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RESUMEN:

Se realizd una evaluacidn cuantitativa y cualitativa de la
poblacién bacteriana existente en diferentes estanques dedicados
al cultivo de trucha arcoiris (Salmo gairdneri2, en la
piscifactoria El Valle del Fotrero propiedad de ejidatarios y en

la piscifactoria El1 Zarco dependiente de la Secretaria de Pesca.

Se realizaron 23 muestreos semanales abarcando las épocas de

secas y lluvias para la cuantificacién de bacterias por los
métodos de conteo en placa (bacterias heterdtrofas) vy conteo
directo (bécterias autétrofas), registrandose temperatura, pH,

nitritos y nitratos.

En el conteo directo se obtuvieron valores cuantitativamente
mayores a los del conteo en placa. Se registraron concentraciones

mas altas en los estangques gque poseian organismos.

El andlisis morfoldgicos mostro predominio de los bacilos

Gram negativos en pares o aislados.

No se observd diferencia entre las dos épocas climaticas ni
en los parametros fisicoguimicos del agua, ni en la

cuantificacién bacteriana, ni en la pigmentacidén de las colonias.

La determinacidn bacteriana a nivel de familia se realizd
con base en un muestreo puntual, donde la familia predominante

fue Psudomonadaceae, la cual ha sido aislada del tracto digestivo
de la trucha (Salmo gairdneri) y se reporta como habitante de

agua de manantiales

No se presentd epizootias en ninguno de los estanques

durante el tiempo de muestreo ni postericrmente.



INTRODUCCTION:?::

La necesidad de resolver los problemas actuales de
desnutricién y escasez de alimento y la preocupacién por lo que
representan estos problemas en el futuro, si se considera la
velocidad con que estid creciendo la poblacién dia tras dia, han
provocado que el hombre considere a la acuacultura como una
biotécnia por medio de la cual puedan cubrirse los
requerimientos nutricionales para la poblacién por tratarse de un
recurso renovable, de alto contenido proteico de bajo costo, que
no ha sido muy explotado, Yy del cual pueden obeterse grandes

beneficios.

La acuacultura (Acua—agua vy cultura-cultivo), ha sido
definida por Chakrof+ (1983) como "La ciencia que trata de los
métodos para el desarrollo o cultivo de la vida animal o vegetal

en el agua“.

Dentro de la Acuacultura, la Piscicultura es una de las
actividades de mayor importancia, que ha caontribuido a resolver
problemas relacionados con el déficit alimentario, ademas de
ayudar a las pesquerias marinas que son cada vez mas inaccesibles
y costosas, asi como la repoblacién de cuerpos de agua devastados
por la pesca excesiva y la contaminacién, a mas de contribuir al
mejoramiento de las especies y obtencién de protefnas para consumo
animal, y finalmente el aprovechamiento de tierras abundantes en
agua, que no son aptas para la agricultura (Chazari, 1883;
Sevilla, 19B1; Arrignon, 1984).

La FPiscicultura y en general la acuacultura, ha sufrido una
evolucidén lenta, no fué sino hasta hace algunas décadas cuando
surgid el interes del hombre por conocer los organismos que
cultivaba, comenzando a realizar estudios detallados acerca de su
anatomia, fisiologia, alimentacién, reproduccién y habitat 1lo que

habia venido desarrollandose empiricamente, vié también la



posibilidad de introducir otras especies, de ésta manera deja de
ser la piscicultura una simple siembra y cosecha de peces para

convertirse en una verdadera técnica de reproduccién (Huet, 1973).

Entre las especies mas cultivadas en el mundo se encuentra la
trucha arcoiris (Salmo gairdneri). El cultivo de ésta especie se
inicia en 1842 con la implantacién de la técnica de fecundacidn
artificial, aunado a esto se fomenta 1la creacidn de centros
dedicados a la reproduccién y engorda de estos organismos
(Pérez, 1985). Este avance en la técnica de reproduccidn, la
continua investigacién acerca de sus necesidades vy habitos, asi
como la aceptacidén que ha tenido dado su sabor, el reducido nimero
de espinas y el potencial alimenticio que posee, aunado a la
capacidad de adaptacién y la rapidez con que alcanza 1la talla
comercial ha convertido a la trucha en la especie mas estudiada y
expandida del mundo.

La Taxonomia de la trucha arcoiris es:

Reino: Animal
Phylum: Chordata
Subphy lum: Vertebrata
Superclase: Gnathostomata

Clase: Osteichthyes

Subclase: Actinopterigii

Grupo: Teleostei

Orden: Salmoniformes

Subarden: Salmonidei

Familia: Salmonidae

Ggnero: Salmo

Especie: S. gairdneri (Richardson, 1836).

Actualmente este cultivo se realiza en gran parte de Europa,
Asi1a y América, y su importancia se refleja en los altos valores
de produccién alcanzados en algunos palses. México cuenta
actualmente con piscifactorfas en los estados de Baja California
Norte, Coahuila, Jalisco, Guanajuato, Michoacan, Guerrero,Morelos,

Hidalgo, Puebla, Estado de México y D.F. (Sria. de Pesca, 19B2).



Estos organismos son habitantes de aguas corrientes, frias vy
transparentes, dado que requieren para su 4dptimo desarrollo altas
concentraciones de oxigeno (mas de 7 ppm), temperaturas que van
de 8 a 1BDC, pudiende soportar hasta 4°C como minimo y 22°C como
maAximo, y valores de pH de 6.2 a B.S5, aunque sobrevive a pH de 4.7
hasta 9.6 . Estas condiciones pueden observarse en aguas de
manantiales en zonas boscosas de grandes alturas. (Rosas, 1987;
Orbe y Cepeda, 1984).

Se dice que un ecosistema permanece estable cuando todos los
elementos que lo conforman funcionan correctamente y no existen
fuerzas perturbadoras que alteren su composiciédn cuantitativa vy/o
cualitativa. La pérdida de estabilidad de los estanques es, en la
mayoria de los casos, provocada por alteraciones del medio
ambiente, las cuales se ha observado aumentan 1la incidencia de
brotes de algunas enfermedades (Skinner y Carr, 1976). Entre las
que se encuentran principalmente_ las enfermedades bacterianas,
esto debido a que en el medio acuitico la mayoria de las bacterias
patégenas son integrantes del ecosistema, pero sélo cuando el
organismo se debilita o se incrementa en demasia el namero de
éstas, puede provocar problemas (Direc. Gral. de Acuacultura,
1981; Roberts, 1981; Barnes y Mann, 1980; Colinvaux, 1973).

Las enfermedades bacterianas son consideradas como la causa
mas importante de la pérdida de organismos en los centros
acuicolas y por lo tanto de gran importancia econdmica (Robert vy
Shaperd, 1975; Ward, 1982; Weaton, 1982). Se trata de enfermedades
que provocan muertes masivas y repentinas, ademas presenta el
inconveniente de gque son detectadas hasta que se ha presentado
mortandad , de tal manera que en éste momento los tratamientos a
seguir son mas costosos, requieren de mayor cuidqdu y atencidédn con
gastos considerables por el uso de medicamentos, y la péraoida de

organismos (Dir. Gral. de Acuacultura, 1981).



