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RESUMEN

La especificidad entre bacteriéfagos y bacterias es una caracteristica utilizada exitosamente para la deteccién
de varias especies microbianas. Por este motivo, la deteccién de vibridfagos es una herramienta Util de investiga-
cidn y podria ser un método rapido y cenveniente de diagnéstico de Vibrio cholerae. El objetivo de este estudio fue
detectar vibriéfagos en muestras de aguas marinas someras y determinar las caracteristicas morfologicas de
estos vibriéfagos.

Se determind la cinética de crecimiento de una cepa de Vibrio cholerae serotipo Inaba. Se analizaron cualita-
tiva y cuantitativamente muestras tomadas de cinco puntos de un sector adyacente a la playa La Chira y de las
desembocaduras del rio Rimac y rio Chilldén, usandose distintos inéculos y varios periodos de incubacién. Los
bacteriéfagos fueron concentrados y tenidos para el estudio mortolégico por microscopia electronica de transmision.

Los resuitados obtenidos indican que la deteccién de vibriéfagos podria ser una herramienta importante como
indicador de la presencia de Vibrio cholerae.

Palabras claves: Vibrio cholerae, vibricfagos, contaminacion, aguas, bacteriéfagos.

ABSTRACT

The specificity between bacteriophages and bacteria is a feature that has been successfully used for the
detection of several microbial species. For this reason the detection of vibriophages is a valuable research tool, and
it might be a fast and convenient method to Vibrio cholerae diagnostics. The goal of this study was to detect
vibriophages in shallow seawater samples and to determine the morphological characteristics of these vibriophages.

it was determined the growth kinetics of a strain of Vibrio cholerae serotype Inaba. Seawater samples taken
from five shallow points from an adjacent sector to La Chira beach, and Rimac and Chillon river mouths were
analysed qualitatively and quantitatively using different inoculum volumes and several incubation periods. The
bacteriophages were concentrated and stained for the morphological study by transmission electron microscopy.

The results we obtained indicate that the vibriophages could be an important toot as a Vibrio cholerae indicator.

Key words: Vibrio cholerae, vibriophages, pollution, water, bacteriophages.

INTRODUCCION

Desde que el Peru se vio afectado por una epi-
demia de colera en 1991, que alcanz6 a otros pai-
ses de la region, se iniciaron una serie de estudios
e11 nuestro pais sobre el microorganismo causante
de esta enfermedad. El vibrion colérico fue aisla-
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do de diversas fuentes, entre las que se incluyen el
rio Rimac y el colector de La Chira, en muy altas
concentraciones . La deteccién de esta bacteria ha
seguido en todos los casos la metodologia con-
vencional (Delgado, 1991), que presenta como
principal inconveniente el largo tiempo de proce-
samiento.

En nuestro pais, un factor determinante en la
dispersion del vibrion colérico ha sido la deficien-
te situacion socioeconomica, que ha conducido a
un dramatico descenso en el nivel higiénico sami-



tario, permitiendo de este modo que el Vibrio
cholerae encuentre las condiciones ideales de de-
sarrollo y asentamiento. Este hecho se vio refleja-
do claramente en la epidemia inicial del colera que
en el primer mes de su brote arrojo cerca de cin-
cuenta mil casos de célera en todo el pais; esta
cifra es comparable por su similitud a la que indi-
¢6 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
para los casos de cdlera que se presentaron en
todo el mundo en el ano 1990 (WHO, 1991).

Con el vibrién en el mar, las condiciones
fisicoquimicas de este medio se presentan como
el principal escollo que encuentra este microor-
ganismo para sobrevivir, ya que es hostil a €]
(Barua, 1970). Sin embargo, y en contraposicién
a este hecho, ha sido reportado que este bacilo,
que puede penetrar a las aguas costeras a través
de las aguas residuales (Wood, 1977; Garay et al,
1985), es capaz de soportar las condiciones alli
presentes por periodos variables, los cuales han
sido fijados en un promedio de diez a trece dias,
periodo que va en aumento a medida que la tempe-
ratura del agua de mar es menor (Baria, 1970;
Yates et al, 1985; Pérez-Rosas y Hazen, 1989).

