efecto,nderson(18) y o=
tros sutores demostraron que hebf{a una relacién inverss ontre las di-
mensionss do la part{cula del fago y el tamafio de la place de lisis por
81 producida, Los fagos pequeins dzrian placas grandes y los fegos de
mayor tamelio darinn placas pequefias,

Los bacteriéfagos son més resistentos a la tesperatura que
las baeterias, siendo ecaracterfstico para cads fago su temperetura 8¢
{nectivacién, Esta propiednd se aprovechs para la esterilismcifa de
103 cultives tal camo se verf mds adolaate,

Son resistentos & concertraciones bajas de dctorninados agens
tes quimicos co mo la acetona, clorofarmo, tolueno, etcey, unque no &
los aldsehidos por los curlss son inactivados,

Los rayos ultravioletas as{ camo las rediaciones visibles
son delstéreos pura los bacteriSfagose En efacto, Guslin (10) trabae
Jando con los fogos 6,4 ¥y C1g estallacdid qus zon sensibles & la accidn
de 108 rayos luminosocs visiblese, Los Payos activoa psrecen eancontrarse
en la rcgién del violeta y del asuls la destruccién £ atribufda a
fonémenos de axtdacibne

X¥a que se trata de egentes vitales caprortos principrimente
do mxlcoproteinns no e3 sorprendente el heche de gque coan capacoes de
producir anticuerpos, Es decir, 128 dacteriéfegos ticnen propledades
antigénicas, Los anticuerpos especifices neutralisen su accién como
efocto visinle, y elle canstituye una técnice valioma puin s estudio,

Los dacteriffigos T para Each, cnli B se pueden dividir sero~
18gicamento en 4 grupos que ineluyen 1os fugaws T 1 a2 17 %2, T4 y
76 @1 2°3 T3 y 77 el 3% ¥y 61 ditinmo sl fago %8,



llasta ahora hamos enunciado las propiledades que carsoterizan
en forma genaral a la particula de fagoe

Veamos shors las propladades del sistema fago-huesped, U
priner estudio expleando el fago Tl fremte al Esch, coli B fud realime
4 por Purk, Gerea y Chine (20) quigues concluyeron quo o1 £ago Tl ne
stacabs a la Wctaria eurndo el lfquido diluyeate eras agua dostilada,
sin ebargo, mollante al agrogedo al sistema d@ detomilnados cstiones
podfa lograrse que 1o hiclera y afn cogtrolarse la velocidad de atas
que variznio la canposicién awlitativa y cuantitstiva,

Eatro 1os lomes estudiados figuran el Ca*?, Hg“, ', 2%,
h‘, x* b Iﬂ"; por su parte al u“’, Cr‘“. . aad
letéroa para el £2g0,

Hfs tarde sndersm (21) edservd la influancia del letriptoe
fano como coefactor en la formucifn de las placas, hecho ol gue tams
bifn coatribuye la ferdlalaning, tirosine y otros amlnoicidose

Con la bdese do los canocimientos scbre 1a accifn ds detemio
nadas sustanoliss on la scciéa Lftica y medilante la téculea de nautrae
1imecién por sueros espec{ficos se estudid cinbticamonte todo &l proe
ceso 1{tioco ccacluybéndose que contada do tros foses principaless

Una prinera fasa de adsorcién sobre el hubspedy o fase en
12 ewmnl influyon 1los cationes y aminoicidos mencienados ¥y a-.:z*.xto 1a
cual el nfmero de particulag mo aumenta y por ¢l caatrariec disaimye
de 12 susponsién para fijarse a la bacteris,

le sesunda fase (perfodo 1stente) que corresponderfs el cree
cimiento intracelular y durante la cual Sampoco aumonta el nimero de
particulas,

la ditima fase del proceso cmsiste en la ruptura de la oé=

tlenen accilén de~
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lula y la libarecidn de les particules con el comsiguiete awmento de
fagoe

Coda wa de las 408 prineras fases se cumlen en un tiempo
detornuinado y especffi00 parn cadn fago frento a su hudsped homdlogo,
El aumento 46l ninero do particulas Muego de realisado al procesoc es
en reglas gonerales tambila omsiante para cada fago.

Dan w 1&sa @0 los tienpos requoridos en las £asg9 citadss
los siguilentes valores? perfodo de adsarcidn fegos T1, 13, 77 aproximne
danente 10 mmj porfodo latente fagos T2, T4, 76 2.3 my T2, T3, TP
12 ma y T5% 40 mmj todoe qllog frente al Each, coll B, bacteris para
l1a el son especificos (22),

El nfirmero de perticules producidas varfa de 120 a 400 aprexie
madanerte,

Cada una de estas etapas fud visunlizada con 01 microscopio
el ectrdnico (23),

Otrs hecho rolacicnade al sistema fago-hudsped es el conocie
40 cmo fendneno de interferencia (24), Este cansists en lincas gens=
rales en que cwanic dos virus no relacionsdos serolégicamente son ade
sordidcs por una mizma bacteria, sélo uno de ellos es liberado luego
en 1a lisis, le mtwm exclusiéng, no es siompre sdsdluta, Asf cumdo
T1 y 15 sn simulténssmente adsorbidos par el Each, cali B el 4 % de
las bacterias libaran a endos, Alcansando hasta el 20 % de las cdlue
las infoctadas con 22 y T4 § T2 y T6,

Con respecto a la invariabilidad de las propiedades ds los
fagos digamos que pueden sufrir mutaciones, las cinles a semjanzm de
las que sufren las bacterias y los restantes virus, modifican la espee
cificidad del muésped, el tipo de pleca y los requerimientos de co-face



olle

tares espocificoa, Dal mismo mode gue en los microorganissos citados
estas mutaciones s8lo afoctan a ua linitado y pequeido minero de clin~
1s8 0 particulas y puede poncrse ea evidencia s8lo cunndo se faverese
s proliferacifn a costa 40 1a forca madre,

Con todos estos antocedertes veanos ahora cano pueds carage
torisarse un bacteriSfage. Pars ello pusden tenarse en cusnts cada
wna do les siguientes propicdades que son especificas y en general
invaristles (colre oste particular nos vreferiremos scnersmente més a=
delante),

1) Temafio y mozfologfa de le particula,
2) Constitucifn antigfnica,

3) t?rmm de inactivacién y susceptiilided s los sgentes
cos y quini cos,

4) Bspectro de dact-rias semsihlas,
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CAPITULO IV

PARTE  BRAPL IMLITAL

A) Alalaniente ¥ purificecifn de Lagas sanecf{ficose.

8¢ utilisé pars ello 1iquido cloescal do la e¢indsd ée Buenocs
Adres, Este material llegd al labarataric & las pocas horas de ser
extra{do y se proocedid a su cultive dertro de las 2 horas de su llogee
da, Para cllo primersmente se 1o £i1trd por pepel de flltro de pave
grueso ¥ luego se mifdieron 00 ml en sexion frascos de £50 ml agregindo-
1¢ 10 m} de caldo mtritivo 10 vecas concentrado (AX) (ver mpéndice)
7 0,5 ml de un cultivo en agua ds peptom (A II) de ! R de incutecién
a 372 C de 1la ceps ocuyo Lagd se Gesonba aislar, Hecho ésto se incudé
& 37% C durante B4 he 80 £11tré por filtro Seits ¢ uj{n Berkefeld Wj
se precticd una praebs 4o esterilidad y se guardd ¢ 42 € hasta s pue
rificacidn, Pare ello se hm usado las sigulentes téenicast

a) Bn medo Ujuldet

Para ello se proparon una serie de 12 tubos ds ensayo conte-
niendo § ml de caldo mitritive (A I1I) cada uno,

8e agregd al primer tubo 1 ml do la proparacisn de fago a
purificar mezclandd bien y pasacdo 1 ml de la diluciln obtenida al tue
bo sigulente y 83! sucosivanents hasta el dScizo tube del cual wuna ves
bien megclado se dssochS 1 mle. Do esta farma se tuvieron 10 tubos
eonteniando 9 ml code uno de dilucionas decrecimtes al décimo ds fago.

