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Resumen

Con el fin de identificar las bacterias patégenas para el chivo cabezon
Ariopsis bonillai presentes en la piel y en su medio hidrologico, se realizo
un estudio durante tres (3) meses (junio — agosto del 2004), capturandose
tres lotes de 20 individuos en la parte sur y centro de la Cienaga Grande
de Santa Marta, teniendo en cuenta que se encontraran sanos y sin signos
de maltrato, esta actividad se efectud en tres fechas diferentes, el primero
de los lotes (lote A) se capturo en junio, el segundo en julio (lote B) y el
tercero en agosto (lote C), por el método del bolicheo, asi mismo se
tomaron muestras de agua de la CGSM y se midieron las variables
salinidad y temperatura. Para cada animal se determinaron variables
morfologicas (longitud total y peso), para las muestras de piel y agua se
realizo una cuantificacion de Aeromona hydrophila, Bacillus circulans,
Bacillus lichenifornus, Bacillus pumilus, Citrobacter  freundu,
Corynebacterium bovis, Escherichia coli, Enterococcus faecium, Micrococcus
sedentarius, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus, y Vibrio
metschnikovii, estos datos fueron procesados mediante los programas
SPSS® version 11.5, STATGRAPHICS® version 5.1, PRIMER® 5, y el
software BBL Crystal, con la finalidad de aplicar pruebas estadisticas
como anidado, Chi cuadrado, prueba de hipétesis, comparacion de dos
muestras y analisis de similaridad. Los resultados bacteriologicos
realizados a las muestras de piel, agua de la CGSM y agua de las piletas,
mostré para el agua de la CGSM la presencia de B. circulans, V.
metschnikovii y C. freundii con un 38% a 73% de UFC/ml en las dos fechas
de capturas. En el agua de las piletas se presentd P. aeruginosa, A.
hydrophilay B. circulans con porcentajes que variaron entre un 47% a 76%
en todos los muestreos del lote B, en la muestra de piel se identificaron 12
especies bacterianas con los mayores porcentajes de UFC indicando con
esto que la piel es un medio idéneo para la proliferacion bacteriana. Este
estudio permitié concluir que la carga bacteriana de la piel de los peces es
el reflejo directo del agua en la que viven, al presentarse porcentajes de
UFC similares en ambas muestras (piel y agua), ademas la presencia de
especies como; P. aeruginosa, A. hydrophila y B. circulans en la piel
inducen pensar que son las causantes de lesiones e incluso de la muerte
de Ariopsis bonillai en condiciones de laboratorio.

Palabras clave: Ariopsis bonillai, Patégeno, proliferacion bacteriana,
lesiones.
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1. INTRODUCCION

Un ecosistema esta definido como una unidad ecolégica, en la cual sus
componentes fisicos, quimicos y biologicos interacttian para producir
alguna clase de estabilidad (Gomez, 1999), cﬁando esta estabilidad es
afectada por agentes externos, sus componentes se desequilibran
presentando ambientes favorables para el florecimiento de agentes
patogenos; esto estimula el desarrollo de investigaciones con relacién a los
efectos de las variables ambientales sobre la salubridéd de los peces, por
esta razon, la carga bacteriana esta influida por el entorno climatico,
social, fisico y alimenticio que conlleva a una variacién en la concentracion
de los microorganismos patogenos, convirtiéndose en un problema para los

peces (Kinkelin et al., 1991).

Los parametros del medio acuatico pueden producir efectos directos o
indirectos sobre los peces, los directos se manifiestan como lesiones, por
ejemplo: la acentuada disminucién en el pH que lacera los epitelios
branquiales; los indirectos pueden observarse como un alto nivel de estrés.
Esto conduce a una disminucion en la resistencia a las enfermedades
provocadas por Bioagresores presentes en el medio y aun en el mismo

individuo, por ejemplo: las bacterias oportunistas.

Los cambios fisiologicos y bioquimicos, que se producen en el pez como
respuesta al estrés ambiental, son inespecificos y se desarrollan en tres
fases: 1. una reacciéon de alarma, 2. una fase de resistencia durante la
cual, la capacidad de adaptacion mantiene la homeostasis a pesar de los

cambios circunstanciales y 3. Una fase de agotamiento, cuando la sefal
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de alarma persiste y la adaptacion no es suficiente y el equilibrio no se

puede mantener (Gomez, 1999).

