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RESUMEN: Se evaluaron comparativamente tres medias de cultivo comerciales que contienen indicadores para detectar la actividad
(-D-glucuronidasa, en relacion con su capacidad para el recuento de £scherichia coli: X-GLUC “Chromocult” (CC), MUG “Fluorocult”
(FC) y BCIG "Petrifilm EC" (PEC). Los resultados de 24 muestras de aguas recreativas analizadas con el test de Wilcoxon/Mann-
Whtney no demostraron diferencias estadisticamente significativas (p> 0,05) en el recuento de £. coli con esos medios. Sin
embargo, con el FC el recuento de £ coff fue mayor en el 58,1% de las muestras (con respecto al PEC y al CC). Por otra parte, se
compart el FC y CC versus el método usual con el caldo Mac Conkey para el recuento de coliformes termotolerantes (44,5+
0,21°C), los recuentos resultaron equivalentes siempre que el tiempo de incubacion no superara las 24 h. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p< 0,05) entre el recuento de coliformes totales (36 = 0.5°C) realizado con FC y MC. Eso puede
ser debido al mayor nimero de cepas GAL+ no fermentadoras que se pueden desarrollar a 36°C. El coeficiente de correlacion no
paramétrico de Spearman resultd significative en todas las comparaciones realizadas.

SUMMARY: COMPARATIVE EVALUATION OF FLUOROGENIC AND CHROMOGENIC METHODS FOR ENUMERATING COLIFORM
BACTERIA AND ESCHERICHIA COLI IN THE SALADO RIVER (SANTA FE). Emiliani, Federico; Lajmanovich, Rafael; Bonetto,
Susana Ménica; Acosta, Maria Alejandra. Three commercially available culture-media containing chromagenic and fluorogenic
indicator for b-D-glucuronidase activity were compared for enumerating Eschiericiiia cofi: X-GLUC Chromocuft (CC), MUG Fluorocult
(FC) and BCIG Petrifilm EC (PEC). Wilcoxon/Mann-Whitney test of data from 24 recreational water samples did not demostrate any
statiscally significant differences (p> 0.05) in the enumeration £. cofi with these media. Although, the FC recovered more £. coli than
CC and PEC (58,1% of the samples). The comparison of yields of thermotolerant coliforms (44.5+ 0.2 °C) by using CC and FC with
an usual Mac Conkey Broth (MC) gas fermentation method, showed that the FC and CC was equivalent to currently used test, if the
incubation time does not overcome 24 h, There was a statistically significant difference between FC and MC for the detection of total
coliforms (36 = 0.5°C). The disagreement could be atiributed to the larger number of anaerogenic GAL-pasitive strains that can
develop at 36°C. Significant Spearman “s rank correlations was found between new methods versus conventional ones, and between
themnselves.

Introduccidn

Elinterés por los coliformes, y por Escherichia
cofi en particular, como indicadores de la calidad
bacteriologica del agua ha motivado el desarrollo
de nuevos medios de cultivo para su deteccion.
Estos contienen derivados de aziicares que, al
escindirse por la actividad enzimatica, producen
fluorescencia o un determinado color (soluble o in-
soluble) (1-3). Actualmente, varias empresas co-
merciales han difundido esta llamada “tecnologia
de sustratos definidos” o métodos de deteccion
enzimética, como alternativa de los métodos clasi-
COS para enumerar grupos o especies en poblacio-
nes heterogéneas de bacterias.

Por lo general, en los métodos nuevas, el re-
cuento de coliformes totales (CT) y termotolerantes

(CTe) se basa en la deteccion de 3-D-galactosidasa
(GAL). Esta enzima actua sobre sustratos como el
5-Bromo 6-dicloro-3-indoxyl-p-D-galactopiranosido
(X-GAL), produciendo una coloracion azul-verdosa.
Otros sustratos utilizados (4) son el o-nitro-fenil-p-
D-galactopirandsido (ONPG), el p-nitrofenil-p-D-
galactopiranasido (PNPG), el 4-metilumbelliferil-B-
D-galactopirandsido (MUGA), etc. En cambio, el
recuento de £. coli se basa en la deteccion de la
actividad de la B-D-glucuronidasa (GUR). Paraello,
en medio de cultivos liquidos se agregan sustratos
como el 4-metilumbelliferil-B-D-glucurénido (MUG)
que es hidrolizado por la enzima especifica resul-
tando un producto final fluorescente
(metilumbelliferona) a la luz ultravioleta (5). En me-
dios solidos también se ha utilizado (con o sin fil-
tros membrana) el MUG, el indoxil-B-D-glucurdnido
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(X-GLUC) y, més frecuentemente, el 5-bromo-4-clo-
ro-3-indolyl-B glucurénido (BCIG) el cual, por ac-
cion de la GUR produce un precipitado azul oscuro
(que colorea las colanias de E. coli) (6,7).