Al tubo N9 11 se le cgregd 1 ml de 1a preparaciin de fago
cm el obleto de dotarminar wm poaible econtaminecidn,
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A todop los tusos excopto el i® 11 se czregh 1 ml de suspen~
s18n becterlana Ailufda do tal forma de agregar entre 1000 y 50U9 bace
terias por tude, 41 tubo 4P 12 contanfa solameats cultivo basteriano
¥y czldo sirviando &2 coatral de orcclilicato en ausemcla de fago.

Se facubd a 37V €, duraate 1320 hs. y Los dos tuloa que coe
rrespondfan 2 Y2 mgror 41luctda da £220 ¥ que preseatscan auscacis de
dosarrolle g2 filtrarca por by fa Durkefeld W, explcinlose el filtrade
para waa sueve 4ilucifan. 1 proceso 36 ropitis 3 veces més tras 10 cual
12 susponaidn de fozo se considerd puro.

TU.0 N& i e 3 4 S 6 7 8|0 [/10 | 11|12

Culdo nutri-
mo?:ﬁi o 9 ] 9 9 o 9 ® | 0 ) o 9

repezracién Hogelap y peear sucosivancats 1 xl doe
e fogo 1 | sechando ) ml del tubo 1f 10 1 -

Cultivo bactoes
riano 1.000-
5. U/ p | p § p § 1 1 1 p | 211 1 - 1

®») Ea medio sélldot

Debido a que en un dusn nfiero de cesos la téenica anterior
era un poco confusa por la implentacidn de dacterias resistentes al fa-
g0 que sobrevivian a las lisadas y desarroliaben en el caldo, sa la
reempland por otra que eliminaba dicho inconveniente, Uebemos dscir
equi que ls mayor parte de lo: cultives puros se presentan heterogeneos
en su gensitilidand al fago.

la purificaciln en medio aflido fué hecha seg’in dos técnicas
distintas, de las cuales debido a su eficacia g9 reconiends 1a que si-
gue (25)s @ 2,5 ml ¢e agar estéril al 0,7 % fundido y mantenido a
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4G~18° C, ge agicgb 1 gots de wa susponsidn de bectortas(obtenide agre=
gezdo € ml de caldo nutritivo e un cultivo: em sgoe Inclinedo de £4 h

& 379 C,) y 1 ul de dilucioncs al dbcimo de f2go en ague destilucda ese
teril,

la wezcle de bacturiusg y £ogo se valcd solrs sondes cejas de
Fet:d con ager autritive ( B I) proviemente gecadns 2 hs £ 370 C, Be
troid siempre de obtouer una bucme distribueifin del pgor coi les bactee
?lag y el fogo solre le swerficle del agar nutritivo,

6o observd que no cera convalente uﬁx:tcm dirante mucho tieme
po el npar 2 48° C, puce gelificabes y éificultabte la cbeervacifn,

Se incudaron lss cajass & 37% C,, £4 hy al cabo 4o esto tiompo
se olscrvarca plncas pisledas de fego, Se alald une de dichas placas
ean ua poco del eultivo circundente & wa tubo de celdo nutritivo, Se
incubts éote a 37° C durcnte P4 h, Ge procedid entonces & destruir las
Bactorios mediente eslentemiento a 884 €, durante 80 minutos y con la
suspensién de fugo as{ oMenida sc Pepitil el aislamiente, E1 fogo alge
1sdo & esta segunda exporiencis se cansiderd puro y se mantuvo en hee
lcdcra u 49 C,

Lo otra tfcniee que se empled conalgtis en lo siguiente?

Se propararon cales de Petrl con ager mitritive (B I) y ge
gaceron g 37° C, durante £ hores. Una ver seces se distribuyd sotre
&reas de opro:dmademente 1 cuB, eon mm ensc de 6 mw de e¢jal, tel como
se 11dioz en la figurz A, el cultiw hecterisno b ensayare Dicho cule
tivo en caldo era de unes 6 horss de incudbzeidn a 379 C,



FIGURA A

S¢ culab que la distr ibucifn de las bectarias frese wmiforme
y sin lastimar el agare Se deld secar parfactame te ¥ sotre cads wno
de los extendidos se deposité um gota d» mspansiia de Lfago 0 sus Allue
clones el d6cino en agus dostilade, En este coso mo se distridbuyd el
fago aino que se @0 )8 extonder sdls la gots depoaitade, Se aguerd$ que
estuviera seca ¢ invirtiento la esja se la incubd a 97 € dwrante 18e
20 h,

Sobre onda eaja se probermm € 4l lxiones de fage ¥y se hicieron
dos exitroles, uno ds estorilided, calocende wmna gota de tggo tal cual
y mn control de desarrallo del cultivo sin agregedo de fagee

En 1a fotograffa i9 ) se puade chservar sl aspecto de wme de
dichas nlesas,

Vel extendid® que mostrars placos de fogo mfs sisladas se aise
18 una de ellag culdando de tomar una pequefils camt idad de cultivo y se
cultivd en ealdo meritive durante 18-¢0 h & I7¢ C, 41 cabe de dicho
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tienpo se calents para eliminer 1las Muet-rins y se procsdif = vna nmue-
va dQlucién y ensey8 en ploce,

El matrinl aislado dc eate sspmnde tratomionto sc¢ consiiord
puro y se mantuve trmbtdfn en heladera,

B) Bgleccidn de culttvos 4- Esch, coll

von el objeto de selecc ionsr cultivos ds Esch, coll que fMiee
ran sengitles & los fagos especificos pere distintas emtcrodecterias
ss procedis 2 aislar hactarias colifcimes do muastras de ague dot Rfo
de la Flsta, @econtads &1 Estzll acimiente Gral. San Hartfn, Efs Ilue
38n, arroyo de la C ruz (Pefie, de Bg.Az,) y de 1fquido closcel en la
ciudad de Bnenos Alres,

Vare cllo s8¢ sembrarm diluciones crecleates de cada muestra
en sendios tubos de caldo lsctosado ( A IV) provistos de esmpraita de
Durhem, He incubd a 379 C durente 48 h. se aisls en cajns de Petri con=-
teniendo agar ecsins» azul de metileno,

las cajas se incubarom 24 he @ 3729 C y g0 21318 de cads
& agar inclinzdo, 8§ colonias que presentzbzsa btrillo metflico, Los cule
tivos se incubaron 24 he. & 379C y de dlles se wlvi§ a aislar este
ves sobre agar mutritivo (8 1) cartanido en cojes o Potri, Kste se~
gmdo zislamiento se hizo para tonsr seguridad de contar con un cultive
Pucoe

las cajes se inculteron 8 8379 Cy 24 he ¥y 8o aiglé @ agar ine
elimdo wm 0 mis coloanlas bien aisladas, Los tubos 4= ager inclinade
A ves incubados @ 379 Cy, 24 h, cansti tuyeron ailtives puros gque fuee
ron poeteriormente identificados bloquinicamen o,
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las rescciones que se precticaron sotre créda cul tivo sen les
gque se indican a eontimmeidn,

Produccl&l de daial® Se seuurd wa senlos tubos couseniendo sgua Ce
triptana (A ¥) y ge incubd a 37° durunaw 72 he 41 cabo de dicho tiame
Po 8e agregd & cuda CULtIVO Ueimle3 ml, do reuctive de aowacs (C i),
Se agltd y se Geld en repoav woons mlmutwee Cusndo habla indol la capa
suparior can el reactivo tawba wn calor rojo intense,

agtilcar, $ Cada uno do los cultivos en estu-
dlo se gsoxtraron an seixlos tuwres conteniendo agus de peptonn-glucosae
fosfato (A VI) y gse incuberoa a 379 C durante 72 h, 52 preetics otone
cos la modificaeién de Barrit de la remceifn dr Vogeselroskerver (26).
FPara 2110 se colocd 1 ml & cultivo ea wn twbo blen limplo y se agregd
0,5 »1 de solucidn aul 16 § @e HOK ( @ III), se mezclf por ceitacisn y
se agregs 0,5 ml de sol, alcchélica d= «- naftal al 8 £ (¢ III), Se
agith Awante wnos minutas con el objato de coﬁseguir wa hiene aerene
eifn y se leyeron 1los yosultados dentro de los 20 minutos de inticiaéda
1a prusba. En caso positive ss obtanfa una caloracifn rojo cerezs.