La necssida resoiver 2stos problem.as he dado lugar a ura
biuzgusda de medidas preventivas y de =solucinnes  por  var 10s
smbitps. Bullock, 15413 Ecotsma vy Clerx,1976 , Colwell vy coi..
1673, comienzan por aislar e ident:+i1car las bacterias pategenas,
Snieszko (i1954), Grerionbon 1984 groponen 13 utilizacidon de
métodos profilacticos como el afadir entibidticos & la dieta de
una manara constante. otros investigadores proponerr 1ia creacion
de vacunas {(Antipa y Armen., 19773 Evelyn vy Ketchenson. 1980;
Hockney, 1985, acgemas de los métcocdos sanitarios ce rutina como
el lavado y encalads periodico de los estanques y oo métodos
antisépticos, ya =ea por medio de antibidticos (Bauvel. 195%:
Cenroy, 1963; Pearse y col. 1974) o afladiendo sustancias Juimicas
al agua en los estanques o sometiendo a los organismos a ‘“bafios”
con sustancias guimicas ‘Amlacher, 1964; Huet, 1972; Arraignon,
1984) .

Sin embargo estos métodos presentan algunos inconvenientes:

en £l caso del uso de ios antibidticos, las dosis prolongadas y/o
raretidas pueden producir una precsidn de seleccidn en la cusl  ss=
ven favorecides aguellos microarganismos que presentan

resistencia a cierto antibisdtico, originando su  incrementoe en
numerc, g2 tal manera que la azcidn de éste sea nula para tales
organismos zdemas de gue esta resistencia se ftransmite a suos
descendientes. El uso de estos se rastringe aun mas, ya que
cuando los orgznismos estan enfermos comen muy pPoco © NC  comen,
razén por is cual los antibidticos en la dieta no =°'n un método
muy confiable (Gar:ssimi, 1955; Roberts, 1981). Por ctra parte
las sustancias quimicas sch en su mayoria téxicas v como la
diferenci2 entre la dosis terapeutica y la dosizs téowica ©5 en
realidad muy peguena, =1 @al uwuso pusde provocar mas  SUEe un
bereficio un cafioc. Las vacunas prasentan el 1nconveniente de que
debe manejarcs a los peces individual y manualmente, lo que en
cultivos intenzivos regquiere de largc tiempo, cu2 s vital en
ectos casos, ademac de causar dafios por manipuleo v estres, :cs
cualzz son factores gue favorecen a la ssaricion dee ezce Lipo

i e e,
P98Iy emxre, 19BZ

a2 ecformsdades oo



Algunas medidas comoc el encalado y el lavads de los

eztanquss 1mpiica 21 transporte oe los corganisans  provecando
tambien el estres y los dafos por el manejo, con ias

consecuencias antes mencionadas. Slguncs de estos  tratamientos
son post—in+eccion lo cual indica que ya se han producido
muzrtes y que hay que combatir una epizootia, lo cual seria mas
divicil entre mas avanzada =2sté és=ta. Huet (1972) establecid gue
era mejor prevenir las enfermedades, ya gque cusndo los organ:smos
s2 enfarmar., 3610 un pgguelio $URBrD =8 recupera., o agul la
importancia de encontrar una metcdologla gue nos permita detectar
alguna altsracidn en el sistema para poder evitar el qu=s se

sucedan enfermedades.

~Comc todos los srganismos sujetos a cultivo masivo, la
trucha arcoliris se ha wvisto afectada por el aumento en la
incidencia de envermedades bacterianas entre las que se
encuentran principalmente la Furunculcsis causada por  Aderomonas
'montcida, Ulceras causadas por HMHusmeoohilus psychrophtla,
Lesi1ones necréticas de la picl causadas por deromonas hydrophilea,
hemorragias causadas por Pseudomonas fluorescens, Enfermedades de

las Lrangquias por Cutophaga sp.. "Red mouth" nemorragias

profundas en los tej:des de la cabeza causadas por Vidbrio
anguillarum y Tuberculosis causada por Mycobacterium sp. (Roberts

y col., 1981; Skinnsr, F. A. y Carr,J.5., 1976).

Tomandc en cu2nta gque ademas de ser los principales agentes

causales de estos problemas, las bacterias habitan cualquier tipo

de agua conformando una flora tipica segiun la procedencia vy
corzic ones ambientalies gqus  imperen en 1 agua (Rheinheimer,
174y ademaz de su sxtremada sensibilidad 2 los cambios que  se

wresentar en €: medic, 2llas micmas podriar ser quienss Cigran un
indicio de alguna alteracic: en el sistema:; para poder hacer esta
asE. It ac 0N =8 necevar:o conocer ge  antemanc el comportamiento
moblacicnal de las bszterias ©n condiciones donde no existen

reEYLuwrbas1oras
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OBJET I WL S

Determinar las concentraciones bacterianas en diferentes
estanques dedicados al cultivo de trucha arcoiris (Salwme

galrdnerid.

Caracterizar a nivel de familia las poblaciones bacterianas

aisladas.

Determinar los parametros fisicoquimicos (temperatura, pH,

Nﬂz’ NDS} con dos diferentes metodologias.

Relacionar las oscilaciones bacterianas en el agua ce lcs

estanques con los parametros fisicoquimicos.



MATERIAL Y METODOS
I.1 ZONA DE MUESTREO

El presente estudio se realizd en dos piscifactorf as
dedicadas al cultivo de trucha arco-iris (Salmo gairdneri), una de
las cuales, la granja piscicola del Valle del Potrero, se
encuentra localizada en el municipio de San Pedro Atlapulca, en el
kilémetro ? de 1la carretera México-Ajusco, Estado de México,
(Fig.la) es propiedad de particulares y consta de una sala de
incubacién con 4 canaletas elaboradas en troncos, una seccién de 7
estanques tipo rustico, que hacen una superficie total de 82 m>
con una profundidad media de 0.8B0 m, y otra seccién también
rustica de 10 estanques con una profundidad media de 1 m y wuna
superficie total de 742 m. El agua que surte a la granja proviene
de un manantial y corre a través de todos los estanques por

gravedad (Fig.1b).

La otra zona de estudio fué la piscifactoria del Zarco,
dependiente de la Sria. de Pesca, que se encuentra ubicada en la
carretera México-Toluca en el kilémentro 32.5, en el municipio de
Cuajimalpa, D.F. (FIDEFA, 1976: Fig.la). Este centro cuenta con
una superficie de 6 hectareas y su infraestructura consiste de una
sala de incubacién, 16 estanques de concreto que albergan crias
con 70 m de superficie total, 23 estanques circulares de concreto
que hacen una superficie de 20 m con 0.0 m de profundidad cada
uno, que junto con 40 estanques semirusticos de profundidades

variables y una superficie de 1400 mz, albergan reproductores,

contando ademas con una presa de 4500 m® (FIDEFA, 19746). Esta
piscifactoria se abastece de agua de un manantial localizado del

otro lado de la carretera. (Fig.lic)
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Ambos centros se encuentran comprendidos dentro del clima
templado himedo con lluvias que abarcan los meses de julio a
septiembre, con una precipitacién pluvial media de 1520 mm, v
una temperatura promedio anual de 9°C (FIDEFA, 197&).

I.2 TOMA DE MUESTRA

Los muestreos de agua para la cuantificacisn de bacterias
por los métodos de conteo total viable (conteo en placa) vy
conteo directo, se realizaron semanalmente del 11 de Febrero al
15 de julio de 1985 vy 2 mas, uno el 3 de septiembre y otro el

30 de octubre del mismo afio.

