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INTRODUCCION

Meéxico cuenta con una amplia base de recursos naturales; el inventario nacional de
cuerpos de agua registra la existencia de 1.3 millones de hectareas de aguas
continentales que pueden ser aprovechadas para el cultivo de especies como tilapia,
carpa, bagre y trucha, entre las mas importantes, ademas de los terrenos situados en
las riberas de los rios y embalses (Ocampo y Aurd, 1996).

La presa de Valle de Bravo destaca por ser un sitio de abastecimiento para agua
potable y ademds un importante centro turistico, en el cual desde 1973 se han
introducido peces para consumo , (trucha, tilapia, charal vy lobina) con el fin de
fomentar la pesca comercial y deportiva, todo esto lo hace un lugar especial para la
economia de las poblaciones de Valle de Bravo y Avandaro asentadas junto al
embalse, las que se alimentan por la venta y autoconsumo de los peces extraidos
(Olvera, 1990). Sin embargo estas actividades se han practicado en forma
indiscriminada descuidando los aspectos de sanidad acuicola (Kinkelin et al., 1985;

Ocampo y Aurd, 1996)

En los peces no se ha logrado establecer con precision una flora microbiana
especifica, no obstante lo que se ha determinado es que las bacterias aisladas de
branquias, piel y 6rganos internos, reflejan la composicién bacteriana del agua en
donde se encuentran. Las bacterias en los peces se ponen en contacto
principalmente por la contaminacion de los cuerpos de agua con descargas de aguas
negras, el acarreo de éstas por el agua de lluvias asociadas a heces de animales de
sangre caliente, incluido el hombre (Kinkelin et al., 1985; Ocampo y Aurd, 1996).

Las enfermedades bacterianas en los peces son un conjunto considerable de la
patologia, en donde la importancia no esta solo en las pérdidas economicas que
ocasionan en todo el mundo, sino por su impacto en las poblaciones naturales de
peces y por la amenaza sanitaria que representan algunas bacterias para la salud
humana, tal es el caso del género Vibrio, que ocasiona en el hombre cuadros
diarréicos leves ocasionados por algunas cepas de V. cholerae No Ol o bien
cuadros diarréicos agudos ocasionados por V. cholere O1, que provoca el colera, en
donde la persona afectada puede morir si no se le atiende adecuadamente. Se sabe
que los peces en vida libre albergan cepas de bacterias patdgenas en las que juegan
el papel de reservorios naturales (Feachem et al., 1983, Kinkelin et al., 1985,
Equihua et al., 1992).



La presa de Valle de Bravo no escapa a la contaminacion por descargas de aguas
residuales provenientes de los poblados de Valle de Bravo y Avandaro, asi como
por las descargas de turistas que acuden a este centro para vacacionar, lo que sitia a
la presa como un reservorio natural de una gran variedad de especies bacterianas,
mismas que se veran reflejadas en la ictiofauna presente en el cuerpo de agua.

Debemos tomar en cuenta que el conocimiento general de la ictiofauna es el punto
de partida para el desarrollo de futuras investigaciones, base para el conocimiento
de su biologia, fomento pesquero, piscicultura y pesca deportiva, asi también un
punto importante para evitar la propagacion de enfermedades en el hombre.
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2 ANTECEDENTES

Feachem et al., en 1983 observaron que Fibrio cholerae biotipo clasico, dio origen
a 6 pandemias, mientras que el biotipo El Tor es el causante de la séptima y actual
pandemia.

Probablemente nunca se sabra con certeza como se inici6 la séptima pandemia, ni
como se introdujo la enfermedad en los distintos paises (Barua et al., 1971). Sin
embargo se cree que la propagacion de Vibrio se debe principalmente a viajeros y
turistas, razén por la cual en la actualidad el colera esta presente en un mayor
nimero de paises. La actual pandemia se presenta en América, con un alto indice de
introduccion por diversos factores, entre los que destacan la falta de abastecimiento
de agua para consumo humano y el gran rezago en lo que se refiere a la disposicion
y tratamiento de excretas (Feachem et al., 1983, Equihua et al., 1992).

Pese a que algunos paises no han facilitado informacion epidemiologica, se
considera que 1970 fue el afio con mayor nimero de casos de ésta pandemia. Se
extendio considerablemente por la cuenca oriental del Mediterraneo e hizo su
aparicion en la URSS (tanto en la parte asiatica como en la europea), en los paises
del norte y del oeste de Africa. En el Gltimo decenio se ha registrado la presencia de
colera en 40 territorios por lo menos y en algunos de esos paises ha penetrado
repetidas veces después de haber estado ausente durante algunos afios, mientras que
en otros ha adoptado un caracter endémico. (Barua ez al., 1971).

En 1978, se presentaron 8 casos esporadicos en el estado de Luisiana, EUA en
donde se detectaron 3 enfermos asintomaticos; desde entonces contindan
apareciendo casos autoctonos. (Organizacion Panamericana de la Salud, 1991).

Entre febrero y abril de 1991, se han confirmado casos de célera en Pert, Ecuador,

Colombia, Chile, Brasil y México, incorporandose asi el continente Americano a la

lista de las regiones por donde se ha extendido la séptima pandemia (Sanchez,
“1991; OPS, 1991).



Cuando se tuvieron noticias de la epidemia de colera en Peru, en nuestro pais se
tomaron medidas para prevenir la entrada de la enfermedad, no obstante, y pese a
los esfuerzos realizados por el gobierno y la Secretaria de Salud, el 23 de junio de
1991, se reportaron los primeros casos de célera en México, en el poblado de San
Miguel Totolmoloya en el rio de la Goleta, estado de México, region en la que se
detectd un brote de 17 personas infectadas y una fallecida. Sin embargo se penso
que la bacteria era importada, ya que la Comision Nacional del Agua (CNA) al
revisar el curso del rio San Miguel, comprobo que no estaba contaminado
(Periddicos, Financiero y Universal, 26 de junio de 1991).

LLos andlisis socioeconémicos gubernamentales sefialan que en practicamente todas
las zonas del pais hay pobreza y desnutricion, sin embargo esto se observa con
mayor agudeza en las zonas montafiosas que parten de Chiapas y pasan por
Oaxaca, Veracruz, Puebla, Guerrero parte del Estado de México, Hidalgo, Tlaxcala,
Michoacan, Colima, parte de Nayarit y Jalisco, considerandose por tal motivo
zonas de alto riesgo (OPS, 1991).

En algunos estados de la republica la Secretaria de Salud, puso en marcha
“cordones sanitarios” con el fin de prevenir posibles brotes de cdlera en esas zona,
asi mismo se dio inicio a la aplicacion de un programa de muestreo y cloracion de
las fuentes de abastecimiento para prevenir la dispersion de la bacteria (OPS,
1991).

Se ha determinado que la actual pandemia presenta una ruta por contaminacién del
agua y alimentos, principalmente a través de pescados y mariscos capturados en
aguas contaminadas, sin embargo los trabajos realizados en pescados para
relacionarlos con V. cholerae enteropatogeno son muy escasos y sélo toman en
cuenta a las especies de Fibrio que son patogenos para peces tales como: V.
fluvialis, V. damsela y V. ordali entre otros. De estas consideraciones resalta la
importancia de realizar estudios en cuerpos de agua continentales para observar la
relacion entre el agua contaminada y la presencia de V. cholerae en pescados de
agua dulce para tomar medidas preventivas que alerten a la poblacion sobre el
riesgo que existe si se consume pescado crudo o que no ha sido sometido a coccién
completa.



2.1. Generalidades del género Vibrio

Los vibrios son bacilos Gram-negativos, no esporulados, moviles mediante flagelos
bipolares incluidos dentro de una vaina. Son catalasa positivos, utilizan
fermentativamente los carbohidratos y rara vez producen gas salvo una de las
especies Vibro metschnikovii. Son oxidasa y nitratasa positivos, sensibles a los
discos con 150'ug del agente vibriostatico 2-4-diamino-6-7-di-isopropil-pteridina
(0/129). La mayoria de las cepas lician la gelatina e hidrolizan el &cido
desoxirribonucleico. Los vibrios se presentan en agua dulce y salada en forma
natural; incluyen algunas especies patogenas para el hombre (Freeman, 1983,
Collins y Lyne, 1989,).

Dentro de estas destaca Vibro cholerae, que es movil con un solo flagelo polar y se
caracteriza por ser el mas movil de todas las especies patdgenas. Es ligeramente
curvado y mide de 0.5u a 0.8u de didmetro y 1.4 p a 2.6p de largo. (Sandoval,
1991, Collins y Lyne, 1989).

2.1.1. Caracteristicas de Vibro cholerae

Es aerobio facultativo, forma acido pero no gas de glucosa y sacarosa (medio
fermentativo de Hugh y Leifson), ni de arabinosa o lactosa; descarboxila la lisina y
la ornitina, no hidroliza la arginina. (Collins y Lyne, 1989).

Puede crecer hasta temperaturas de 40.5°C y perfectamente en condiciones
alcalinas, pero sin ser éste un requerimiento necesario. Estas propiedades sirven
para diferenciarlo de otras especies del genero vibrio. (Sandoval, 1991).

Todas las cepas poseen el mismo antigeno flagelar H termolabil, pero pueden
diferenciarse en serovares por el antigeno somatico O. (Collins y Lyne, 1989).



2.1.2. Morfologia de las colonias

En placas de agar V. cholerae se observa generalmente como colonias amarillas,
planas, ligeramente convexas, pegajosas, con centro opaco y periferia translicida;
con un tamano promedio de 2-3 mm. (Giono er al., 1991, Sanchez, 1991, Sandoval,
1991).

2.1.3. Serovar O:1

Es el causante del colera epidémico o asiatico, aglutina con el antisuero colera O:1
especifico, se diferencian dos subtipos de V. cholerae O:1 el Ogawa e Inaba, pero
no son completamente estables, pueden presentarse variaciones in vivo e in vitro.
(Freeman, 1983, Collins y Lyne, 1989, Equihua ef al., 1992).

Hay dos biotipos de V cholerae O:1, clasico (no hemolitico) y El Tor (hemolitico),
el clasico en la actualidad es casi inexistente. Ambos biotipos presentan los
serotipos Ogawa, Inaba e Hikojima, siendo este ultimo muy raro. (Freeman, 1983,
Collins y Lyne, 1989, Equihua er al., 1992).

2.1.4. Otros serovares No O:1

Tienen caracteristicas bioquimicas idénticas a V' cholerae O:1 y el mismo antigeno
H, pero posee diferentes antigenos O y no aglutina con el suero O:1 por tal se les
llama no O:1 (Freeman, 1983, Collins y Lyne, 1989).

Algunas de estas cepas son sin duda potencialmente patégenas y producen una
toxina similar, si no idéntica a la del vibrion del célera. Han causado algunos
brotes, aunque la mayoria de los aislamientos provienen de casos esporadicos; estos
vibrios se encuentran muy difundidos en aguas dulces y salobres de muchas partes
del mundo; sin embargo no causan el verdadero colera epidémico. (Freeman, 1983,
Collins y lyne, 1989, Equihua et al., 1992).



2.1.5. Vibrio cholerae en el ambiente dulceacuicola

Ultimamente se ha incrementado el estudio de I cholerae Ol y no Ol, en el
ambiente. El punto de vista convencional que se tenia sobre V. cholerae, era el de
un organismo que se encontraba en el medio ambiente relacionado solamente con la
presencia de casos de infeccion humana y que solo sobrevivia alrededor de 5 dias
fuera del huésped, este criterio se empieza a revisar ampliamente con relacion a su
distribucion y comportamiento como una bacteria integrante de los circuitos
microbianos en ambientes acuaticos (Feachem et al., 1983).

La relacion de V. cholerae y el agua, ha sido el punto principal de algunas
investigaciones, lo cual es de gran importancia para el entendimiento de la
epidemiologia (Feachem er al., 1983, Equihua et al., 1992).

La presencia de V. cholerae en aguas proviene principalmente de dos fuentes: a) de
rios, tanques, pozos y de aguas para consumo humano relacionadas con la presencia
de brotes y b) de sitios alejados en donde no se conocen casos de infeccion por V.
cholerae en humanos (Feachem et al., 1983).

Colwell et al., (1977) reportaron el aislamiento de V. cholerae No Ol en varias
partes de la Bahia de Chesapeake (USA) posteriormente, Kaper et al, (1979),
describieron la ecologia de V. cholerae No Ol, en la misma Bahia, en donde
observaron que no hay correlacion con respecto a V. cholerae y el conteo total de
bacterias coliformes, coliformes fecales o Salmonella; asi también que Vibrio no
esta especificamente asociado al sedimento o a los moluscos; Ventura ef al., (1992)
realizaron muestreos de plantas que crecen en lagunas de aguas residuales y
observaron que V. cholerae no Ol presenta un patron ciclico asociado con las
variaciones estacionales de Aeromonas sp. y coliformes fecales.

Se ha aislado V. cholerae Ol y no Ol en varios sistemas de agua continental,
salada y de desechos en Australia, Bangladesh, Brasil, Inglaterra, Alemania, Japon,
E.U. y la entonces URSS, (WHO, Scientific King Group 1980, citado por Feachem
etal., 1983), en Peru (Ventura et al., 1992), pero esos aislamientos correspondian a
grupos no patogenos ni toxigénicos, no obstante Vibrio Ol (Inaba) y no Ol han
sido aislados en la Bahia de Chesapeake, también en Luisiana, los cuales mostraron
evidencias de produccion de toxina (Feachem et al., 1983).