Proguec 18 de £c1dos orchiticoss Se semtrd en cl miso wmeilo que pare
1la fdentificecifn de wcetil-netil-crrbinale, Al cabo el mismo tierpo
de incubacién sobre 1 ml de cultivo se agregaron unss gotns de solucién
ecuosa de rojo de metilo (¢ 1), £n ceso pasitive el indicador toma
el color rojo, de vireje en 1la sona £cidn,




dq] . ) ji9 ¢ Se sesbraron los cultives em
el meito de Koser (A VII), tenlendo la precauciln de senbrar con al an-
sa rocta para evitar la introduccifin de materias orginica, 8Se incudd

a 372 C, durante 72 h,, obgservando cada dia 1la presencia 0 amsencia de
desarrollo,

P41 YO IR C IRIA e ted &1 LA

(. 4 nto de lscto caldo Me Conk 449 C,

8¢ sezbraron senios tubos contenienie caldo Me Conkkay y compenita de
Durham (VIII y IX), &e incubaron a 429 C, en bafio de sgua durante 48
R.y Obsarvindose 1la presencia de gas.

Licupeifn de gelatinat 8e sedreron por puncifa senlos tulos conte~
niendo gelstina mutrittva (B 1II), Se incubs a &% msta 15 dfas prec~

ticanio lecturas digrimmente con el objeto ds odsarver 1s licuscifn del
nedio.

8¢ siguid can ligeras veriantss la técnica en medio sélide

eapleada en la purificecidn de los bacterd 8fagow especificos procediéne
dcse emetamente como se indics en ella, lasta ol extendide de loe cul-
tivos. )

hm«:u 8¢ hic ioron 8 exteniidos ds wn nimmo cultive y
scbre cada WnO, UNA Ve $600, 8¢ depositd un anss ds cods wno de les
W etT toa fagos sin dllulr. Se ds 8 que 1a gota »e extoniiers y wma
ves soto e incubd a J7° C durants 84 he En w caja aparte se prodé
1a esterilidad de ¢ads £ago ¢olocendo un anse sobre la swerficle del
agar mtritivo.



]9 e

S¢ exqyresatron Jos resultadns como se indica a contimacifng

Lo 3 1isin conflusnte, dres de lisis que ocups tods 1a soma sobre
1a qus se depositd el fago.

LS.Cot 1isis seml-conflusnte, drea inconplets 4 lisis en 1la zome
sobre 1o que se depositd el fago.

P ( )¢ placas de lisis sidladas, Bl nfimero entre paréntesis intica
su ninere,

Es de notar que se usb en taics 1os ensayos e fogo sin di-
luir y que uns reaccifin ds pocas plecss de lisis indica entonces wna
relacifn poco estrocha eatre el dacterilfago y la dectsris, En la mae
yor parte ds estos cascs la repeticida can el feogo dilufdo mo presentd
evidexia d» lisis.

B) Técn

Consistif en dos fases gamrales, Yn exiqueciniento y un
ensayo de presencia de fego en las cultivos enriguecidos.

las pareiones senbradas de cada tipo de agua figuren en ol
Cuadro 8% )}, lag diluciones se hicleron en agua do peptom ¢ ague des~
tilada Sxtiril, tal eamo go indicard afs adelente,

VolGnenes igunles &2 mestras ¢ dilucifn y 4 agua de peptoma
eocentrada (A X) (27) se semdraron con 0,1 sl de suspmsifn bacterise
an ewe fago se investigeda y se incudd a 3702 € durants 4 b,

la suspensién bacterians se cdtuwro suspendiendo en 2 ml ds
solucifn fisiolégica estéril wn culitivo ea agar inclinedo 8o 24 h &
e e,
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Hediante esta incubacién previa 1los cultivos se emriguecie=
ren en fago. Al cabe de ella se calentaron 30 minutos & 58-60° C en ta-
G0 de agua can X ‘Objeto de destrulr las becterias ya que diche tempe~
ratura no sfectaba la vinbilided del) fago.

los cultives asi obtonildos se probarcn frents s 1a dacteria
que se usd en el emrigwcimients, usando para ello la técnica que se
1ndicé para el estudio de ls especificidad de los cultives.

luago de incubar les cajas 84 h, 8 372 C, se practicaren las
lecturss correspondientes, usando pars ¢llo la nfssa escals que se ine
dict en C). Yoz Fotografia B¢ g,

CuU.Di0 1% 3

TIPO DE AGUA POICILA4S  SBELBALDAS (nh)
§0 20 | w0 |2 0,1 c.01
sgus del Bfo de 2»
ta p § - b § 3 3 3
lAgua decantada (Lst,
van sartin) p | 3 3 3 3 -
Agua de posos sele
surgentes : 2 3 ) 3 - -

1 en 1ss distintas mues a st 2%e

Sobre 1la misme mucstra de agus gque se recilfs para ser cstu-
diade en su eontenldo £Egico se doterzind el d, My Po/100 do bacterias
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1 » Control de cultive sia fago

2 a 7 » Lasayo de diluciones erecientes de fago frente al
cultivo especifico

S = Frughe de esterilided dal fogo
29344 y 6¢ ldsis confluente
6 v 7% Flaces granies

e e e e et Bt e N e et

1= Contrel de cultive sin fage

£ a 7 » bnseyos de suspensiones de fago provenientes de en=
riguecer cartidades decrecientes de agua con Lseh.co-
1i cepa 36 durante €< h, a 378 C, z posterior calenta-
miente durante 30 minutos a 58«00 C,

Z2ad4 s ldels confluonte - 5! Idsis semiconfluente
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eolifarmes y ol M F,/100 de Fsch, coll tipo X,

Fara ello so siguieron las téenicas de la Direccila Frincipal
de lLedoratorics de 0,8.%, (28),

En sendos tubos de caldo Me Conkey de 4odle cancentreciln pro-
vistos de companita do Durhem para las porcionss és 10 2l ds la mues-
tra, y de concentrecifn sizple para las porciones mencras y sus dilue
eianes, se seabruron las catidades que figursn en el Cuxéro H# 2,

CJALRO 4+ 2
PUCIOI:8 SLitdlLAS D LOS DISTIITLS TIFOS DL 4GL: P.RA 1A
LAVESTICACION UE COLIFGHMES Y ESCH,COLL TIFO I

TIPO DE AGUA PO ILdts S5isBRDAS (ml)

10 1 0,1 0,0 0,001
Ague Gel ifo de la Flata  § i p § 3 ) §
Agua decentada 2 b 4 - -
Agua pemisurgente s 1 | 1 - -

los tubos asf{ sealredos se incubaron a 379 € dursnte 48 h.}
al cebo de dicho ticopo se anotd los tuboa con gas y en base a ¢llos
y de scuerdo & las tohlas de probabilidad (29) se calculd el IK P/

100 de dacterias coliforves,

De cada uno de 1los tubos que presoitaban gas se hicieron

dos pasajes.