Los sitios de muestreo para el Valle del Fotrero fueron: la
entrada de agua a la sala de incubacién en el canal de
distribucidén, en un estanque de crias de B.4 m’ y un estanque de

reproductores de 58.50 m” (Fig.1b).

Fara el Zarco fueron la entrada de agua en un estanque de
30.9 m: y en un estanque circular de 7.54 m', el cual
corresponde al numero 23 de acuerdo a la numeracién de la
piscifactoria (Fig.1lc).

La recoleccidn de agua para el conteo en placa se realizé
en frascos estériles de 250 mL de capacidad y para el conteo
directo se utilizaron frascos estériles de color ambar de 110
mL, con 10 mL de formol esterilizado por Ffiltracidn (2%
concentracidn final) & los gque se afiadid 70 mL de la muestra.
Ambas se tomaron simultaneamente a la profunidad media del
estanque en la parte donde se localiza la salida de agua
(Gilmour y col., 1976&).



Los parametros fisicoquimicos se registraron (n stitu. Para la
temperatura se utilizé un termémetro manual de -10°C a 110°C, el
pH se registrd con papel indicador Universlinkidator Merck, los
nitritos y los nitratos con papel indicador Mercoquant Nitri-test
y Nitra-test, las muestras para la determinacién de nitritos vy
nitratos por medio del Autoanalyzer de Tecnicon, correspondieron a
los muestreos del 11 y 18 de febrero, el 4 y 11 de marzo y 15 de
julio, y se obtuvieron filtrando las muestras de agua a través de
una membrana millipore de 0.45um de tamafio de poro, el filtrado se
colectd en envases de plasticao previamente lavadas con HC1l IN se
transportaron en refrigeracién y se mantuvieron en congelacién

hasta su procesamiento.

I.3 TRABAJO DE LABORATORIOD

Las muestras fueron transportadas en refrigeracidén
aproximadamente a 4°C y procesadas antes de & horas de su colecta
(A.P.H.A., 1971), en el laboratario de Microbiologia Marina del
Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia de 1la Universidad

Nacional Auténoma de México.

1.3.1 Bacterias Heterdétrofas
I.3.1.1 Cuantificacién:

A partir de las muestras de agua originales, se realizaron
diluciones decimales seriadas, en una solucién buffer de Ffosfatos
previamente esterilizada (apendice 1). Las muestras originales vy
las diluciones 1:10 y 1:100, se sembraron por duplicadae en cajas
Petri que contenian medio "Plate count” Merck (apendice 2),
colocando 0.1 mL de 1la muestra en cada caja y esparciéndola
homogéneamente. Se dejaron incubar durante 48 hrs. a temperatura
ambiente, posterior a esto se realizdéd el conteo de wunidades
formadoras de colonias (UFC), obteniéndose de ésta forma 1la
cuantificacién de bacterias heterdtrofas por el método de

cuantificaci®n indirecta (Bianchi y Bianchi, 19715 Young, 1979).

10



Yode dnalis:is morfolégico d= las ceoas pacter 1anas.
-~ Egtz analisis se resalizéd con bace en ¢ Mmue_-Jreos: A
correspondientes a la epoca dJe estizic (11 de marzo y 1 ds abrrl:

y 2 correspondientes a lz #poca de iluvias (20 de mayo v 13 de
julic: para lo cual fué nececsario seleccionar de cada muestreo

0 v 134 colonias,

4]

aquelias cajas gque mostraran crecimients entre

I

de estas cajas se aislarcn aleatorzamente 2

20 colunias de <©aca
estanque utilizando .=wa plartilla de zizlamientao (Lennette, L1SZ 01

{tFig.

oy

Zb) se purificaron por 21 método de subcultivo de o« clomiac
por estria (Carpenter, 1979i. Se realizaron observaclones gire-tias
de la colon:2 como tamafio, forma, borde, consistencia, adenas  del
analisis de g-eparaciones en fresco cde las celiulas, con  ayuds age
un microscopio de contraste de fases 100X marca Zfeizz, donde se
observd la forma v arreglo celular, presencia y tipc de esporas,
asi como la movilidad. Posteriormente se real::z la prueba de

tincidn de Gram {apendice 3).

i-3.1.2 #Aislamiento, Purificacidn y Conservacidn.

El aislamiento y purificacidn de lLas cepas bacterianas psra

la determinacidén, se realizd caon base enel muestreo cel 30

'

octubre, se aislaron al arzar 20 colonias = cadz uno de

—
o 0 a
m o ow M

estanques, obitsniéendose finaimerte 100 cepas. La purificzcidn

estas se obtuvo peor medio de subcultivos de cglonias  por  estrl s

i

{Carpenter, 127% , la cual 3¢ verifico mediante la chservaci®tn de

|

preparaclionses ar rresce con la ayuda de un microscoceio  de
c—ontraste ds fase 100 realizandose simultansamente &1 arAaiisis
mor~oldgico,

La conserveoidn de lz3 cepas se realizd sembrando por cuplicado en

i

frascos Zon T mbL de medio Flate count e incubandilaz a2 temperatura

amioilientz2 durante 43 hrs, Fosteriormente se mantuv. = on en

refrigeracion hasta su detarminacion (Fig. 12a).
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Fig. 3. Plantilla de aislamiento (Lennette, 1980)



1.3.1.4 Determinacién de las cepas bacterianas

La determinacién de las familias bacterianas existentes en
los estanques se realizé con base en el Manual Bergey (Buchanan,
1974). Se seleccionaron las pruebas bioquimicas necesarias que en
este caso fueron O-F Hugh Yy Leifson Yy el medio de
Agar—hierro—kliger, determinacién de reduccién de nitratos, prueba
de citocromo oxidasa por el método de Kovacs y la prueba de
catalasa segun Mac Fadding, (1974), ademas de la prueba de tincidn

de Gram.
1I.3.2 Conteo Directo.

La técnica de conteo directo para la cuantificacidn de
bacterias se realizé por el método de tincién de naranja de
acridina y microscopla de epifluorescencia (Jones, 1974; Hobbie
y col., 1971), con la ayuda del microscopio Microstar Américan
bptical. Se observaron 30 campos por muestra y se aplicéd la

fé6rmula siguiente:

N=2 () L
SV v

Donde:

N = numero de bacterias

sc = superficie de campo

sf = superficie de filtracién
= la media de los datos
= factor de dilucidén

= el inverso del volumen filtrado

<Pk a 23
|

La técnica seguida se explica en el apendice 5.
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RESULTADOS

FARAMETROS FISICOGUIMICOS:

De los promedios mensuales de los parametros fisicoquimicos

registrados en el agua, la temperatura para la entrada de agua del

Valle del Potrero registré una minima de 10 °

C en marzo y una
maxima de 11.5 °C de abril a mayo, en el estangue de crias 1la
minima fue de 10.2 °C en el mes de marzo y 12 °C la méxima en el
mes de mayo. en el estanque de reproductores la temperatura
minima fue de 10 °C en febrero y 11.7 i en abril la maxima
en los estanques del Zarco, la minima en la entrada de agua fue
de 10.3 °C en julio y la méxima 12.1 °C en abril y mayo, en el
estanque numero 23 la minima se registré en el mes de julio con
113 “c vy la maxima en abril y mayo con 13.6 °C & La temperatura
ambiental disminuyé de 21.6°C promedio de febrero a abril a 15 °C

de mavo a julio.