Los métodos (cromogénicos o fluorogénicos)
tienen reconocidas ventajas como, por j., la sim-
plicidad y la rapidez. Sin embargo, se han detecta-
do, en un variado porcentaje, falsos positivos y fal-
$0s negativos (7-11); por supuesto, los métodos
clasicos no estan exentos de esos problemas (12-
14). En su revision, Gleeson y Gray (15) concluyen
que, dado a que la perfomance entre los diferentes
medios puede diferir con el origen del agua, se de-
berian hacer ensayos comparativos para identificar
el 0 los mas convenientes para un recurso acuético
especifico. Igualmente, una comision de la Uni6n
Europea (Measurements & Testing Project -16) de-
mostré que no existe un método tinico, aplicable a
todo tipo de aguas, que produzca resultados ho-
Mogéneos.

Se han publicado numerosos ensayos com-
parativos entre varias alternativas propuestas (ver,
p. €j., las revisiones de Gleeson y Gray -15-, Lee et
al., -17), en alimentos (8,18), en aguas potables
(6,19,20) y en aguas naturales (21-25); y, princi-
palmente, en relacion a los métodos por filtracion
con membrana del Standard Methods (26). Para la
vigilancia de la calidad bacteriol6gica de balnearios
de agua dulce, nuestro pais ha adoptado preferen-
temente métodos europeos (27) basados en las
pruebas de fermentacion de lactosa y produccion
de acidez en tubos multiples y en el caldo Mac
Conkey -en adelante: MC-, Quizas debido a que esta
variante no fue incluida en los métodos estindares
de la APHA, son relativamente pocas las compara-
ciones publicadas utilizando este caldo (28,29); en
nuestro pais, no encontramos trabajos publicados
al respecto, excepto en aguas potables (30).

En el muestreo rutinario de las aguas para uso
recreativo, también en nuestro pais los métodos
presuntivos -confirmativos, posiblemente, seran re-
emplazados en breve plazo por los métodos de de-
teccion enzimatica, por las ventajas antedichas, Por
lo tanto, creimos conveniente iniciar una serie de
ensayos para comprobar si brindan resultados si-
milares. Esto es particularmente importante pues
los estandares vigentes para la vigilancia de aguas
recreativas se basan en las tecnologias anteriores.
En este trabajo, nuestro objetivo fue comparar los
indices del NMP de CT y CTe obtenidos con el caldo
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MC vs Fluorocult (en. adelante: FC). También nos
propusimos comparar las concentraciones de las
UFC obtenidas en sustratos cromégenos
(Chromocuit- en adelante: CC- con las UFC obteni-
das en Petrifilm EC - en-adelante: PEC, como asi
también con el indice del NMP de E. co/i obtenido
usando sustratos fluorégenos (FC).

En un trabajo anterior (31) comparamos las
UFC de CTe obtenidds con PEC, versus el NMP con
el medio MC. No hemos encontrado antecedentes
publicados sobre el uso del CC y del PEC para el
recuento de £. coli termotolerantes en aguas re-
creativas, por lo que seria la primera confribucion al
respecto.

Material y Métodos
Muestreos y analisis a campo

Los muestreos se realizaron durante los me-
ses de verano 1998-1999 en el balneario Brig.
Ldpez, situado en la ribera derecha del rio Salado
(Santo Tomé, Santa Fe; 311 39" 59" Latitud Sury
60145 20" Longitud Oeste). Los caudales medios
mensuales, medidos cerca de la localidad de Espe-
ranza (Sta. Fe), varian entre 64 y 158 m¥s; la su-
perficie total de la cuenca es de 247.000 km?
(INCYTH, com. pers.). Aguas arriba de este balnea-
rio se vierten aguas residuales municipales y de
industrias agropecuarias (32) que inciden (segun
factores climaticos e hidrologicos) sobre su cali-
dad bacteriologica y, por consiguiente, en su
aceptabilidad como balneario (33).