Uno o otre tudo can caldo le Conkay simple y proviste

de cempenita de Dumism que una ves scniraddo se incubd 48 h, a 449 C,
en Ydailo de agus y otro & un tubo de melio citrato de Koser (A VI) y=

sando pars 6l10 un ansa recta.

fgte Gltimo modio se incudd hasta 72 ke
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e 379 C,

i dass a los tubos que desarrcllaban y aprovechben 1la lacto-
#e 8 442 C, go calculs msdiaate tadlas el NM,P,/100 m) de muestra de
Egche call tipo X, En caso de carecer ds dicins tablas este valor po-
dfa ser caloculado medimte la férmula sigulente’

M F,/100 ml 4o Esch, colt tipo I ¢ = -.--}3-

donde x g 8H.P./100 m1 de coliformes
as * ® ® Epchycoll tipo &
be * ® % Intersedinric-eerfigenes=closcal

Del nfimero s tubos que desarrolladban en melio citrato de
Kogar se calemils el WA P,/100, s microorgenismos integrantes del lla-
made grupe iatermsdiario-aerégenes-cloacal (IAC),

&) eflculo se efectul medisznte i fSremlatl

BEF,/I00ml deIX & = .2
aéd

dmde = g N FP,/100 md Qo colifarmes
a 8 ot .- x.&.c.

b s ® " % |Esghycqll tipol
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C:PITULO ¥

RESUITALOS ExFix METALES ¥ DIsSCUSI03

Se incInyen en este capitulo la eleccifn 8ol diluyente, el
tiazpo de enriquecinlento de los cultives y ls tempersture de inacti-
veeldn de las dacterias,

a) Diluyentet 51 bien la técnics origimal de Cuelin preconizabe hecer
las diluciones en agua de poptana (A 1I) ge pensS quo esta ejerecrfa
algln efocto de coloide protector solwe la partfculs del fago. lo
odgtante ¥y con el objeto de simplificar la téenica se ensayd ol em-
pleo del agm corriente estéril para diche fin,

Para ello sendas muestres de agm del ifo de 12 Plata se sesdbrarm
por triplicsdo y de scucrdo cen la técnieca indicada anteriommente,
practicande en uwn ¢ssC las dMluciones con agun de peptons dilufide
7 @ ol otro con agna carriente estéril,

kn el cumdro 42 3 figuran los resultados cbtenidos y de 81 surje
que no sporte ningfn bensficio en 10 que a sensibilided se rafisre,
ol empleo del sguas de pepteona dilufda, FPor ello se decidis ussr
cono diluyents el agna corrisnte estéril,



gon ealantadas durante 30 minutos en afio 4o agm & §8% C, Ea el cum-
dro 4% 4 figuran 1os resultedos obtenidas y éo £l surje que el emwrigue-
ciniente prolongado me contriluys a sumontar la sensidilided de la tée-
nica y s afn tiende a 4ificultar les lecturss ya que dursate las 24
he 8 37% C, desarrollan las bacterias esporuledas, cUyRsS €Sporas no se
destruyen por ealentamiento a 582 C,

Una variscién que se experizentd y cuyos resultades figuran también

en &l cuadro i® 4, fuf el de un caleRamlionto previc de la muestrs due
roate 30 minutos a 589 C, su enriguecimiento a 37¢ C, durante 24 he ¥
caleantaniento posterior fgurl que las muestrus anteriores.

Egte trataniento no aportaba bens ficlos notadbles ¥y camo implicsda wma
complicaciin hecer dos calentamientos no se creyé provechom su utill.
sacidn.

to a 589 C, durante 30 minutos en las muestras enriquecides s 372 C,
durente 4 h. fué eficients en todos 108 cascos, se tratd de ver si mn
eslentaxiento a mayor temperatura dwrante el mismo tisupo summtade
1a sensibilidad ée la técnica en muestrss enrigquecidas duramte 94 h.
B¢ suwuso que podrfa existir una tespersture a la cual se suprimieren
un mayor minero de btacterias que de otra forma podr{ian desarrollar so-
tre ¢l agar y solreponerse & las zonas de lisis, chmm.u
hmmddhmtmu&fc.mmmmmdtm
incluyéndose ensayos de caletanianto a temperaturas do 56t C,, 60f
y 02¢ C, durante I mimitos. En el cuadro id% § figuran los resultedos
corTespondientes y de &1 surje que el calentamiento & 86° C no 1legs
& insctivar conpletanmente a las bactarias lo que produce resultados
eonfusos,
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RusULTALOS OOTLIL- QG COT DISTXEW LILL. TS

CODICINTS LAPEMIESHTALES IR
AN Livae £0

TU.05 Pl L IVOL Fidl.
Sin_swiilabio DB (1

Iiome | Temp, | T10m=| Tanre | Dilu-
Fyuose | PO o eWle go Cuf pe=| yenu | Blcc | 10 ec | los | Oyl
tre §% | Pigue= queclq lane |Patle | ¢
citie |Eliens| taae |cEl,
w
1 4h, |37 | P n,|58%C | AD, - - h -
. bt *® " AP, - - ) 1
. a [ ® L ‘..D. . 1 - a -
. ] ® - AJF, 1 - 2 -
3 . . bt . AJDg 3w 3w (1 -
- « " - AP, (3) (3) 2 -
P ® . " . LD, ) § b § b § 1
- w - ] A g :I_M ‘«1 - -
s . & " " selle b § 1 3 -
. » hd » AF, ) § ) § 3 X

(1) 1 ce, Oylce, 0,01 y 0,001 cc se sentraron por tziplicsdo
(2) se sembreron por triplicedo
AL, agua destilanda ectéiril

AJ,¢ agua de peptomn,

(3): ne sa soembreé,
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BOLCICNS Lo § 1lials caafluente
PJie ' placas medienas

0, ¢, ¢4, 404, oeee i distinto grado de contamimcién de los ex-
teadlios. Decrecioente cluridad de las observacioass.
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For su parte tezpercturss siperiores a €0f afocta la viadde
114324 del fago ¥y por 1o tanto la sensibilided de 1la técnica,

Cono entrc S8% y 600 C los resultades eran claros y reprodie
eidlos, se aligll dicho interwalo ds temperatum pera insctivar los
cultivos enriquecidos.

Afin gplicando los resaltndos odtonidos en las experiencias
menciomdos, es decir, dilucifm de las mucstras con agm estéiril, ene
riquecixiento a 37¢ (, durante 4 hee @ inactivacifn de las formas ve-
gotztivus por cslent rianto dursnts 30 mimutos & 589802 C en un mine~
ro linitado de casos la sbaerwcidn ds las placas 4e lisls so vis &i-
ficultada por sotrecultivos bucteriuncs implantodos solre squellas,

Hedlaate prusbas Dlojuizices y seroldgices se pudo identifie
ear a dichas bacterias camo Streptococus faecalis (erupo enterococe).
Este hecho no sorpreniié porgue ers bier conocido quo estos microorgae
nismos son capaces de resistir un calcent:nieato de 1 B 2 602 €, propiee
ded gque los cclocabe eowmo gérmenas poionclalronts molostos,

2) Experiencias conducentes s elimiwmr 1a interforencis de los ente=
E9S0C08,

Can el odjeto de soluciocmar el prodlems de la interferencia
de los entsrococos se planeéd su supresidn mediante dog técoicas usun-
tas,e

Prinero, emsayar el ecxriquecimiento de las miestras en pre-
senc 12 de una gustancia que inhibiera a 108 entarococos en ung eon-
centrecifa tal que no afectara nl sl Esch, coll cepa 36 ni al fago,
Sogundoy Filtrar las muestraes por bujfia Serkefald W antes de su sia-
bra,
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Para splicar ls prinere técnica nombrada fuf eleglido el cris-
tal violeta (8 IV) gomo sustancis i-dhibidors a incorpaorerse sl medio
de cultivo,

El primer paszc era averigusnr 1a concentraciéa nocesaria que
matara (bactericida) a los enterococos y no afectara al Egch, colf

ceps 28,

Pare 110 se plancaron una serie de expsrioncias de 1la sle
guiente forme, Ss incorpord a sendas porcionos de agus de peptoms
(A 1I) distintes volimenes de uns solucién de cristal violeta de mode
de obtener una ves dflufdo szl doble por mescla eon la mucstra, las si-
gulentss concentraciones de 1la drogat 200; 1003 405 203 10; 5y 4
mgr/lt.

8¢ enssyd su accibn sobre tres distintas econcentrsciones de
enterococos * 1,2 x 1% 1,2 x 10% y 1,2 x 108 5 scire 4,3 x 10° de
Lache onll.