TABLA No. 1
Temperaturas promedio mensuales en los estanques a lo largo dei estudio (oC)
"
ESTANQUE WE
FECHA | E.V.P. | CRIAS | REPR. [E.ZAR. | EST.23
FEB 10.3 10.6 10 10.6 11.8 el [
MAR 10 0.2 102 1.8 12.2 1
ABR 1.5 1.8 1.7 121 186 2 i
MAY 11.5 12 1.4 121 1386 e
JUN 1.3 1.3 10.8 1.7 126 il o
JUL 10.6 10.5 10.1 10.3 1.3
X 10.9 1| 107] 14| 125 gl &
s 0.596 | 0.677 | 0.658| 0.725| 0.861 2l - . : -

s EvP. . omd - gFmOD, & BB = [aras
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El método utilizado para registrar los valores de pH en el

campo ( papel indicador Universlinkidator ) fue apoyado en el

laboratorio con el potencidémetro , observAndose una unidad mas en

este dltimo con respecto al papel indicador.

El pH en los estanques del Valle del Potrero tuvieron como
minimos 5.7 en la entrada de agua en junio y julio, 5.4 en junio
en el estanque de crias y 5.7 en junio en el estanque de

reproductores, el valor maximo para estos estanques fue de 6.6 en
el mes de abril. Para los estanques del Zarco, el valor minimo en
la entrada de agua fue de 5.7 en julio y el maximo de 4.5 en marzo
y abril, para el estanque 23 el minimo fue de 5.9 y la maxima 6.6
en los meses de Jjunio y abril respectivamente (Tabla 2).lLos
valores promedio a lo largo del estudio para todos 1los estanques
fue 6.1 registrando su concentracién mayor en abril y la menor en
junio y julio.

TABLA No. 2 _
pH promedio mensual en los estanques a lo largo del estudio.
T
ESTANQUE ok
p-:ecm E.V.P. | CRIAS | REPR. [E.ZAR. | EST.23 A
FEB 6.2 6.1 6.1 6.4 6 1o f
MAR 6.3 6.2 6.1 6.5 ] Ll g
ABR 6.6 6.6 6.6 6.5 6.6 s §
MAY 6.1 6 6.2 6.1 6.2 il
JUN 5.7 5.6 5.7 6 5.9 wl
JUL 5.7 5.9 6 5.7 & sof
X 6.1 6.1 6.1 6.2 6.1 : i
S 0.321 | 0.304 0.267 | 0.294 | 0.234 i
o
a Lre +  CRIAS . REPROD. & EIAR » 3T

Las concentraciones de nitritos (ppm) obtenidos por medio del

Autoanalyzer de Tecnicon en cada uno de los sitios de muestreo
fueron: la entrada del Valle del Potrero tuvo su maxima

concentracién en el mes de febrero con 8.5 X 1072 y la minima 1.49

15



X 10 % en el mes de marzo, en el estanque de crias la maxima
= ; -2

registrada fue de 2.39 X 10 % en marzo y la minima 0.89 X 10 an

febrero, en el estanque de reproductores la minima se registréd en

marzo con 1.01 X pe R y la maxima de 1.91 X 10 % en febrero.
-2
En la entrada del Zarco como valor maximo se reportd 7.54 X 10

en julio y 1.19 X 10 ° en febrero, en el estanque 23 la

= -2
concentracién maxima fue 4.01 X 10 Z en febrero y 0.95 X 10 "en

marzo la minima.

TABLA No. 3
Concentraciones de NO2 en p.p.m. de los estanques a lo largo def estudio.
ESTANQUE il

FECHA | E.V.P. [CRIAS | REPR. [E.ZAR. [EST.23 @k
11 FEB.{0.0287 [0.0167 | 0.0191 |0.0197 {0.0293
18 FEB.| 0.085 |0.0089 0.016 |0.0119 | 0.0401 =T
4 MAR.0.0148 | 0.0191 | 0.0137 |0.0161 | 0.0095 =251 )
11 MAR.| 0.0263 {0.0238 | 0.0101 |0.0161 nr. vy r
15 JUL.{0.0466 | n.r. n.r. 0.0754 | n.r. e §

X 0.0403 |0.0171 { 0.0143 |0.0278 | 0.0263 el

S 0.0245 | 0.0084 | 0.0066 |0.0238 | 0.0162

pa Lastie il . ; F
s gwe *  Omad . miAwo0 & EXam - e
Las concentraciones de nitratos para +todos los estangues

tanto del Valle del Potrero como para el Zarco registraron la

maxima en febrero y la minima en mar zo, siendo estas

respectivamente para la entrada del Valle del Potrero 36.8 X 16

y 2.87 X 10" 2, para el estanque de crias 33.89 X 10 ° y 5.08 X
™ y para el estanque de reproductores 15.65 X lo-zy 5.07 X
10_2, para los estanques del Zarco la entrada de agua registrd
45.22 X 10 * y 4.36 X 10" %, en el estanque 23 43.77 X 10 *y 15.30
X 107%. De acuerdo a los valor promedio de las concentraciones de

nitritos fueron en orden decreciente, la entrada al Valle del

Potrero (4.03 X 10_2), la entrada de agua al Zarco (2.78 X 10—2).

16



el estangue 23 (2Z.63 X 10_21, el estanque de crias del Fotrero
(Lo 7L X 10'2) y el estanque de reproductores (1.43 X 10_2). En el
mismo orden, los valores promedio de nitratos fueron: el estanque
23 (28.4 X 10 %,) la entrada al Potrero (21.38 X 10 2), crias
(20.95 X 10 %), la entrada al zarco (19.0 X 10 %) y el estanque de

reproductores (9.33 X 10 7).

TABLA No. 4
Concentraciones de NO3 en p.p.m. de los estanques del a lo largo del estudio.
LS
a4s -
ESTANQUE | o
FECHA | E.V.P. | CRIAS | REPR. |[E.ZAR. | EST.23 all
11 FEB.| 0.368 |0.2919 | 0.1565 |0.4522 | 0.4311 o A
18 FEB.[0.1911 | 0.3389 0.12 {0.0651 | 0.2615
4 MAR. 10.0287 (0.1565 | 0.0797 (0.1273 | 0.153 | I
11 MAR.| 0.1484 {0.0508 | 0.0501 |0.0436 | n.r. !
15JUL.{0.3331 | n.r. nr. |0.2822| n.r. aisf
X 0.2138 |0.2095 | 0.0933 0.19 | 0.284 st
S 0.1241 [0.1316 | 0.0543 |0.1516 0.1641 B¢
. 1" ome ll;l. |u‘-n sl;n nl.al.

