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RESUMEN. EI método de recuento de coliformes con placas “Petifilm™ E C", basado en la deteccion de la actividad enzim4tica de
esas bacterias, es un método aprobado, segun diversas normas oficiales, para andlisis de alimentos. Aln no se conoce su capacidad
para detectar coliformes termotalerantes (C To) en aguas recreacionales en relacién con otros métodos clésicos, ain vigentes, como
lo son los tubos miltiples de fermentacién. Con ese objetivo, se compararon los recuentos de C To (44,5 + 0,2 °C) realizados con
placas Petrifilm incubadas durante 24 h (PECz4), con los recuentos obtenidos por método del Numero Mas Probable (NMP), en 67
muestras de rios y lagunas de Santa Fe (Argentina). Los recuentos entre ambos métodos estuvieran correlacionados (r = 0,97, p<
0,001). EI 95,5% de los recuentos PEC24 se situaron dentro de los limites de confianza al 95% del NMP La diferencia entre el promedio
del PEC24 y del indice NMP, no fue estadisticamente significativa {t = -1,09, p = 0,27). si bien el 60% de los recuentos superd al
indice NMP. Se obtuvieron relaciones similares con placas incubadas durante 48 h (PECss). Los recuentos PECz4 y PECsg estuvieron
relacionados entre si por la ecuacion de regresion linear: PECs = 0,214 + 0,853 PEC24 (r = 0,99; p<0.001). Por otra parte, el
nimero de bacterias no coliformes que se desarrollaron en PECz4 y PECas también estuvieron correlacionadas entre si (r= 0,99;
p<0,001) y con los coliformes termotolerantes (r = 0,788; p<0,001).

SUMMARY. Evaluation of “Petrifilm'™ £, coli” count plates for testing thermotolerant coliforms in recreational waters (Santa Fe,
Argentina).The 3M Petrifilm ™ E. coli count plate method (PEC), based in the detection of the enzimatic activity of coliform bacteria,
Is an approved method for the enumeration of £. coli and coliforms in many food types. Even now, itis not known its capacity to detect
thermotolerant coliforms in recreational waters in relation to the Most Probable Number (MPN) procedures. With that objective, the
PEC 24 h (44.5 + 0.2 °C) was compared to OMS/CEPIS MPN method, in 67 samples of rivers and lakes of Santa Fe Province. The
counts between both methods were correfated (r = 0.97, p<0.001). The 95.5% of the PEC24 counts were within the MPN 95% range.
The difference between the average of the PEC24 and the index MPN, was not statiscally significant (t=-1.09, p = 0,27), but the 60%
of the PEC24 counts were higher that the MPN index. For the 48 h PEC counts, similar relations were obtained. The counts PEC24 y
PEC4s were correlated by the regression fine ecuation: PECag = 0.214 + 0.953 PEC24 (r = 0.99; p<0.001). In the other hand,
non-coliforms bacteria counts (in PEC24 and PEC4g), were also correlated between them (r=0.98; p<0.001) and with thermotolerant
coliforms {r= 0.788; p<0.001).

Introduccion

Las enfermedades diarreicas producidas por
aguas contaminadas continian siendo un serio pro-
blema para los paises en desarrollo y un problema
menor, aunque crénico, en los paises desarrollados
(1). Los coliformes son utilizados en todo el mundo
para la vigilancia de la calidad del agua dulce; por
consiguiente, se han realizado numerosos esfuer-
zos para mejorar las técnicas y para que éstas
brinden mas informacion en menos tiempo (1).