Se plantesraon as{ cuztro axperienciss mesclando volinenss
iguales de agus de peptons conteniendo el cristal violeta y de corTien=
te estéril conteniendo las cantidades de bacterias antes indicadas,

¢ incudd 8 372 C durante 4 h ¥ 6l cabo de ellos se ohservd
cualos ensayos presentadban desarrollo decteriano,

8¢ anotd 1a menor concentrscién de cristal violeta que inhie-
bia el desarralle (aceida dactericstitica), De los tudbos sin desarro-
110 se pasé una gota & sendas cajas de Petri conteniendo agar mutriti~
vo con el objeto de observar cusl era la concentrecifn minima de oo
lorente qus ocasionabs 1a musrte d¢ las dacterias (accidn bactericie
ds), Eq los Cuadros lles, 6 ¥ 7 figuran los resultados obtenidos.
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De su obaervscién gs decidiéd susayar las concentrociones de
403 20 y 10 mgr/1t de cristal violeta pucs cllas meiaben o disminufen
suficientenunte el nfirero de entorocccos sin afectar al Esch, coll.

Fara estudisr el enriguecinionto da rmuestras, se empled
ague dol iife de 1a Flzta, Cuda exgurleccis comtabe ssf coan un contrel
constitu{do por el agua tal cual, enriquecids con ¢l agus de peptema
sin eristal violetz; ua seguado con un agua contaningda con un mimero
conocido de enterococos enrljuscidos en el niswo medic y este dltlua
mestra enriquocida en szua de peptona adiciompda de las tres concene
traciones de cristal vieleta elegidas,

Se sexbraran las muestras en la forms hatitusl y los volimew
nes por triplicado de 103 1, 0,1 y 0,01 mi,

Les concentraciones de enterococos enseyadas fueron de
20,000 y 240,000 por 190 =1 de ague,

Fstos valores sobrepasan par ewceso al valor medio presente
en sl agm del Lfo de 1a Plata que o8 segin keigusida, Feso y Kempny
(30) de 450/100 m1, encontrindose en und relceidn respecto 2l Esgh.
sall de 1/96,

Los resultados obtanidos figuran en los Cuadros los, 8y 9
¥ de ellos surje que & pasar de las cancentracionss altas de enteroco~
cos empleadas no existié ninguna dificultad en la lectura de los res
sultedos 1o que coustituye un dato contrarie & la experieacia obteni-
da con otras muestras coantaninadsg matlurslnente.

For otre porte de dichos cuadros surje el hecho interesante
que ol dacteriéfego es sensihle al eristal violsta hasta una concens
trecifn de 10 mgr/1t yu gue los resultados odtenidos de muestres en-
riquecidas en agua de peptona adicionsda de dicha concentracifa de
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?.G, 8 placas grondes,entrao pardntesis se indic

su nunero,



eolorsnte fueran manores que 1os coatroles.

Tal cual se indicé gfs arrida se enssy$ tanbién 1s filtrae
eién 4ol agua antes de su enriqueciniento. los resultados obtenidos
figuran en ¢l Cuadro ¥¢ 10,

Ds 1 surje qus por riltraciéng a través de dujfss Berkew
feld ¥ hay pérdida de tecteriéfago posidlensate por adsorcila éel
Bigno en el filtre,

Ietdo & su resultado poco eficiente y & la cexplicacifa
que serfa la filtracién previs ds la muestra no se siguid shondande
on 1a mejoras de esta téenice sunque se pensé gque filtrando primero wm
colotde (suero ssnguineo) el(soluciln de albiimine de huevo) y lnego el
agus el fenfmono de sbsorcidn se amulsrfa,

Por otra parte en 1ns experiencias destinadas s odbtener 1la
elininscifa ds 1a interferencia de 108 enterccocos oo se logré resul-
tado dtil pero de 1los cusdros nos. 8 y 9 surjis la fmpresidn de
qus el prodlema no debia ser frecusnte, pues o8 may raro el saso de
toner e wn agua uns concentraciln de enterocecos meywr que la de
840,000/100 ul.

De 1a observacifin del cundro H? 1) surje que myy pocos sen
100 cultivos ftiles por su polivalencia, 4 pessr de glle se selece
ceionan algunos para completar uma poquefia serie eon cultivos obtenie
dos en ol pufs. Ea el cusdre 49 18 figuran los cultivos seleccionse
des,



CUALRO N2 30

RESULTADO DE IOS EJSAYOS DE FILTRACION DEL AGUA DEL RIO DB

LA PLATA POR BUJIA BLRKEFCID W ANTES DE SU EJAI UECIMIL.TO

CODICIONES EXPLRLAEATALLS
Dis Lo ELISAXO0n

TU303 POLSITIVOS PARA PCRe
CIOS SulailiDaS DE ML, (1)

Thene |Tiems |Temp. | Plle

: on=- calene | tra=
BULSTEA | Floue-| calen| tanten |cién | 50 | 10 0,1| 0,01 (0,001

] cioien| tam, to r

to Payta

4h8, 30m |582C - b § b ‘- - -
b

. ] ] ® b § 1 - - -

] - ® - X 3 - - -
2

L . " . 1 ’ - -_— -

(1) 19m1, 1 mlj 0,1 mlj 0,01 mlj 0,001 ml se senbraren por triplica=-

do
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CUADRO N9 12

CULTIVOS BAPLEADOS EN 1LOS EXAMDNES DE  LAS HULSTRAS

~DE_AGUA

CULTIVO FAXl b La

Egch,coll, ceps 36 Guelin (Inst.Pasteur ~Parfs)
Lsch.coll, cepa 84 PirecFrincipal LabeD.S.4,
iachacall, tipo 026 Ecuffmane Copenhage
Esch,coll, tipo 0S8 Kauffmen= Copenhage
Bschl.coll, tipo 0111 fauffman- Copenhapge
Sglmonella peuport Direc.Principal lab, 0.,5.i,
Saluonella anatug Direc.Principal lab, 0.5,8,
Salmonclla paratyphi B Dires./rincipal led, 0.5.H,
Sclmonella pearatyphi B | ‘Gualin (Inst, Pagtewre Perfas)

Digamos que si bian el cultivo mis polivalente es indu=
dablemente ol bsch, call cepa 36 rccibido de Gualin, éste no es lisae
do por fagos espec{ficos para 3. newport, Escha coli, tipe 026 y pare
dos cultives de Esch, coli aislados Gel pafs, las cepas 44 y €4,

Da los cultivos seloccionados el Esch, coll cepa 8¢
1o fué como complenento del Each, ¢cli ceopa 36 puss are sensible a los
fagos que falleban en lisar & esta,
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For otra parts ss completd la seric de cultivos cea alguncs
que demuestran especificidad frente a sus fagos, ellos fueron? S,nowe

porty 3, spstums bgeh, coll tipos 026¢ B 6, UG5s B 6 y 0,111 B 4,

Con todos estos cultivos se estudiaron muestras de agus del
Rfo de la Flata, decantadas, precloreda del Lstsblecimiento Gral.
S8an Hartfn a ests Capital y aguss de posos semigurgentes. Con ello
se pretenilé tener une ides de ls eficacia de la téenica y de los
cultivos frente a muestras de eontenido bacterians, composiciéa qufe
nica y trataniento variabdle.

S¢ discutirdn a continuscia los resultados gbtenidos eon
cada uno de los tipos de agma axaminedos.

En el cusdro i9 13 y en el gréifico ¥ ] figuren los resulta-
dos obtenidos al estudiar en estas musstras el contenido ea fago scti-
vo frente al Esch, coli cepa 36, -

kn ellos se han estudiado 1os resultados obtenidos en las
distintas diluciones y adends ¢l N N,FP, de fago por 100 =l ecalculade
ea base a dichos resultados y s las porcionss sentzedas, Este valor
o3 el Gnico que necesita ser aclaredo y 1o serf ol comentar los resule
tados de la sensibilided de 1a técnica,

kn los gréficos se han representado los B JM,P, de fago al
lado del A M,FP./100 de Exch, coll, tipo 1.