Muchas de las enfermedades de los peces se deben a microorganismos que
hacen parte de la flora normal de éstos y que solo se hacen patégenos bajo
la influencia de variaciones del medio ambiente, como lo son; el cambio
brusco de temperatura, la contaminacion, el estrés hormonal o alimenticio

(Roberts, 1981).

Cuando los peces son tomados del medio natural y llevados a un
laboratorio en donde se tratan de simular las condiciones naturales, son
sometidos a cambios, estos pueden generar estrés y alteraciones en su
sistema inmunologico, lo que los hace mas susceptibles al ataque de
bacterias patogenas que causan dafios graves o incluso la muerte. Esto
conllevo a preguntarnos, ¢El cautiverio proporciona condiciones para que

se presenten enfermedades de origen bacteriano en los peces?

Los bagres de la familia Ariidae a la cual pertenece Ariopsis bonillai,
constituyen un recurso que puede ser aprovechado adicionalmente en la
acuicultura; aunque, en este momento no se cuente con una biotecnologia
de cultivo bien establecida para el manejo de ésta especie, puesto que es
poco lo que se conoce sobre su comportamiento en cautiverio. Debido a la
importancia biologica y economica, se hace necesario realizar estudios que
permitan conocer mas sobre este bagre estuarino, sobre todo si se tiene en
cuenta que actualmente es la especie con los indices mas grandes de
captura en la Cienaga Grande de Santa Marta (CGSM) (INVEMAR et al.,
2000).
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La presente investigacion contribuye al conocimiento de aspectos
patologicos de esta especie nativa y endémica en condiciones de
laboratorio. Con la finalidad de aislar, caracterizar e identificar bacterias
patogenas para esta especie en cautiverio. Ademas ofrece herramientas
que permiten plantear posibles alternativas para cultivos controlados en

laboratorio.

Esta investigacion fue desarrollada en el marco del proyecto "Manejo de
reproductores tendientes a la produccién masiva de alevinos del bagre
estuarino Chivo cabezén, Ariopsis bonillai (Miles, 1945) en condiciones
controladas", financiado por COLCIENCIAS y la Universidad del
Magdalena.
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2. OBJETIVOS

2.1 GENERAL

Aislar, caracterizar e identificar bacterias patdégenas presentes en la piel
del Chivo cabezon Ariopsis bonillai (Miles, 1945), en el agua de la CGSM y

de las piletas en condiciones de laboratorio.

2.2 ESPECIFICOS

Caracterizar macroscopica y microscopicamente los morfotipos
bacterianos encontrados en la piel del Chivo cabezon Ariopsis bonillai
en el agua de la CGSM y de las piletas del laboratorio.

Determinar la abundancia de morfotipos. presentes en la piel de los
peces y en el agua expresada en unidades formadoras de colonias
(UFC/ml).

Identificar mediante pruebas bioquimicas BBL CRYSTAL® las bacterias
presentes en la piel y en el agua.

Comparar la carga bacteriana de la piel con las encontradas en el agua.
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3. ANTECEDENTES

Las enfermedades bacterianas son responsables de graves mortalidades
tanto en los peces en estado libre como en cautiverio, el agua, sobre todo
cuando contiene un exceso de materia organica, es un medio ideal, para el
crecimiento de muchos géneros de bacterias; varios investigadores han
demostrado que la carga bacteriana normal de los peces es el reflejo

directo de la carga bacteriana del agua en la que viven (Roberts, 1981).

La primera enfermedad bacteriana descrita fue la peste roja de las
anguilas, Bonaveri la describié por primera vez en 1728, en la costa
[taliana del Adriatico. En el transcurso de este siglo, han sido decisivas
dos circunstancia en el desarrollo y conocimiento de las enfermedades
bacterianas de los peces; la primera, en 1929, con la creacién en Escocia
de la Parliamentary Committe of Enquiry para el estudio de la
furunculosis, enfermedad que habia causado enormes perdidas en los
Salmones de los rios Escoceses; el segundo fue el desarrollo, sobre todo en
America y Japon, de métodos de piscicultura que inducen regularmente
efectos de estrés y pueden favorecer la aparicion de numerosas

enfermedades bacterianas en los peces (Roberts, 1981).

