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USO DE COLIFAGOS SOMATICOS COMO INDICADORES DE CONTAMI-
NACION FECAL EN PLAYAS DE “LA COSTA VERDE”, LIMA-PERU

USE OF SOMATIC COLIPHAGES AS INDICATORS OF FAECAL POLLUTIONIN
BEACHES OF “LA COSTA VERDE”, LIMA-PERU

Hinsby Cadillo Quiroz y Jorge Leon Quispe*®

RESUMEN

El presente estudio fue realizado con el objetivo de evaluar el uso de los colifagos somaticos como
indicadores de contaminacion fecal en aguas recreacionales marinas. Los colifagos somaticos fueron
cuanlificados en 140 muestras provenientes de 5 playas del circuito de la "Costa Verde”, Lima, y
correlacionados con los indicadores de contaminacion fecal convencionales (Coliformes fecales, E. coli
y Enterococos).

Los colifagos fueron determinados por el método de “capa simple” previa aplicaciéon de la técnica
modificada de "filtracion de la muestra” y utilizando a E. coli ATCC 13706 como cepa hospedero. Los
Coliformes fecales (CF), E. coli (EC) y Enterococos (EN) fueron cuantificados por el metodo del Numero
Més Probable (NMP). Para efectos de andlisis estadistico se considerd niveles de contaminacion fecal
en funcion de valores arbitrarios de <1000 CF/100 mL (“baja contaminacion”) y >1000 CF/100 mL (“alta
contaminacion”).

Las playas evaluadas presentaron niveles de contaminacion fecalde <3a 2,4 x 105 CFy ECy <3 a
2,4 x 104 EN. En las muestras con “baja contaminacion” fecal, el 32% de los recuentos de los colifagos
fueron mayores que los de CF y EC; miemtras que en las muestras con “alta contaminacién” ningun
recuento de colifagos super6 a los de CF o EC. Por otro lado, de acuerdo al andlisis estadistico de
componentes principales los colifagas y Enterococos fueron los mejores indicadores de contaminacion
fecal en las playas evaluadas. Asimismo, se determiné correlaciones estadisticamente significativas
entre colifagos, CF y EC; siendo mayor en muestras con alta contaminacion (r = 0,89) que en aquellas
con baja contaminacion (r = 0,43). Mediante la cuantificacion de colifagos en las muestras evaluadas se
determind estadisticamente el valor de 115 UFP/100 mL como criterio calificativo de balneabilidad para
las playas de la zona evaluada.

De acuerdo a nuestros resultados los colifagos somaticos podrian emplearse como una alternativa
de indicadores de contaminacion fecal en aguas recreacionales marinas.

Palabras clave: Contaminacion fecal, indicadores, colifagos somaticos, aguas recreacionales ma-
rinas, calidad de agua.

ABSTRACT

This study 'vas undertaken in order to assess the use of somatic coliphages as faecal pollution
indicators in recreational seawater. In 140 samples from 5 beaches at the “Costa Verde” circuit, Lima,
somatic coliphages vere enumerated and correlated with conventional faecal pollution indicators (Faecal
coliforms, E. coli and enterococci).

After sample treatment with the “Sample Filtration” modified technique, somatic coliphages were
assayed by the “Single-Agar-Layer” method using the strain £. coli C ATCC 13706 as the bacterial host.
Faecal coliforms (FC) E. coli (EC) and enterococci (EN) were enumerated by the Most Probable Number
method. In the statistical analysis, we took into account faecal pollution levels based on arbitrary
values such as <1000 CF/100 mL (“Low pollution”) and 1000 FC/100 mL (“High pollution”).

*Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Biotecnologia, Facultad de Ciencias Biologicas, UNMSM.
E-mail: hinsby@latinmail.com

60


http:latinmail.com

Uso de colifagos somaticos como indicadores

The beaches surveyed showed faecal pollution levels from <3 to 2,4 x 105 to both FC and from EC,
and <310 2,4 x 104 EN. In samples with “low pollution” the 32% of coliphage s counts were greater than
those of FC and EC, whereas on samples with “High pollution” no count was bigger than any of FC and
EC. On the other hand, according with the principal component analysis, coliphages and enterococci
were the best indicators of faecal pollution in the surveyed beaches.