Adends se han reprosentado los valores obtenidos do acuerdo
8 1a notecién de Guelin, quien estadlece pers la presencia do fago
e 10 cc de muestra la unidad en el gréfico,






sheho's atar QU
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e 10 [1 [va [ Bk o/ 100
3,508 1 T | 1 1 - | am
17,690 1 1 |1 1 - 258
13070 1 1 - - 84
191.8 1 - - - " 3
219 1 1 |2 - - 115
217 1 1 1 - - 115
1.111 1 1 1 - - 115
§,1.6 2 1 1 1 - 468
3.848 1 1 - - i o4
17,Lu0 ] 1 2 - - 43
B30 1 { 2 1 - :r,e
3eHVH 1 1 b - - 43
Ba3Ul 1 1 2 - - 43
BLLLU 1 - o - B - 3;5.
7o 1 1 1 1 - 2
.U 1 1 | 3 1 - 156
a,ueu 1 1 3 - - %
DAL 1 ) § 3 1 - - 156

(1) & portir de lo muostra 8¢ 17, 1 ccy Uy13 0,01 y 0,0L1 cc ce semtraron
par triplicado,



Crafice N71,

Variacién de celifermes, Zsch. coli tipe 1 y bacteriéfage en
agua del Rie de la Plata.
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Ea los euadros ¢ 14, 15, 18, 17, 18 y 19 figuran los resul=
tados dal estudio de la preseuncia de fagos especfficos pare distintas
enterodactorias patigenss.

For lo que respects gzl contenido de fsro activo fremte al
Bgchgy coll ceps 36 se puode concluir que 1z técnlce estudisde 98 menos
senslihle que la oficial de 0.5.14,

Ea efocto, en todos los casos, el Bactaridfeoge fud ldentifi-
cado en dilucliones wencores que 1la gque permitid evidenciar dacterins ce-
lifornes. Far 1o qua respects s la relaciém Zsche coll tipo I y dace
teriéfago 8flo en 4 zuestias fué posible identilicar a eabos hasta la
misma dilucifne, Se trata de las muestrss 5, 8, 8 y 15, &4in embergo,
ea alncin caso su presencia fuf negativa cualgquiera fuers el N M P./100
de bacterlss coliformes totales © =sche ¢0li tipo X presentes. Esto
indicarfa que su Wisqueds pusde servir como fnfice de contaninscifa
siempre que se conciders pare ¢l1l0 su susencis ¢ pressncia, 41 se de-
soa un dato cuantitative 1a ticnica s slegir ez la determinaciéa de
bacterias colifvrmas.

En 1os cusdros 52 14 a 12 se pusde observar que 1s presencia
de fagos especi{ficos pars las distintas becterias patigenss es my i-
rregular y 5o 1leva a aninguna relscifa con el conteaido de dacterias
ecliformes totales © Egch, coll tipo I, Zste hecho estarfs do scuardo
con dstos que se tisnen ds la wvariacién del contenide de distiantas Sal-
ponsllsg en el egua del iifo de 1a Plata (M),

Suponemos que debe haber fsgos en nidsoro grande y casi inpo-
sible e ensayer experimentalaente, de los cuslos une dnena parte hen
de eostar presentes en sgus de rfo y sobre todo del Rio de 1a Plats,
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CUADRO NS 16 CUAUHO HO 37

LAl ualIias ¥ Phodabas N baid (L IDAS COu X FUUBALAS FroNe
Favasin A 3g sula. i e 4 6, FadTXVHI B (CUnild)
Nuzsd Yinero de tubos f1Urse SURBCTO 3@ tubos poe
T4 posiﬁ;;g: gi‘: Xiid sitivos para pore
e | P s de Bl L clones senbradas para HoReP,
so[10]1 |04 |o0,0p |#F/200 ko (101 [0, (0,001
2 - o | ® - - - 2 o | @ - - - -
0 13 131/ 12 | = 512 ? 1212 ]2 |1 | - |512
12 1 - . - - 3.8 2 el |=» - - L -
14 1 1 - - 115 16 |@¢ | | = - - -
16 1l o | - - 3.? 17 o | = - > - -
17 1 [ 1]e | » - o4 18 (1(2 |e | = - |28
_},_BL l - | ®» - - &8 19 » |- - - - -
19 - o e - - - — 20 1 1 - - - m
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Su acclén sobre las bdacterias especificas ensayadas parece ser mula
si se tiens en cuenta el niasro escaso de resultados positivos odtenie
dos.

Detido a ello se concluye que serfa interesante aportar mdis
datos sobre este particulap y shondar 1z b8squeda sobre 1la especifie
cidad de los cultivos. De los datos obtenidos la presencia o ausencia
de bacteriéfago especifico para una de las enterchacteriss patigemas
estudiadas es dato valioso sobre la contaminacién del agua por dicha
bacterin, por lo menocs en lo que se¢ reflere a este tipo de sgua,

Figmmmmm‘dmdm“wynd
gréfico e 2,

Ky este tipo de agua al mimero de bacterias coliformes tota-
los os manor quo el del agua del Rfo de la Flatz, Jdeads ha sufrido
una coagulacién con smifeto de almminie que debe dismimiiyr ol niwere
de perticulas de fage ss{ como dimminuye el do becterias, iebide s
que e ua agua tratada con un eontenido regular d¢ bacterias colifore
mos fué elegida pare ensayar la técnica en estudio.

De¢ 103 eusdros citados surje tambdifén una diferencia entre
1a investigacila de fago ¥y la investigacida de bacterias colifarmes.
Ean 2 mzestres se pudo identiflcar fego ¥y Esch, ¢oli tipo I en 1a mige
ma dilucifn, Por otra parte es digno de comentario wn resultado sige
nificativo., lo muestra 4% 12 eccn wa 8J)(,F/100 d¢ coliformes totales

eontenfa fago hasta la poroién de 10 ml 1o gue dade ma N N F/100
nl de agus de 7,2, Este resultado as{ aisledo carece dssde luego de
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significacibn higilénica pero podenos asociarle a datos semsjantes obte~
nidog coa muestras de aguas senisurgentes donde la irregularided em la
coacordancia de las técaicas comparedas ss hizo afn mfsz notoria,

Lgtos valores deben tencrse ea cuenta puss eportan unk espe~
ransa de gue se pucda sclarsy la peligrosidad potancial en un agua sdn
ou susancla de bacteries coliformes.

la reepuosta estard dada lnego al acumilar un miinero grande
de datos y de su subsiguieate estuilo estedfstico, De los resultados
coneutados surje que pars aguas de este tipo, si den la técnica de in-
vestigacida de fago es ssnsidblenente inferior & la investigacilu dacte-
risas en 1o que a senaibilidad se refiere, mo lleva de aiinguns zansra
a rcsultados falscs., Lg pressacia de velores s 1,8 a 3¢ por 100 ml
de agus estuve slampre asociads & wn contenido Pactericno de significaw-
do higifnico, con excepeiln de una muestra en que estos mo {ueron demos-
trados ¥y que ya ha side comentado.

do existe relsciin entre los valores de fage ¥ de bacterias
coliformes, pero 6sto deje de ser una objeciin seria si se ticne en
cuenta gue se tratabs en dos entes distintes y que no tiene porgue va=
riar en el mismo seatido.

Gon wn Indice 1{nite temporarioc de contanido fifgico < 1 po=
demos, haste aclarar dchidanente este wvelor, considerar que un agus do-
cantads con contenido mayor es deficiesnte.