En Apalachicola, Florida se reportaron casos de gastroenteritis en noviembre de
1980, debidos a la ingesta de ostras detectandose a Vibrio cholerae no O1 como el
agente causal (Madden er al., 1982, Islam er al., 1992).

Durante los periodos interepidémicos de Vibrio cholerae, no es facil aislarlo con
los métodos tradicionales de cultivo, es necesario utilizar la técnica de anticuerpos
monoclonales fluorescentes, o bien realizar varios enriquecimientos para poder
aislarlo (Hanna et al., 1992, Brayton et al., 1987). Los resultados de laboratorio han
demostrado que V. cholerae O1 y no O1, se adapta a las células expuestas y a las
condiciones ambientales con bajas concentraciones de nutrientes y baja
temperatura. Sin embargo inicia su crecimiento y se multiplica cuando los
nutrientes y la temperatura se incrementan. (Miyaki et al., 1967; Singleton er al.,
1982; Colwell et al., 1984, Huq et. al., 1990).

2.1.6. Vibrio en los peces

La flora viva que se encuentra en un pez dependera fundamentalmente del
contenido microbiologico del agua en donde vive asi como el lodo que llega a
cubrir su superficie externa, en donde se han encontrado bacterias de los géneros
Sarcina, Serratia, Vibrio y bacilos. Desde el punto de vista de salud publica, hay
que considerar, que dentro de los patdogenos de peces se encuentran algunos
miembros que son también patégenos oportunistas para el hombre y otros animales
homeotermos, entre éstos encontramos a las diferentes especies de Vibrio (Feachem
et al., 1983, Kinkelin ef al., 1985; Chen y Hanna, 1992, Ocampo y Aur6, 1996).

En cuanto a las enfermedades causadas por bacterias en peces, se han descrito
especies patogenas en una gran variedad de grupos bacterianos, representando los
bacilos Gram-negativos el porcentaje mas elevado (Kinkelin er al., 1985).

Los vibriones son considerados componentes de la flora autéctona del medio
acudtico (Huq et al, 1990, Biosca y Amaro, 1991) sin embargo existen pocos
estudios desde el punto de vista epizootioldgico con el fin de conocer los posibles
reservorios o focos de infeccion.

Hay estudios que han demostrado una asociacion entre el medio ambiente acuatico,
Vibrio sp. y un grupo de organismos quitinosos del zooplancton, los copépodos.
(Feachem et al., 1983, Colwell er al., 1984, Huq et al., 1990, Islam et al., 1992), de



esto hay que tomar en cuenta que los copépodos son parte de la alimentacion de los
peces (Muus y Dahlstrom, 1978). Se ha observado una correlacion entre la
incidencia de copepodos y la distribucion de V. cholerae, en el ambiente acuatico.
(Feachem et al., 1983, Colwell et al., 1984, Huq et al., 1990, Islam et al., 1992,
Ventura et al., 1992); asi también se les ha encontrado adheridos a la superficie de
las plantas, cubierta muscilaginosa de algunas algas, en sedimento.

El mecanismo de infeccion en los peces no esta determinado claramente, se
requiere primeramente la colonizacién y penetracion del patogeno a través de los
tejidos del hospedero, con el consiguiente dafio a los diferentes 6rganos internos
mediante la accion de hemolisinas y proteasas (Kinkelin et al., 1985; Ocampo y
Auro 1996).

Se ha demostrado que la principal puerta de entrada del patogeno en los peces son
las branquias (Kinkelin et al., 1985, Chen y Hanna, 1992). El intestino de los peces
es la fuente para encontrar bacterias, los fluidos intestinales pueden contener cerca
de mil a 100 mil millones de células por mililitro. Los peces sanos pueden
constituir un reservorio de infeccion, se han realizado estudios de laboratorio con
peces aparentemente sanos y se reporto que el 17% de éstos eran portadores de
Vibrio. Cabe serialar que para el aislamiento de las formas cultivables es necesario
emplear técnicas de enriquecimiento y medios selectivos para su deteccion
(Feachem er al., 1983, Chen y Hanna, 1992).

Los peces afectados por una vibriosis muestran hemorragia en la base de las aletas
y cola, alrededor del ano y en la boca, decoloracion de la piel, lesiones necréticas
en la musculatura, que cuando alcanza la epidermis puede dar lugar a ulceras,
exoftalmia y opacidad corneal. Internamente el higado aparece palido y
ocasionalmente el intestino puede contener un liquido viscoso. (Kinkelin et al.,
1985, Itami et al., 1989).

Otros factores que contribuyen a la aparicion de vibriosis son la mala calidad del
agua y deficiencias en la manipulacion de los peces, por ejemplo en las
piscifactorias (Toranzo et al., 1984; Kinkelin et al., 1985).



2.1.7. Vibrio en pescados para consumo humano.

Las aguas contaminadas con desechos humanos, son causa importante para la
propagacion de Vibrio cholerae. Los animales acuaticos se contaminan cuando en
el medio se presenta el agente causal de la enfermedad (OMS/OPS, 1991 a, b).

Las epidemias ocurridas en el pasado, sobre todo en los paises asiaticos, se
atribuyen principalmente al consumo de agua contaminada, y en menor grado al
consumo de alimentos. (OMS/OPS, 1991 a, b).

Por otra parte, los episodios de transmision a través de los alimentos son
actualmente frecuentes. Estos comprenden desde brotes epidémicos extendidos
(Iolno en Italia, Sicilia), por el consumo de moluscos, hasta brotes circunscritos,
como en viajes aéreos (OMS/OPS, 1991 a, b).

Las pruebas de transmision alimentaria, explican de manera consistente la actual
epidemia de coélera en Perd. Esta propagacion/transmision alimentaria, esta
relacionada con los habitos alimenticios, la situacion socioeconomica y
especialmente con las condiciones sanitarias de la poblacion afectada (OMS/OPS,
1991 a, b, Swerdlow et al., 1992).

La venta de alimentos en lugares publicos, incluida la calle, han sido una practica
tradicional en América Latina, durante los ultimos decenios, ésta actividad ha
aumentado por diversas razones, entre estas la baja situacién socioeconémica y
especialmente las condiciones sanitarias de la poblacion afectada situacion que
requiere la atencion prioritaria de las autoridades responsables.(OMS/OPS, 1991 a,
b).

La congelacion de los alimentos, no necesariamente implica la muerte y ausencia
de V. cholerae; este organismo puede sobrevivir largos periodos de tiempo a bajas
temperaturas en presencia de materia organica. Los crustaceos y moluscos tienen
mas probabilidad de portar vibriones, lo que plantea un alto riesgo cuando se
consumen crudos o mal cocinados (Pesigan et al., 1967, Hoover, 1985, Feachem et
al., 1983, OPS, 1991).

Se ha reportado en algunos estudios realizados por la OMS/OPS (1991 a), una
supervivencia de V. cholerae en alimentos refrigerados (Pescados y mariscos) a



temperaturas de entre 5 y 10°C por periodos de 7 a 14 dias, aun cuando los
alimentos ya no servian para consumo humano.

La viabilidad de los vibriones fuera del huésped humano, tiene una gran
importancia epidemiologica; el colera es una enfermedad tipicamente
hidrotransmisible y que ademas utiliza la ruta fecal-oral mediante la cual una
persona puede infectar a otra (Pesigan et al., 1967. Barua et al., 1971; Hoover,
1985).

La supervivencia de los vibriones en el medio ambiente depende de varios factores:
temperatura 37°C oOptima, pH de 6-8, presion osmética de 250mOsm-700mOsm,
grado de humedad, concentracion de sales e hidratos de carbono. presencia de
materia organica y de otras bacterias (Miyaki er al., 1967; Barua et al., 1971).

Estudios realizados por Broek ef al., (1984) en filetes de pescado fresco obtenido
en los mercados de Holanda, demostraron que éstos pueden contaminarse por la
manipulacion de personas infectadas y el mal almacenamiento.

Con respecto a los alimentos contaminados en el lugar de origen debemos
considerar seriamente que continuaran en ese estado probablemente, hasta el
momento de su consumo. Los pescados y mariscos procedentes de aguas
contaminadas no deberan utilizarse para consumo humano cuando estalle o
aparezca un brote de célera (Barua et al, 1971). Hay reportes en los cuales los
pescados y mariscos han sido causantes de brotes de colera (OPS, 1991).

2.2 Importancia del drea de estudio

Los estudios en Valle de Bravo son escasos, Olvera et al. en 1992 citan los
realizado por la SARH en 1973, en su boletin hidrologico No. 49, en donde se
presenta la morfologia e hidrologia de la presa, el trabajo de Lopez en 1971,
describiendo el basamento calcareo de la cuenca donde se construyo la presa,
actualmente cubierta por materiales volcanicos; el trabajo realizado por Bueno y
Marquez en 1975, sobre insectos acuaticos, el estudio realizado por la Comision de
Aguas del Valle de México SARH en 1979, sobre el sistema Cutzamala; un trabajo
de Olvera en 1992, sobre limnologia, monitoreo de V. cholerae y manejo de la
cuenca de Valle de Bravo y tres tesis sobre plancton de la presa, (Franco, 1981;



Elias, 1982 y Chavez, 1986) y la tesis de maestria de Olvera en 1990, sobre la
eutroficacion del embalse.

Ademas de abastecimiento, la presa Valle de Bravo es un centro turistico
importante, siendo vital para la economia de las poblaciones de Valle de Bravo y
Avandaro, asentadas junto al embalse, desde 1973 se han realizado siembras de
diversas especies de importancia comercial (Trucha, Tilapia, Charal y Lobina) para
fomentar la pesca deportiva y comercial (Franco, 1981).

De acuerdo con Deguchi et al., (1980), la ictiofauna introducida a la presa Valle de
Bravo esta compuesta por trucha arcoiris, charal, carpa comun, carpa Israel,
Kingyo, mojarra agalla azul, mojarra verde y mojarra africana.

Los rios, canales y embalses, plantean dificiles problemas de inspeccion y
saneamiento, por el hecho de que las poblaciones riberenas utilizan el agua para
todas sus necesidades (banarse y beber) asi como extraer de ésta el pescado que
incluyen en su dieta (Barua et al., 1971).

Esto significa que ademas de la amenaza que representan para la salud los
abastecimientos de agua potable y cultivos alimenticios irrigados, existe la amenaza
por pescado y mariscos, que generalmente se comen crudos o no se cocinan lo
suficiente (OPS. 1991).

Considerando Valle de Bravo como uno de los centros turisticos mas importantes
en el Estado de México, es necesarios realizar estudios de la ictiofauna presente, ya
que ésta es el punto de partida para el desarrollo de futuras investigaciones, base
para el conocimiento de su biologia, fomento pesquero, piscicultura y pesca
deportiva base para el adecuado mantenimiento de las poblaciones de peces y por
ende el de la poblacion que se alimenta de ellas.

2.2.1. Ubicacion geografica del area de estudio

La presa Valle de Bravo (Figura 1) se localiza en el municipio del mismo nombre
en el estado de México, a 19°21°30” latitud norte y 100°11°00™ longitud oeste a
1830 msnm; captando el agua de una cuenca de 546.9 Km’. La cuenca presenta un
clima (A) C(W1) (W) o sea, templado subhimedo y semicélido con temperatura
media anual mayor de 18°C y la del mes mas frio menor a 18°C, con un cociente
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P/T entre 43.2 y 553 y una precipitacion invernal menor del 5% anual.
Fisiograticamente se constituye de lomerios con mesetas, el suelo dominante es
acrisol ortico y andosol hiimico de textura media con lecho rocoso entre 10 y 50
cm. de profundidad. La vegetacion consiste de bosque de pino-encino, vegetacion
secundaria y agricultura de temporal (SPP., 1981).



Figura 1: Mapa del embalse de Valle de Bravo, Estado de México.
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3 OBJETIVOS:

3.1. Objetivo general

Aislar e identificar Vibrio cholerae en peces de agua dulce, del embalse de Valle de
Bravo, Estado de México.

3.2. Objetivos particulares

Evaluar el sistema miniaturizado API-20E, con respecto a las pruebas bioquimicas
tradicionales para la identificacion de V. cholerae en pescado.

Evaluar la frecuencia de V. cholerae en diferentes especies comestibles de pescado
de Valle de Bravo, Estado de México.

Evaluar la frecuencia de V. cholerae en diferentes partes de pescado (musculos,
branquias, intestinos e higados)



4 MATERIAL Y METODO

4.1. Colecta y transporte de muestras

De junio a diciembre de 1992 se realizaron 8 muestreos en ¢l embalse de Valle de
Bravo, estado de Meéxico, durante éstos se obtuvieron directamente con los
pescadores riberefios de la zona pescados para consumo, segun la época de veda
establecida por la secretaria de pesca para el lugar y en los lugares que los
pescadores utilizan normalmente para pescar (Ver figura 1)., obteniéndose en total
48 muestras que contenian en promedio cinco pescados de la misma especie cada
una, contenidos en bolsas de plastico con medio de transporte Cary-blair,
correspondiendo 8 a tilapia (Oreochromis sp), 14 para lobina (Micropterus
salmonides), 10 de mojarrita (Lepomis macrochirus), 6 de charal (Chirostoma
bartoni) y 10 de carpa (Cyprinus carpio), de estas muestras se aislaron 1800 cepas
de las que se descartaron como negativas para V. cholerae 1473 quedando solo 327
cepas presuntivas positivas para V. cholerae que se analizaron con dos métodos: el
de identificacion tradicional con bioquimicas y con el sistema miniaturizado API-
20E, en forma paralela.