B Lee L *  REPROD, L = = Earas



CONCENTRACIONES BACTERIANAS:

La tabla 5 muestra las concentraciones bacterianas promedio
obtenidas por el método de conteo en placa para los estanques del
Valle del Fotrero y los del Zarco a lo largo del estudio. Fuede
observarse que para la entrada del Valle del Potrero el valor
maximo fue de 2.6 X 10" en mayo y 6.3 X 10° en febrero el minimo,
en el estanque dé crias la concentracién maxima fue 3.9 X 10° en
febrero y la minima 2.0 X 10° en julio, en el estanque de
reproductores el maAximo fue de 3.5 X 10” en mayo vy el minimo de
1.7 X 10® en julio, en los estanques del Zarco, la entrada de agua
reporté un valor maximo de 1.4 X 10® en mayo y un minimo de 2.7 X
10* en junio, en el estanque 23 la maAxima fue de 4.8 X 10° en

abril y una minima de 3.1 X 10° en julio.

TABLA 5. Concentraciones bacterianas promedio mensual por el método de Conteo en Placa
en los estanques a lo largo del estudio.

FECHA | EV.P. | CRIAS | REPR_|E. ZAR. | EST.23
FEB 630 3500 1860 680 3100
MAR 1185 | 3250 | 2170 315 4200
ABR 1400 | 3900 | 2900 | 1030 4800

Imay 2600 | 2300 | 3500 | 1400 3600
JUN 910 | 2460 | 1900 270 4700
JUL 1100 | 2000 | 1760 990 3300

X | 1299 | 2902 | 2348 781 | 3950
S j 627 689 639 404 | 660
B.oO

==

3.50

.00

BE ev.e. criaa 2R ARFAoD. E.Zam. N ERT.RS
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Los valores promedio mensuales del conteo directo para 1la
entrada de agua del Potrero fueron 1.5 x 10 la maxima en abril vy
mayo, la minima 1 x 10* en julio, para el estanque de crias la
mAxima se registré en el mes de febrero con 3.4 x 10* y la minima
en junio con 1.9 x 10‘, para el estanque de reproductores la
mixima fue el mes de marzo con 3.4 x 10* y la minima 1.4 x 10* en
julio, para los estanques del Zarco las concentraciones maAximas se
registraron en marzo para la entrada de agua con 2.3 x 10* y en
febrero 3.3 x 10‘ para el estanque 23, los valores minimos fueron
1.0 »x 10* para la entrada y 1.9 x 10* para el estangque 23 ambos en

el mes de julio

TABLA 6.

Concentraciones bacterianas promedio mensual por el método de Conteo directo en los estanques

a lo largo del estudio.

ESTANQUE
FECHA |E.V.P. |{CRIAS | REPR. |[E.ZAR| EST.23
FEB 14000 | 34000 | 27000 (16000 | 33000
MAR 14000 | 21000 | 34000 |23000 | 31250
ABR 15000 | 28000 ! 25000 {21000 | 23000
MAY 15000 | 23000 | 28000 |14000 | = 20300
JUN 13000 | 13000 [ 18000 (11000 | 32750
JUL 10000 | 23000 | 14000 |10000 | 19700
X 13500 | 24667 | 24333 (15833 | 27667
S 1708 | 4989 6600 | 4810 5577
+0.00

Boct /mL x 100

S £ 2 B CRAS REPROME £, 0AR OO0 EST.2D
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ANALISIS MORFOLOGICO:

Los porcentajes de morfologlas celulares a lo largo del
estudio mostraron uwun comportamiento homogéneo, siendo los
bacilos Gram negativos en pares o aislados al grupo
predominante tanto para los estanques del Valle del Fotrero
con &49.1% como para los del Zarco con 67.4% en ambas épocas
climaticas, Los bacilos Gram negativos en cadena ocuparon el
segundo lugar en abundancia para los dos sitios de muestreo
con 24% durante la &poca de secas Yy 18.74 en la eépoca de
lluvias, los otros dos grupos que se aislaron durante la época
de secas fueron los bacilos Gram positivos en pares o aislados
con 6.3% v los cocos con apenas 0.6% los cuales aparecieron
solamente en los estanques de crias. Mientras que para la
época de lluvias el tercer sitio estuvo representado por los
pleomorficos con 9.9%, seguido de los bacilos Gram positivos
en pares o aislados con 3% y por ultimo 1los cocos con 1%

encontrados en los estanques del Zarco.

TABLA 7.
Pununtﬂepnmned&:denux&&qﬁacehﬁuesenépnnadesecasyépunadeluﬁns

ESTANQUE
ENT.V.P. | CRIAS |REPROD. |[ENT.ZAR. | EST. 23 X

66.5 61 745 75 685 | 691
18 31 | 23 25 23 24
15.5 5 25 0 85 63 1
0 3 0| 0 0 0.6
ENT.V.P. | CRIAS [REPROD.|ENT.ZAR. | EST. 23 X
67.5 50 711 80 686 | 674
15 30 23 10 155 | 187
b(+)1-2 o] 12s 0 25 0. 3
Pleomorficos 175! 715 5.9 5 134 99
cocos(-) 0 | 0 0 25 25 1]

b=bacilo, (-) Gram negativo, (+) Gram positiva, 1-2 = en pares o aislados,
cad. = agrupados en cadenas.
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En cuanto al analisis de los grupos morfoldgicos
encontrados con base en los valores promedio de todos 1los
sitios de muestreo se observa que en los estanques en el valle
del Fotrero predominaron los bacilos Gram negativos aislados &
en pares con 63.1% seguido del grupo de los bacilos Gram
negativos en cadena, conformando el 23.3%, el grupo de bacilos
Gram positivos en pares o aislados ocuparon el 5.9%, mientras
que los pleomorficos el 5.24 y los cocos unicamente el 0.5%,
Fara los estanques del Zarco, nuevamente el grupo predominante
fue el de los bacilos Gram negativos, aislados o en pares, con
73.1%, 1B.3% de bacilos Gram negativos en cadena, 4.6% de
pleomérficos, 2.8%4 de bacilos Gram negativos en pares o

aislados y 1.2% de cocos.

TABLA No 8
Porcentajes promedio de morfologias celulares obtenidos a lo largo del estudio.

ESTANQUE _
[MORFOLOGIA | E.V.P. [CRIAS [REPROD.| X '[E.ZAR. [EST.23 |
b(-)1-2 67 55 73651 775| 68.5|73.1
b(-) cad. 16.5 30 23 1233 17.5 19.3|18.4
cocos(-) 0 1.5 0] 05 1.2 1.2 1.2
b(+)1-2 7.7 9 1| 59 1.3| 43| 2.8
Pleomorficos 8.8 4 3| 5.2 2.5 67| 4.8
L -]
70 S
s N
R
Lok I~
I~
20 %
1 et P
: S N B
B{=)1=2 w{=) caa. B{+)1-2 cocoa{-}

B o, BRSNS cAas REPROD. [0S0 C.Zam, EST.23

b=bacilos, (- Cram gegauvos, (+=Cram postivos, I-2=en pares 0 aislados, cad =agrupades en cadena
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El anidlisis de los pigmentos que presentaron las colonias
indica un predominioc del pigmento crema-blanco a lo largo del
estudio para todos los estanques de ambas zonas, obteniéndose un
promedio total en el valle del Fotrero de &6B.74Z y 747 para los
estanques del Zarco, el pigmento amarillo-naranja ocupd el
segundo lugar con porcentaje promedio durante todo el estudio de
26.5% para los estanques del Fotrero y 21.2% para los del Zarco.
se presentaron también pigmentos de diversos colores como café,
rojo, rosa, morado, verde y amarillo wverdoso, los cuales no
representaron valores significativos., tanto en Potrero como en
el Zarco sélo conformaron 21 4.84 del total de la poblacidén

analizada.