6) Ezgox

Todos los ensayce se efectusron eanrigusciende con el Esch, co-
14 cepa 38, los resultados figuran en el cmadro 49 g1,
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£a £1 se han inclufdo, cusado fde posible logrerles los an-
tecodentes de cada und de los poroe examinados con el ohjeto de aclae-
zar caelquier dato significativo que pudiers preseatarse.

la contamineciSn dacterians de las SV muestras exauinadas
veril desde un HJF /100 de agmm de < £ hasts m valor indeternine~
do > 940,

De todas ellas en 3810 3 ccasiones se identific§ fago. Uma
de las muestras contenfa meancs de £ brcterias por 100 ml y ers por
consigzuiente de acuerdo a lze normcs ds 0,5.3, un agua apta pore el
coasuno, las d4os restantes coatenfan $40 coalifcrues totzlss y eran
deficientes,

le musstrs meads contsabinda tenfs, seglin figure en el cuse
dro @8 21 antecedentes desfavorables. in wa dltizo exasnen becterice
16gico hatfs resultedo spta, perc los anteriores registreban irvegu=
laridades de contomineciln y de aptitud, 51 contenido en fago hasta
i1a poreifn de 20 ml. puede ser significativa de una peligrosided en
potencia,

los dos restantes con contaninecién bacterisns elevada preo=
seatan ea contreste con otrow 43 iy usl contamiaaciln, fage hasta las
porcicaes de 10 y 1 ml respectivanente. 21 significado de Sste cone
traste a0 10 sadonos, pero eresmos iatcresaate su sclerecila ea dase
s un ninero sayor de datos experimentales y sa correlaciéa epidexio=
18gica.

A wesar de estos estasos datos pesitivos la splicecisa de
1a técalca de Lfavestigacifn de fago en aguss sexisurgentes no es re=
eonendsble dedido al alte porciente dacterioléiicameate incptas en
103 cunles a0 se pusde poner en evidencia perticuls ffgica algum,
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Bo gquiere decir esto quse dstas falten, pusde muy bien tratarse de wn
defocto en 1s fécnica de identificecién, Pare elucidar ésto se hiso
un ens:yo exploratorio.

Para ello en una munestre contaminnda con 6 coliformes tota~
les y 2,5 Encha coll tipo I, se alsls de los tubos de caldo Me Cone
kqumnrcanntahnmaleabodoﬁhdclmubaciha37'_%,«-
sendss DPlacas de agar eosine azul de motileno, De cada una de ellas
al cedo ¢ 24 he & 372 C, ge procedis a alslar a egsr inclinedo 5 co «
lonias reprosentativas, Be tuve as{ wn total de 10 colonias aisladas,
Dichos cultivos una ves incubados 94 hse. a 379 C, se enplearon en en~
riquecer las muestras de agua en cuestidén,

Dicha muestra de agus habfa sido previamente mezclada con
wn volumen igusl de agua de peptona ( A II ) ¢ incubada a 378 C, due
rante 1 A Yy emmmahohdenuifcmmdmntodonm-
riquecintiento.

Para ello se tomeren por triplicado porciones de 20 ml de
1s nescla y se enriquecié cada serie con 0,1 ml de suspensifn de las
bacterias proviazente sisladas,

8¢ tuvieron as{ 10 series ds 2 porcicnes de £0 ml ceda ume.
de incubd 4 hs a 379 C y se procedi$ tal como so indicd en la téenics
general probendo siempre frente 2l cultive emplesdo en el exnriqueci-
niento,
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(**) B gebredo por triplicado
0 © ausencia de lisis en placa,



Con este ditimo resuitado a la vists decidlnos doterminny
cual ere 15 sensibilided de 1z técnica de imvestigecifn del btecteride
fago, &1 sets fucrs pequein, s decir, si se reguiriera mxhas partf{-
culng fgicas prre cbtensr 1isis visible se aclarar{ca tol ves los
datos irregulares obtenidos ea pomns selsurgontos.

Pars el estudio de lo sensibiliced de 1a téenica se partid
ds una suspensifa de fago de caateaide coaocido de particulas, date
que so obtuvo mediante 1s técnlca D) del sislaniento y purificscifa
de fugos especificos.

Se eariguscieron as{ por tripllicado volkienss de agus esté-
711 contonlende ceatidades warinbles y crecieuntes de partfculas ce
fago.

B¢ ensayaroa tres fagos. %o propzgado sobre el igche cold
espa 38, otro especifico pars S. Dapart ¥y otro especifico pers Eaghe
gall tipo G35, J¢ eariquecisrca cea tres cultives especificos e con
el Baois 014 cepa 36 ¥y los resullados odlenidos figuran en los Qe
croo‘“‘ﬁ.:‘,ﬁyﬁ.

Dodlmmjommmomdramwwloued
bkache 0018 cepr 36, los rostantes puedsa identificarse adn ea concuns
tracifa taa reducids eome wie particula,
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Citk ITULO

COSCLUS HE 8

Es indigtinte practicar las dilucicnes de las muestras con ague
de peptoma dilufds © eon agua corriente estéril, 8¢ adopté pere
1a realizacifn del trabdajo ésta fltine,

El enriqueciniento durente 4 hs a 37° C ¢ suficliente pars obte-
ner 12 mayor sensidilidad de 1a técnice. Esta no sumenta con wn en-
riquecintento de 94 h & 1a nisma temporaturs, obdteniéndose en came
bdo resultados de lectures. confusa dedido & sobdrecultivos ds bacte-
vias esporuladas,

Es posible elininar 1a flore bacteriana luego del eariguecinmiento,
por calentaniento durante 30 mimutos entre 58% y 602 C gin afectar
1a viabilided del fago.

Una concentracifn de eristal violeta de 40 mgr. por litre de agm
de peptoma concentrada (A VIII) ¢g suficiente para inhibir hesta

1,2 x 19% enterococos no afectando el desarrollo de igual centided
de Lach. coll cepa 38,

E) fago capas de lisar al Egch, cgll ceps 36 es sensible al crise
tal viocleta hasta una concentracidn de 10 mge/it,

Por otra parte aguas contaminadag artificislmente con hasta 2,400
snterococos por ml no presentaron resultados confusos., Debido a

que esta contaminacidn es muy rersmente alcansada en wn agus, no

oo siguid estudiando la elininecién de dichos microorganimmos.

De los cultivos estudiados el Each, coli ceps 38 es al mfs poli-
valente en 10 que a capacidad de ser lisado por fagos heterdlogos



88 refiere.

Bl Epgh, cold eepa 38 no es 1isado por fagos especificos pare
S, pavnart, Eachae call tipo 086 ¢ B § y kach, cold cepes 44 7 64
baoterias estas dltimas aisladas en el pefs,

Fare el estudio de las musstres de agua se seleceionaren los si-
guientes cultivoss Egch, coll cepe 36 y 84 ésta dltime 1a nds po-
1livalents de 153 aisladas ea el pafs y adesis sensible & los fae
gos 0o capased de 1lisar & 1z primers,

Egchs coll tipos 0268, 065, 0111, I Sa 008t ¥
Saparatyphi B todss ellss con el objeto de identificar fagos o=
pecfficos y deducir asf el posidle contacto del agm eon al cule
tivo corresponiiente.

Dol ezanen comparsdo de 1s contaxzineeiSa por dacteriss coliformes
7 por ol decteriifago de muestras de agus el Rfo de 1a Flata se
pasde concluir que la seguada técaica es mence seasible.

81n embargo s miestre juicio la disqueda del dacteriéfego pusde
servir como {2dice de contaminecifn en dste tipo de sgua siampre
Que se admsicderen los datos cualitativamente, Ea ¢aso de¢ reque=
rirse um apreciscifa cunatitative la técuica a elegirse es la do-
terainecida bacteriama, De los datos obteanidos se concluye que
1a preseacia 0 ausencia de fage especificd pars alguns de las
bastariss ecplesdas es date bastante sigaificative sobre 1a cone
tamineciSn del agun por dicha bacteria, &in embdargo se eros inte-
‘yesante aportar nfs datos sobre el particulare
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6)

7

Dal estudio de 20 muestras de egus decantads del Establecimiento
Gral, San Hartin se concluye que 1la determinecién bacteriana de
1a contaninaciln en éste tipo de agus es nfs sensidle que la de-
termiasciba de la misma por el bacteriéfago.

Afn oon el resultado significative de la presencia de fago en aue
sencis de coliformes en una mucstrae se concluye que tanbién dede
otorgirsele importancia cualitativa a 1la presexcis de becteriéfa-
8%y Y8 que sixpre estuvo presante cuzalgulera fusre el contanido
de bacterias coliforues del agua.

de¢ reguisre mayor nfinero cde datos y su correspondients estudio
epideniolSgico para considerar con mayor seriedad las muestres
de contealdo positive de fago en auseacis d¢ coliformes.