Las muestras, se transportaron en bolsas de plastico estériles conteniendo
aproximadamente 300 mL de medio de transporte Cary-blair con pH de 8.2, se
depositaron en hieleras para evitar la descomposicion del pescado y proliferacion
de otras bacterias (Gram, et al 1986 ), las bolsas se etiquetaron con los datos de la
localidad, fecha de colecta, niimero de la muestra y nombre vulgar del pescado y se
trasladaron al laboratorio del Centro de Investigacion y Estudio de Control de
Calidad del Agua-Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua (CIECCA-IMTA) en
la ciudad de México para su procesamiento (Sanchez, 1991).

4.2. Identificacion de las especies de pescado obtenidas
En el laboratorio, con ayuda de claves para la identificacion de peces mexicanos de

Alvarez, (1970) se observaron las caracteristicas morfologicas de cada uno de los
pescados para identificarlos hasta género y especie.



4.3. Aislamiento de V. cholerae en pescado por la técnica de doble
enriquecimiento.

4.3.1 Concentracion de la muestra

En el laboratorio, a la muestra se le quitaron las escamas con unas pinza estériles y
la piel con tijeras, posteriormente las aletas y cola utilizando tijeras estériles. La
branquias y visceras se eliminaron manualmente y para quitar el musculo se utilizé
una navaja de diseccion estéril. Todo lo anterior se realizé utilizando guantes
estériles, cubrebocas y charola de diseccion o papel aluminio estéril.(Giono et al,
1991, Sandoval, 1991) (Ver figura 2, secc. 1).

Se prepararon macerados de las siguientes partes del pescado: Branquia, musculo,
intestino y higado-rifién, (en resultados sélo se manejara como higado por
conveniencia).

Se obtuvieron 50 g tomando proporciones de varios pescados de la misma especie,
se licuo en una licuadora osterizer en alta velocidad durante cinco minutos
aproximadamente, esto en condiciones estériles y conteniendo 150 mL de agua
peptonada alcalina estéril pH 9.2 (Giono et al., 1991, Sandoval, 1991,).

En el caso de branquia, higado-rifion, se peso la muestra obtenida en proporcion de
varios pescados de la misma especie y se adiciond un gramo de muestra por cada
10 mL de APA y se procedié a macerar en las mismas condiciones (Giono er al.,
1991).

4.3.2. Primer enriquecimiento en Agua Peptonada Alcalina (APA)

El macerado se filtré con gasa estéril para evitar exceso de materia organica, el
liquido filtrado se coloco en un frasco estéril llevandolo a un volumen total de 500
mL de APA concentracion doble y pH 9.2 (se realizaron muestras piloto para
observar la acidificacion del medio con la muestra, y se determiné que el pH de 9.2
era el adecuado para mantener el medio alcalino durante la incubacion). en el caso
de branquia, higado-rifion, se peso la muestra obtenida y se adiciond un gramo de
muestra por cada 10 mL de APA, se incubd a 37°C durante 8 horas. Se realizo en



forma paralela [a inoculacion con Y. cholerae O1, 12-CDC como cepa control,
(Giono et al., 1991; Sandoval, 1991).

4.3.3. Segundo enriquecimiento en APA

Se realizo el segundo entiquecimiento en APA. de la siguiente forma: de los
primeros frascos de APA con macerado ya incubados, se tomaron 2 mL de muestra
de la parte superficial con una pipeta pasteur estéril y se colocaron en 10 mL de
APA concentracion simple con un pH de 9.2 en matraz erlenmayer de 250 mL con
tapa de papel aluminio, se etiquetaron con los datos correspondientes y se
incubaron a 37°C durante 8 horas. (Sandoval, 1991; Sanchez, 1991).

4.3.4. Aislamiento, en agar Tiosulfato Citrato sales Biliares Sacarosa (TCBS)

Después de incubar tanto en el primero como en el segundo enriquecimiento se
formé en la superficie una biopelicula (generalmente en esta se encuentran los
vibrios) ésta se tomd con un isopo estéril y se descargd en la caja con medio
selectivo TCBS, sembrando por estria cruzada, el asa se flameo en cada estriado
con el objeto de obtener colonias aisladas, este procedimiento se realizé por
duplicado. (West et al,, 1982; Giono et al., 1991; Sandoval, 1991) (Ver figura 2,
seccion 2).

Las placas inoculadas se invirtieron, se marcaron con los datos que corresponden a
la muestra y la fecha de sembrado, incubandolas a 37°C durante 18 horas, cuando
el crecimiento era insuficiente el periodo de incubacion se continué hasta completar
las 24 horas (West et al., 1982; Giono et al., 1991; Sandoval, 1991).

4.3.5. Aislamiento en agar Kligler

Las colonias tipicas en el medio TCBS para V. cholerae, deben ser: Amarillas
planas, ligeramente convexas, pegajosas con centro opaco y periferia translicida,
con un tamafio promedio de 2-3 mm (West ef al., 1984, Giono et al, 1991,
Sanchez, 1991, Sandoval, 1991) (Ver figura 2, seccion 2).
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De cada caja de medio selectivo TCBS se aislaron en promedio cinco colonias
tipicas para V. cholerae sacarosa positiva y negativa y se transfirieron a tubos de
ensaye previamente preparados con medio Kligler inclinado, inoculando por estria
y picadura, se incubaron a 37°C durante 24 horas. (Se tomaron también algunas
colonias verdes sacarosa negativa, como sugerencia personal de la Dra. Sanchez,
durante el proceso ya que existen algunas cepas que se consideran lentas para
fermentar este azucar, por lo tanto producen colonias verdes) (Giono ef al.,1991,
Sanchez, 1991, Sandoval, 1991).

Después de la incubacion se seleccionaron los tubos de agar Kligler, con reaccion
alcalina/acida (K/A), los cuales son considerados como posibles positivos para V.
cholerae (se realizé un analisis previo de los tubos A/A A/K, observandose que
éstos pertenecian a otras bacterias) (Sanchez, 1991).

4.4. Identificacion de V. cholerae

La identificacion se realizo sélo con las cepas que dieron reaccién presuntiva
positiva para V. cholerae en Kligler (K/A). La identificacion de V. cholerae se
realizo utilizando dos métodos, el tradicional con bioquimicas que incluyeron: agar
de hierro y triple aztcar (TSI), agar de hierro y lisina (LIA), medio para movilidad,
indol y ornitina (MIO), caldo arginina o base Méeller y caldo triptéfano, utilizados
en el CIECCA-IMTA y el otro método fue con el sistema miniaturizado Analytical
Profile Index para 20 pruebas para enterobacterias (API-20E), para posteriormente
aplicar las pruebas de oxidasa, y bioquimicas confirmativas, la prueba de string
solo se aplico a la identificacién tradicional con bioquimicas.

4.4.1. Identificacion tradicional de V. cholerae con pruebas bioquimicas.
De cada tubo con agar kligler seleccionado como positivo para V. cholerae K/A se
tomo una cantidad suficiente de crecimiento bacteriano para inocular los cinco

tubos que conforman la serie bioquimica iniciando con los caldos, siguiendo con el
medio semisolido y finalmente con los medios solidos (Figura 2 secc. 3 y figura 3).
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a) Caldo arginina o base Maeller

Es un medio basico al cual se le afadieron los aminoacidos, con el fin de
determinar cuales son las bacterias que pueden descarboxilarlos (Giono et al.
1991, Sandoval, 991).

El inoculo se sembro por asada y se incubo de 1 a 4 dias a 37°C, para poder darlo
como prueba negativa.

En este medio se determind la descarboxilacion de la arginina en anaerobiosis,
este caldo se sello con aceite mineral estéril (0.5 mL) para evitar el contacto con
el aire (Giono et al., 1991, Sandoval, 1991).

b) Caldo de Triptofano

Se utilizo para observar la produccion de indol. Se sembré por asada y se
incubé a 37°C durante 24 horas, para la lectura se agregaron 5 gotas del
reactivo de Erlich (Giono et al., 1991, Sandoval, 1991).

¢) Medio para Movilidad, Indol y Ornitina (MIO)

Es un medio semisolido que se sembré por picadura, se incub6 a 37°C durante
24 horas, sirve para leer movilidad y descarboxilacion de la ornitina (Giono et
al., 1991, Sandoval, 1991).

d) Agar de Hierro y Triple Azicar (TSI)

Es un medio que se prepara inclinado, se sembrd por picadura y estria y se
incubo a 37°C. Este medio sirve para determinar la fermentacion de la
glucosa, sacarosa y lactosa, ademas de la produccion de gas a partir de glucosa
y la produccién de dcido sulthidrico que precipita como sulfuro férrico al
reaccionar con el hierro adquiriendo un color negro en el fondo del tubo o a lo
largo de la picadura (Sandoval, 1991).

La fermentacion de la glucosa se lleva a cabo en anaerobiosis, por lo que la
prueba se debe leer en el fondo del tubo (Giono et al., 1991, Sandoval, 1991).



e) Agar de Hiero vy Lisina (LIA)

Es un medio que se prepara inclinado, se inoculd por doble picadura y estria
en la superficie. Se inoculé a 37°C durante 24 horas. En este medio se
determino la descarboxilacion de la lisina, que se lleva a cabo en anaerobiosis
y la desaminacion de la lisina que se lleva a cabo en aerobiosis (Giono et al.,

1991, Sandoval, 1991).

En las primeras horas de incubacién el medio adquiere coloracion amarilla, mas
después del periodo total previsto para la incubacion éste adquiere el color violeta

inicial. (Giono et al., 1991).
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4.4.2. Identificacion de V. cholerae con el sistema miniaturizado API-20E

Este sistema de pruebas miniaturizado, es originalmente desarrollado para la
identificacion de bacterias entéricas Gram-negativas de laboratorios clinicos, no
obstante la utilizacion de éste sistema se ha ido incrementando desde la pasada
década, para la identificacion de organismos patogenos de peces de agua dulce y
marina (Holmes et al., 1978; Kaper et al., 1979; Veys et al., 1989; Grisez et al.,
1991; Schindler y Metz, 1991) (figura 4).

El sistema miniaturizado API-20E, se compone de tiras reactivas que permiten la
identificacion de las bacterias aisladas mediante 20 pruebas bioquimicas, mas 6
pruebas complementarias.

Cada prueba bioquimica en el sistema API-20E ya sea negativa o positiva,
proporciona un numero para formar un codigo de 7 digitos que se consulta en el
catalogo del mismo sistema, esto nos permite la identificacion de la bacteria aislada
hasta género y especie.

4.4.3. Procedimiento de 18 a 24 horas con el sistema de API-20E

De cada tubo con agar kligler seleccionado como positivo para V. cholerae K/A se
tomo una cantidad suficiente de crecimiento bacteriano para inocular en agar
nutritivo para obtener un cultivo puro y fresco de 24 horas (Manual API-20E,
1986) (Figura 2, seccion 3 y figura 4).

a) Preparacion de la suspension bacteriana

En un tubo de ensaye se adicionaron 5 mL de solucion salina 0.85% con pH 7.0
y se esterilizo en autoclave durante 15 minutos a 15 libras de presion.

Con un asa flameada para inoculacion, se tomé un nimero suficiente de colonias
y se emulsifico en la solucion salina previamente esterilizada. La suspension se
compard con el estandar nefelométrico de McFarland (BaSO,), hasta que la
suspension fue equivalente al tubo numero 1 de la escala.



b) Preparacion de las tiras reactivas.

Se coloco la bandeja de inoculacion y se anoto en la pestafia de ésta el numero de
la muestra, la clave y la fecha de inoculacion.

Se virtieron 5 mL de agua destilada en la camara de la bandeja de incubacion
para proporcionar una atmosfera humeda durante la incubacion.

¢) Inoculacion de las tiras reactivas

El API-20E, contiene 20 microtubos cada uno de los cuales consiste de un
microtubo y una capsula.

Del tubo que contenia la suspension bacteriana se tomaron 5 mL con una pipeta
Patsteur estéril y se procedio al llenado de cada uno de los microtubos,
colocando la punta de la pipeta en la pared de la ctpula teniendo cuidado de que
no se formaran burbujas.

Las secciones que corresponde al ADH, LDC, ODC, H,S y URE, se llenaron
ligeramente por debajo de la marca del microtubo.

Los microtubos correspondientes a CIT, VP y GEL se llenaron tanto la seccién
del microtubo como la capsula.

Después de la inoculacion se sellaron con aceite mineral la cipula de los
microtubos correspondientes a: ADH, LDC, ODC, H,S y URE.

d) Incubacion de las tiras reactivas
Después de la inoculacion se coloco la tapa de plastico sobre la bandeja

conteniendo la tira reactiva previamente inoculada y se incub6 a 38°C durante 18
a 24 horas.
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Figura 4: IDENTIFICACION DE Vibrio cholerac CON API-20E
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e) Lectura de las tiras reactivas de API-20E

Después de la incubacion se procedio a la lectura de las tiras reactivas, tomando
como patron de referencia la reaccion de los azucares, principalmente la glucosa,
se le adicionaron los reactivos segun lo indica la guia para obtener el cddigo de
siete digitos y consultarlos en el index para determinar el género y especie de la
bacteria en cuestion.