Las muestras de agua superficial se recolec-
taron entre 15-30 ¢cm de profundidad, cerca de las
boyas que delimitan la zona balnearia y que gene-
ralmente se sitlian distantes, aproximadamente, a
1,20 m del fondo. Se utilizaron frascos de vidrio
estériles (Simax), de 500 ml de capacidad. Las
muestras se mantuvieron en una conservadara con
refrigerante FriopaQ (en bolsitas) hasta su andlisis,
el que fue completado dentro de las dos horas de
su recoleccion (dada la cercania del INALI al lugar
de muestreo).

En cada muestreo se midid in situ la transpa-
rencia (disco de Secchi), pH (modelo B213 Twin,
de Horiba, con reproducibilidad de + 0,1 pH),
conductividad (B173 Twin, de Horiba, de + 1 %), el
mismo instrumento calcula la salinidad a partir de
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la conductividad; temperatura y oxigeno disuelto
(ambos con el modelo D-25 de Horiba,
reproducibilidad: = 0,5%). El nivel hidrométrico se
leyd en la escala existente en el INALI.

Para calcular el déficit de oxigeno se restd el
porcentaje de saturacion de 100. Para calcular el
porcentaje de saturacion se usaron las tablas gene-
radas por las ecuaciones de Weiss y publicadas
por la US Gelogical Survey -34). Las concentracio-
nes de oxigeno se corrigieron por el factor de
salinidad.

Andlisis microbiologicos

En la Tabla 1 se transcriben los medios y las
variables medidas. Para el recuento de CT se utilizé
el método del NMP descripto en el manual de la
OMS (27), usanda la solucién de Ringer 1/4 como
diluyente, cinco tubos por dilucién, incubando du-
rante 48 = 3ha36 = 0,5°C, y usando los me-
dios MC y FC (Tabla 1). En el primero, se conside-
ran positivos los tubos con formacion de gas (fer-
mentacion de la lactosa) y acido (viraje al amarillo
del indicador purpura de bromocresol). En el se-

Tabla 1. Medios, métodos de recuento y variables medidas (En la direccion de INTERNET indicada al pie del cuadro,
se puede recabar detalles de composicion, uso e interpretacion de los resultados)

Nombre comercial Empresa Fluorégeno o cromégeno Mélodo Variables medidas
Mac Conkey Merck * ninguno MP CTyCTe
Flugrocult ™ Merck MUG y X-GAL NMP CT,C Te y E. coli

Chromocult ™ Merck X-GLUG y Salmon-GAL UFCC Te v E coli CTeyEcol
Petriffilm ™ 3 BCIG UFC E coli

(") E Merck AG (Darmsladt, Alemania)

hittp:/fwww.merck.de/english/services/labor/I_uba/emibio/efluoro.htm

{**} 3M Co., St. Paul, MN, EE UU)

hitp://www.mmm.com/US/mig_industrial/microbiolagy/home/products/petrifilm/petriprod/ecoli/ intguide_mm_

gundo, la coloracién azul-verdosa que denota la
actividad de la GAL. Para el célculo del NMP y de
los limites de confianza al 95 %, se uso el programa
MPN Calculator (v. 4.0, 1996) de la US EPA (35).

Para el recuento de CTe se usaron los mismos
medios de cultivo y técnicas que las citadas ante-
riormente (Tabla 1), pero incubados en bario ter-
mostatico a 44,5 + 0,2° C. (Precision Warbug, de
Precision Scientific) durante 24 = 2 h, anotando
también las lecturas a las 48 h. Los tubos con MC
fueron sembrados repicando los tubos MC que re-
sultaron positivos a 36° C, mientras que el FC {y los
demas medios) fueron sembrados directamente a
partir de la muestra y sus diluciones (36).

El medio agarizado CC, se us6 mezclando un
ml de muestra con 10 ml de medio, en una caja de
Petri de pléstico estéril (cinco repeticiones). Luego,
las cajas eran envueltas con un film adherente
(Spontex) y se introducian, cada una, en una bolsi-
1a de plastico estéril (Whril-Pack, de Nasco). El con-
junto, en el bafo termoestatico, manteniéndolas

sumergidas entre los separadores de una gradilla
de acero inoxidable, incluyendo pesas. En ensayos
preliminares, se probaron otras alternativas de uso
del CC (filtracion por membrana y siembra en su-
perficie). Tales alternativas se desecharan por el
excesivo desarrollo bacteriano que prometia inter-
ferir las lecturas y su interpretacion. Para el recuen-
1o, se consideraron coliformes termotolerantes las
colonias de color salmon a rojas, mas las azules o
violetas.