Furthermore, statistically significant correlations were determined between somatic coliphages with
FC and EC; being greater on samples with “High pollution” (r = 0,89) than those in samples with “low
pollution” (r = 0,43). From coliphages determination in the samples evaluated it was determined the
value of 115 UFP/100 mL as a guideline for recreational seawater in the beaches under study.

According with the results of this study, the somatic coliphages could be used as alternative faecal
pollution indicators in recreational seawater.

Key words: faecal pollution, indicators, somalic coliphages, recreational seawater, water quality.

INTRODUCCION

Dentro del contexto de proteccién de la sa-
lud publica, es imperativa una adecuada y
constante evaluacion de la calidad sanitaria
de las playas. Por tal motivo los
microorganismos indicadores tales como
Coliformes fecales, Escherichia coli y
Enterococos, han venido siendo comdnmente
utilizados para evaluar la contaminacién fe-
cal y estimar el riesgo para la salud en aguas
recreacionales marinas (WHO, 1998). Sin
embargo, otros estudios han mostrado ciertas
deficiencias en su empleo, particularmente los
Coliformes fecales que en aguas marinas pre-
sentan una baja supervivencia (Labelle et al.,
1980; Borrego et al., 1983; Sinton et al. 1999)
y una baja correlacién con la presencia de
bacterias y virus patdgenos (Stetler, 1984;
Borrego et al., 1990; Alvarado et al., 2000).
En este sentido, estos indicadores no refleja-
rian la calidad real de las aguas, por lo que es
necesario considerar otros indicadores.

Trabajos previos han sugerido que los
colifagos somaticos podrian ser utilizados
como indicadores alternativos de contamina-
cién fecal en ambientes marinos (Borrego et
al., 1987; Sinton et al., 1999),

Asi, el uso de colifagos como indicadores
fecales es ventajoso debido principalmente a
su presencia constante en aguas con contami-
nacion residual, no proliferan fuera de su hués-
ped, son facilmente enumerados por métodos

simples con resultados en horas y principal-
mente porque presentan una mayor resisten-
cla y supervivencia que los indicadores con-
vencionales (Borrego et al., 1987; Kott, 1992).

Particularmente en ambientes marinos, an-
teriores estudios han mostrado que los
colifagos sométicos se inactivan de manera
similar a Salmonella sp. (Borrego et al., 1990)
y se correlacionan positivamente con virus
entéricos (Simkova y Cervenka, 1981; Stetler,
1984). Ademads, se ha determinado que los
colifagos somaticos son mdés prevalentes que
los colifagos F-especificos (Cornax et al.,
1991; Ricca y Cooney, 1999), debido princi-
palmente a una mayor resistencia frente a las
altas radiaciones solares que son comunes en
dichos ambientes (Sinton et al., 1999).

El presente estudio fue realizado con el
objetivo de evaluar el uso de los colifagos
somaticos como indicadores alternativos de
contaminacidn fecal en aguas recreacionales
marinas y proponer un nivel guia de califica-
cién sanitaria (balneabilidad) basado en
colifagos para las playas evaluadas.

MATERIALES Y METODOS

Lugares de muestreo

Para este estudio se escogieron 5 playas
del circuito de la “Costa Verde”, Lima, Pert:
Pampilla, Barranquito, Regatas y Cultural
Lima (Fig. 1). Las playas fueron selecciona-
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Figura 1. Lugares de muestreo. Playas del Circuito de la “Costa Verde”, Lima, Peru.

das tomando como criterio registros previos
de contaminacién fecal con la finalidad de
evaluar los colifagos dentro de un amplio ran-
go de muestras contaminadas que va desde el
minimo hasta el mas severo.