4.5. Prueba de Oxidasa

Esta prueba se efectiio en un cultivo de crecimiento fresco, procedente de Kligler
para identificacion tradicional con bioquimicas y de agar nutritivo para API-20E
(las colonias se deben investigar de un medio no selectivo) (Sanchez, 1991,
Sandoval, 1991).

Sobre un pedazo de papel filtro, colocado en una caja petri se afiadieron de 1 a 2
gotas de reactivo de oxidasa, en seguida se extendid el cultivo sobre el papel
himedo con la ayuda de un aplicador de madera estéril y se esperd 30 segundos
para observar el vire del indicador que debe ser a morado o violeta en el caso de V.
cholerae (Sanchez, 1991, Sandoval, 1991).

4.6. Prueba de String o Hilo mucoso

Se coloco una gota del reactivo de desoxicolato de sodio al 0.5% sobre un
portaobjetos y con un asa de siembra se tomo6 una colonia aislada a partir de un
medio de cultivo fresco de Kligler del tubo presuntivo positivo para V. cholerae y
se resuspendio en el reactivo, la cual después de 30 segundos se torna viscosa y al
momento de levantar el asa de siembra se form6 un hilo con la suspencion
(Sanchez, 1991, Sandoval, 1991).

Los cultivos negativos se desecharon como no validos, los cultivos positivos se
separaron para realizar las pruebas, serolégicas confirmativas.
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4.7. Pruebas bioquimicas confirmativas.

A las cepas con lectura de las reacciones bioquimicas efectuadas en agar LIA, TSI,
MIO Caldo Arginina y Caldo triptofano, que dieron reaccion positiva para V.
cholerae se les realizaron las pruebas bioquimicas confirmativas asi también a los
API que presentaron los codigos positivos para V. cholerae (Giono et al.. 1991,
Sanchez, 1991, Sandoval, 1991).

4.7.1. Serologia

En un portaobjetos limpio se colocaron en un extremo dos gotas separadas de
solucion salina al 0.6% (para inactivar a las bacterias), utilizando un asa de siembra
recta se tomo parte del cultivo desarrollado en agar TSI (K/A), recientemente
incubado de la muestra problema y en cada una de las gotas contenidas en el
portaobjetos se coloco una asada del mismo, emulsificando el inoculo, se realizo la
mezcla efectuando movimientos circulares durante 30 segundos y verificando que
la suspension fuera uniforme. (Sanchez, 1991, Sandoval, 1991).

A una de las gotas se le adicion6 una gota de suero polivalente anti-V. cholerae Ol
y a la otra una gota de solucion fisioldgica al 0.85%, se efectud el homogenizado de
ambas gotas por separado durante 30 segundos.

Se realizo la lectura comprobando si ocurria o no aglutinacion, si la bacteria en
prueba era V. cholerae Ol ocurria una reaccién antigeno anticuerpo que se
visualizaba por la aglutinacién del cultivo al cual se le agregd el antisuero y
ausencia de aglutinacion en donde se agrego6 la solucion salina al 0.85%. Si el
cultivo en prueba provenia de cepas rugosas, se presentaba aglutinacion en ambas
gotas (Sanchez, 1991, Sandoval, 1991).



4.8. Toma de muestras para el analisis de bacterias asociadas a pescados de
Valle de Bravo, Estado de México.

Para conocer las diferentes bacterias asociadas a los pescados de Valle de Bravo se
realizaron aislamientos de los diferentes crecimientos bacterianos que se
presentaron en las cajas de TCBS y Kligler A/K y A/A analizandose con el sistema
miniaturizado API-20E.

4.9. Analisis Estadistico

Para establecer la relacion entre pruebas bioquimicas tradicionales y el sistema
miniaturizado API-20E se calculo el coeficiente de correlacion para variables en
escala nominal dicotomica. Para determinar si la presencia de V. cholerae estaba
relacionada con la especie de pescados y los organos (musculos, branquias,
intestinos e higados) se aplicaron pruebas de Ji-cuadrada (X°) (Zar, 1974), para
realizar los calculos estadisticos se utilizo el paquete de computo microstat version
1, 1984.
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5. RESULTADOS
5.1. ldentificacion de pescados obtenidos en el embalse de Valle de Bravo
estado de México.

Tabla 1: Especies de pescado obtenidas en el Embalse de
Valle de Bravo

Nombre vulgar Nombre cientifico
Tilapia, mojarra negra Oreocromis sp
Lobina Micropterus salmonides
Mojarrita, mojarra verde Lepomis macrochisu
Charal Chirostoma bartoni
Carpa Cyprinus carpio

Identificacion realizada siguiendo las claves para peces mexicanos (Alvarez, 1970).

5.2. Aislamiento e identificacion de V. cholerae en pescados de Valle de Bravo,
estado de México.

Se obtuvieron en total 48 muestras integradas cada una en promedio por cinco
pescados de la misma especie, correspondiendo 8 a tilapia (Oreochromis sp), 14
para lobina (Micropterus salmonides), 10 de mojarrita (Lepomis macrochirus), 6 de
charal (Chirostoma bartoni) y 10 de carpa (Cyprinus carpio), de estas muestras se
obtuvieron en promedio 1800 cepas hasta el paso de aislamiento con agar kligler y
se descartaron como negativas para V. cholerae (A/K, K/K) 1373 cepas quedando
solo 327 cepas como presuntivas para V. cholerae a partir de agar kligler éstas
cepas se analizaron por dos métodos, bioquimicas y API-20E, en forma paralela y
con los que se detecté la presencia de V. cholerae no Ol infectando musculo,
branquia, intestino e higado, esto nos indica que el 100% de los pescados
analizados se encontraron contaminados por V. cholerae o por otras bacterias de
importancia médica para el hombre.

Para el analisis estadistico y comparacion entre los dos métodos utilizados solo se

consideraron las 327 cepas que se tomaron como presuntivas para V. cholerae,
después de realizar la seleccion con agar kligler.
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5.3. Evaluacion del sistema miniaturizado API-20E contra identificacion
tradicional con bioquimicas en pescado.

Se realizo la comparacion de bioquimicas contra el sistema miniaturizado API-20E
para determinar la presencia de V. cholerae y establecer las diferencias existentes
entre éstos dos métodos para la determinacion de ésta bacteria Se analizaron 327
cepas que se identificaron por dos métodos: identificacion tradicional con pruebas
bioquimicas y API-20E paralelamente, obteniéndose los siguientes resultados: 135
42.28%) de las cepas analizadas resultaron positivas para V. cholerae no Ol por el
sistema API-20E e identificacion tradicional y 126 (38.53%) dieron reaccién negativa
en ambas pruebas y sdlo 66 (20%) tuvieron diferencia en los resultados obtenidos.
Para estos datos se trabajo con un coeficiente de correlacion dicotomico,
obteniéndose una correlacion de 0.60 (-0.60) con una probabilidad de 3.67X107
(P=367X107) y una Ji-cuadrada de 25.86 (x*-2586) lo cual nos indica que hay
correlacion entre ambas pruebas (Tabla 2, figura 4).

Tabla 2: Relacion de presencia de V. cholerae determinado por identificacion
tradicional con bioquimicas y API-20E, en pescados de Valle de Bravo, Edo. de
Meéxico.

Ambas Pruebas Ambas Pruebas Diferencias en
Positivas Negativas Amabas Pruebas

TRAD(+) API(+) TRAD(-) API(-)  TRAD(+)API(-) Total

135 126 66 327
42.28% 38.53% 20.18% 100%

x'=25.86; P=3.67X10"; r=0.06
TRAD= IDENTIFICACION TRADICIONAL CON BIOQUIMICAS
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Figura 5: Comparacion de la presencia de V. cholerae
determinado con método tradicional y API-20E
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5.4. Frecuencia de V. cholerae en diferentes especies de pescado comestible del
embalse de Valle de Bravo, estado de México.

Tomando las cinco especies de pescado obtenidas del embalse se analizo la
presencia de V. cholerae para determinar en cual de ellos era mas frecuente aislar
Vibrios. De tilapia (Oreochromis sp) se analizaron en total 57 (17.42%) cepas
obtenidas de muestras compuestas, de éstas 40 (12.23%) fueron positivas para V.
cholerae no Ol y 17 (5.19%) cepas fueron negativas para Vibrio; para lobina
(Micropterus salmonide) se procesaron en total 72 (22.01%) cepas, 46 (14.06%)
resultaron positivas para V. cholerae no Ol y 26 (795%) fueron negativas; para
mojarrita (Lepomis macrochirus) de un total de 81 (24.77%) cepas analizadas, 48
(14.67%) fueron positivas para V. cholerae no Ol, mientras que solo 33 (10.09%) dieron
reaccion negativa, para charal (Chirostoma bartoni) de un total de 56 (17.12%) cepas
analizadas 43 (13.14%) fueron positivas para V. cholerae no Ol, mientras que 21
(6.429%) resultaron negativas y para Carpa (Cyprinus carpio) se revisaron un total de
61 (18.65%) cepas, de las cuales 40 (12.23%) dieron reaccion positiva para V. cholerae
no Ol, y 21 (6.42%) resultaron negativas.



Para determinar si Vibrio muestra preferencia para infectar alguna especie de
pescado en particular, se aplico a los resultados obtenidos una prueba de Ji
cuadrada y la probabilidad, para analizar que relacion guardan entre si, de lo
anterior se obtuvieron los siguientes resultados: Ji-cuadrada de 5.14 (x*<5.14) con
una probabilidad de 0.27 (p=0.27), éstos resultados nos indican que no existe relacion
estadisticamente significativa entre V. cholerae no Ol y las especies de peces del
embalse. Vibrio no presenta especificidad hacia alguna de las especies extraidas del
embalse

Tabla 3. Frecuencia de V. cholerae en muestras de pescado de Valle de Bravo,
Edo. de México (Musculo, branquia, intestino, higado)

Tilapia Lobina Mojarrita Charal Carpa
Oreochromis  Micropterus  Lepomis Chirostoma  Cyprinus Total
sp salmonides macrochirus  bartoni carpio
Presencia |40 46 48 43 40 217
(+) 12.23% 14.06% 14.67% 13.14% 12.23% 66.36%
Ausencia | 17 26 33 13 & 21 110
(-) 5.19%  7.95% 10.09%  397% 6.42%  33.64%
Total 57 72 g1 56 61 327
17.42 22.01 24.77 17.12 18.65 100%

X*=5.14; P=0.27



Figura 6: Frecuencia de V. cholerue en pescados de Valle de Bravo,
Estado de México
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5.5. Frecuencia de V. cholerae en diferentes 6rganos de pescados

Cada una de las especies obtenidas del embalse se examinaron por separado para
determinar con precision en que region del pescado se localizaba Vibrio, se
revisaron musculos, branquias, intestinos e higados de cada una de las cinco
especies obtenidas en el embalse, preparando en todos los casos muestras
compuestas de varios pescados de la misma especie.

5.5.1 Presencia de V. cholerae en tilapia

Para tilapia (Oreochromis sp) se aislaron en total 57 (100%) cepas; correspondiendo
a musculo 12 21%). de los cuales 11 (19.3%) fueron positivos para V. cholerae no Ol
y solo 1 (1.7%) resultd negativa; para branquia se analizaron un total de 17 (29.8%)
cepas, de éstas 10 (17.5%) fueron positivas para V. cholerae no Ol y 7 (12.2%) dieron
reaccion negativa; de intestino, se analizaron 12 (21%) cepas, de las que 9 (15.7%)
dieron resultados positivos para V. cholerae no Ol, mientras que sdélo 3 (52%)
fueron negativas y para higado se analizaron 16 (28%) cepas en total y de éstas 10
7.5%) presentaron reaccion positiva para V. cholerae no O1, mientras que 6 (28.6%)

fueron negativas.

Lad
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Del analisis estadistico se obtuvo una Ji-cuadrada de 4.28 (x* =428) y una
probabilidad de 0.23 (p=0.23). éstos resultados nos indican que no existe correlacion
estadisticamente significativa entre V. cholerae no Ol y el organo del pescado
infectado; esto es que Vibrio no presenta ninguna tendencia a infectar un 6rgano en
particular (Tabla 4. Figura 6).

Tabla 4: Frecuencia de V. cholerae en diferentes 6rganos de Tilapia
(Oreochromis sp)

Muisculo  Branquia  Intestino Higado Total
Presencia | 11 10 9 10 40
(+) 19.30% 17.54% 15.78% 17.54% 70.2%
Ausencia 1 ¥ 3 6 17
(-) 1.75% 12.28% 5.26% 10.52% 29.82%
Total 12 17 12 16 57
21.05% 29.82% 21.04% 28.06% 100%

X'=4.28; P=0.23

Figura 7: Frecuencia de V. cholerae en organcs de Tilapia
(Oreochronis sp)
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5.5.2. Presencia de V. cholerae en lobina

En el caso de lobina (M. salmonides) se aislaron un total de 72 cepas, de éstas
correspondieron a musculo 21 (29%). siendo 13 (18%) positivas para V. cholerae no
Ol y 8 (11°) negativas; para branquia se revisaron 13 (18%) cepas, de las que 10 (14%)
fueron positivas para V. cholerae no Ol y 3 (4%) dieron reaccion negativa para ¢sta
bacteria; de intestino se analizaron 19 (26%) cepas en total, de las cuales 13 (18%)
fueron a positivas para V. cholerae no Ol y solo 6 (8%) fueron negativas.
Finalmente para higado se analizaron 19 (26%) cepas de las que 10 (14%) son
positivas para V. cholerae no Ol y 9 (12%) resultaron negativas.