Para estimar la calidad bacteriolégica de las
aguas recreacionales en nuestro pais se utiliza ha-
bitualmente el recuento de coliformes termotole-
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rantes (en adelante: C To); grupo que incluye, entre
otras especies, Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Enterobacter spp. Estas bacterias (anteriormente
denominadas "coliformes fecales") se evaldan por
el método del Numero Més Probable (MNP) segun
definiciones y procedimientos tradicionales (2, 3).
Hace mas de 20 anos, se desarrollaron métodos
alternativos para el recuento de coliformes, basados
en la deteccion especifica de enzimas (-galactosi-
dasa y -glucuronidasa), pero hace poco que fueron
reconocidos como tales (4). En algunos métodos,
se agregan cromogenos o fluorégenos alos medios
de cultivo liquidos (sea para el test MNP, o para el
test "presencia/ausencia”); en otros métodos, se
utilizan medios agarizados y la tecnologia de los
filtros de membrana. Uno de los métodos mas
recientes es el que emprlea peliculas secas rehidra-
tables: placas "Petrifilm ME. coli Count" (en adelan-
te, "PEC"), producidas por 3M (EE UU). Las colonias
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de coliformes en el Petrifilm aparecen azules (£.
coli) o rojas (otros coliformes) y con burbujas de
gas. Las colonias que no son coliformes también
son rojas, pero sin produccion de gas. El recuento
PEC ya fue evaluado y comparado con métodos
estandares, principalmente con muestras de ali-
mentos (5, 6), aunque no se realizaron recuentos
comparativos de C To (44,5 + 0,2°C) porque no es
requerido gorlas normas alimentarias (generalmen-
te: 35 £ 1°C). Por ofra parte, 3M no ha documen-
tado el uso de placas Petrifilm EC en industrias que
no sean de alimentos y lacteos. Por ejemplo, en
farmacos, cosméticos y agua (7).

No se encontraron trabajos publicados donde
se comparen recuentos de termotolerantes PEC vs
NMP en aguas naturales recreacionales. Por ese
motivo, los objetivos de este trabajo fueron: 1)
Comparar si existia una correlacion estadistica-
mente significativa entre ambos métodos, vy si era
significativa |a diferencia entre sus medias; 2) De-
terminar qué porcentaje de los recuentos PEC se
situaba dentro de los intervalos de confianza al 95%
del NMF, 3) Determinar cudntos recuentos PEC
resultaban superiores e inferiores al indice NMP 4)
Determinar si el tiempo de incubacion del PEC 24h
(en adelante PEC24) y el de 48 h (PEC4g) afectaba
los resultados de las comparaciones, y 4) Qué
ecuacion podia relacionar los dos periodos de incu-
bacion para predecir el PEC4g a partir del PEC24.

Lugares de muestreo

Se obtuvo un total de 67 muestras de agua
superficial (0,30 cm) de rios J lagunas de la cuenca
del rio Salado (Santa Fe, 31° 39' 59" Latitud Sur y
60° 45' 20" Longitud Oeste) y del rio Paran4 (Santa
Fe, 31°42' 34" Sy 60° 29’ 07" W) durante el periodo
comprendido entre junio 1997 y marzo 1998. Las
muestras se recolectaron en el centro de las lagunas
0 del cauce de los rios mencionados; excepto en los
balnearios, donde se extrajeron cerca de las boyas
que limitaban la zona. El muestreo se realiz6 con
frascos de vidrio estériles de 500 ml; las muestras
se mantuvieron refrigeradas (10 °C) en una conser-
vadora de hielo hasta su anlisis, realizado dentro
de las tres horas de su extraccion.

Se recolectaron 20 muestras en el balneario
"B. Ldpez" situado en el rio Salado y 20 en el
balneario "Juan de Garay", en la laguna Bedetti. Las
caracteristicas quimicas, fisicoquimicas y bacterio-
I6gicas fueron descrintas por Emiliani y Gonzalez de
Paira (8), y Emiliani, Gonzélez Paira y Lajmanovich
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(9). Segun Emiliani y Paira (10), la calidad bacterio-
légica de ambos balnearios esta pen’édicamentg
deterjorada por el aporte de aguas residuales (10
- 10" C To /100 ml), pero el grado de deterioro
provocado es muy variable, segun factores hidrold-
gicos y climaticos. Por ejemplo, el promedio de C
To durante 1993-1994 en el rio Salado fue de 1640
NMP/100 ml £ 1245 (n=11) y durante 1994-1995,
de 16500 NMP/100 mi + 14290ml (n=15).