TABLA No. 9 Porcentaje de colonias pigmentadas en los estanques a lo largo del estudio

VALLE DEL POTRERO + ZARCO

CREMA |[AMARIILOJOTRO | CREMA [AMARIILO|OTRO

FECHA | BLANCO [NARANJA BLANCO [NAHRANJA
SEPT. 85 10 5 85 10 5
MARZO 65.4 34.6 0 66.7 30.5 28
ABRIL 96 4 0 98 2 0
MAYO 55.6 | 38.9 5.9 66.5 27.5 6
JUNIO 50 40 10 82 18 0
JULIO 58 34 8 61 25 14
SEPT. 65 25 10 69.2 205 | 10.3
OCT. 74.5 25.5 0 63.8 36.2 0
X 68.7 26.5 4.8 74 21.2 4.8
S 14.60 12.45 | 4.10 12.08 10.43 | 4.87

ESTANGUES DEL VALLE DEL POTRERC ESTANQUES DEL ZARCO

RS {4 BY)

AL W (21 ﬁ\)

mm{‘m v
M-S0 (4 %)
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DETERMINACION DE FAMILIAS BACTERIANAS:

De acuerdoc al muestreo realizado para la determinacign de

las familias existentes., la Pseudomonadaceae presentd para el

Fotrero el 73.4%Z y para el Zarcao el 72.8%, en abundancia se

encuentra la Familia Enterobactereaceae con 13.9% en el

Fotrero
y 16.9% en el Zarco, la Familia Vibrionaceae en el Fotrero
registrd 10.1% mientras gque en el Zarco fue de 6.9%, la Ffamilia

con menos representantes fue Bacillaceae con 2.6% y 3.4% en el

Potrera y el Zarco, respectivamente.

TABLA 10.
Porcentaje de famillas bacterianas encontradas en base al muestreo del 30 de octubre.

VALLE DEL POTRERO ZARCO
FAMILIA MANAN. | ENT. | CRIAS | REPR. | X - IMANAN,| ENT. |[EST.23 o
Pseudomonadaceae 85 80 | 73.7 65| 73.4| 68.4 60 90| 728
|Enterobactereaceae 10 15| 10.5 20| 139 | 158 30 5| 169
iVibrionaceae 5 0| 10.5 25| 10.1 | 106 10 0 6.9
\Bacillaceae (4] 5 5.3 0 26 5.2 0 5 3.4

VALLE DEL POTRERO EL ZARCO

" »
™ L)
» n
™ m
s # .
3 - . -
» k]
™ »
" Tr
. L ]
= ] 59 7
B LT B
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DISCUSION Y CONCLUSION

En lo gue respecta a los paraAmetros fisicoguimicos del agua
(temperatura y pH) no mastraron variaciones estacionales, a
pesar de que si existid decremento en la temperatura ambiental

de 21.&6°C promedio de febrerc a abril a 15°C de mavoe a Julio.
Ambos parimetros presentaron una tendencia a disminuir a partir

de junio coincidiendo con el aumento en la precipitacidn
pluvial. pero estos valores no se consideran =significativos.lLos
parametros fisicoquimicos registrados nunca sobrepasaron los

limites de tolerancia que requiere la trucha para su cultivo.

Los valores de NDz Yy NDn obtenidos no se encontraron
dentro, ni adn cerca de los limites de toxicidad para la trucha.
Smith y Wiliams (1974), observaron una mortalidad del SS5% en 24
h. con 0.35 mg/l de ND:’ y un 0% en Z4 h. con 1.460 mg/1 de ND:.
For lo que respecta al NGa, Westin (1974), determind que los
salménidos toleraban concentraciones hasta de 400 mg/l.

Dada la escala de deteccién del papel indicador utilizado
para determinacidén en el campo (0O a 10 a 20 a 30 a 40 y S0 ppm).

estos no pudieron ser regilstrados por este método.

Los valores obtenidos de concentraciones bacterianas por

los métodos de Conteo en Flaca y Conteo Directo para ambas :zonas

mostraron constancia con minimas fluctuaciones.

De acuerdo a los wvalores de concentraciones bacterianas
heterdtrofas en el Valle del FPotrero, de los I3 sitios de
muestreo, puede observarse gue los wvalores mas bajos se

registraron en la entrada de agua; esta diferencia puede
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explicarse debido a qgue los otros dos estangques contienen
organismos. Varios autores entre e@llos Collins, y col., e i
Gilmour y cols., (1976) y Sugita, y cols.., (1985) establecen que
los estangues sin peces presentan concentraciones menores a las
gque muestran estos mismos con organismos, debido a la influencia
que tienen a través de sus excretas y del alimento que se les
proporciona los cuales poseen una cierta cantidad de bacterias.
El estanque de crlas presentd las concentraciones m&s altas del
Valle del Fotrero, este valor parece estar influido por la
mortandad natural de crias: dada la edad que presentan, podemos
observar gue conforme transcurre el tiempo las concentraciones
bacterianas tienden a disminuir. Por lo qQue respecta a los
valores del estangue de reproductores existid en ellos muy poca

variabilidad.

Fara los estanques del Zarco también existe diferencia
entre la entrada de agua y el estangque con organismos. Fero cabe
mencionar gue la diferencia entre estos es mayor gqgue la que
guardan los estangues en el Valle del Fotrero, por 1o que ademas
de la presencia de organismos, hay gue tener en cuenta gue el
agua en el estangue 23 permanece mas tiempo en el, favoreciendo

el incremento de la poblaciédn bacteriana.

thn anilisis global comparativo de ambas zonas nos indica

gue la entrada de agua del larco presentd concentraciones
ligeramente menores a los de la entrada de agua del Valle del

Fotrero, esto puede explicarse dado que el agua del Valle del
Fotrero corre al aire libre y sobre la tierra desde el manantial
hasta la entrada de la piscifactoria, de manera gue @sti

expuesta a la influencia de las bacterias del aire y el suelo:



mientras gue el agua del 7arcu realiza su trayectoria sobre un
canal de cemento y la mitad de este se encuentra cubierto. j¥a)
que disminuye la influencia de bacterias del medio que ie rodea;
por otra parte, el flujo.de agua que llega al Zarco es mucho
mayor al de Valle del Fotrero.

El estanque 23 registrd los valores mas altos aun cuando su
tamafio es comparable con el de crias del Valle del Fotrero: esto
como se mencliona anteriormente debido a la forma cilindrica que
presenta, con mayor profundiad en el centro, facilitando la
acumulacidn de materia organica lo que evita la penetracien de
los rayos ultravioleta del sol disminuyendo su accion
bactericida (Bell, y cols., 1982), as{ como del +flujo de aqgua
que es circular y contribuye a una mayor permanenclia del agua en

el estanque.

Al comparar los resultados obtenidos en estos dos centros
con los que se reportaron para dos muestreos puntuales
realizados en una piscifactorta de Fucuato, Mich. el 1% de julico
y otro &n una piscifactori{a de San Miguel Regla, Hgo. el 15 de
julio, ambas dedicadas al cultivo de trucha cuyos valores fueron
de 2.9 x 10a UFC/ml y de 9.9 ,-:10a UFC/ml respectivamente, se
observa gque estos resultados son similares. De igual manera se
observa una similitud con los datos reportados por Gilmour vy
col., (1976) quienes obtuvieron valores comprendidos entre 4 ¥
10® a 1 x 10’ UFC/ml en agua parcialmente descloradas, que
posef an organismos a los que no se alimentd desde una semana
antes ni durante el experimento. Aunque las condiciones son
diferentes, =2n ambos casos s nNos da una visian de estangues con
concentraciones bajas de bacterias.