El primer reporte de Streptococcus fue realizado en 1970 por Wu en
Taiwan, con cultivos de Tilapia, que provocé mortalidades masivas; el
Streptococcus aislado se identifico como S. pyogenes p-hemolitico.
Posteriormente, el patégeno se ha desarrollado dentro de los cultivos de
Tilapia a nivel mundial, es asi como se ha aislado en Japén, Taiwan,

Israel, Arabia Saudita y Estados unidos (Conroy y Conroy, 1997 En:
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Rodriguez et al., 2001).

En Noruega, se piensa que Vibrio salmonicida puede ser el factor que mas
contribuye en la enfermedad de Hitra, un evento que produce grandes
perdidas en las poblaciones del Salmén del Atlantico, la enfermedad suele
observarse cuando la temperatura del agua es baja y se presentan muchas

lluvias, lo que ocasiona disminucion en la calidad del agua (Brown, 2002).

Segun Kinkelin et al. (1991) Se pueden distinguir enfermedades de agua
dulce (generadas por Mixobacterias, Aeromonas, Lactobaccillus); de agua
salada (ocasionadas por Vibrio, Pasteurella); de agua fria o templada (la
mayoria de las infecciones de los Salmonidae) y de agua calida

(Epiteliosistis, Pasteurella, Edwardsiellq).

Pillay (1997) afirma que las condiciones ambientales de estanques de
cultivo a alta densidad de Clarias spp. (Bagre asiatico) dan por resultado
una alta frecuencia de enfermedades y mortalidad, que a menudo diezman
casi la mitad de los peces sembrados. Las tres infecciones mas comunes
de este bagre son; la branquial por Trichodina, la renal bacteriana y la
infeccion por Gyrodactylus. Las enfermedades por Aeromonas spp.,
Flavobacterium spp., Flexiobacter columnaris, Pseudomona spp. y
Edwardsiella tarda. Se han identificado como Clarias batrachus y Clarias
macrocephalus. En el bagre de canal (Ictalurus punctatus), se presenta con
frecuencia la septicemia hemorragica y la columnaris, que son
enfermedades bacterianas importantes que causan considerables

mortalidades.
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En Colombia, han sido reportadas Aeromona'hydrophila, A. sobria y A.
caviae como componentes de la carga normal en cultivos intensivos de
Tilapia roja (Oreochromis sp), igualmente fue aislada en un cultivo de
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) una cepa con caracteristica
similares a Aeromona salmonicida (Villanueva, 1994).  Sin embargo se
requieren nuevos aislamientos y la caracterizacion molecular de las cepas
aisladas que identifique plenamente la bacteria, debido a que no ha sido
reportada en Colombia y es importante dado su alto poder patologico, ya
que puede producir perdidas del 5% al 100% de las Tilapias cultivadas en
agua dulce y salobre (Baddour, 1992; Conroy y Conroy, 1997 En:
Rodriguez et al., 2001).

Desafortunadamente los estudio que involucran en forma profunda los
aspectos bioecologicos y pesqueros de los Aridos son muy escasos a nivel

regional, nacional y atin mundial (Galvis, 1984).
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4. HIPOTESIS

El cautiverio genera estrés y alteraciones en el sistema inmunologico de los
peces, esto los hace vulnerables al ataque de bacterias que en determinado
momento hicieron parte de la carga bacteriana normal de estos, y que bajo
estas condiciones se desencadenan un cuadro patologico causando dafios

graves e incluso la muerte de los animales.

Las especies bacterianas presentes en la piel del chivo cabezon

corresponden a las bacterias presentes en el agua de la CGSM.
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5. MARCO TEORICO

5.1 EFECTOS DE LAS VARIABLES AMBIENTALES SOBRE
LA INCIDENCIA DE ENFERMEDADES EN PECES

5.1.1 Factores fisicos. Estan principalmente definidos por las
propiedades fisicas del agua, como: temperatura, conductividad,
oxidabilidad, demanda biolégica de oxigeno y contenido de materia
organica en suspension. Estas caracteristicas del medio acuatico
confieren a los peces determinadas desventajas, que éstos deben superar
permanentemente ﬁor el efecto sobre su patologia y condiciones de

explotacion (Kinkelin et al., 1991).

5.1.2 Factores quimicos. Son principalmente las propiedades
inherentes a la composicion del agua como: pH, alcalinidad, contenido de
gases disueltos. Otro factor de orden quimico, es la alimentacion
considerada desde el punto de vista tanto cualitativo como cuantitativo

(Kinkelin et al., 1991).