También se recolectaron 18 muestras en otros
rios (Parand y Correntoso) y en otras lagunas (Los
Matadores, El Tigre), no afectadas por con-
taminaciones de origen humano. Sin embargo, en
nuestra region los C To, al igual que en paises
calidos (11), se pueden considerar autéctonos (12);
una concentracion de C To de 50/100 ml a
100/100ml es frecuente (X = 119+ 117, n = 23).
Esto posiblemente se deba a que tienen habitats que
pueden ser reservorios importantes de coliformes
en nuestro sistema fluvial: las macréfitas acuaticas
que colonizan lagunas y riberas de rios. Por ejemplo,
recuentos realizados en la rizésfera de Eichhorpia
crasssfpes. indican concentraciones desde 10° a
10°/100 ml de C To (12). Dada su importancia,
también incluimos 9 muestras de rizosfera en este
estudio.

Material y métodos
Anélisis microbioldgico

El recuento del NMP de C To se realizé segun
la OMS/CEPIS (3), utilizando cinco tubos por dilu-
cion e incubando durante 24 h a 44,5 + 0,2 °C en
un bario termostatico. El método es similar al de la
APHA (4), pero permite, como alternativa, el uso del
caldo McConkey. Algunos estudios (13) indican que
este caldo puede dar recuentos mas altos que los
obtenidos con el caldo EC (adoptado por la APHA)
porque se pueden desarrollar algunas bacterias
anaerobias formadoras de esporas (dando falsos
positivos). En ensayos preliminares y aplicando el
u-test (14) cons = 0,259, no encontramos diferen-
cias estadisticamente significativas entre los dos
medios, en aguas del rio Salado.

3M también produce Petrifilm para detectar
solamente termotolerantes. Las normas para aguas
recreacionales de algunos paises (p. ej., Canada,
11) aceptan el simple recuento de termotolerantes
como alternativa de un recuento especifico de £.
coli, siempre que se haya demostrado que el grupo
esta conformado en un 90% por esta especie. Dado



TRABAJOS

que en nuestras aguas recreacionales no se conoce
el porcentaje con que se presenta la especie, adop-
tamos el producto especifico para recabar tal infor-
macion (como no esté relacionada con los objetivos
de este trabajo, se detallara en otra publicacién).

Las placas Petrifilm se utilizaron segan indica-
ciones generales de los fabricantes (15), y con
cuatro a cinco repeticiones por dilucién. Como se
sabe (14), el nimero total de colonias contadas en
cada dilucion en todas las placas, afecta el grado de
precision; en nuestro caso, los limites de confianza
al 95% variaron entre + 20%C y + 40%C (donde C
es el namero de colonias). Ensayos preliminares
mostraron que en ambientes no contaminados (gx-
cepto en muestras de rizésfera) el nimero de colo-
nias era bajo y con una variacion alta (+100%C);
por lo tanto, este tipo de muestras se proceso
previamente por filtros de acetato de celulosa (Mi-
llipore ™, de 0,45 um). El volumen filtrado fue
variable, desde 5 hasta 100 ml. La técnica de filtra-
cién se complementé con la técnica de rehidrata-
cion (16), agregando 1 ml de agua estéril, una hora
antes de insertar el fittro entre las dos laminas de
Petrifilm. Este método no presenta inconveniente
para visualizar colonias azules, pero puede ser in-
cierta la asignacién de burbujas a colonias rojas.
Para cerciorarse de la presencia de colonias debajo
de las burbujas, los Petrifilm se observaron a trasluz,
se dejaban incubados mas tiempo, o simplemente
se levantaba la pelicula.

Cada placa se separ¢ de lag restantes con
papel absorbente (Multicorte Scott™, de Kimberly-
Clark Tissue) y cada muestra se colocé en una bq’ﬁ
de plastico estéril a prueba de agua (Whirl-Pak'™,
de Nasco). Ensayos preliminares indicaron que si
no se incluian separadores de papel, las placas
tendian a adherirse entre sf (por ei vapor de agua
formado), lo cual molestaba su manipulacién pos-
terior. Se incubaron a la misma temperatura y en el
mismo bafo termostatico que los tubos mdiltiples
de fermentacion.

El recuento de C To (suma de colonias azules
y rojas asociadas con gas) se realiz6 a las 24 h en
las 67 muestras. Por problemas de infraestructura,
los recuentos a las 48 h se pudieron realizar sola-
mente con 54 muestras.