Para el recuento de E. coli se us6 FC y CC, con
cinco repeticiones e incubaciéna44,5 °C = 0,2°C
durante 24 h. En el primero, se consideraron positi-
vos los tubos con fluorescencia celeste bajo luz UV
de onda larga (366 nm) y que, al agregar unas gotas
del reactivo del indol (segtin Kovacs, Merck), mos-
traban una coloracién rojo cereza sobre la superficie
del medio (al cabo de un minuto). En el segundo, se
consideraron £. coli las colonias azules o violetas
que, al cubrirlas con una gota del reactivo del indol,
mostraban una coloracion rojo cereza.



Para el recuento de £. colitambién se uso PEC,
segun detalles operativos publicados en un trabajo
anterior (31). En resumen, se agregaba un ml de
muestra a cada placa de Petrifilm, se cubria con el
film y se la distribuia con el aplicador. Cada placa
se envolvia con papel absorbente (Multicorte Scott)
y, el conjunto de repeticiones, se introducia en una
bolsa de plstico estéril a prueba de agua. Se incu-
baron a la misma temperatura y sumergidas en el
mismo bario termostatico mencionado anteriormen-
te, y durante el mismo tiempo. Se computaron como
E. coli las colonias azules con una burbuja de gas
(fermentacion de la lactosa).

Para confirmar la identificacion de E. coli, se
utilizo el sistema APl 20E (bioMérieux, Marcy
| "Etoile, Francia) y el software APILAB plus version
3.3.3 (1998) de la misma empresa. Cada tira inclu-
ye 20 reacciones bioquimicas (ONPG, arginina
dihidrolasa; descarboxilasa de lisina y ornitina;
triptéfano desaminasa; produccion de indol y sul-
fhidrico; Voges Proskauer; utilizacion de citrato, urea
y gelatina; produccion de acido a partir de glucosa,
manitol, sorbitol, ramnosa, sacarosa, melibiosa,
amigdalina y arabinosa; ademas, se puede leer la
reduccion de nitratos a nitritos v la produccién de
oxidasa. El aislamiento previo y siembra de los
microtubos se realiz6 de acuerdo a lo sugerido por
Benson (37), Murray (38) y a las técnicas clasicas
de separacion y aislamiento por el método de ago-
tamiento sobre |a superficie de medios sélidos (37).
En resumen, se realizaron estrias sobre el medio
EMB (Merck), las colonias tipicas y bien separadas
fueron tres veces purificadas por dilucion y por es-
trias sobre el mismo medio y, finalmente, se desa-
rrollaron y mantuvieron en Agar nutritivo n° 2 (Oxoid,
Basingstoke, Inglaterra). Se realizé una suspension
en 5ml del Suspension Medium (bioMérieux) y con
una micropipeta automatica se sembraron los
microtubos del sistema AP, Las lecturas se reali-
zaron entre las 18 - 24 h, a 36 °C, utilizandose el kit
de reactivos y la tabla de lectura (ambos de
bioMérieux). En total, se realizaron 90 tipificaciones.
Para detectar falsos negativos, se realizaron 20 ais-
lamientos de cada medio. Los resultados destina-
dos a cuantificar la diversidad de fenotipos
bioquimicos de E. coli y otras bacterias
termotolerantes (en este ambiente y de otros cinco
ambientes acuaticos de la cuenca del rio Parana),
se dan a conocer en otro articulo (39) .
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Analisis estadistico

Para comparar los recuentos de UFC vs NMP
algunos autores (6, 31, 40, 41) asumen una distri-
bucion normal y una varianza homogénea y calcu-
lan el coeficiente de Pearson y/o analizan si las di-
ferencias entre las medias son significativas (42).
En nuestro caso, dado el numero relativamente bajo
de muestras por tratamiento y la no distribucion

_normal, los datos se procesaron utilizando méto-

dos no paramétricos, segun lo aconsejado por Kehr
(43). Para el test de normalidad se utilizo el GraphPad
InStat™ , version 3.0 (1998) de GraphPad Soft. (que
utiliza la aproximacion de Dalla y Wilkinson al méto-
do de Lilliefor, que es una modificacion al método
original de Kolmogorov - Smirnov). Las pruebas no
paramétricas, en general, parten de la premisa que
las observaciones bivariadas son mutuamente in-
dependientes, proviniendo cada una de la misma
poblacién continua (44). Como medida de la ten-
dencia central se us6 la mediana y como medida
de dispersion se calculd el rango semi-intercuartilico
(45). Dado que por razones de infraestructura la
mayor parte de los ensayos de hicieron comparan-
do dos alternativas por vez, para saber si las dife-
rencias entre las medianas, obtenidas entre las di-
versas metodologias, diferia significativamente de
cero, se utilizo el test W de Wilcoxon | Mann-Whitney
de dos colas (45) para dos muestras. Para estimar
si los valores obtenidos estuvieron asociados, se
calculd el coeficiente no paramétrico de Spearman
(ry). Para los calculos, se us6 el programa
StatGraphics™ plus, version 4.0 (1998) para en-
torno Windows.