Del analisis estadistico efectuado se obtuvo una Ji-cuadrada de 2.21 (x’-221) con
una probabilidad de 0.53 (p=053). esto nos indica como en el caso anterior que V.
cholerae no Ol no presenta una correlacion estadisticamente significativa, lo
anterior lo podemos observar en la (Tabla 5, Figura. 7), ya que los datos obtenidos
son muy uniformes comparando un érgano con otro.

Tabla 5: Frecuencia de V. cholerae en diferentes 6rganos de Lobina
(Micropterus salmonides)

Musculo  Branquia Intestino  Higado Total
Presencia 13 10 13 10 46
(+) 18.05% 13.88% 18.05% 13.88% 63.88%
Ausencia 8 3 6 9 26
(-) 11.11% 4.16% 8.33% 12.5% 36.11%
Total 21 13 19 19 72
29.16% 18.04%  26.38% 26.38% 100%

X’=2.21; P=0.53
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Figura 8: Frectencia de V. cholerae en 6rganos de Lobina
(Micropterus salmonides )
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5.5.3. Presencia de V. cholerae en mojarrita

Para mojarrita (L. macrochirus) se analizaron 81 cepas correspondiendo a musculo
22 (27.1%), de las cuales 12 (14.8%) dieron reaccion positiva para V. cholerae no Ol y
10 (12.3%) fueron negativas. De las muestras de branquia se analizaron 21 (25.9%)
cepas de las que 11 (13.5%) se presentaron como positivas para V. cholerae no Ol y
10 (123% fueron negativas; para intestino se analizaron 17 (22%) cepas,
correspondiendo 12 (14.8%) a reacciones positivas para V. cholerae no Ol, mientras
que solo 5 (7.4%) dieron reaccion negativa; en el caso de higado se analizaron 21
(25.9%) cepas, de las que 13 (16%) fueron positivas para V. choleraemo Ol y 8 (9.2%)
presentaron reaccion negativa.

Del analisis estadistico se obtuvo una Ji-cuadrada de 1.60 (x*<1.60) con probabilidad
de 0.66 (p=0.66). lo que nos indica que V cholerae no Ol no presenta ninguna
tendencia a infectar un organo del pez en especifico.(Tabla 6, Figura 8).



Tabla 6: Frecuencia de V. cholerae en diferentes 6rganos de Mojarrita
(Lepomis macrochirus)

Musculo  Branquia  Intestino  Higado Total
Presencia 12 11 12 13 48
(+) 14.81% 13.58% 14.81% 16.05 59.26%
Ausencia 10 10 5 8 33
(-) 12.35% 12.35% 7.40% 9.28% 40.74%
Total 22 21 17 21 81
27.16% 25.93 2221%  25.92% 100%

X’=1.60; P=0.66

Figura 9: Presencia de V. cholerae en 6rganos de Mojarrita
(Lepomis macrochirics)
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5.5.4. Presencia de V. cholerae en charal

En charal (Ch. bartoni) se analizaron 56 cepas en total, de éstas correspondieron a
musculo 16 (28 5%). de las que 10 (17.8%) fueron positivas para V. cholerae no Ol y 6
(10.7%) resultaron negativas para Vibrio; de branquia se revisaron 14 (25%) cepas, de
las que 11 (19.6%) presentaron reaccion positiva para V. cholerae no Ol, mientras
que 3 (53%) fueron negativas, para intestino se analizaron en total 11 (19.6%) cepas,
de éstas 10 (17.8%) fueron positivas para V. cholerae no Ol, y solo 1 (1.7%) dio
reaccion negativa; finalmente para higado se analizaron en total 15 cepas
equivalentes al (17.7%), de éstas 12 (12.4%) fueron positivas para V. cholerae no Ol y
Gnicamente 3 (5.3%) fueron negativas.

Del analisis estadistico realizado se obtuvo una Ji-cuadrada de 3.18 (x*-3.18) con
probabilidad de 0.37 (p=037), estos resultados como en el caso anterior nos indican
que no existe una tendencia de V. cholerae no O1 a infectar un 6rgano de pescado
en particular, no existe una correlacion (Tabla 7, Figura 9).

Tabla 7: Frecuencia de V. cholerae en diferentes 6rganos de Charal
(Chirostoma bartoni)

Musculo  Branguia  Intestino Higado Total
Presencia 10 11 10 12 43
(+) 17.86% 19.64% 17.86% 12.43% 76.79%
Ausencia 6 3 1 3 13
(-) 10.71% 5.36% 1.78% 5.36% 23.21%
Total 16 14 11 15 56
28.57% 25% 19.64% 17.79% 100%

X’=3.18; P=0.37



Figura 10: presencia de V. cholerae en 6rganos de Charal
(Chirostormn Bartoni)
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5.5.5. Presencia de V. cholerae en carpa

Para carpa (C. carpio) se aislaron en total 60 cepas, correspondiendo a musculo 19
(31.6%), de estas 11 (18.3%) fueron positivas para V. cholerae no Ol y 8 (13.3%) dieron
reaccion negativa, de branquia se analizaron 14 (23.3%) cepas de las cuales 10 (16.6%)
correspondieron a positivas para V. cholerae no Ol y 4 (6.6%) fueron negativas para
intestino se analizaron 12 (18.3%) cepas siendo 9 (15%) positivas para V. cholerae no
Ol y 2 (3.33%) negativas para Vibrio finalmente para higado se analizaron 16 (26.6%)
cepas, 10 (16.6%) fueron a positivas para V. cholerae no Ol y 6 (10%) resultaron

negativas para ésta bacteria.

Del analisis estadistico se obtuvo una Ji-cuadrada de 2.06 (x*<2.06) con probabilidad
de 0.56 (p=0.56). estos resultados nos confirman que V. cholerae no Ol no presenta
ninguna tendencia a infectar un oérgano en particular de C. carpio, esto es que no
existe correlacion entre Vibrio y los 6rganos del pez (Tabla 8, Figura 10).



Tabla 8: Frecuencia de V. cholerae en diferentes organos de Carpa (Cypripus

carpio)
Musculo  Branquia  Intestino Higado Total
Presencia 11 10 9 10 40
(+) 18.33% 16.66% 15% 16.66% 66.66%
Ausencia 8 4 2 6 20
(-) 13.33% 6.66% 3.33% 10% 33.33%
Total 19 14 12 16 60
31.66% 23.33% 18.33% 26.66% 100%

X!=2.06; P=0.56

Figura 11: Presencia de V. cholerae en 6rganos de Carpa
(Gprinus carpio)
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5.6. Aislamiento e identificacion de bacterias asociadas a pescados de Valle de
Bravo, Estado de México.

Con el fin de determinar las bacterias asociadas a los pescados ademas de V.
cholerae, se realizaron aislamientos de los diferentes crecimientos bacterianos a
partir de los tubos de agar Kligler, y cajas de agar TCBS, la identificacién se
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realizo utilizando el sistema API-20E obteniendo los resultados expresados en la
siguiente tabla:

Tabla 9: Bacterias identificadas en pescados de Valle de Bravo, Estado de

México.
Bacteria identificada Patogenicidad en Patogenicidad en humanos**
peces
Vibriosis o Infecciones de oidos, heridas, tejidos
Vibrio alginolyticus septicemia blandos y otros sitios extraintestinales,
hemorragica todos raros.
Vibriosis o Infecciones de oidos. heridas, tejidos
Vibrio damsela septicemia blandos y otros sitios extraintestinales,
hemorragica todos raros.
Vibriosis o Infecciones de oidos, heridas, tejidos
Vibrio fluvialis septicemia blandos y otros sitios extraintestinales,
hemorragica todos raros.
Vibrio parahaemolyticus No hay reporte en Gastroenteritis y posibles infecciones
peces extraintestinales.
Infecciones en heridas por contacto con
agua dulce (septicemias), se ha encontrado
en la sangre de personas que tienen
Aeromonas hydrophila  Septicemias alteraciones graves de las defensas

inmunitarias o endocartitis, se ha aislado del
excremento de personas con diarrea.

Enterobacter aglomerans

No reportada para
peces

Semejante a los factores inespecificos de la
enfermedad producida por E. coli

Proteus sp

No reportada para
peces

Produce infecciones solo cuando migra del
tracto digestivo, en personas debilitadas.

Proteus penneri

No reportada para
peces

Produce infecciones solo cuando migra del
tracto digestivo, en personas debilitadas.

Proteus vulgaris

No reportada para
peces

Patogeno nosocomial importante.

Providencia stuartti

No reportada para
peces

Infecciones en vias urinarias.

Providencia rettgeri

No reportada para
peces

Infecciones en vias urinarias.

Klebsiella ozaenae

No reportada para
peces

Ocena (Atrofia séptica fétida progresiva de
la mucosa)

Klebsiella pneumoniae

No reportada para
peces

Neumonias bacterianas

**Tomado de Jawetz, 1992
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6. DISCUSION.

Con base en los resultados obtenidos durante los 8 muestreos realizados en el
embalse de Valle de Bravo, Estado de México, podemos observar que Vibrio
cholerae no Ol se encuentra infectando al 100% de los pescados extraidos del
embalse, por lo que juega un importante papel en el ambiente acuatico, ya que en
estudios realizados en otros paises se ha logrado aislar de sedimento, plancton,
fitoplancton, invertebrados y peces, Kinkelin et al., (1985), Contreras (1988),
Tamplin et al, (1990), Islam et al, (1992) y Popovic, et al. (1993), ellos
mencionan que estando los organismos acuaticos en un medio contaminado, éstos
se encontraran infectados por las bacterias presentes en el ambiente.

Trabajos realizados por Barua et al., (1971 ), Starr er al., (1981) y la Organizacion
Mundial de la Salud (1991,b), muestran que la falta de higiene personal, en la
preparacion de alimentos, la irresponsabilidad en la disposicion de excretas y el
arrojar desechos al agua contaminandola, por ende contamina a los organismos
acudticos, convirtiéndolos en un vehiculo de transmision espacial de las epidemias
de colera y gastroenteritis, situacion que se presenta en forma aguda la presa de
Valle de Bravo ya que los poblados de Avandaro y Valle de Bravo tienen descargas
al cuerpo de agua.

Un punto que resulté de gran importancia en el aislamiento de V. cholerae fue la
utilizacién del agar kligler, paso que fue implementado por Sanchez (1991) y en el
que se logra descartar mas de mitad de las cepas negativas, aislados a partir del agar
TCBS como colonias verdes o amarillas tipicas para V. cholerae, en este trabajo en
particular se lograron descartar 1373 cepas negativas para V. cholerae, de un total
de 1800 lo que se traduce en un ahorro de tiempo y material al continuar con la
identificacion ya sea con el método tradicional de bioquimicas o con el API-20E.

En lo que respecta a la comparacion que se efectGo con los métodos de
identificacion tradicional con bioquimicas y el sistema miniaturizado API-20E se
observo que con ambas pruebas se obtuvieron resultados muy similares; el 42.28%
coincidieron dando reacciones positivas, el 38.53% dio reacciones negativas y solo
un 20.18% no coincidieron en los resultados obtenidos, esto nos indica que el
sistema miniaturizado API-20E, es un excelente alternativa para el analisis de
muestras ambientales, en este caso provenientes de pescados, comprobandose esto



con el analisis estadistico, en donde se observo que la diferencia entre ambas
técnicas no es de importancia significativa.

En trabajos previos con diferentes especies de pescados de importancia econémica
realizados por Holmes et al,, (1978), Kaper et al., (1979) y Grizes et al., (1991),
coinciden en que los resultados de los analisis obtenidos con el sistema
miniaturizado API-20E fueron rapidos y precisos, ayudando de ésta forma a
conocer la bacteria que esta afectando a los organismos y poder tomar medidas
correctivas o preventivas en un menor tiempo.

Los resultados obtenidos en este trabajo en la identificacion tradicional con pruebas
bioquimicas y el sistema miniaturizado API-20E nos indican que practicamente
todo resultado que nos de positivo con las pruebas bioquimicas se corrobora
satisfactoriamente utilizando el sistema miniaturizado API-20E. Ademas
proporciona una identificacion hasta género y especie sin tener que realizar pruebas
complementarias como sucede cuando se utilizan U(nicamente las pruebas
bioquimicas, lo que se traduce en un ahorro de tiempo y material en general, otra de
las ventajas de este sistema miniaturizado, es que no so6lo nos proporciona la
identificacion de V. cholerae sino también identifica con precision otros vibrios
como son: V. alginolyticus, V. damsela y V. fluvialis, y bacterias como Aeromonas
hydrophila, Enterobacter aglomerans, Proteus sp. P. penneri, P. vulgaris,
Providencia stuartti, P. rettgeri, Klebsiella ozaenae y K. pneumoniae.

Para conocer si Vibrio tenia afinidad hacia alguna de las especies de peces
presentes en el embalse se analizaron muestras de pescados que se colectaron en el
embalse directamente con pescadores riberefios: tilapia, lobina, mojarrita, charal y
carpa, observamos que en general todos los peces presentaban V. cholerae no Ol,
esto nos indica que Vibrio no presenta afinidad hacia alguna especie en particular.
Cabe seiialar que de los pescados que se analizaron mas muestras fueron lobina,
mojarrita y carpa con esto observamos que se guarda una relacion entre el nimero
de muestras y el de aislamientos positivos de V. cholerae, como lo podemos ver en
la figura 5 en donde aparentemente éstas especies son las mas contaminadas si no
tomamos en cuenta el numero de muestras analizadas, como ya se menciond
anteriormente y nos corrobora que estando la bacteria presente en el agua los peces
se contaminaran.