Las colonias azules sin gas pueden seronoE.
coli (5); para decidir si agregar o sustraerias de la
comparacién con el NMP, se repicaban en el caldo
confirmativo y se observaba si producian gas. La
“Guia de interpretacion” (15) sugiere no contar las
colonias que a veces aparecen en la zona blanca,
debido a que éstas se encuentran lejos de la influen-
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cia selectiva del medio. En esa zona, aparecen
azules o rojas, pero nunca con gas; a los fines
comparativos de este trabajo, para decidir si com-
putarias o no, realizamos el mismo procedimiento
que el detallado anteriormente, agregandolas al re-
cuento si formaban gas repicadas en el caldo con-
firmativo.

Para averiguar qué ecuacion podria relacionar
los resultados obtenidos con el PEC segun el tiempo
de incubacion (24 y 48 h), posteriormente se reco-
lectaron muestras adicionales, en los cuerpos de
agua mencionados anteriormente, para completar
las 67 muestras. También se realiz6 el recuento de
las colonias no coliformes (rojas no asociadas a
burbujas de gas), a las 24 y 48 h. Para conocer Si
estas colonias podian pertenecer presuntivamente
al grupo de las pseudomonas fluorescentes, se
repicaron 38 colonias desde el Petrifilm al caldo
asparagina (4).

Anélisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron con el
programa Stagraph:’cs@ plus for Windows v. 1,1
(Statistical Graphics Corp). Todos los valores impli-
cados en los calculos de los modelos de regresion
y en las pruebas de hipétesis de diferencias de
medias fueron transformados a sus logaritmos na-
turales en base 10 para disminuir la curvilinearidad
de los datos, asegurar su distribucion normal y
reducir su dispersion (17, 18). Se realizaron anélisis
de regresion lineal para estimar la correlacion entre
los recuentos NMP, PEC24 y PEC4s. Los modelos
de regresion se compararon con el fest F para
determinar si la diferencia entre coeficientes de
regresion era significativa (18). Las diferencias de
los valores medios del indice del NMP y los PEC24
y PEC4g fueron evaluadas a través de sendos test f.

Segin Matner ef a/. (5), debido a la falta de
precision de los recuentos por NMP, la comparacian
convencional entre los métodos NMP y PEC, pue-
den no ser apropiados. Por consiguiente, también
comparamos los recuentos PEC con los limites
superiores e inferiores del intervalo de confianza del
NMP al 95%. Cada recuento PEC que se situaba
fuera del intervalo fue considerado diferente, en
forma significativa del recuento por NMP. Se utilizé
el test de los signos para comparar el nimero de
recuentos PECz4 y PEC4s superiores e inferiores al
fndice NMP.
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Tabla 1. indice del NMP vs PEC (24h y 48 h) para recuentos de coliformes termotolerantes: coeficientes de
correlacion y diferencias entre las medias.

PEC24 h PEC 48 h

Ndmero de muestras 67 54
Coeficiente de correlacion (r) 0,97 0,98
Pendiente (b) 0,89 ** 0,89 **
Interseccion (a) 0,35 ** 0,44 **
Diferencia entre las medias

t -0,53 0,89

p 0,50 (ns) 0,37 (ns)

" p <0001
{ns) = no significativa

Figura 1. Relaciones entre los coliformes termotolerantes determinados sequn el logio del indice NMP y el recuento
en placas Petrifilm, log1o PEC24 (1) y logio PEC4g (V).
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Resultados

El indice del NMP estuvo correlacionado sig-
nificativamente con los recuentos PEC24 y PEC4g
(tabla 1, fig 1). La diferencia entre los coefini;mes
de regresion no resulté significativa (Fs =1,8™; p>
0,05). Por otra parte, la diferencia entre las medias
de los recuentos (log1o) obtenidos con el PEC24
(2,74 £0,09; n = 67) y PEC48 (2,85 0,11;n =
54), con respecto a la media del indice NMP (2,53
+0,10; n= 67y 2,70 £ 0,12; n = 54) no resultd
significativa (tabla 1). No obstante, el indice NMP
fue superado en el 60% de los casos por PEC24 y
en el 77% por PEC4s. Aplicando la docima no
parameétrica de los signos, el numero de valores de
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PEC24 superiores e inferiores al indice NMP no
resulto significativo al 95% (p = 0,10). En cambio,
para PEC4s, resulté significativo (p<0,001).