Muestreo

Muestras de agua de mar (250-500 mL)
fueron colectadas en las playas previamente
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escogidas con una frecuencia semanal duran-
te el periodo comprendido entre los meses de
noviembre de 1999 a junio del 2000 hasta
completar un total de 140 muestras. La toma
de muestras se realizé entre 15-20 cm de pro-
fundidad en frascos previamente esterilizados,
luego transportados al laboratorio a4 °C y ana-
lizados dentro de las 3 horas (h) posteriores a
su colecta segiin la metodologia recomenda-
da por APHA (1995).



Uso de colifagos sométicos como indicadores

Log 10 CS

—

1
\v
%\

- _ o CS/CF :DJS/EC’\

Log 10

Figura 2. Relacién entre colifagos somaticos (CS), Coliformes fecales (CF) y E. coli (EC) en
muestras con “pbaja” contaminacion tecal. CS/CF: Log CF = 0,709 + 0,643 Log CS, n =111, r=
0,435, p<0,001. CS/EC: Log EC = 0,619 + 0,630 Log CS, n =29, r = 0,431, p<0,001.

Analisis Bacterioldgico

La enumeracién de bacterias indicadoras
de contaminacién fecal se realizé de acuerdo
a las recomendaciones de APHA (1995). Los
coliformes fecales y E. coli fueron enumera-
dos por el método del Nimero Mas Probable
(NMP) utilizando Caldo A-1 e incubando a
35°Cpor3hyluegoadd,5°Cpor2lh La
enumeracion de E. coli se realiz6 de manera
complementaria a Coliformes fecales median-
te cultivos en el Agar EC con MUG (metil-
umbeliferil-glucorénido) a partir de los resul-
tados positivos en el Caldo A-1 con una
incubacién de 35 °C por 24 h. Los enterococos
se cuantificaron de manera similar por el mé-
todo del NMP utilizando Caldo Azida Gluco-
sa para la prueba presuntiva y Agar KF para
la confirmativa.

Enumeracion de colifagos somaticos
Procesamiento de la muestra

Para evitar la interferencia de bacterias
marinas en la enumeracion de los colifagos,
las muestras (100 mL) fueron filtradas a tra-
vés de membranas de nitrocelulosa (47 mm

didmetro y 0,45 um porosidad) previamente
embebidas por 5 minutos (min) a temperatura
ambiente en una solucién de extracto de car-
ne 1,5% pH 9,5 de acuerdo a las recomenda-
ciones indicadas por Cornax et al. (1990).

Cuantificacion de los colifagos

Los fagos especificos de la cepa E. coli
ATCC 13706 fueron enumerados por el mé-
todo de “Capa Simple” recomendado por
APHA (1995). Cinco mililitros de la muestra
de agua o su correspondiente dilucion al dé-
cimo previamente filtrada y | mL de cultivo
de la cepa hospedera en Caldo Tripticasa Soya
(TSB) en fase logaritmice (1 x 10° células/
mL) fueron agregados a tubos conteniendo
Agar Tripticasa Soya (TSA) modificado
(1,5% de agar) temperada a 45 °C y luego de
un breve homogenizado fue vertida sobre pla-
cas petri estériles. Las placas fueron incuba-
dasa37°Cpor6a l0h. Al cabo de este tiem-
po se hace la lectura correspondiente mediante
la cuantificacion de las placas de lisis
bacteriana. Este método evalua 20 mL de
muestra con una sensibilidad de hasta 5 UFC/
100 mL.
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Tabla 1. Recuento de indicadores de contaminacion fecal en muestras de agua de mar de 5
playas del Circuito de la “Costa Verde” (Lima-Peru)