Los organismos que se colectaron no mostraban signos evidentes de enfermedad al
observarlos externamente que nos pudiera indicar que se encontraban infectados
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por Vibrio o alguna otra bacteria, esto incrementa el riesgo de contagio por
consumo de pescado crudo o con temperatura de coccion por debajo de los 60°C,
va que la gente no lo advierte al ingerir sin ningtin cuidado el pescado. Starr et al.,
(1981), Tison et al., (1982), Biosca y Amaro, (1991) mencionan que Vibrio es una
bacteria comtn de la microflora natural de los peces, crustaceos y moluscos pero
que existen algunas especies patogenas para éstos y para el hombre, como es el
caso de V. cholerae no Ol que es considerado como agente potencial de
enfermedades, como: diarreas y gastroenteritis en el hombre, ocasionadas por
algunas cepas toxigénicas las que en pruebas de laboratorio se han podido
neutralizar utilizando el antisuero para la toxina del colera. Asi también en trabajos
realizados por Hofer, (1978), Starr et al., (1981), Islam et al., (1992) y Tu, (1992)
en estudios realizados en diversos componentes de ecosistemas acudticos y en
diferentes especies de pescados de interés comercial observaron que existen cepas
de V. cholera no Ol que producen un toxina similar a la del colera epidémico pero
que tiene otro mecanismo de patogenicidad, Biosca y Amaro, (1991) menciona que
algunas cepas de V. cholerae deben su factor de virulencia a la habilidad para
utilizar el hierro de los fluidos del hospedero asi también indica que las cepas no
O1 producen un hidroxamato similar al de V. cholerae O1, por tal motivo es que se
deben realizar estudios de toxigenicidad en las cepas de V. cholerae no Ol que se
aislen del embalse de Valle de Bravo, y tomar en consideracion que V cholera no
O1 aunque no produzca el colera epidémico es causante de una gran variedad de
problemas de salud en el hombre entre los que se pueden citar: problemas en ojos,
oidos, fluidos peritoneales, tracto biliar, sangre, apendicitis y otras enfermedades
no intestinales, asi también que actia como patogeno oportunista en personas
debilitadas como lo indican en diversos estudios Hofer, (1978), Madden er al.,
(1982), Feachem et al., (1983) y Tu, (1992).

Se sabe que los pescadores y personas que viven cerca de los rios estan mas
propensas al contagio ya que la contaminacion en humanos ocurre después de estar
en contacto con el agua o haber ingerido alimentos que se encuentran en aguas
contaminadas por lo que Valle de Bravo toma un papel muy importante pues se
practican deportes acudticos, pesca deportiva y comercial, incrementando de
manera significativa los riesgos de contagio por contacto con agua contaminada o
bien por la ingesta de pescado contaminado.

Se ha mencionado por otros autores Feachem et al., (1983), Hofer, (1978), Colwell
et al., (1984), Ventura et al., (1992) e Isalm et al, (1992), que Vibrio presenta

estacionalidad, pese a estos reportes nosotros encontramos V. cholerae no Ol en
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todos los meses y con una marcada uniformidad tanto en los meses calurosos como
frios, esto puede deberse a que Valle de Bravo presenta una temperatura media
anual de 18°C a temperatura ambiente y en agua en la parte superficial del embalse
se presentan temperaturas entre 21 a 23°C mientras que en el fondo presenta
temperaturas promedio de 18°C como lo menciona Olvera er al, (1992), en un
trabajo realizado en el mismo periodo de muestreo que el presente trabajo. Tamplin
y Colwell, (1986), menciona que las variaciones naturales en los parametro
ambientales de los ecosistemas inducen a la respuesta fisiologica y metabdlica de la
poblacion bacteriana (concentracion de iones, concentracion de nutrientes, la
variacion en la composicion de nutrientes o la variacién natural asociada con la
estaciones del afo. clima y geografia), pueden reflejarse en los factores conocidos
por la virulencia y patogenicidad (produccion de toxina), por tal en ciertos climas y
durante estaciones o condiciones meteorologicas especificas, hace que aumente o
disminuya la patogenicidad; Miyaki et al., (1967), Singleton et al., (1982), Colwell
et al., (1984), Tamplin y Colwell, (1986) y la OMS (1991, a) en estudios realizados
sobre la ecologia de Vibrio menciona que a temperaturas entre los 20 a 24°C y con
una aportacion de nutrientes en el medio ésta bacteria puede sobrevivir con
temperatura adecuada de 20 a 24°C, pH de 6-8, contenido de sal y carbohidratos,
condiciones que se presentan en la presa, Olvera, et al. (1992) define a este cuerpo
de agua como mesotrofico (contaminacion media). Por otra parte Popovic ef al.,
(1993) dice que al encontrarse V. cholerae en cuerpos de agua que han sido
contaminados, estos se convierten en reservorios naturales, por lo que es de vital
importancia el continuar realizando estudios de monitoreo de V. cholerae y otras
bacterias de importancia médica en la presa de Valle de Bravo, para evitar en lo
posible brotes infecciosos de gastroenteritis o colera.

Trabajos realizados por Rahim er al., (1984), Leblanc et al., (1981) y Kinkelin et
al, (1985) mencionan que los principales organos para buscar bacterias en un
pescado son las branquias y el higado, posteriormente el intestino y finalmente
musculo o zonas superficiales de la musculatura, Chen y Hanna, (1992), menciona
que los Vibrios se adhieren fuertemente a diferentes partes del tejido de truchas,
como son la mucosa bucal, agallas, escamas, aletas, branquias e intestinos.

Con el objeto de conocer el grado de contaminacion de los peces y los lugares en
donde podia ser mas frecuente que se albergara V. cholerae, se analizaron
branquias, intestinos, higados y musculos, y lo que encontramos fue que V.

cholerae no Ol, no presenta afinidad hacia ningin organo en particular, asi
también observamos pequefias variaciones entre especies lo cual puede deberse a

45



los habitos alimenticios y al comportamiento de éstas dentro del cuerpo de agua,
como lo indicaron los analisis estadisticos no hay diferencia significativa entre los
resultados obtenidos en organos; observamos nuevamente que estando la bacteria
en el medio el pez tiende a contaminarse, con las bacterias presentes en el agua y
como ya lo mencionamos anteriormente, siendo los peces solo un reflejo de la
calidad microbiologica del agua que los rodea Kinkelin er al., (1985), Contreras
(1988).

En los trabajos realizados por Singleton et al., (1982), Colwell e al., (1984) y Huq
et al, (1990), se ha visto que V. cholerae Ol, presenta una fuerte relacion con
organismos planctonicos, en especial con los copépodos por la cubierta quitinosa, a
la que Vibrio se adhiere, Islam et al., en 1992, realiza estudios en muestras de agua,
plancton, fitoplancton y sedimento, encontrando cepas de V. cholerae no Ol
toxigénicas, esto nos sugiere especial atencion ya que los copeépodos son parte de la
dieta de la mayoria de los peces, por lo que se hace necesario el realizar técnicas
mas sensibles para la deteccion de V. cholera O1 y no Ol toxigénico.

Como ya se mencion6 el que no se haya logrado aislar cepas de V. cholerae Ol no
significa que no este presente en el embalse, pues al ser Valle de Bravo un lugar
turistico no se descarta la posibilidad de contaminacion por turistas o bien por los
desechos de los poblados de Valle de Bravo y Avandaro que se localizan junto a la
presa. trabajos realizados por Brayton et al., (1987), Colwell et al., (1984) y Hanna
et al., (1992), han mostrado que se requieren métodos de mayor precision para
poder aislar V. cholerae O1, pues éste presenta etapas en las que no es posible
aislarlo con los métodos tradicionales, esta puede ser una de las razones por la cual
no se logro aislar con los métodos utilizados en este trabajo ya que puede estar en
una etapa no cultivable en el embalse y por tal requiere de técnicas alternativas de
mayor precision como la inmunofluorescencia, anticuerpos policlonales o
monoclonales, aunque estas son costosas.

Es de especial interés el nimero de bacterias que se lograron aislar a partir de los
pescados extraidos del embalse, pues todas presentan riesgos de enfermedad en el
hombre, una que llamo la atencion en especial fue V. parahaemolyticus que puede
ocasionar infecciones extraintestinales y gastroenteritis en el hombre, y la cual fue
aislada en dos periodos de muestreo, coincidiendo con los meses de mayor calor; en
lo que respecta a peces solo Chen y Hanna, (1992), lo reporta como patogeno, éste
Vibrio se conoce como una especie de aguas salobres y marinas, pero que puede ser
aislado de agua dulce cuando al lugar han asistido personas con gastroenteritis,
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ocasionada por ingerir alimentos marinos contaminados, esto nos indica que la
contaminacion por turistas en la presa de Valle de Bravo es de importancia
considerable.

Otra bacteria que se encontr6 con frecuencia fue Aeromonas hydrophila, la que se
reporta como cosmopolita, pero principalmente como patogeno de peces. Hazen et
al., en 1978, observa que cuando la temperatura oscila entre los 20 a 72°C con un
optimo de 35°C y con rango de pH de 5.2 a 9.8 y con aporte de nutrientes A.
hydrophila puede encontrarse en forma constante en el cuerpo de agua una vez que
éste ha sido contaminado, convirtiéndose €ste en un reservorio natural, condiciones
fisico-quimicas con las cuales cumple el embalse de Valle de Bravo, Leblanc et al.,
en 1981 menciona que puede ocasionar la muerte en los peces infectados, Rahim et
al., en 1984, reportan cepas enterotoxigénicas las cuales ocasionan grandes
pérdidas economicas, situacion a la que no escapa la presa de Valle de Bravo
viéndose mermada de ésta manera la produccion de peces de éste cuerpo de agua ya
que no se cuenta con controles sanitarios para prevenir infecciones en los peces,
ademas de ocasionar septicemias leves y agudas en peces en el hombre provoca
diarreas y septicemias en heridas por contacto con agua contaminada, Jawetz et al.,
(1992).

Las especies de V. damsela y V. fluvialis, son muy estudiadas en cultivos de peces
de interés comercial por causar septicemias hemorragicas y grandes pérdidas
econdmicas en cultivos extensivos de peces Toranzo et al., (1984), Hoover, (1985),
Grizes et al., (1991). En la presa de Valle de Bravo lo que se pretendia al sembrar
peces de importancia econdmica era aumentar la pesca deportiva para los turistas
que acuden a la zona y en el renglon comercial para las poblaciones aledarias al
embalse, por lo que se deben realizar estudios al respecto con el fin de proteger las
especies que aqui habitan y poder mantener la pesca, ya que de ésta se alimentan
parte de las poblaciones al incluir el pescado dentro de la dieta y al venderlo en el
mercado de la localidad, pero lo que podemos observar es que si no se toman las
medidas necesarias para el control de infecciones en peces la pesca puede verse
seriamente afectada y por ende las personas.

Otras bacterias encontradas fueron Enterobacter agglomerans, Proteus sp. y P.
penneri, los cuales no se reportan como patégenos de peces, pero si como
indicadores de contaminacion y como patdgenos oportunistas para el hombre
Jawetz et al., (1992).
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7. CONCLUSIONES

= El 100% de los pescados analizados del embalse de Valle de Bravo, se
encontraron infectados por Vibrio cholerae no Ol en mayor o menor grado.

= Las cepas aisladas del embalse fueron V. cholerae No Ol. mientras que la
serologia resulté negativa para V. cholerae Ol en todos los casos.

= Es adecuada la utilizacion de agar kligler para el aislamiento de cepas de V.
cholerae, este paso reduce el namero de falsos positivos aislados a partir de agar
TCBS.

= Se comprob6 que el sistema miniaturizado API-20E puede utilizarse para la
identificacion de V cholerae en pescados, ademas de lograrse la identificacion de
otros vibrios hasta género y especie.

= La utilizacion del sistema miniaturizado API-20E reduce el tiempo de
identificacion a 3 dias (utilizando el método tradicional de bioquimicas se
requieren 6 dias),asi como la carga de trabajo (horas hombre), reactivos y los
materiales en general.

= La utilizacion del sistema miniaturizado API-20F, es sencilla, pero requiere de
un cierto periodo de capacitacion.

= V. cholerae no Ol no se aloja especificamente en ninguna de las especies de
pescado analizadas del embalse.

= V. cholerae no Ol no presenta especificidad para infectar un organo en
particular, puede ser aislado con seguridad de musculos, branquias, intestinos e
higados, siempre y cuando el agua en donde se encuentren esté contaminada.

= El 100% de los pescados analizados se encontraron ademas infectados por otras
bacterias de importancia en acuacultura como V. alginolyticus, V. damsela, V.
fluvialis y A. hydrophila, asi como de importancia médica para el hombre como
son V. parahaemolyticus, A. hydrophila, Proteus sp, P. penneri, P. vulgaris,
Providencia retigeri, Klebsiella ozaenae y K pneumoniae
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8. RECOMENDACIONES

= Los pescados extraidos del embalse de Valle de Bravo, deben estar bien
cocinados y evitar comerlos crudos.