El problema de comparar los recuentos reali-
zados por el método del NMP con aquellos realiza-
dos por el método de las UFC - problema detallado
y explicado por Geldreich et al., 46 - reside en las
limitacionies del primero; es decir, en su falta de pre-
cision. El mismo autor (46), y posteriormente otros
(por ejemplo: 6, 31, 40), demostraban si habia
concordancia entre ambos métodos en el caso de
que los recuentos UFC se situaban dentro de los
limites superior e inferior de confianza (al 95%) del
NMP Cada recuento UFC situado fuera de los limi-
tes de confianza se considera diferente, en forma
significativa, del recuento por NMP. (Posteriormen-
te, se puede utilizar el test de los signos para com-
parar el nimero de recuentos superiores e inferio-
res al indice NMP, - 31). Dada la falta de precision
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del NMP, mencionada anteriormente, la compara-
cion convencional entre los métodos NMP y UFC
puede no ser apropiada; por consiguiente, también
comparamos los recuentos UFC (PEC y CC) con
los limites de confianza del NMP (FC). Para graficar
los resultados, se usd el SlideWrite ™plus v. 4.2
(1999) de Advanced Graphic Soft. para entorno
Windows.

Resultados y Discusion
Caracteristicas fisicas, quimicas y microbiolagicas
La composicion quimica del rio Salado duran-

te el periodo de muestreo, se caracterizo, justamen-
te, por su relativamente elevada salinidad (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas abicticas del ambiente muestreado (n = 24)

mediana minimo maximo R8I (*)
Temperatura (1C) 255 23,0 310 1.2
Deficiencia de O , (en %) 230 42 53,0 87
Conductividad (uS/cm) 1780 840 3800 616
Salinidad (%) 0,09 0,04 0,24 0.02
pH 8.0 7.0 8.3 0.2
Transparencia(Secchi, cm) 133 8.0 19,0 28
Nivel hidrométrico (m) 44 32 56 0.9
Lluvias (mm) 1 1 60 13,5

(*) Rango semi-intercuartilico

No obstante, se registraron algunos valores bajos
(cerca de 800 uS/cm) posiblemente por la intru-
sion del rio Santa Fe {cuya conductividad suele os-
cilar entre 100-600 pS/cm, segun el nivel
hidrométrico). Durante toda la temporada de habili-
tacion de la zona balnearia se registraron, en el plu-
vidmetro del INALI, 364 mm de lluvia, de los cuales
219 se registraron en solo tres dias (de diferentes
meses). El caudal, siendo el Nh = 4y la velocidad
de corriente 0,39 mys, resulté alrededor de 50 m?/
s. Las concentraciones mas bajas de oxigeno (4 -
5mg 0, /1) se detectaron a posteriori de lluvias im-
portantes (> de 50 mm) y luego de periodos secos
(> 20 dias) y bajos niveles hidrométricos (Nh <
4). Los extremos inferior y superior registrados del
pH (7,00 - 8,24) se mantuvieron dentro del rango
recomendado (pH 6,0 - 9,0) por la Unién Europea
(UE) (47), o por las “guidelines” de Alberta -Cana-
da- (pH 6,5 - 8,5) para el uso recreativo del agua
(48). En cambio, el porcentaje de saturacién de oxi-
geno fue, en el 50% de los muestreos, inferior al
porcentaje minimo recomendado por la UE: 80% -

120% (47). Tampoco hubiese cumplimentado los
estandares de Alberta, que requieren, en cualgquier
muestreo, > 5 mg 0,/1 (48).