Pampilla Barranquito  Regatas Herradura Cultural Lima

Méximo 3 x10° 3,3 x10° 2,3 x10° 4.8 x10° 5,6 x10*
CS Minimo <5 <5 <5 <5 5

MG 2,6 x10 1,4 x10 2,6 x10 4,9 x10 6,9 x10°

Maximo 2,4 x 10° 1,1 x10° 2,4 x10° 2.4x10° 2.4 x10°
CF Minmo 4 <3 <3 <3 <3

MG 2,1 x 10 2,3 x10 3,7x10 1,1 x10? 1,3 x10°

Miéximo 2,4 10° 4,6 x10° 2.4 x10° 2,4 x10° 2.4 x10°
EC Minimo 4 <3 <3 <3 <3

MG 1,8 x10 1,8 x10 2.8 x10 1,1 x10? 1,3 x10°

Méximo 4,6 x10? 1,2 x 10? 1,5 x10? 2.4 x10°* 2.4 x10°
EN Minmo <3 <3 <3 <3 <3

MG 3,9x10 7.9 4.6 3,5x10 2.1 x10°
N 28 28 28 28 28

CS: Colifagos sométicos (Unidades Formadoras de Placas de Lisis-UFP/100 mL).
CF: Coliformes fecales EC: Escherichia coli EN: Enterococos (Numero Mas Probable-NMP/
100 mL). MG: Media Geométrica. N: Numero de muestras.

Analisis estadistico

La determinacidn del coeficiente de corre-
lacién de Pearson (r), el andlisis de regresion
lineal y el Andlisis de Componentes Princi-
pales (ACP) fueron realizados utilizando el
paquete estadistico SPSS 9,0. Los organismos
indicadores considerados en el estudio fue-

ron utilizados como Jas variables en el anili-
sis de Componentes Principales.

RESULTADOS

Los recuentos de los microorganismos
indicadores determinaron que los niveles de

Tabla 2. Muestras con “baja” y “alta” contaminacién fecal (CF) y su relacion con otros indicadores
en agua de mar, Circuito de playas de la "Costa Verde”.

MUESTRAS Coliformes fecales E.coli Colifagos Enterococos
(CF) somaticos

< 1000 CF/100 mL

Nimero de muestras 111 111 111 11!

Resultados positivos (%) 94 % 89% T79% 58%

Recuentos mayores que CF - 0% 32% 10%

Correlacién con colifagos (r) 0,435%** 0,431 *** - 0,196

>1000 CF/100mL

Nilmero de muestras 29 29 29 29

Resultados positivos (%) 100% 100% 100% 100%

Recuentos mayores que CF - 0 0 0

Correlacion con colifagos (r) 0,895** 0,891 *#** — 0,537**

** p< 0,01 *** 5<0,001
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r: coeficiente de correlacion de Pearson.
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Figura 3. Relacion entre colifagos somaticos (CS), Coliformes fecales (CF) y E. coli (EC) en
muestras con “alta” contaminacion fecal. CS/CF: Log CF = 1,651 + 0,817 LogCS, n=111,r=
0,895, p<0,01. CS/EC: Log EC = 1,530 + 0,824 Log CS, n = 29, r = 0,891, p<0,001.

contaminacién fecal en las playas evaluadas
ocurrieron desde niveles minimos a muy al-
tos. La media geométrica (MG), valor mini-
mo y valor maximo de los diferentes
parametros microbiolégicos en las 5 playas
en estudio son mostrados en la Tabla 1. Los
recuentos (68%) de coliformes fecales y E.
coli comunmente fueron mayores que los de
colifagos somaticos en un logaritmo decimal.
Con excepcién de la playa Pampilla, los re-
cuentos promedios de colifagos fueron ma-
yores que los recuentos obtenidos para los
€nterococos.

La Tabla 2 muestra las relaciones entre los
grupos evaluados y la concentracién de
coliformes fecales en las muestras con “ba-
jos” y “altos” niveles de contaminacién fecal
(<1000 y 1000 CF/100 mL respectivamente).
En muestras con “baja” contaminacién los
Coliformes fecales (94%), E. coli (89%) y
colifagos sométicos (79%) fueron detectados
en un amplio porcentaje, mientras que los
Enterococos mostraron el menor porcentaje
de muestras positivas (58%). Se resalta que