= Realizar campanas de educacion y concientizacion en practicas sanitarias para
prevenir brotes epidémicos en la localidad.

= Implantar un programa de monitoreo del agua de la presa de Valle de Bravo para
la determinacion V. cholerae.

= En caso de brotes realizar monitoreos constantes de la ictiofauna presente en el
embalse asi como de la flora y fauna acompanante para la determinacion de V.
cholerae Ol y no Ol toxigénico asi como de otras bacterias patogenas de
importancia médica.

= Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo sobre las bacterias
asociadas a los pescados del embalse de Valle de Bravo, se determina que el agua
del embalse no es apta para el consumo humano, por lo que requiere evitar que los
pobladores riberefios utilicen el agua sin un tratamiento de potabilizacion.
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10. APENDICE

10.1. Medio de transporte Cary-blair

Medio semisolido para conservacion de muestras fecales. El pH alcalino y la
presencia de cloruro de sodio favorecen la supervivencia de V. cholerae que
puede permanecer viable hasta 22 dias en este medio. El tioglicolato de sodio
actua como agente reductor, manteniendo un bajo potencial de oxidacion-
reduccion, previniendo la formacion de peroxidos en el medio, que normalmente
son letales para los microorganismos.

10.2. Agua Peptonada Alcalina (APA)

Medio liquido de pH alcalino (9.3) utilizado para el enriquecimiento de V.
cholerae y que favorece el desarrollo rapido e inhibe el crecimiento de otras
bacterias.

El periodo de incubacién no debe ser prolongado (8 a 12 horas), para que no
predominen otras bacterias.

10.3. Agar Tiosulfato-Citrato-sales Biliares-Sacarosa (TCBS)

Medio selectivo diferencial principalmente utilizado para el aislamiento de V.
cholerae y otros vibrios patogenos. V. cholerae utiliza la sacarosa, acidificando
el medio y produciendo colonias amarillas, debido al cambio de los indicadores
de pH, azul de timol y bromotimol.

Las sales biliares actan en la inhibicion del crecimiento de la mayoria de las
bacterias gram-positivas.

El citrato de sodio retarda el desarrollo de los microorganismos gram-positivos y

sirve para restringir algunos organismos gram-negativos que son incapaces de
utilizar el citrato de sodio como fuente de carbono.
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El tiosulfato de sodio y el citrato férrico, permiten la diferenciacion de los
vibrios de las bacterias productoras de sulfuro de hidrogeno (H,S).

10.4. Agar Kligler con hierro (Kligler Iron Agar)

e Glucosa (dextrosa), V. cholerae fermenta la glucosa, con produccion de édcido,
el que determina la aparicion de una coloracidon amarilla del medio, segtn el
cambio del indicador de pH. En la superficie del medio, la proliferacion es
muy abundante y la acidez resultante de la fermentacion de la glucosa es
neutralizada por los productos del metabolismo proteico, lo que determina la
aparicion de color rojo. En la base del medio, donde el crecimiento es menor
con relacion a la superficie, los productos del metabolismo proteico no son
suficientes para neutralizar la acidez permaneciendo la coloracion amarilla del
medio.

e Lactosa, V. cholerae no fermenta la lactosa, permaneciendo inalterable el
apice del medio (coloracion roja).

o Sulfuro de Hidrogeno (H,S) V. cholerae es incapaz de reducir el tiosulfato a
sulfuro de hidrégeno, por tanto, no habra formacion de sulfato férrico,
resultante de la combinacion del ion hierro presente en el sulfato ferroso
amoniacal con el sulfato de hidrogeno, responsable del ennegrecimiento del
medio.

e Gas. V. cholerae no produce gas, por tanto no presentara ninguna formacion
de burbuja en el medio.

e Indol, V. cholerae produce una enzima triptofanasa, siendo por tanto, capaz de
degradar el aminoacido heterociclico triptofano y formar el indol. La
formacion de indol es verificada por la presencia de color rojo en la superficie
al agregar el reactivo paradimetil-amino-benzaldehido.
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10.5. Agar de Lisina Hierro (LIA)

e Lisina, V. cholerae descarboxila éste aminoacido a través de la enzima L-
lisina descarboxilasa, dando formacion de la amina respectiva cadaverina. La
amina formada neutraliza la acidez del medio proveniente de la fermentacion
de la glucosa y lo alcaliza lo suficiente para hacer que el indicador purpura de
bromocresol vire a color violeta con este pH.

Glucosa (dextrosa) (ver punto 10.4)°1°1

Gas (ver punto 10.4)

Sulfuro de Hidrégeno (ver punto 10.4)

L-triptofano desaminasa (LTD), V. cholerae no posee la L-triptofano

desaminasa, siendo incapaz de desaminar el Triptofano y producir el acido

indol pirtvico, por tanto, el 4pice de LIA se presentara azul.

e Ureasa, V. cholerae es ureosa negativa, por tanto, no degrada la urea en
amonio (NH,) y dioxido de carbono (CO,), no presentando color azul en la
parte inferior, caracteristica de las bacterias ureasa positivas.

o Sacarosa, V. cholerae fermenta la sacarosa, por tanto, la parte profunda del

LIA se observa de color amarillo.

10.6. Oxidasa, V. cholerae tiene citocromo oxidasa, enzima que oxida el citocromo-
c en la cadena respiratoria, de acuerdo a la siguiente reaccion:

2 citocromo-c + 2H + ¥: O, citocromo— 2 citocromo-c + H,O
(reducido) oxidasa (oxidado)

En esta prueba, el citocromo-c oxidado, cataliza la oxidacion de tetrametil-p-
fenilenodiamina, la descarboxilacion de la ornitina se lleva a cabo en anaerobiosis.
observandose la aparicion de un color purpura intenso,

e Motilidad, V. cholerae posee flagelos polares, presentando por tanto crecimiento
difuso en agar semisolido.
¢ Indol (ver punto 10.4)

-
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11. Preparacion de medios de cultivo

11.1. Medio de transporte Cary-blair

Formula:

Tioglicolato de sodio : 1.5 g
Fosfato dibasico de sodio anhidro (Na,HPOy) 1.1 g
Cloruro de sodio (NaCl) 50 g
Agar 50 g
Agua destilada 991.0 mL

Preparacion:

Pesar 12.6 g de medio deshidratado “Cary-blair” y agregar 991 mL de agua
destilada fria dejando en reposo aproximadamente 15 minutos. Calentar, agitando
frecuentemente hasta disolverlo completamente y sin llegar a la temperatura de
ebullicion. Estabilizar en bafio maria a 50°C. Agregar asépticamente 9 mL de una
solucion de cloruro de calcio al 1% (estéril). Homogenizar y esterilizar el medio a
vapor fluente durante 15 minutos, dejando el recipiente medio abierto y cerrandolo
inmediatamente después de esterilizado. Distribuir asépticamente 300 mL en bolsas
de plastico de 20 litros. Sellar y almacenar en la oscuridad a una temperatura de 2 a
8°C, pH final después de esterilizar: 8.4 + 0.2

Observaciones:
Este medio de transporte puede ser utilizado por un largo periodo después de

preparado (18 meses) preservandolo de manera adecuada.

11.2. Agua Peptonada Alcalina (APA) (concentracion simple)

Formula:

Bacto peptona 10g
NaCl 10g
Agua destilada 1000 mL
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Preparacion:

Pesar la peptona y el cloruro de sodio y agregar 1000 mL de agua destilada
dejandolos  reposar aproximadamente 15 minutos. Calentar agitando
frecuentemente hasta que el medio se disuelva completamente, sin alcanzar la
temperatura de ebullicion. Ajustar el pH a 9.3 con una solucion IN de hidroxido de
sodio (NaOH). Distribuir volumenes de 10 mL en tubos de ensaye, tapar y
esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos, pH final: 8.8 £ 0.2 a 25°C

11. 3. Agua Peptonada Alcalina (APA) (concentracion doble)

Formula:

Bacto peptona 20g
NaCl 20g
Agua destilada 1000 mL
Preparacion:

Pesar la peptona y el cloruro de sodio y agregar 1000 mL de agua destilada
dejandolos  reposar aproximadamente 15 minutos. Calentar agitando
frecuentemente hasta que el medio se disuelva completamente, sin alcanzar la
temperatura de ebullicion. Ajustar el pH a 9.3 con una solucion IN de hidréxido de
sodio (NaOH). Distribuir volumenes de 500 mL en frascos de 1 litro, tapar y
esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

11.4. Agar Tiosulfato-Citrato-sales Biliares-Sacarosa (TCBS)

Férmula:

Extracto de levadura 50 g
Peptona proteasa (o peptona) 10.0 g
Citrato de sodio (NaCgHs0-) 10.0 g
Tiosulfato de sodio (NaS,03) 100 ¢
Bilis de buey deshidratada 80 g
Sacarosa 200 ¢
Cloruro de sodio (NaCl) 100 g
Citrato férrico 1.0 g
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Azul de bromotimol 0.04 ¢

Azul de timol 0.04¢g
Agar 1 150 ¢
Agua destilada 1000.0 mL

Preparacion:

Suspender 89 g del medio deshidratado “TCBS Agar” y agregar 1000 mL de agua
destilada fria, dejar reposar aproximadamente 15 minutos. Calentar agitando
frecuentemente hasta su completa disolucién, sin alcanzar la temperatura de
ebullicién. Distribuir de 12 a 15 mL en cajas petri de (15X100mm), previamente
esterilizadas. Las placas con agar TCBS deben mantenerse en refrigeracion de 2 a
g

El medio TCBS no se esteriliza y se recomienda prepararlo en bafio de agua.

11.5. Agar Kligler con hierro

Férmula:

Extracto de carne 30 g
Extracto de levadura 30 g
Peptona 150 g
Peptona proteasa 50 g
Lactosa 100 g
Glucosa 1.0 g
Sulfuro ferroso (FeSO,) 50 g
Tiosulfato de sodio (NaS,0;) 03 g
Rojo fenol 0.024 ¢
Agar 120 g
Agua destilada 1000.0 mL

Preparacion:

Pesar 55 g de medio deshidratado “Kligler Iron Agar” y agregar 1000 mL de agua
destilada fria, dejandolo en reposo aproximadamente 15 minutos. Calentar agitando
constantemente hasta disolver completamente, sin alcanzar la temperatura de
ebullicion. Distribuir volimenes de 6 a 7 mL en tubos de ensayo (12X120 mm),
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tapar y esterilizar en autoclave a 21°C durante 15 minutos. Después de esterilizado
dejar enfriar inclinado, de tal manera que la base sea aproximadamente de media
altura del fondo del tubo. Almacenar en refrigeracion de 2 a 8°C, pH final: 7.4 +
0.2.a25°C

11.6. Agar nutritivo (agar para manutencion)

Formula:

Extracto de carne 50 g
Peptona 10.0 g
Cloruro de sodio (NaCl) 50 g
Agar 150 ¢
Agua destilada 1000.0 mL
Preparacion:

Pesar los ingredientes y agregar 1000 mL de agua destilada fria, dejar reposar
aproximadamente 15 minutos. Calentar agitando constantemente hasta la completa
disolucion del medio, cuidando de no alcanzar la temperatura de ebullicion.
Distribuir volimenes de 6 a 7 mL en tubos de (12X120mm), tapar y esterilizar en
autoclave a 121°C durante 15 minutos. Después de esterilizar, aun caliente colocar
en posicion inclinada hasta que el medio solidifique, pH final: 7.4 + 0.2 a 25°C

11.7. Base Méeller para descarboxilar arginina

Férmula:

Peptona 50 g
Extracto de carne 50 g
Glucosa 05 g
L-arginina 100 g
Pirpura de bromocresol 001 g
Rojo cresol 0.005¢g
Piridoxal 0.005 g

Agua destilada 1000.0 mL

63



Preparacion:

Pesar 10.5 g del medio deshidratado “Descarboxilase Base Moeller” y agregar 1000
ml. de agua destilada fria, dejar reposar aproximadamente 15 minutos. Calentar
agitando constantemente hasta la completa disolucion del medio, cuidando de no
alcanzar la temperatura de ebullicion. Agregar al medio el aminoacido L-arginina y
agitar hasta que se disuelva. Distribuir en volumenes de 3 a 4 mL en tubos de
ensayo 12X120 mm tapar y esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Mantener en refrigeracion de 2 a 8°C, pH final: 6.0 £ 0.2 a 25°C

11.8. Agar lisina-hierro (LIA) para descarboxilacion de lisina

Formula:

Extracto de levadura 30 g
Bacto peptona 50 g
Dextrosa 1.0 g
Hidrocloruro L-lisina 100 g
Sulfato ferroso 02 g
Citrato de amonio férrico 0.5 g
Tiosulfato de sodio 0.04 g
Plrpura de bromocresol 0.02 g
Agar ' 150 g
Agua destilada 1000.0 mL
Preparacion:

Pesar 34.5 g del medio deshidratado y agregar 1000 mL de agua destilada fria,
dejar reposar aproximadamente 15 minutos, calentar agitando constantemente hasta
su completa disolucién, cuidando de no alcanzar la temperatura de ebullicion.
Distribuir en volimenes de 6 a 7 mL en tubos de ensayo 12X120 mm tapar y
esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Después de esterilizar, ain
caliente colocar en posicion inclinada hasta que el medio solidifique. Mantener en
refrigeracion de 2 a 8°C, pH final 6.7 + 0.2 a 25°C.
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11.9. Medio para movilidad-indol (MIO)

Formula:

Extracto de levadura 30 g
Peptona de gelatina 100 g
Peptona de caseina 10.0 g
L-ornitina 100 g
Dextrosa 10 g
Purpura de bromocresol 0.02¢g
Agar 20 g
Agua destilada 1000.0 mL

Preparacion:

Pesar 31 g del medio deshidratado y agregar 1000 mL de agua destilada fria, deja
reposar aproximadamente 15 minutos. Calentar agitando constantemente hasta su
completa disolucion, cuidando de no alcanzar la temperatura de ebullicion.
Distribuir de 3 a 4 mL en tubos de ensayo de 12X120 mm, tapar y esterilizar en
autoclave a 121°C durante 15 minutos, dejarlos enfriar en posicion vertical, guardar
en refrigeracion de 2 a 8°C. pH final 6.5 £ 0.2 a 25°C

12. Preparacion de soluciones

12.1. Solucion de Hidroxido de sodio 1N (NaOH)

Formula:

Hidroéxido de sodio (NaOH) 40.0 g
Agua bidestilada 1000.0 mL
Preparacion:

Pesar 40 g de hidréxido de sodio y disolver en 1000 mL de agua bidestilada, agitar
hasta su completa disolucion. Almacenar en frasco ambar con tapon de rosca.
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12.2. Reactivo para Indol o reactivo de Erlich

Formula:

P-dimetil-amino-benzaldehido 1.0 g
Acido ortofosférico 20.0 mL
Alcohol etilico absoluto 50.0 mL
Agua bidestilada 100.0 mL
Preparacion:

Pesar el p-dimetil-amino-benzaldehido y agregar 50 mL de alcohol etilico absoluto.
Agregar el acido ortofosférico al agua y adicionar el o-p-dimetilamino disuelto en
alcohol, almacenar en frasco ambar con tapon esmerilado o de rosca.