5.1.3 Factores biologicos. Los virus, bacterias y parasitos se consideran
bioagresores para los peces y son las principales causas de las
enfermedades de ellos. Estos estan condicionados en gran medida por

factores fisicos y quimicos del medio ambiente (Gomez, 1999).

Los peces, albergan a los bioagresores segun distintas modalidades que

van desde el portador sano, al animal inmune pasando por el enfermo
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clinicamente detectable (Kinkelin et al., 1991).

5.2 CARACTERISTICAS GENERALES DE Ariopsis bonillai

Figura 1. Aspecto general de Ariopsis bonillai Chivo cabezén.

5.2.1 Ubicacion taxonémica

Phylum Chordata
Clase Pisces
Division Euteleostei
Superorden Ostaiophysi
Serie Otophysi
Orden Siluriformes
Familia Ariidae
Genero Ariopsis (Gill, 1861)
Especie Ariopsis bonillai (Miles, 1945)

Nombre Comun Chivo cabezon

5.2.2 Descripcidon. Se caracteriza por presentar 2 pares de barbillones
mentonianos de seccion circular (Figura 1), igual que el par de los
maxilares. Dientes de paladar pequenos distribuidos en dos parches a

cada lado, surco medial corto, su coloracion es de gris oscuro a gris

10
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azuloso, vientre de color blanco azuloso y alcanza hasta los 80 cm de

longitud total (Cervigon, 1991 En: Mejia y Acero, 2002).

5.2.3 Distribuciéon geografica. Registrada para el Caribe colombiano
(Acero et al., 1986 En Mejia y Acero, 2002). En las ecoregiones Magdalena:
Ciénaga de Tesca y Ciénaga Grande de Santa Marta (Riano y Salazar,
1982; Toro y Villa, 1983; Galvis, 1984; Santos-Martinez y Acero, 1991 En
Mejia y Acero, 2002) y Morrosquillo, Bahia de Cispata (INVEMAR, 2002; en
Mejia y Acero, 2002).

5.2.4 Aspectos biologicos y ecologicos. Ariopsis bonillai es de habitos
costeros y bentonicos encontrandose principalmente sobre fondos fangosos
de aguas turbias dulces y salobres como lagunas costeras, partes bajas de
los rios, estuarios, ciénagas y zonas de manglar (Taylor y Menezes, 1978;

Riano y Salazar, 1982 En: Mejia y Acero, 2002).

Su alimentacion cambia de acuerdo a la talla y se basa principalmente en
invertebrados benténicos como crustaceos y poliquetos, aunque incluyen

también insectos, peces, algas y detritos (Toro y Villa, 1983).

Los machos desde los 4 a 5 meses alcanzan la diferenciacion sexual, éstos
son de menor tamafo que las hembras, debido a una interrupcion del
crecimiento durante el prolongado periodo de incubacion de los huevos en

la boca, imposibilitandose la ingestion de alimentos (Galvis, 1984).

11
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5.3 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS
MICROORGANISMOS ESTUDIADOS

5.3.1 Escherichia coli: bacilo Gram negativo (1.1 a 1.5 um x 2.0 a 6.0
um), movil con flagelos peritricos, anaerobio facultativo, fermentador de
carbohidratos, utiliza el acetato como Unica fuente de carbono, ademas
posee una estructura antigénica compleja, produce diversas toxinas y
factores de virulencia como el pili y la capsula, posee metabolismo
respiratorio y fermentativo (Holt, 2000). Otra caracteristica especifica de

esta especie es la actividad de la enzima p - glucoronidasa (Merck, 1994).

5.3.2 Staphylococcus aureus: coco ~Gram positivo, crece en
concentraciones por encima del 10% de NaCl a una temperatura de 30 a
37 °C, con valores de pH entre 4.2 y 9.3, posee metabolismo respiratorio y
fermentativo, produce acido aerébicamente a partir de la fructosa,
galactosa, manosa, ribosa, y anaerébicamente desde la glucosa, lactosa,

maltosa y manitol (Holt et al., 1995).

5.3.3 Pseudomona aeruginosa: bacilo Gram negativo, movil, con
flagelos polares, quimio-organotrofos oxidativos y aerobios estrictos (Holt,
2000) es un patogeno oportunista tipico, iniciando una infeccién cuando el
animal se encuentra bajo de defensa, causante de infecciones sistémicas
en individuos con amplias lesiones de piel, es resistente a los antibioticos
utilizados rutinariamente, produce; piocianina y pigmento fluorescente
verde-amarillento soluble en agua, reacciones de oxidasa positiva y crece

hasta los 43°C (Madigan et al., 2004).