el 32% de los recuentos de colifagos somaticos
fueron mayores que los de Coliformes fecales
y E. coli; mientras que los Enterococos sélo
en un 10% tuvieron registros mayores que los
Coliformes fecales o E. coli. En las muestras
con “altos” niveles de contaminacion fecal to-
dos los indicadores microbiolégicos fueron
detectados en un 100% y en ninguna ocasion
los recuentos de colifagos o Enterococos su-
peraron a los de Coliformes fecales o E. coli.
As{ mismo, la Tabla 2 presenta los indices de
correlacién (r) obtenidos entre colifagos y de-
mas indicadores, determindndose una mayor
correlacion con E. coli y Coliformes fecales
que con Enterococos. Asimismo, en las mues-
tras con “alta” contaminacion las correlacio-
nes entre los indicadores fueron las mas altas
(r =0,89) disminuyendo para aquellas mues-
tras con “baja” contaminacioén (r = 0,43) don-
de la correlacion colifagos-enterococos (r =
0,196) no fue estadisticamente significativa.

La Figura 2 y Figura 3 muestran las rela-
ciones entre las concentraciones de colifagos
somaticos y demas bacterias indicadoras para
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Figura 4. Grafico del Analisis de Componentes Principales de los indicadores de contamina-
cion fecal en muestras de agua de mar. CS: colifagos somaticos, CF: Coliformes fecales, EC:

E.coliy EN: Enterococos.

muestras con “baja’” o “alta” contaminacion,
determinandose las correspondientes férmu-
las de regresién lineal con una probabilidad
del 95% (p<0,05).

El Anilisis de Componentes Principales
del conjunto de parametros microbiolégicos
de las 5 playas consideradas determina que
las dos componentes generadas acumulan el
96% de la varianza, mostrando que los
colifagos somaticos seguidos por E. coli y
Coliformes fecales se agrupan mds
cercanamente al eje del componente 1, mien-
tras que sélo los Enterococos al eje del com-
ponente 2 (Fig. 4).

Finalmente, tomando como referencia el
valor de 1000 CF/100 mL establecido en la
legislacion peruana vigente (Ley General de
Aguas, 1970) se estimé estadisticamente un
valor calificativo de la calidad microbiolégica
de aguas recreacionales marinas basado en la
agrupacién de recuentos de colifagos
somaticos. De esta manera, se determing el
valor de colifagos de 115 UFP/100 mL como
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una propuesta adecuada (p<0,05) para la cali-
ficacién de las aguas en la zona evaluada (Ta-
bla 3).

DISCUSION

Dada la necesidad de estandarizar una
metodologia de deteccién de fagos en aguas
marinas planteada por Mootjman et al. (1999),
los resultados obtenidos en este estudio per-
miten apreciar que el método de enumeracion
de “Capa Simple” (APHA, 1995) es aplica-
ble en nuestro medio para aguas marinas con
diferentes niveles de contaminacion fecal, ya
que el nivel de sensibilidad de la metodologia
es ademas complementada con el método mo-
dificado de “Filtracién de la Muestra™ (Cornax
et al., 1990). Esta metodologia evita interfe-
rencia de las bacterias marinas en la enume-
racién de colifagos; ademds, la cepa recepto-
ra (E. coli C ATCC 137006) presenta un ma-
yor nimero de receptores para el fago y su
uso se recomienda sélo en cultivos frescos y
no congelados para evitar pérdida de sensibi-
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Tabla 3. Calificacion de balneabilidad en base a recuento de colifagos para aguas recreacionales

marinas.
Calificacion
< 1000 CF/100 mL (apta) 2 1000 CF/190 mL (no apta)
n 339 81
MG 23,05 24235
DS 45,55 1080,5
LS (+2)(*) 115 > 115

n: Numero de muestras MG: media geométrica DS: Desviacion estandar LS: Limite superior;

(*) p: <0,05.

lidad y viabilidad (Havelaar y Hogeboon,
1983).