Los valores obtenidos por medio de la técnica de conteo

directo en la mayoria de los casos presenta poca variabilidad



entre ellas, incluso 1los valores promedio para todos los

estangques se encuentran dentro de la misma potencia (10:10000

UFC/ml).

Se obtuvo un valor bajo de correlacién al comparar las
técnicas empleadas para la cuantificacién bacteriana, esto
debido a la variabilidad de los grupos bacterianos detectados
por cada una de ellas como a errores en la aplicacién de las
técnicas. Al igual que el obtenido por kaneko y cols., (1978) en
aguas del Golfo de Alaska. Sin ambargo Atlas y Bartha (1981),
reportan una alta correlacidn positiva entre ambos métodos.

No se observéd estacionalidad en los valores de concentraciones

bacterianas a lo largo del estudio por ninguno de los métodos.

La abundancia de los bacilos Gram negativos coincide con lo
reportado por Gilmour vy cols.,(1976) y Austin (1983) para
estanques de peces en los cuales la mayoria de las bacterias
aisladas fueron Gram negativas no esporuladas. Los bacilos Gram
positivos presentaron mayor incidencia en el Valle del Fotrera,
donde las condiciones eran favorables para el arrastre del medio
terrestre que rodea a los estangues, (Austin, 1983), no asi en

los del Zarco donde sobresalen del nivel del suelo.

El observé la presencia de ciertas colonias pigmentadas a
partir del mes de mayo., (aproximadamente S5%) que no se habfan
presentado antes, las que posiblemente hayan llegado hasta los
estangues ya sea del aire o del terreno circundante por efecto
de las lluvias (Collins y cols.,1973). Estos valores nunca se
acercaron a los de los pigmentos crema-blanco y
amarillo-naranja.

En este estudio no se presentsd una marcada diferencia en

los pigmentos en las épocas de secas y de lluvias.
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Los estanques del Zarco son lavados, encalados y en caso
necesario se affaden sustancias quimicas directamente al agua,
para prevenir problemas sanitarios. Sin embargo los estanques
del Valle del Fotrero no reciben ningun tratamiento.
Considerando qgue las concentraciones bacterianas de las
fuentes de agua son similarmente bajas, que el organismo bajo
cultivo es el mismo y la forma de calcular 1la cantidad de
peces por estanque es la misma, podria pensarse que los
estanques rusticos tesultan mas eficientes que los de
concreto. Fero por otra parte la falta de conocimiento vy
experiencia por parte de los encargados de las pequelias
piscifactorias para determinar la causa repentina de la muerte
masiva de los organismos y la falta de control en cuanto a la
productividad real obtenida, esten dando una idea erronea de

la efectividad de los estangues.
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APENDICE

1 5= PREPARACION DE AGUA DE DILUCION.

Solucién buffer de fosfatos:

a) stock solucién buffer de fosfatos; 34 g de potasio
dihidrégeno fosfato (KHzPD‘) en 500 mL de agua destilada, ajustar
al pH a 7.2 con NaOH 1IN, y diluir a un litro con agua destilada.

b) 50 g de sulfato de magnesio (HgSD‘. 7 H:ﬂ) en un litro
de agua

Aladir 1.25 mL de la solucién (a) mas 5 mL de la solucidn
(b), y afaorar a un litro de agua destilada. Se colocan 9 =L aen
cada tubo de ensaye con tapén de rosca y se esterilizan a 121
libras durante 15 min (A. P. H. A., 1971).

2.- PREPARACION DE MEDIO PLATE COUNT. Merck’
gramos por litro
peptona de caseina 5.0
extracto de levadura 2.5
D (+) glucosa 1.0
Agar-—agar 14.0

Se suspenden 22.5 g en un litro de agua destilada, se dejan
remojar 15 min, se calienta hasta que esté disuelto, y se
esteriliza durante 15 min a 121 libras.

Una vez estéril, se vacia a las cajas petri y se dejan
solidificar durante 4B h. Ya solidificado el medio se guardan

las cajas en refrigeracidén hasta su uso.

3.— TINCION DE GRAM (Modificada por Hucker, 1957)

Reactivo de Cristal violeta-oxalato de amonio

Solucidén A Solucién B
cristal violeta 0.2 g oxalato de amonico 0.8 g
alcohol etilico 96% 200 mL agua destilada 80.0 mL

Se combinan las soluciones, se Ffiltra y se deja reposar
durante 24 h.
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Lugol

Solucién A Solucién B

Iodo (cristales) 1 g NaHCD’ al 5% 60 mL
Ioduro de potasio 2g

agua destilada 240 mL

Combinar las dos soluciones, filtrar y dejar repaosar durante

24 h.

Alcohol etilico al 96% y safranina para tincidn de Gram
(presentacidn comercial Sigma)

TECNICA;

1.—- Hacer un frotis de la cepa y dejarla secar

2.~ cubrir la preparacidén con la solucién de cristal violeta -
oxalato de amonio por espacio de 1 minuto

3.~ lavar con agua

4.~ cubrir la preparacién con la solucién de lugol, 1 minuto

S5.- lavar con agua

6.- Decolorar con alcohol etilico durante 45 segundos

7.— lavar con agua

8.—- cubrir la preparacién con safranina 30 segundos (colorante de
contraste)

9.-— lavar con agua

10.- dejar escurrir y observar al microscopio de campo claro con
el objetivo de inmersidén.

Las bacterias que retengan el cristal violeta apareceran de
color azul (Gram positivas) las que retengan la safranina seran

rojas (Gram negativas).

4. - PREFPARACION DE MEDIOS Y REACTIVOS.
A) Agar Hierro Kliger:

Este medio esta disefiado para detectar la produccién de acido
Yy gas que son producto de la fermentacién, asi como HQS a partir
del sulfato ferroso. La produccién de Acidos mixtos relativamente
fuertes hacen virar el color rojo del indicador (rojo Fenol) a

amarillo, cuando el pH es menor a &.8B.
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Gramos por litro gramos por litro

Extracto de carne .....3.0 amonio hierro(III)

extracto de levadura ..3.0 citrato ....caceesses0:I
peptona de caseina ...15.0 cloruro de sodio ....5.0
peptona de carne ......9.0 tiosulfato de sodio .0.5
lactosa ....ccceene...10.0 rojo de fenol .....0.024
glucosSa .c.veseresenee-a1.0 agar—~agar .s.e.e..s-2..12.0

pH del medio 7.4
Preparacién:

Aladirlos a un litro de agua destilada, dejar remojar durante
15 min, después se hierve hasta completar disolucién. Se vacia en
tubos de ensaye con tapén de rosca y se deja esterilizar durante
15 min a 121 libras, se dejan solidificar los tubos inclinados de
tal manera gque el medio gquede en "pico de flauta".