12
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5.3.4 Vibrio metschnikovii: bacilo Gram negativo (0.5 a 0.8 um x 1.4 a
2.6 um), movil con flagelos polares, anaerobio facultativo, con metabolismo
respiratorio y fermentativo, crece entre los 20 °C o mas de 30 °C. La D-
glucosa y otros carbohidratos son catabolizados con la producciéon de
acido, produciendo una reaccion positiva a la oxidasa, los iones de sodio
son un requerimiento absoluto para el crecimiento de esta especie, comun
en habitas acuaticos marinos o estuarios, y en el intestino de los animales

marinos (Holt et al., 2000).

5.3.5 Citrobacter freundii: bacilo Gram negativo (1 ym x 2 a 6 um),
moviles por flagelos peritricos son anaerobios facultativos, es patogeno
oportunista, quimio-organotrofo que posee los dos tipos de metabolismo
respiracion y fermentacion. Tiene una temperatura optima de crecimiento
de 37 °C, la D-glucosa y otros carbohidratos son catabolizado produciendo
acido y gas, no muestra reaccion frente a la oxidasa y si a la catalasa y

citrato. Es comun en heces de animales (Holt et al., 1995).

5.3.6 Micrococcus sedentarius: coco Gram positivo (0.5 a 2.0 um),
estrictamente anaerobio, quimio-organotrofo con metabolismo respiratorio,
produce acido a partir de carbohidratos, posee reacciones positivas frente
a la catalasa y oxidasa, es halotolerante creciendo en concentraciones de
NaCl del 5%, resistente a la lysostophin, su temperatura optima de

crecimiento es de 25 °C a 37 °C (Holt et al., 2000).

5.3.7 Bacillus spp.. bacilos Gram positivos (0.5 a 2.5 x 1.2 a 1.0 pum),

moviles por flagelos peritricos, resistentes a condiciones adversas, son

13
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aerobios o anaerobios facultativos con una amplia tolerancia fisiologica al
calor, salinidad y pH, tienen metabolismo fermentativo y respiratorio,
catalasa positiva, fundamentalmente con un amplio rango de habitas, son
mesofilos, quimio-organotrofos, los miembros del genero bacillus son

faciles de aislar en el agua, tierra y aire: (Holt et al., 2000).

5.3.8 Aeromona hydrophila: bacilo Gram negativo (0,3 a 1,0 x 1,0 a 3,5
um), movil con un flagelo polar, quimio-organotrofos, poseen los dos tipos
de metabolismo respiratorio y fermentativo, temperatura de crecimiento es
de 22°C a 28°C, D-glucosa y otros carbohidratos son catabolizado con la
produccion de acido y a menudo gas, oxidasa y catalasa positiva, reduce
nitratos, se encuentran en aguas frescas y aguas residuales, algunas

especies son patogenas para ranas, peces y humanos (Holt et al., 2000).

5.3.9 Corynebacterium bovis: bacilo Gram positivos (0.4 x 0.8 pum),
inmévil, no resistente a los acidos con tendencia a la variabilidad
morfologica, apareciendo como cocos, bacilos cortos o incluso formas
ligeramente ramificadas (Klinke, 1982), son microorganismos aerobio,
parcialmente acido-alcohol resistentes, no esporulados

(www.monografias.com/trabajos/bactevet/bactevet.shtml).

5.3.10 Enterococcus faecium: coco positivos (0.5 a 0.75 x 1.0 a 2.5 um),
respiratorio y quimioorganotrofo fermentativo, puede ser mévil o inmoévil

(Roberts, 1981).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 OBTENCION Y TRANSPORTE DE LOS ANIMALES
6.1.1 Captura de los juveniles de Chivo cabezdn. Se capturaron 3 lotes

de 20 individuos de Chivo cabezén Ariopéis bonillai en la parte sur y centro
de la CGSM (Figura 2), seleccionandolos con las siguientes condiciones;
tallas que oscilaran entre 19 y 21 cm, que se encontraran sanos y sin
signos de maltrato. Esta actividad se efectué en tres fechas diferentes del
2004, el primero de los lotes (lote A) se capturé en junio, el segundo en
julio (lote B) y el tercero en agosto (lote C) del 2004, la captura de los

animales se realizé por el método de bolicheo (redes de enmalle).