Con todo esto en consideracion, se hace evi-
dente que la contaminacion por Vibrio cholerae
es un hecho que reviste suma gravedad, ya que
sus vehiculos contribuyen en grado diverso a que
un gran nimero de personas sufran esta peligrosa
enfermedad, que desde el punto de vista epi-
demiologico se traduce en endemias, epidemiasy
pandemias (Mukerjee, 1970).

Enrespuesta al peligro que significa la presen-
cia del vibrion colérico en nuestro pais, se ha con-
vertido en una necesidad imperiosa el poder perfec-
cionar las estrategias con las que actualmente se
cuenta para luchar efectivamente contra este mal,
haciendo uso de una serie de politicas y progra-
mas propuestos y supervisados por la OMS. Aparte
de la prevencion mediante la adopcién de una se-
rie de medidas de seguridad sanitaria, existe otro
aspecto, igualmente importante, basado en las téc-
nicas de deteccion y el modo en que éstas se em-
pleen. La relevancia de este hecho es mayor si se
toma en cuenta la aparicién de nuevas cepas del
vibrién colérico, cuya patogenicidad es mayor y
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representan un nuevo desafio a la epidemiologia
de esta enfermedad (Higa et al, 1993; Islam et a/,
1994; Nair y Shimada, 1994; Pajni et a/, 1995).

Aunque en los iltimos anos se estan probando
nuevas tecnologias para la tipificacion de cepas
bacterianas (Bannerman et 2/, 1995), un método
bastante preciso para identificar de modo indirec-
to al Vibrio cholerae es el uso de bacteriofagos
especificos para este microorganismo, que tienen
como una de sus caracteristicas parasitarlo; estos
virus son conocidos también como coleréfagos o
vibriéfagos (Ackermann et a/, 1984). La adecuada
manipulacion de estos virus permite una mejor de-
teccidn y conocimiento de la ecologia y la genética
de las bacterias a las que afectan y constituye en
la actualidad un campo de estudio cientifico que
tiene plena vigencia y amplios horizontes de desa-
rrollo (Brock y Madigan, 1993; Guidolin y
Manning, 1987).

No existe actualmente en el Peri un criterio
definido sobre la forma en que los bacteriéfagos
de Vibrio cholerae podrian usarse en favor de la
deteccion y cuantificacion de este microorganis-
mo en aguas, por lo que este trabajo constituye un
nuevo aporte en su género a nivel nacional y abre
las puertas a una serie de investigaciones que pue-
den ser llevadas a cabo en busca de combatir de
manera indirecta los estragos que el colera puede
causar en nuestro pais.

Los objetivos de este estudio han sido deter-
minar la presencia de Vibrio cholerae en forma
indirecta y cuantificarlo mediante el uso de
vibriéfagos aislados de aguas marinas someras, asi
como determinar algunas de las caracteristicas
morfoldgicas de estos vibridfagos.

MATERIAL Y METODOS

Cepay cinética de crecimiento.- Se utiliz6 la
cepa de Vibrio cholerae PACINI 1854, 411
Serotipo Inaba como estdndar positivo, propor-
cionada por el Instituto Nacional de Salud del Nifio.
Para determinar el tiempo de incubacion necesa-
rio para que el vibrion alcance la fase exponencial
de crecimiento, se estudid su cinética de crecimien-
to segiin metodologia previamente difundida
(Sharp, 1969; Sokach, 1969).