En la enumeracién de los indicadores
microbiolégicos se observo que en las mues-
tras con ‘“baja” contaminacién fecal
(<1000CF/100 mL) el 32% de los recuentos
de colifagos sométicos superaron a aquellos
de los Coliformes fecales y E. coli. Este com-
portamiento seria explicado por la mayor ca-
pacidad de supervivencia de estos fagos en el
ambiente marino reportada anteriormente por
Borrego et al. (1987) y Sinton et al. (1999).
En algunos casos donde no se detecté la pre-
sencia de colifagos sométicos los niveles de
Coliformes fecales y E. coli fueron determi-
nados pero en proporciones bajas (14% y-10%
respectivamente). Esta diferencia puede atri-
buirse a las variaciones de sensibilidad de las
metodologias utilizadas.

La menor deteccidn cuali-cuantitativa de
Enterococos obtenida en el presente estudio
difiere de los hallazgos referidos por Borre-
go et al. (1983), quienes determinan porcen-
tajes mayores para este indicador. Se sugiere
que esta baja recuperacién de Enterococos
podria deberse a la variabilidad en la capaci-
dad de supervivencia de los miembros de este
grupo en el ambiente marino (Morifligo et al.,
1992).

El Anélisis de Componentes Principales
del total de recuentos en las muestras evalua-
das determiné la formacidn de dos agrupacio-
nes entre los indicadores (96% de varianza
acumulada), donde los més cercanos al eje de

cada Componente y por tanto los m4ds
correlacionados a éste fueron los colifagos
soméaticos para el Componente 1 y los
Enterococos para el Componente 2 (Figura 4).
Debido a que las variables graficamente mas
cercanas a cada componente son determina-
das por las maés representativas de sus
subgrupos (Legendre, 1981), se puede afirmar
que los colifagos somaticos junto a los
Enterococos representan mejor la contamina-
cion fecal en aguas recreacionales marinas,
coincidiendo con los resultados obtenidos por
Marifio et al. (1995) en un estudio
epidemiolégico en playas fuertemente conta-
minadas.

Los colifagos somaticos mostraron co-
rreiaciones altas y estadisticamente significa-
tivas (p<0,001), siendo mayores las estable-
cidas con E. coli y coliformes fecales, ade-
mas de observarse una relacién directamente
proporcional con el nivel de contaminacion
fecal presente en las playas, es decir, mayor
correlacién en muestras mas contaminadas o
viceversa. Los valores de correlacion deter-
minados estdn de acuerdo con aquellos obte-
nidos en anteriores estudios por 1os autores,
que propusieron a los colifagos somaticos
como buenos indicadores de la presencia de
bacterias patégenas (Borrego et al., 1987;
Okeefe y Green, 1989; Morifigo et al., 1992)
y de virus entéricos (Simkova y Cervenka,
1981; Stetler, 1984). Contrariamente, las co-
rrelaciones encontradas en este estudio difie-
ren significativamente de lus haiiazgos de
Ricca y Cooney (1999) quienes obtuvieron
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bajas correlaciones en playas constantemente
impactadas por descargas de lagunas de oxi-
dacion. Esto podria explicarse principalmen-
te por la variabilidad cualitativa y cuantitati-
va de los indicadores fecales en las aguas
residuaies crudas y tratadas (Ledn, 1999).

Por ctro lado, considerando la buena co-
rrelacion entre colifagos somaticos con E. coli
y Coliformes fecales, se puede afirmar que
Jas ecuaciones de regresién lineal obtenidas
describen adecuadamente su relacién numé-
rica (p<0,01) siendo posible su uso con fines
de estimacién (Borrego et al., 1983).

La propuesta inicial de 115 UFP/100 mL
permite utilizar a los colifagos como un crite-
rio de calidad (balneabilidad) de playas, sien-
do necesaria su cvaluacidén epidemiolégica
para su uso en la prediccidn y estimacion del
riesgo en la salud de los baiiistas.

En conclusidn, los colifagos somaticos son
encontrados como indicadores adecuados y/o
complementarios de contaminacién fecal en
aguas recreacionales marinas en general y pla-
yas del Circuito de la “Costa Verde” en parti-
cular.
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