Fara la inoculacidn se utiliza una asa de siembra recta, se
toca la colonia pura y se atravieza el medio hasta 3 ¢ 5 mm antes
del fondo para evitar la entrada de aire, se retira el asa y se

estria el pico. Se deja incubar durante 24 a 48 h a 37°C.

Interpretacidn:

]

Pico alcalino y fondo alcalino no hay fermentacién de azucar

(rajo) (rojo) (bacterias no fermentadoras)
Pico alcalino y fondo &cido = fermetacidén de glucosa, pero no
(rojo) (amarillao) de lactosa.
Pico acido y fondo acido = fermentacién de glucosa y lacto-
(amarillo) {amarillo) sa (bacterias fermentadoras)

B) Medio de Oxido—fermentacién de Hugh y Leifson

Medio sensible para la deteccién de 4acidos formados por la

oxidacién de glucosa.

peptona 2.0 g azul de bromotimol 0.003 g
glucosa 10.0 g cloruro de sodio 5.0 ]
agar 2.5 ¢g fosfa o dipotasico 0.3 [+]

Todos los reactivos se mezclan en un litro de agua destilada,
el pH final es de 7.1. El medio se vacia en ampolletas vy se
esteriliza a 121 libras de presién durante 15 min, vigilando que

éstas queden bien tapadas.

32



La inoculacidén se hace con asa de siembra recta, tocando 1la
cepa pura y sumergiéndola dentro del medio sin tocar el fondo, se
siembran dos ampolletas por cepa, una se mantiene en condiciones
aerobias y la otra en condiciones anaerobias, esto ultimo se
consigue utilizado ampolletas con medio hervidas durante algunos
minutos para que salga cualquier residuo de oxigeno y colocando
una capa de parafina sobre el medio después de que ha sido

sembrada la cepa. Se dejan incubar duarente 24-48 h.

Interpretacidn:

Aerobio Anaerobio Metabol ismo
Acido (amarillo) alcalino(verde) Oxidativo
Acido Acido Fermentativo
alcalino alcalino No sacarolitico
C) Reduccién de Nitratos:

La caracteristica de las Enterobacterias, de obtener uxigenu
a partir de los nitratos, le confieren la capacidad de reducir

estos a nitritos.

Caldo nutritivo 8 g
KND9 1 g
Agua destilada 1000 mlL

Se ajusta el pH a 7.5, se vierte en tubos de ensaye con tapdén

de rosca, se esteriliza a 121 libras durante 20 minutos.

D) Reactivo de Griess

Solucién A Soluciédn B

Acido sulfanilico 0.8 g alfa naftilamina 0.5 g
aAcido acético SN 100 ml Acido acético SN 100 mL

Interpretacién:

para la lectura de los tubos se afiaden 3 gotas de Acido
sulfani lico y 3 gotas de alfa naftilamina. El vire a un color rojo

indica que hubo reduccién de nitratos (prueba positiva)l. Si la



muestra queda incolora puede deberse a: que no hubo reduccién de
nitratos o que la reduccién fué mas alla de nitritos (amonio,
6xido nitrico, etc.), para lo cual se affade una "pizca" de zinc
(dada su capacidad para reducir los nitratos), si la muestra
cambia a color es que aun estaban ahi (prueba negatival, si no
cambia de color es que la reduccién fué mas alla de 1los nitratos

{prueba positiva).

E) Citocromo Oxidasa (Kovacs, 1956)

El sistema citocromo oxidasa se encuentra en los organismos
aerobios o anaerobios facultativos, por lo tanto esta prueba es
importante para diferenciar Enterobacterias (que carecen de la

enzima) de las Pseudomonas (que la poseen).

N,N-dimetil—-monohidroclorato—-p-fenildiaminae 100 mg

agua destilada 10 mL

Esta sustancia debe prepararse al momento de usarse en
frascos ambar y envolverlo con papel aluminio, se conserva en

refrigeracién 10 h., después de las cuales debe desecharse.

Frocedimiento:

Dentro de una caja Petri se coloca un papel filtro que se
baffa con la solucién, con el asa se toma una pequefia muestra de 1la
colonia y se hace un frotis sobre el papel; una coloracidén rosa

después de 2 a 30 segundos indica una prueba positiva.

) Catalasa (Koneman, 1983)

A pesar de ser uno de los productos finales del metabolismo
oxidativo de los azucares, el perdxido de hidrégeno puede ser
letal para las bacterias, la catalasa es una enzima que se encarga
de descomponerlo en agua y oxigeno. La mayoria de las bacterias
aerobias y anaerobias facultativas poseen actividad de catalasa vy

es comunmente utilizada para diferenciar bacilos gam positivos.

Perédxido de hidrégeno al 30%, conservado en frasco color ambar.
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Frocedimiento:

Tomar una muestra del cultivo puro y colocarlo sobre un
portaobjetos, afiadir una gota de perdxido de hidrdgeno. La
produccién de burbujas.debidn al desdoblamiento del perdxido de

hidrégeno indican una prueba positiva.

5.— TECNICA DE CONTEDO DIRECTO FOR MEDIO DE LA TINCION DE NARANJA

DE ACRIDINA Y MICROSCOPIA DE EPIFLUORESCENCIA.

Esta técnica consiste en retener todas 1las bacterias por
medio de un filtro en cuya superficie deben ser visibles las
bacterias, y la tincién y las condiciones Spticas deben producir
un alto contraste entre las bacterias y el fondo (Hobbie, et,al.
1977). Esto se consige tifiendo membranas nucleopore de 0.22 de
tamafio de poro (25 mm de diaAmetro) con una solucién de Irgalan
black (2g de irgalan black en un litro de Acido acético al 2%) por
un espacio de 2 a 24 h, después de las cuales se enjuagan uno
por uno por inmersidén en agua destilada varias veces, pudiendo ser

utilizados inmediatamente.

Procedimiento:

Flamear la columna millipore de 15 mL y dejarla enfriar, con
una pipeta estéril se toman 5 mL de muestra, se colocan en el
tubo de ensaye con tapén de rosca, se afiaden 0.5 mL de naranja de
acridina (0.2 g de naranja de acridina en 20 mL de agua
destilada), se agita vigorosamente con la ayuda de un agitador
vortex y se deja reposar S min . Se coloca el Ffiltro millipore
tefiido sobre el prefiltro y sobre éste la columna, gque se fija
con pinzas millipore (Fig. 3). Se vierte el contenido del tubo en
la columna y se filtra provocando wvacio con una bomba de 1/4 de
HP. Una vez que la muestra se ha filtrado, retirando la columna,
se toma el filtro con unas pinzas millipore y se coloca sobre un
portaobjetos en el cual se ha colocado una gota de aceite de
inmersién tipo A (sigma) con una resolucién de 100 X, colocando

hacia arriba la cara del filtro que tuvo contacto con la muestra,
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se affade otra gota de aceite, se tapa con el cubreobjetos vy se

observa al microscopio.

En caso de ser necesario, cuando los campos esten muy
saturados de bacterias, ,se haran diluciones utilizando agua

destilada y repitiendo el procesao.

Precauciones:

Para mejores resultados deben tomarse las siguientes
precauciones; tanto la acridina como el agua destilada que se
utiliza para las diluciones debe ser filtrada con un filtro
millipore de 0.22 cada vez que se utilizan.

Deben ser corridos “blancos" de la acridina y del agua destilada

todos los di as.
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