91



Talledo et al.
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Figura 2. La placa Petri fue inoculada con muestra de agua somera sin diluir procedente de
una zona adyacente a la desembocadura del rio Rimac. Se puede apreciar la abundante forma-
cion de zonas o placas de lisis pequenas (1), asi como otras de mayor didmetro (2), algunas de
las cuales han confluido (3). (Fotografia: Luis Torres T.)
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Toma de muestras.- Las muestras de agua de
mar fueron obtenidas de zonas someras de tres
puntos de la costa de Lima: playa La Chira, en el
sector adyacente al colector de aguas servidas que
existe en €l lugar; desembocadura del rio Chilién
y desembocadura del rio Rimac, entre febrero y
marzo de 1991. En cada una de estas zonas se
tomaron cinco muestras, cada una a 100 m de la
siguiente, tratando de cubrir la zona de influéncia
de las descargas, para lo cual se utilizaron frascos
estériles de 1000 mL y con los que se tomaron las
muestras a 15 cm por debajo de la superficie del
agua. El volumen muestreado fue 1000 mL por
muestra. Todas las muestras fueron transporta-
das en recipientes refrigerados para su inmediato
procesamiento en el laboratorio.

Procesamiento de muestras.- Estas fueron
centrifugadas y filtradas en membrana de nitroce-
lulosa de porosidad 0,45um. Se llevaron a cabo
dos tipos de andlisis de las muestras: analisis cua-
litativo o lisis en medio liquido (agua peptonada
alcalina pH=8,6) y andlisis cuantitativo o lisis en
medio solido (agar tripticasa soya), conocido tam-
bién como método de la bicapa de agar (Adams,
1959). '

Se tomo en cuenta la multiplicidad de infec-
cidn usando dos volumenes distintos de indculo
(0,1 mL y 1 mL) para determinar el volimen

6ptimo a utilizar. Asimismo, se emplearon tiem-
pos de incubacién de 2, 4 y 6 horas y la tem-
peratura de incubacién en todos los casos fue
de 37°C. Ademais, se consideraron algunas ca-
racteristicas de las placas de lisis, como for-
ma, didmetro y aspecto de las mismas. A partir
de las diversas placas de lisis obtenidas, se pu-
rificaron los bacteriéfagos que luego fueron en-
frentados a la cepa de V. cholerae.

Microscopia electrénica.- Se trabajo con
lisados del cultivo de Vibrio cholerae. A estas
muestras se les aplicé el método de tincion ne-
gativa con acido fosfotingstico como paso pre-
vio a su observacion al microscopio electroni-
co de transmision (Ghosh et al, 1989).

RESULTADOS

La cepa de Vibrio cholerae crecié con una
velocidad especifica de crecimiento () de
3,45h!, y con un tiempo de duplicacién (td)
de 12 min. (Figura 1). De los diferentes tiem-
pos de incubacién probados, s6lo en la
incubacién por 2 horas se obtuvieron resulta-
dos Gptimos, como era de esperar segiin el ana-
lisis de la cinética de crecimiento. El uso de
dos volimenes de indculo de muestra permitio
determinar que ¢l de 0,1 mL era 6ptimo para
la lectura de las placas de lisis.
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Las placas de lisis obtenidas tuvieron forma
circular, claras a trasluz y limpias. Presentaron di-
ferentes didmetros, que estuvieron en el rango de
0,1 cm a 0,9 cm. De la misma forma se observa-
ron placas de lisis confluentes, aunque la mayoria
aparecieron perfectamente individualizadas
(Figura 2).

El anilisis cualitativo dio positivo para dos de
cinco muestras obtenidas en la playa La Chira.
Por otra parte, dos de cinco muestras de la des-
embocadura del rio Chillén y tres de cinco mues-
tras de la desembocadura del rio Rimac dieron

positivo a este anilisis.

El anélisis cuantitativo fue positivo en dos de
las tres zonas estudiadas, determinidndose la con-
centracion de fagos en estas zonas (Tabla 1).

Al comparar los resultados del analisis cuanti-
tativo de las muestras de las desembocaduras del
rio Chillén y rio Rimac (1.6 x 10° ufp/100 mL y
3,64 x 10° ufp/100 mL al promedio aritmético), se
observé una concentracion de fagos menoren la
primera de ellas, como se puede comprobar en la
Figura 3.