Con cualquier alternativa metodoldgica, las
concentraciones de CT y de CTe resultaron altas,
especialmente con los sustratos FC y CC (Tabla 3)
y en relacion con los limites maximos establecidos
por la UE (10.000 CT/100 ml y < 2.000 CTe/100
ml) (47) y, mas aln, si se consideran estdndares
menos permisivos como los de Alberta (48). Si las
concentraciones de E. coli se las compara con las
200 E. coli /100 ml aconsejadas por la Manitoba
Environment (Water Quality Management Section)
(49) o por laUS EPA (<126 E. coli /100 ml) (50), se-
pueden considerar elevadas; sin embargo, hasta el
momento no existe uniformidad de criterio en cuanto
a los valores maximos permisibles. Van desde las
concentraciones més bajas recién citadas hasta
igualar a los estandares para coliformes
termotolerantes (16,51): 2.000 £. co/i / 100 m.
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Tabla 3. Concentraciones de coliformes totales(CT), termotolerantes (C Te) y de Escherichia coli
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segun dversos sustratos: MC (Mac Conkey), FC (Fluorocult, con X-GAL y MUG), CC (Chromocult,
con S-GAL y X-GLUC) y PEC (Petrifilm, con BCIG). Numero de muestras (n) = 24, excepto PEC, n = 14)

CT CTe E. coli
MC(*) mediana 8000 900
minimo 2300 40 .
maximo 50000 11000 -
RSI (***) 5000 1000 .
FC(*) mediana 22000 1430 500
minimo 5000 110 70
méximo 90000 9100 3000
RSI 6500 748 1775
CC(**) mediana - 1820 416
minimo - 77 66
méximo - 7360 2300
RS - 1028 506
PEC(*™) mediana 260
minimo - 100
méximo - 1300
RSI . 465
e

***} Rango semi-intercuartilico
— No se determind

Comparacion entre las concentraciones de CTy CTe en
funcion de las alternativas metodolégicas

Las medianas de los recuentos de CT realiza-
dos con FC y MC difirieron significativamente (Ta-
bla 4), aunque los valores estuvieron asociados (Ta-
bla 5). El mayor nimero obtenido con FC pudo ha-
berse debido, por lo menos en parte, a los denomi-
nados “falsos positivos”, es decir, a cepas de es-

pecies bacterianas que no estan tipicamente inclui-

das en el grupo coliforme. Entre éstas se han cita-
do, por ejemplo (19, 52-54), las pertenecientes a
los géneros Pseudomonas, Aeromonas, Serratia,
Flavobacterium, Hafnia, Yersinia y Vibrio, con ce-
pas GAL+. Incluso, se encontr6 la actividad
galactosidasa en bacterias viables no cultivables

(55), en algas (56), y en detrito marino (57). De los
géneros mencionados, en el rio Salado se aislaron
frecuentemente los tres primeros (39). Covertet al.
(62) sugieren confimar los resultados GAL+ en
caldo lactosado si los resultados fueron leidos des-
pués de las 30 h de incubacién. Nosotros compro-
bamos la existencia de GAL + no fermentadores
agregando una campanita de Durham en el mismo
medio FC: al comparar los resultados del MC sola-
mente con el NMP de fermentadores en FC, las
medianas no difirieron (p = 0,940, n = 21).

Con respecto a las concentraciones de CTe
obtenidas con diferentes medios de cultivo (MC, FC
y CC), sus medianas no difirieron significativamente
(Tabla 4) y los valores estuvieron asociados (Tabla
5). Comprobamos, sin embargo, que si el tiempo
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Tabla 4. Significancia de las diferencias entre las medianas de los recuentos de coliformes totales, termotolerantes
y E. coli en los medios Mac Conkey (MC), Fluorocult (FC), Chromocult (CC) y Petrifilm EC (PEC) segun el test W de
Wilcoxon/Mann Withney.(n = 24, excepto para PEC, n = 14). Técnicas de recuento y unidades de medida igual
que en la tabla anterior.

Coliformes totales Coliformes termotolerantes
mc MC FC
FC W 18 ce W 183 200
p 0,050 p 0,248 0171
FC W 274
p 0,991

Escherichia coli

MC FC
cc W 108 279
P 0,662 0,391
Fo W 59
p 0.947

Tabla 3. Coeficientes de correlacion (no parametricos) de Spearman (r ), entre los recuentos realizados con las
diversas alternativas metodoldgicas (las mismas abreviaturas y demas°aclaraciones que en fa Tabla 3)

Coliformes totales Coliformes termotolerantes
Mc MG FC
FC r 0,802 cC T, 0,941 0,885
p 0,023 p 0,00001 0,0001
FC r, 0.862
p 0,0001
Escherichia coli
PEC FC
cc rs 0,988 0,968
p 0,004 0,0001
FC rs 0,933
p 0,003
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de incubacién del medio CC se prolongaba hasta
las 48 h, el ntimero obtenido superaba al de las 24
h en un 123%y las diferencias resultaban significa-
tivas con respecto al MC (p= 0,041, n= 20). Si
bien las concentraciones obtenidas con el FC incu-
bando por mds de 24 h no llegaron a ser
estadisticamente significativas con respecto al MC,
el NMP fue un 135% mayor.