12.3. Reactivo para Oxidasa
Formula:

Clorhidrato de N,N",N’-tetrametil-p-fenilendiamina 1.0 g
Agua bidestilada 100.0 mL

Preparacion:

Pesar 1.0 g de clorhidrato de N,N',N’-tetrametil-p-fenilendiamina y agregar 100
mL de agua bidestilada, homogenizar bien hasta la completa disolucion del
reactivo. Guardar la solucion en frasco ambar y refrigeracion de 2 a 8 °C, maximo 2
dias. '

Nota:
La adicion de acido ascorbico a esta solucion (en concentracion de 0.1%) retarda la
auto-oxidacion del reactivo.



12.4. Reactivo de Kovacs

Formula:

P-dimetil-amino-benzaldehido 50 g
Alcohol amilico o isoamilico 75.0 mL
Acido clorhidrico concentrado (HCI) 25.0 mL
Preparacion:

Pesar 5 g de P-dimetil-amino-benzaldehido y disolver en 75 mL de alcohol

isoamilico, después adicionar 25 mL de acido clorhidrico y agitar cuidadosamente.
El reactivo debe presentar coloracion amarilla.

12.5. Solucion fisiologica o solucion salina

Formula:
Cloruro de sodio (NaCl) 85 g
Agua destilada 1000.0 mL

Preparacion:

Pesar 8.5 g de cloruro de sodio y disolver en 1000 mL de agua destilada,
homogenizar hasta la completa disolucion. Distribuir 5 mL en tubos de ensayo,
tapar y esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Guardar a temperatura
ambiente.

12.6. Solucion de alfa-naftol al 5%

Formula:
Alfa.-naftol 50 g
Alcohol etilico absoluto 100.0 mL
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Preparacion:

Pesar 5 g de alfa-naftol y diluir en 100 mL de alcohol etilico absoluto. Preparar la
solucion al momento de usar.

12.7. Solucion d hidréxido de potasio al 40%

Férmula:
Hidréxido de potasio (KOH) 400 g
Agua destilada 100.0 mL

Preparacion:

Pesar 40 g de hidroxido de potasio y diluir en 100 mL de agua destilada. Guardar
en frasco hermético, ambar y en obscuridad.

12.8. Solucion de desoxicolato de sodio al 0.5%

Formula:

Desoxicolato de sodio (C,4H3gNaQy) 05 g
Agua destilada 100.0 mL
Preparacion: a

Pesar 0.5 g de desoxicolato de sodio y dlsolver en 100 mL de agua destilada.
Guardar en frasco gotero ambar.
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12.9. Estandar Nefelométrico de McFarland

12.9.1. Acido sulfurico al 1%

Formula:
Acido sulfurico (H,SOy) 1.0 mL
Agua destilada 100.0 mL

Preparacion:

Vaciar 1.0 mL de acido sulfurico en un matraz y aforar a 100 mL con agua
destilada, homegenizar suavemente.

12.9.2. Cloruro de Bario al 1%

Cloruro de bario (BaCl,) 1.0 g
Agua destilada 100.0 mL

Preparacion:

Agregar 1.0 g de cloruro de bario en un matraz y aforar a 100 mL con agua
destilada y agitar hasta su completa disolucion.

12.9.3. Preparacion de tubos.

Preparar 10 tubos de ensayo de igual tamano, perfectamente lavados y colocar en
cada tubo las cantidades de solucion de cloruro de bario al 1% y acido sulfurico al
1% como se indica en la siguiente tabla. (cada tubo tendra un volumen final de 10
mL), al finalizar los tubos se sellan y guardan para uso posterior.
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Tabla 10: Para la preparacion del estandar nefelométrico de McFarland

Tubo mL de
No. HQSO4_
1 9.9
2 9.8
3 9.7
4 9.7
5 9.6
6 9.5
7 9.4
8 93
9 9.2

10

~ Tomado de Bailey/Scott, 1989,

9.0

mL de
BaCl,

0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
L0
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1200X10°
1500X10°
1800X10°
2100X10°
2400X10°
2700X10°
3000X10°
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TABLA 11: SISTEMA API-20E LECTURA DE REACCIONES EN LA GALERIA

TUBO LECTURA POSITIVA | LECTURA NEGATIVA OBSERVACIONES
ONPG Amarillo Incoloro 1)Un matiz amarillo es una reaccion positiva
2)El tubo VP antes de la adicion del reactivo puede ser utilizado como control negativo.
ADH Rojo o naranja Amarillo Un matiz anaranjado puede considerarse como reaccién positiva
LDC Rojo o naranja Amarillo Un matiz anaranjado puede considerarse como una reaccion positiva
obC Rojo o naranja Amarillo Un color naranja después de 24 H de incubacion debe considerarse negativo

CIT Turquesa o azul oscuro | Verde brillante o amariilo | Tubo y cupula pueden ser utiles. La reaccion se lee en la cupula.

H,S Deposito negro Sin deposito negro La produccion de H,S muchas veces pasa de un depdsito negro pesado a una linea negra alrededor del
fondo del tubo. Un castaiio en el medio es una reaccion negativa a menos que un depdsito negro esté
presente.

URE Naranja Amarillo Klehsiella, Proteus y Yersima dan rutinariamente una reaccion positiva

TDA Adicionando una gota | Adicionando una gota de | Reaccion inmediata. Muchos organismos Indol + (que producen Indol) presentan un color anaranjado

de FeCl; Café FeCl; Amarillo dorado. debido a la produccion de Indol. esta es una reaccion ncgativa.

IND Adicionar una gota del Adicionar una gota del | La reaccion puede leerse después de dos minutos de la adicion del reactivo de Kovacs. Después de unos

reactivo de Kovacs reactivo de Kovacs minutos el HCI presente en el reactivo de Kovacs muchas veces reacciona con el plastico de la cipula
Rojo (superticial) Amarillo resultando un cambio de un negativo (amarillo) a un café o rojo, esta es una reaccion negativa.
vp Adicionar una gota de Adicionar una gota de | Espere 10 minutos antes de considerar la reaccion negativa. Un color rosa palido después de 10 minutos
KOH al 40% y luego KOH al 40% y luego una | sera interpretado como negativo. La presencia de un color rosa palido inmediatamente después de la adicion
una gota de alfa-naftol. gota de alfa-naftol de los reactivos, pero con tonos rosa oscuro o rojo después de los 10 minutos sera interpretado como
Rojo Amarillo. positivo.
GEL Difusion del pigmento Sin difusion Las particulas de la gelatina se pueden difundir por todas partes del tubo después de la inoculacion. A

menos que la difusion ocurra la reaccién es negativa. Cierto grado de difusion es una reaccion positiva.

Fermentacion

Amarillo

Azul

Oxidacion gram-negativas. La utilizacion de la oxidacion de carbohidratos comienza en la porcion aérea del

::)‘R\Rl:": Azul-verdoso tubo, por tanto esta reaccion solo puede ser leida de la superficie hacia el fondo del tubo. Un color amarillo

SAC. MEL, en la porcion superior del tubo y un azul en el fondo indican una utilizacion oxidativa del azucar, esta

AMY, ARA reaccion pucde considerarse positiva solo para las no enterobacterias, bacilos Gran-negativos, esta es una
reaccion negativa para organismos fermentadores de semejantes a enterobacterias.

Hf"gl'"l“ié" Despues de leer la Después de leer la Antes de adicionar reactivo observe el tubo GLU positivo o negativo para burbujas.

reaccion GLU adicionar
dos gotas de acido

sulfanilico 0.8% y dos

gotas de N-dimetil-alfa-
naftilamina 0.5 N

reaccion GLU adicionar
dos gotas de acido
sulfanilico 0.8% y dos
gotas de N-dimetil-alfa-
naftilamina 0.5 N

Las burbujas son indicadores de la reduccion de nitratos a nitrogeno N,. Una reaccion positiva puede tomar
de 2 a 3 min. para que el color rojo aparezca. Confirme una prueba negativa afiadiendo polvo de Zinc o
granular. Un color rosa-anaranjado después de 10 min. confirma una reaccion negativa.

Una reaccion de color amarillo indica la reduccion de nitratos a nitrogeno N.




TABLA 11: SISTEMA API-20E LECTURA DE REACCIONES EN LA GALERIA

'uBO

LECTURA POSITIVA

LECTURA NEGATIVA

OBSERVACIONES

Reduccio
n de
Nitratos
GLU

Rojo
NO- burbujas amarillas
N, después del reactivo y
Zinc

Amarillo
Naranja después del
reactivo y Zinc

Las burbujas pueden tomar de | a 2 minutos en aparecer.

El mejor resultado se obtiene de la prueba en tubos que no han tenido gas de fermentacion.

MAN
INO

SOR
CATALASA

Después de leer la
reduccion de
carbohidratos adicionar
una gota de H,0, al 15%.
Presencia de burbujas.

Después de leer la
reduccion de
carbohidratos adicionar
una gota de H,0, al 15%.
Ausencia de burbujas




TABLA 12: ABREVIATURAS PARA EL SISTEMA API-20E

ABREVIATURA

SUBSTRATOS

REACCIONES
ENZIMATICAS

ONPG Ortonitrofenol- Arginina dehidrolasa
galctosido
ADH Arginina Arginina dehidrolasa
LDC Lisina [isina descarboxilasa
CIT Citrato sodico Utilizacion de citrato
H,S Tiosulfato sodico Produccion de H,S
(Ureasa) Hidrolisis de
URE Urea urea
TDA Triptéfano Triptéfano desaminasa
IND Triptotano Produccion de Indol
VP Piruvato sodico Produccion de acetoina
{Gelatinasa) Hidrolisis de
GEL Gelatina Kohn gelatina
GLU Glucosa Fermentacion/oxidacion
MAN Manitol Fermentacion/oxidacion
INO Inositol Fermentacion/oxidacion
SOR Sorbitol Fermentacion/oxidacion
RHA Ramnosa Fermentacion/oxidacion
SAC Sacarosa Fermentacion/oxidacion
MEL Melibiosa Fermentacion/oxidacion
AMY Amigdalina Fermentacion/oxidacion
ARA Arabinosa Fermentacion/oxidacién
004 Sobre papel de filtro Citocromo oxidasa

Tomado de boletin para lectura y preparacion de API-20E, Merck. 1992, p. 20.
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Tabla 13: Para la lectura de reacciones en Pruebas Bioquimicas
tradicionales para V. cholerae

MEDIO

REACCIONES A OBSERVAR PARA Vibrio

TSI

Glucosa positiva. fondo amarillo (dcido)
Sacarosa v lactosa positiva, superficie amarilla (acido)

Produccion de gas negativa, sin formacion de burbujas
en ¢l medio.

Acido sulfhidrico negativo. sin precipitado negro en el
fondo del tubo o en la picadura.

LIA

Descarboxilacion de lisina positiva, el fondo del tubo
es purpura (alcalino).

Desaminacion de lisina negativa, superficie del tubo
purpura o sin cambio en el medio (alcalino).

MIO

Movilidad positiva, se presenta turbiedad en el medio
o crecimiento extendido a partir de la linea del
inoculo.

Descarboxilacion de la ornitina positiva, el fondo del
tubo se alcaliniza v se presenta un color purpura.

Reaccion de indol positiva, al momento de agregar
unas gotas del reactivo de Kovacs cambia a rojo o
rosa intenso.

CALDO
ARGININA O
BASE MOELLER

Descarboxilacion de la arginina positiva, todo el caldo
adquiere un color parpura (alcalino).

CALDO
TRIPTOFANO

Reaccion de indol positiva, al agregar unas gotas del
reactivo de Erlich, éste toma un color rosa intenso o
10j0.
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