La microscopia electrénica de las muestras
demostré que los vibriofagos aislados tienen una

Figura 4. Micrografia electronica que muestra capsides de vibriéfagos (flecha) purificados
de placas de lisis en bicapa de agar obtenidas a partir de una muestra de agua de mar. Se
utilizé una técnica de tincidn negativa para resaltar estas estructuras. (Micrografia electroni-

ca: Blga. Nancy Rojas).
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Tabla 1. Resultados de la deteccion y cuantificacion de vibriéfagos en las muestras obtenidas

de las zonas de estudio.

Zona

A. Cualitativo

A. Cuantitativo

Playa La Chira
Desembocadura rio Chillén

Desembocadura rio Rimac

Positivo en dos de cinco puntos
Positivo en 3 de 5 puntos

Positivo en dos de cinco puntos

Negativo
1,6 x 10”3 ufp/100mL

3,64 x 1073 ufp/mL

capside de simetria icosaédrica, sin presentar una
colavisible. El didmetro de la particula viral es de
88nm (Figura 4).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Como se conoce ampliamente, Vibrio cholerae
es detectado mediante la aplicacién de una meto-
dologia estandarizada que se ha caracterizado por
un facil manejo y por la obtencién de resultados
consistentes (WHO, 1991). Otros aspectos rela-
cionados a la identificacion de este microorganis-
mo, como la serotipia y fagotipia (Mukerjee, 1962;
Basu y Mukerjee, 1968; Drozhevkina y
Arutyunov, 1979; Lee y Furniss, 1981; Biswas et
al, 1992) han sido bastante estudiados. La fagotipia
de esta bacteria no ha demostrado ser de utilidad
profildctica o terapéutica (Mukerjee, 1970), lo que
ha originado que los estudios en este campo ha-
yan sido redirigidos hacia el desarrollo de técnicas
de deteccidn, teniendo en cuenta, fundamen-
talmente, la alta especificidad que muestran los
bacteri6fagos frente a sus hospederos. El presente
estudio ha empleado la deteccién de bacteriéfagos
de Vibrio cholerae por visualizacién de lisis en
medio liquido y por la formacion de placas de lisis
en medio sdlido, al punto de determinar la con-
centracion de estos bacteri6fagos en los puntos
muestreados y reconocer algunas caracteristicas
morfoldgicas de los mismos.

El vibrién colérico no es capaz de permanecer
viable por mucho tiempo en agua de mar (Barua,
1970). Esta bacteria puede llegar a estos ambien-
tes por una serie de medios, principalmente por
aguas residuales (Wood, 1977). La observacion
de la Figura 3 apoya esta afirmacion, al mostrar
una comparacion entre la concentracion de ufp/
100 mL hallada en el litoral relacionado a la

desembocadura del rio Chillén y la de aquél adya-
cente a la desembocadura del rio Rimac; esta fi-
gura muestra una mayor presencia de vibriéfagos
en la segunda zona. En ésta, situada en el Pueblo
Joven Acapulco, de 1a Provincia Constitucional del
Callao, existe un colector de desagiies que descar-
ga su contenido en el mar. A pesar de que la zona
de la desembocadura del rio Chillén arroja una
concentracién mucho menor (menos del 50%) de
lo hallado en la zona del rio Rimac, es menester
anotar que la descarga del primero configura un
factor importante para la llegada del micioor-
ganismo hospedero al litoral costero. Su deteccion
por medio de bacteriéfagos parecer ser posible.
Mediante esta metodologia y otras, de corte con-
vencional, se ha podido determinar su utilidad
como indice de contaminacion fecal en algunas
zonas litorales del pais (Aguilary Lopez, 1990)
y también su empleo como marcador de vigilancia
epidemiolégica. Sin embargo, se sugiere la reali-
zacion de un estudio a mayor escala en estas zo-
nas para validar el empleo de estos elementos como
indicadores de contaminacion por Vibrio cholerae.