Si se comparan los precios de los medios de
cultivo, la ventaja del método clasico (con el caldo
MacConkey) radica en su menor costo (MC < CC
< FC). Su gran desventaja es el tiempo necesario
para obtener los resultados de C Te (72 horas vs.
24 h) (MC > FC = CC) v, por ofra parte, no brinda
informacion sobre el ndmero de Escherichia coli.

Comparacion entre susiratos cromogénicos y
fiuorogénicos para la deteccion de E. coli

No se encontraron diferencias esta-
disticamente significativas entre las medianas de
los recuentos de £. coli obtenidos con los tres
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sustratos (Tabla 4). Por otra parte, como muestra la
Figura 1, el 100% de los recuentos CC y PEC estu-
vieron dentro de los intervalos de confianza al 95%
del NMP (FC). Tampoco influyé significativamente
(p = 0,999, n= 14) si el tiempo de incubacion se
prolongaba de 24 a48 h, sea44,5°Co0a 36 °C (p
= 0,831, n = 14). Por lo tanto, no se justifica, a los
fines del monitoreo de aguas recreacionales, incu-
bar mas de 24 horas (a cualquiera de las dos tem-
peraturas y con cualquiera de los tres métodos). A
veces, sin embargo, en los tubos con las mayores
diluciones, la observacion de la fluorescencia (en
FC) era mas nitida después de las 24 h. En el caso
del CC, las colonias GAL + y las no coliformes,
que se desarrollan después de ese lapso, pueden
entorpecer los recuentos de £. coli y, a veces, la
nitida diferenciacion de los colores. Esto lo com-
probamos mas frecuentemente en las incubaciones
a 36 °C. Este inconveniente posiblemente se puede
subsanar agregando cefsulodin (58), pero la técni-
ca se complica y encarece.

Figura 1. Representacion del Iogia del indice del NMP/100ml (O) de E. coli de recuentos con Fluorocult ™ (FC).

FC (NMP/100 mi)

10!

15 N AT A NS N O N TN 1 Y 1 Y Y (O |

10°

PEC (UFC/100 mi)

©C (UFC/100 mi)

10

S S O A (Y T VO N S Y O Y [ |

Muestras

Las barras indican los limites de confianza superior e inferior (al 95%). El simbolocindica la ubicacion del valor del
recuento (UFC/100ml) obtenido con las placas Peirifilm™ (PEC) y, el simbolo<z, el valor correspondiente al

Chromocult™ (CC), UFC/100 ml.
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Como se sabe (15), la incubacion a 44,5 °C
se usa para diferenciar, del grupo coliforme, los
termotolerantes (entre ellos, £. cofi} los cuales se
los considera, en paises no tropicales, de origen
fecal. Incluso con los nugvos métodos puede ser
importante incubar a 44.5 °C para el recuento de £.
coli de origen fecal, pues la produccion de GUR es
temperatura dependiente (baja a 371C y alta a 44.5°
C), tal como encontraron Chang et /. (9) en mues-
tras de materia fecal humana. En el rio Salado no
detectamos diferencias estadisticamente significa-
tivas (p = 0,257, n = 14), entre los recuentos rea-
lizados a 36 1C vs los realizados a 44,5 °C, porlo
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que suponemos que las cepas de £. coli en este rio
son mayormente termotolerantes. Las temperatu-
ras del rio Salado fueron relativamente elevadas
(Tabla 2); por eso, quizas, el test de alta temperatu-
ra no haya sido muy selectivo, tal como se encon-
1o en paises tropicales (59-61). De todas formas,
las incubaciones a 44,5 °C inhibe muchos
microorganismos acompafantes lo cual facilita la
lectura y previene eventuales interferencias en el
desarrollo de las colonias de £. cofi (31,54). En este
ensayo no detectamos falsos positivos (en ningan
medio); en el PEC sclamente detectamos falsos
negativos (Tabla 6).