En el examen d¢ 50 muestras de agua proveniente de pozos semisur-
goates se acentud mis 1a irregularidad de los resultados odbtent-
dos, Se mantiene la mayor sensihilided de la técnica dDactoriana
que pernite deterninay contaminacién tan pequelis como 2,2 dacte=
wias coliformes totales par 100 ml en susencis de bectariéfage
ea los volimenes sendrados.

Por otra parte de acuerdo a 1los resultados obtenidoes la susencia
de¢ fago no o3 dafacto del cultivo empleads en su deternimmeidn,
Hagta tener un Eayor nfizero de datos se cocucluye que la técnics
de¢ deteruinacién de la contaainacién de aguns provenientes de po-
a0 sexisurgontes por el dacterilfage no es recomendadle,

8¢ justifica la expresila N Ji,P, de fago por 100 ml ds muestra ya
que medisnte la técnica emplesda es posidle identificar en mm vo-
lmmen enriquecideo, hasts una partfcula,



CAPITULO VI

ESUME

8¢ ha estudiado la presencia de dacteriéfago como fndice
de contsninacibn de agues,

de¢ estabdlecieron primersmente lag eondiciones de trabajol
diluyente a user, tiepe de¢ enrigueciniento y temperature de imactiva~
elén de 1as decteriss.

Debiido & 1a presencia matural de entercoocos en elgunas mues-
tras de agua del Rfo 3¢ 1a Plata, se estudié 1a posibilided de su in-
hidicifn o elinimecién durante el enriquecimiento de las muestres,

Se estudid 1a especificidad de diverses cultivos pertene=
clentes a 1a fanilia de las Enterotecteriscess, frente a distintas
preparzciones de fagos especiiicos pars algunos ée los migmos cultivos
enseyados.

e estudiaron muestres de agucs provenientes del Rfo de la
Plata, decantada del ZLstablocimiento Gpral, San ¥artin y de pozos semie
surgentes, Bl estudio se hizo determinendo compsrstivammmte 1a contae
minacién por su contealdo an hactar;&ago capas de lisar al Each, cg-
1L cepa 36 y otrzs becterias seleccionadas y sediante ls splicacién
de 1a técnica oficial ds 0,5.i,

‘8¢ estudil la sensibilided de la técanlca detarminindose e}
ufinero minimo de particulag de fagos que era posidle poner en eviden=
ein,
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APENDICE

A) MEPIOS Di CUIIIVO LI UL:08
I) Caldo extracto de carne (10 veces concentrado)

Extracto de carne 0 gr.
Peptona (Bacto) 80 gr.
Agua destilads 3000m1,

8¢ calentS hasta disolucidn., Se ejusts el pi entre 6,4 ¥y 7,0. 8¢ ca=
lenté a ebhullicién durante 10 min, Se filtrd y repartid on Erlemme-
yer en porcionas de 100 ml, se esterilisS ean autoclave & 1202 C, aue
rante 20 mimtos.

11) Agm de peptoma,

Peptona (Becto) 10 gr.
Cloruro de sollo 8 gr.
Agua destilsdm 1000 1,

8¢ caleatéd hasta disolucién de los camponentes. Se sjusts el pi entre
759 ¥ 752« Se antudd en porciones de 9 ml y se estariliss en auto-
clave & 1202 € durante 20 ntautos,

III) Calde extrecto de carne.
Extracto d¢ carne 3 gre
Peptoma (Lacto) 8 gre
Agua QGestilada 1000 m1,



N) Caldo lactesedo

Extracto de carne 3 gre
Peptona (Hacto) 8 gre
Agua destilada 3000 m1,

So calents hasta disclucidn de 1os companentes, Be ajusts el pH a 6,9,
8¢ 11ev6 a edullicisn; se 4e3é enfriar a 2 59 C,, se le agregs 0,8
de lactomm, 8¢ distridbuye en tudos de enseyo provisto de tuditos de
Duxtan. Se esteriliss en suteclave a 1209 C, durante 25 mimitos.

V) Agua de triptoms
Bacto-triptona 10 gr,
Agun destilada 3000 m3,

8¢ calent$ hasts discluciln, Se¢ sntudd en porciones de 3 ml y se este-
ri11 28 en sutoclave a 1202 € durante 20 mimutos.

VI) Agun de peptoma - glucosa- fosfato,

Peptona (Dacte) 8 gre
Poafato potdsice

(w 0" 8 gr.
Agun destilada 1000 m3,

Se¢ calenté suavenente hasta disolucifn., Se ajustd el pH a 7,8 7 se
agrogaron § gr de glucosa, se entubd en porcionss de 3 nl ¥y se esteri-
1138 en sutoclave a 115¢ C, durante 10 minutos culdando de que los tu-
bos no estuviersn en contacto con el agua del autoclave,



VII) |Medio citrato de Koser.
Cloruro de sodio 8 gre
Sulfeto de magnesio 0.2 gr.
Fosfato monoceadnico

(g H PO, ) 1 gr.
Fosfzto dipotésico

(gaﬁ.%o‘) 1 gre
Agua destilada 1000 m1,

8¢ disclvieron los componentes sgitande. &8¢ sgregs entonces £ gr.
de &cido citrice ¥y se 1levé a pi 6,85 se entudl en porciones de 3 md
g 56 esterilisf en sutoclave a 1202 C, durente 10 mimstos.

¥1I1I) Caldo Nc Conkey
Taurocolato de sodio

comercial 8 gr.
lectoms 10 gr.
Peptona (Bacto) 20 gr,
Cloruro de sodio S gre
Agua destilada 1000 m3,

Se calentd la marnita aurante £ horas J lusgo se dejé en heladera du-
rente wm noche. B¢ £iltré y se ajustd al pH & 744, 8¢ distrituyé
en tubos de ensayo, provistos de tuldtos de Durham, a resfn de¢ 5 m1
por tubo. Pmmmuammﬁnmnn.m{cmao
uinutos.

IX) Calde Me Conkey (dodle)

Taurceolate de sodio
conercial 10 g,

lactoss 20 ='e
Peptona 49 gr.



Clorurc de¢ sodio 10 g»,
Agua destiloda 3000 m1,

Se¢ procede en 1a minme forma que para la preparacifén del caldo Me

Conkey sinple. 8e distriingyd en tubos de enscyo provisto de tubitos
de fermantacién de Durham a yaséa de 10 ml por tubdo,

B) MDIOS DE CULTIVO SOLIDOS

I)  Ager extrecto de carns.

Zxtracto de carne 3 gre
Peptona (Bacto) 8 gr.
Cloruro de sodic 795 ore
Agar 20 gr.
Agua destilada 3000 m1,

8¢ d1301lvid el extrecto de carne ¥ la peptona en agua destileda,

8¢ agregl @i agar previaments lavado una noche en corriente de agua.
8¢ calentd hasta disdlusiéa 5 se ajusté el pH a 7,4, se filtré, eama-
dmmimdolmnymmdnmt&thMfc.h-
rante 20 sinutos.

II) Gelatine mutritiva,

Extrecto de carne 3 gr.
Peptoma (Bacto) & gr.



en caliente y une ves frio a unos 30¢ C, ge controls el pi y se 2o
ajusté a 7,2, 8¢ repartis en tudos en porcicunss ds 3 ml ¥ se esterie
1128 en autoclsve s 110* C, durente 15 mimmtos, Una ves estsrilimde
se enfrid répidanente para doteney cualquier hidréliaig,

C) REACTIVOS
I) Kowacs

Pare-diretil-emino
bensaldehido

Alcohol anflico
Acido clorhidrieo
concentredo

II) Rojo Ge metildo
Rojo 4e metile
Alcahol etf{lice
Agma destilade

III) Voges-Prosinuer

) Hiaréxzido de
a s pota~

Agon dsstilada

D) mftaol

Alcohol et{ltce

8 gre
76 nl¢

25 .

Oy gr.
300 ma,

cozpleter & 500 M1,

l.oﬂa.'.

1 m

wﬂ'o

1000 m1,
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