Figura 2. Mapa de la Ciénaga Grande de Santa Marta resaltando la zona donde se capturaron
los animales, Modificado Encarta® 2005.
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Durante la captura de los animales se tom6 una muestra de 500 ml de
agua de la CGSM en un frasco estéril, a la cual se le realizo el analisis
bacteriologico junto con el frotis de piel de cada uno de los peces, este
ultimo se realiz6 cuando los individuos llegaron al laboratorio para saber

cual era la carga bacteriana normal de estos y del medio donde habitan.

6.1.2 Transporte de los animales. En la embarcacion usada, el agua de
dos tanques de polietileno de 250 1 con los peces, fue cambiada cada 20
minutos para disminuir la temperatura y mantenerla oxigenada. Durante
el transporte por carretera al laboratorio de maricultura del Centro Planta
Piloto Pesquera de Taganga de la Universidad del Magdalena localizado en
la poblacion de en los 11° 5" Ny 79° 12’ W, separado de Santa Marta por
3.5 Km se adicionaron aproximadamente 20 Kg de hielo a cada tanque,
con el fin de mantener la temperatura del agua igual a la registrada en el

sitio de captura (Chaparro et al., 2002).

6.2 MONITOREO DE LOS EJEMPLARES EN LABORATORIO

La mitad de los ejemplares juveniles del Chivo cabezén transportados
desde la CGSM fueron sometidos a un bano consistente en 84 mg de
Ampicilina, 560 mg de Mebendazol y 84 gotas de Azul de metileno
(Tratamiento profilactico — CT) para controlar la carga bacteriana presente
en la piel del animal, el resto de los animales no fue tratado con ningun
tratamiento antes de ser colocados en piletas para realizarle el monitoreo
diario, en el laboratorio de reproduccion de peces marinos, y la fase
microbiologica (aislamiento, caracterizacién e identificacion bioquimica de

las cepas bacterianas) se llevo a cabo en el laboratorio de microbiologia
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del Centro Planta Piloto Pesquera de Taganga

6.2.1 Preparacion de las piletas en laboratorio. Se prepararon 4 piletas
plasticas cuadradas con dimensiones de 110 x 130 cm, llenas con agua a
la salinidad y temperatura registradas en el sitio de captura, marcandose
con los numeros 1, 2, 3 y 4, cada pileta contenia un volumen de agua de
350 I, previamente filtrado y esterilizado con rayos ultravioleta, ademas se
mantenian con recambio y aireacion constante. El lavado y limpieza de
piletas se realizaba cada 5 dias, con agua dulce y jabén, y desinfectandolas
con una solucion de acido muriatico al 5%, colocandose al sol y retirando

los residuos de acido con abundante agua dulce.

6.2.2 Distribucion de los ejemplares en las piletas. Los 20 ejemplares
fueron distribuidos al azar en las piletas hasta completar 5 en cada una de
estas. Marcando las piletas 1 y 2 con tratamiento y la 3 y 4 sin

tratamiento.

Los animales se alimentaban con pescado fresco en cantidades
correspondiente al 5% de su biomasa dividida en dos raciones, una en las

primeras horas de la manana y la otra por la tarde.

6.2.3 Recambio de agua. Diariamente se realizaron dos recambios
(manana y tarde) del 75% del total del agua para cada pileta, después de
cada aplicacion de alimento se limpiaban las paredes de las piletas y las
mangueras de aireacién con esponjas y agua dulce. Posteriormente, los

residuos de alimento y desechos se extraian de las piletas por medio de la
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aspiracion de agua del fondo a través de mangueras.

Las mangueras, baldes, esponjas y demas implementos usados para la
limpieza y recambio del agua fueron marcados y separados por
tratamiento a fin de evitar el riesgo de contaminacion cruzada, ademas
eran colocados en tasas con agua clorinada al 5% para su desinfeccion y
antes de ser utilizados se enjuagaron con abundante agua dulce para

eliminar los residuos de cloro.

6.2.4 Realizacion de biometrias. Las biometrias fueron realizadas cada
10 dias, y se registraba para cada ejemplar el peso y la talla, después de
cada biometria, se hacia el ajuste correspondientes a la racion de alimento

diario para cada pileta.