Tabla 6. Porcentaje de colonias de £. cofi confirmadas par el sisterna APl 20E (*) en distintos medios de cultivo; n =
numero de colonias aisladas de cada medio. (Las mismas abreviaturas y demés aclaraciones que en la Tabla 3)

colonias Falsos Falsos
confirmadas positivos negativos
{n= 30} (n=30) {n=20)
FC 100% 0% 0%
ce 100% 0% 0%
PEC 100% 0% 10% **

* bioMérieux, Marcy | " Etoile (Francia)
** colonias rojas con gas (GUR -}

La ventaja del CC con respecto a los restantes
métodos, consistié en poder diferenciar faciimente
(. si fuera de interés, eventualmente aislar) espe-
cies bacterianas GUR positivas pero GAL negativas
- algunas cepas de Salmonefla (44%), Sighelfa
(29%) y otras enterobacterias (54,62,63). Sin em-
bargo, en el rio Salado, la frecuencia de aparicion y
el porcentaje relativo de colonias celestes, con res-
pecto a CTe, fue bajo (1,5%) como para influir en
los recuentos. Por otra parte, el agregado del test
del indol, hace, probablemente, que el recuento con
CC y FC sea mas especifico, tal como encontraron
Perez et al. (64) en muestras ambientales y clini-
cas. Con respecto al Petrififm, el CC tuve la ventaja,
ademas, de brindar una mayor superficie y volu-
men lo cual permitid una mejor distribucion y la
posibilidad de desarrollar un eventual mayor nume-
ro de colonias (es decir, las interferencias en el de-
sarrollo son menos probables). La ventaja del PEC
con respecto a las restantes alternativas, fue su

extremada sencillez operativa, escasez de materia-
les necesarios y el ahorro considerable de
tiempo. (se puede procesar una muestra por minuto
0 poco mas). Ademas, dada la pequefa cantidad
de espacio que ocupan en las incubadoras, tam-
bién por esta razén, se puede procesar un gran ni-
mero de muestras. La desventaja aparece si intere-
sara el recuento de C Te y si es necesario concen-
trar la muestra (por filtracién y pre rehidratacion -
31)) pues los coliformes, que no sean Escherichia
coli, son dificilmente distinguibles. La ventaja del
FC, fue la posibilidad de detectar £. coli aun en ba-
jas concentraciones (<1/ml). Si bien con los otros
métodos también eso es posible (mediante filtra-
cion y aplicacion de filtros de membrana), tal alter-
nativa les quita la ventaja de la rapidez operativa.
Ademas, las muestras de agua del rio Salado, con
elevadas concentraciones de sedimentos suspen-
didos -promedio de 680 g/l, con maximos mayores
a 2000 mg/l - (65) pueden tapar los filtros antes de
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que se hayan filtrado 100 ml. De todas maneras, la
ventaja mencionada para el FC -de importancia en
agua potable- no tendria aplicacion en la vigilancia
de la calidad bacteriolégica de las aguas naturales,
dado que las concentraciones maximas permisibles
superan el valor antedicho (ver p. ej., la recopila-
cion de Harding -66).

La mayor desventaja del FC, con respecto a
los demas, es el costo (FC > PEC > CC). Ademés,
el tiempo necesario para realizar la siembra de to-
das las diluciones (FC > CC > PEC). Por ofra par-
te, el FC, es el anico de los tres que requiere la ad-
quisicion de una lampara de UV para la deteccion
de E. coli.

En conclusion, no existe un método ideal para
el rio Salado (aunque se pueden desechar las alter-
nativas por filtracién por membrana); cada uno tie-
ne sus ventajas y desventajas, sea de indole opera-
tivo u econdmico. Desde el punto de vista estadis-
tico, las medias resultaron similares, pero el FC ten-
dio a registrar recuentos mas altos (el 58,1 % de
los casos). Esto puede ser importante en circuns-
tancias criticas; es decir, cuando los valores se
sittian cerca de las concentraciones méximas per-
mitidas por los estandares, donde generalmente no
se tienen en cuenta la significancia estadistica de
los resultados (67). Por eso concluimos sugiriendo
tener siempre en cuenta la imprecision del método
del NMP; es decir, determinar si las diferencias en-
tre las concentraciones encontradas v la fijada por
el estandar elegido, son estadisticamente significa-
tivas (p < 0,05). De lo contrario, puede darse que
el ajuste o no a un determinado estandar dependa
del medio de cultivo elegido (entre otros detalles
técnicos). Esto es una cuestion ampliamente igno-
rada, tanto en monitoreos de rutina como en los
trabajos que tratan de establecer una interrelacion
cuantitativa entre las concentraciones de coliformes
y el riesgo sanitario (67).
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