El analisis cualitativo de las muestras (lisis en
medio liquido) arroja una importante evidencia de
la presencia del vibrion colérico, pero al mismo
tiempo no es capaz de indicarnos la concentracion
del mismo en los puntos muestreados. Este obje-
tivo se consigue mediante la aplicacion del analisis
cuantitativo, o lisis en medio sdlido, basado en la
técnica de Adams (1959). Esta técnica, fue modi-
ficada en su contenido de agar, utilizindose a un
75% de la original para facilitar el manejo de este
agar en la formacion de la bicapa, al conseguir un
mayor tiempo de manipulacion en estado liGuido.
Este paso a través de un agar licuado es impor-
tante, pues permite una correcta homogeneizacion
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del indculo de muestra frente al inéculo de Vibrio
cholerae. La solidificacion temprana del agar es-
tropea las placas de lisis que pudiera aparecer en
la placa Petriy con ello dificultar la lectura y conteo
de las mismas. En nuestro caso, el uso del sistema
de bano maria facilité enormemente esta tarea,
permitiendo la observacion de las placas de lisis
en la forma esperada.

La observacion de la forma, tamano y disposi-
cion de las placas de lisis permite la determinacion
de algunos rasgos de la relacion fago-bacteria; por
esta razon, una lectura cuidadosa de las mismas
es bastante importante. Si bien es cierto se suele
considerar que las diferencias en las caracteristi-
cas de las placas de lisis indican la presencia de
distintos bacteriofagos infectantes, esto no siem-
pre es el caso, Jo cual se comprueba en nuestra
investigacion por el hecho de que, a pesar de ha-
ber purificado bacteriofagos a partir de placas de
lisis de diverso diametro, en todas las muestras la
microscopia electronica mostré siempre
bacteriofagos con las mismas caracteristicas espe-
cificas de forma y tamano. Un estudio mis pro-
fundo, que involucre la extraccién y digestién
de DNA de los bacteriofagos aislados, podria
dar evidencia de alguna variabilidad. Algunos
detalles de la relacion fago-bacteria son suscep-
tibles a variaciones, dependiendo ello de diver-
sos factores.

La siembra e incubacion del microorganismo
colérico toma la mayor parte del andlisis de una
sola muestra, pero ain asi cabe resaltar que la téc-
nica misma es rapida, muy especifica y de bajo
costo. El perfeccionamiento de ésta es muy im-
portante para la determinacion de otro tipo de ca-
racteristicas de los bacteriéfagos que afectan al
vibrién colérico, como son los rasgos
fisicoquimicos y de ultraestructura, lo que puede
llevarnos a un mejor conocimiento de estos virus
y de su ecologfa.

La purificacion de bacteriofagos se desarrolla
en base a la formacion de placas de lisis obtenidas
a partir de las muestras de agua de mar. Esto con-
duce en tdltima instancia al estudio de las caracte-
risticas morfoldgicas de la particula viral. Al mis-
mo tiempo esta intimamente relacionada con la
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propagacion de estos bacterioéfagos, puesto que se
requiere de una minima cantidad para poder lle-
var estas muestras al microscopio electrénico. En
el presente estudio este proceso tuvo mucha simi-
litud al efectuado para la determinacién de con-
centracion de fagos en las muestras de agua de
mar, con la diferencia de que en este paso no inte-
resé tanto el nimero de placas formadas, sino el
poder recortar estas placas (puesto que es donde
se concentra la mayor cantidad de bacteriéfagos)
y resuspenderlas en un caldo de cultivo con Vibrio
cholerae para permitir su multiplicacién y obtener
un titulo alto de fagos en la muestra.

Con respecto a la morfologia de los
bacteriéfagos aislados, las micrografias electroni-
cas obtenidas muestran formas hexagonales tanto
en ¢l caso de placas de lisis grandes como de pla-
cas pequeiias. Esta forma ha sido reportada pre-
viamente para los bacteriofagos especificos para
esta especie de vibrién (Chattopadhyay e al, 1993)
en la India, aunque la proporcién entre ancho y
altura de la misma es muy variable aun dentro de
los bactericfagos que afectan a este género de bac-
terias. No obstante, es necesario subrayar que se
requiere de un estudio mds amplio (en términos
geogrificos y en este tipo de medio) para saber si
esta morfologia de vibriofagos es la unica que se
presenta en nuestro medio o si existen otras va-
riantes virales que afecten a la cepa epidémica del
Vibrio cholerae.
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