El 95,5% de PEC24 y €l 95% de los PEC4s se
encontraron dentro de los intervalos de confianza al
95% del NMP (fig. 2).

Los recuentos PECg4 y PEC4s estuvieron co-
rrelacionados: r = 0,991; n= 67 (tabla 2). Los
resultados obtenibles a las 48h se podrian predecir
con los obtenidos a las 24 h seglin una ecuacion
lineal simple, del tipo y = a + bx, donde y= PEC24,
x = PEC4g, a = 0,21 (limites de confianza al 90%
=0,158y0,269) y b = 0,953 (limites de confianza
al 90% = 0,934 y 0,971).

Figura 2. Representacion del log1o del indice NMP (). Las barras indican los limites superior e inferior (al 95%). El
simbolo {[7) indica la ubicacion del valor del recuento obtenido con las placas Petrifilm (log1o PEC24)

o indica NMP

A [y bty

Log,, coliformes lermotolerantes 100 mi
s
1
—ag—

S 0 T O S T T 0 T T T S A R R RO R N R |

Numero de muestras

'

medias (n =67)

Tabla 2. Coeficientes de correlacion entres recuentos PEC 24 hy 48 h y diferencias entre las

Coeficiente de correlacion (r)
Pendiente (b)
Interseccién (a)

Diferencia entre las medias
PEC24 : 2,80 0,01
PEC4s : 2,88 0,095
t= 0,10
p =091 (ns)

0,991
0,95 **
0,21 **

**p <0,001
(ns) = no significativa
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El mayor niimero de coliformes a las 48 h, con
respecto al de las 24 h, se debi6 casi ex-
clusivamente a la produccion tardia de gas en las
colonias rojas (no E. col), muy raramente a la
produccion tardia de glucuronidasa (9,4 % de las
observaciones). Las colonias azules sin gas apare-
cieron en el 47% de las muestras, pero repre-
sentaron solamente el 1% de las azules con gas.
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El numero de bacterias no coliformes (tabla 3)
estuvo asociado positivamente con los recuentos
de C To, sea a las 24 o a las 48 h de incubacion. El
60% de los 38 repiques demostré fluorescencia
amarillo verdosa, celeste o anaranjada, en el caldo
asparagina (APHA, 1992) después de 24 a72 h de
incubacion, bajo luz UV.

Tabla 3. Coeficientes de correlacion entre la concentracion de bacterias no coliformes incubados durante 24 y 48 h
(Nocoliz4 y Nocolisg) en relacién con los coliformes termotolerantes (PEC24 y PEC4g) en placas Petrifilm, a 44,5 %c:

n = 67. Entre paréntesis, el nivel de significancia.

Nocoli 24 PEC 24 PEC 48
Nocoliz4 0,778 0,768
(0,001) (0,001)
Nocoliss 0,995 0,763 0,765
(0,001) (0,001) (0,001)
Discusion y conclusiones Agradecimientos

Los resultados indican que con ambos méto-
dos se pueden obtener resultados comparables,
pues el 95% de los recuentos PEC (o poco mas, si
se consideran los PEC24) se pueden situar dentro
del 95% del intervalo de confianza del NMP Ese
porcentaje supera alos encontrados por Matner ef.
al., (5) en alimentos y a 35 °C (77 - 85%).

Si bien las diferencias entre las medias del
indice NMP y las medias de PEC24 0 PEC4g no son
significativas, este ditimo generalmente (el 77% de
los casos) es mas eficaz en la deteccion de colifor-
mes termotolerantes. Por lo tanto, el PEC puede
constituirse en un método alternativo para el andlisis
de la calidad bacterioldgica de las aguas recreacio-
nales de nuestra zona. Por otra parte, el método
NMP tiene una serie de inconvenientes conocidos
(dos tipos de incubadoras, incubaciones més pro-
longadas, gran despliegue de material de vidrio,
efc.,) que no tiene el PEC.

Las correlaciones positivas entre los no coli-
formes Gram negativos y los C To no evidencian un
antagonismo entre ambos grupos, que interfieralos
recuentos de coliformes, como fuera observado por
otros autores en recuentos a 35 °C (Brassard et al.,
1 99?) y en el método del NMP (5), més bien sugiere
un origen comun,
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