6.2.5 Registro de la temperatura y salinidad. Se realizaron registros
diarios de la temperatura antes y después de cada recambio de las piletas
(manana y tarde) con un termometro digital marca texto 96® con precision

de 0.1°C. La salinidad se midié con un refractometro wtw 1If 191®.

6.3 FUNDAMENTO DE LOS MEDIOS DE CULTIVOS
UTILIZADOS EN EL EXPERIMENTO

6.3.1 Agar TCBS. Medio con elevadas concentraciones de tiosulfato y
citrato, sales biliares, sacarosa para el aislamiento y cultivo selectivo de
Vibrio cholerae y otros vibriones enteropatogenos (V. parahaemolyticus,
vibrio NAG), inhiben notablemente a las enterobacteriaceas, forman

colonias amarillas (Merck, 1994).
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6.3.2 Agar SS. Para el aislamiento de Salmonella sp. y Shigella sp., a
partir de heces, alimentos y otros materiales objetos de investigacion, la
elevada concentracién de tiosulfato y citrato inhiben considerablemente la
carga bacteriana acompanante. Con el tiosulfatos e iones de hierro se
pone de manifiesto la formacion de sulfuro por el ennegrecimiento de las
correspondientes colonias. Las colonias de gérmenes lactosa-negativo son
incoloras y las lactosa positivos son rosadas hasta pueden presentar una
tonalidad rosada. Las colonias de microorganismos formadores de HsS

presentan un centro negro (Merck, 1994).

6.3.3 Agar MacConkey. Selectivo pafa el aislamiento de Salmonella sp.,
Shigella sp., y bacterias coliformes. sus sales biliares y el violeta cristal
inhiben considerablemente la carga Gram positiva. La lactosa, junto con
el indicador de pH rojo neutro sirven para comprobar la degradacion de
dicha azucar. Las colonias lactosa-negativas son indicadoras y las
lactosas-positivas son rojas con un halo turbid debido al descenso de pH

provocadas por los acidos biliares (Merck, 1994).

6.4 TECNICA DE SIEMBRA PARA EL MUCUS DE LA PIEL DE LOS
PECES

A cada uno de los 20 ejemplares se le realizé un proceso que consistié en:

6.4.1 Fase de pre-enriquecimiento. Se tomdé un pez y con dos
escobillones estériles se frotd la piel cinco veces, utilizando una plantilla
estéril (Figura 3) de cartulina (5 x 4cm) para un barrido total de 100 cm?.

Uno de los escobillones fue introducido en un frasco estéril de 100 ml con
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caldo peptonado al 0.1% tamponado y el otro se introdujo en un frasco
estéril de 100 ml de agua pectonada alcalina (pH = 8.3). Este
procedimiento se repitio para los 19 ejemplares restantes, completando un
total de 40 frascos que correspondieron a dos por cada ejemplar; se
incubaron a una temperatura de 35 a 37 °C durante 48 horas (Del Puerto

et al., 1992).

Figura 3. Frotis de la piel de Ariopsis bonillai utilizando la plantilla y el escobillén para su
posterior siembra en caldos de pre-enriquecimiento.

6.4.2 Fase de enriquecimiento. De la fase de pre-enriquecimiento se
realizaron diluciones seriadas y se sembraron las diluciones10® y 104, por
la tecnica en superficie en los agares TCBS, MacConkey (MK), SS y
Nutritivo (AN). En total se sembraron 160 cajas Petri (Figura 4), las cuales
se incubaron a una temperatura de 35 a 37 °C durante 48 horas, y se
caracterizaron macroscopicamente y microscopicamente las cepas

aisladas.
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Figura 4. Aspecto general de las colonias bacterianas aisladas en los medios de cultivos
utilizados durante la investigacion.

6.4.3 Aislamiento de colonias. De cada caja de enriquecimiento, se
realizaron pases sucesivos en agar nutritivo hasta obtener cepas puras por
el método de agotamiento y se confirmé por coloracion de Gram, luego se
identificaron por medio de las pruebas bioquimicas (paneles de BBL
Crystal para bacterias Gram positivas y Gram negativas) incubandose a

una temperatura de 35 a 37 °C durante 18 a 24 horas.

6.4.4 Identificacién bioquimica. A cada una de las cepas se le realizé la
prueba de oxidasa, tomando una muestra de la cepa pura en Agar
nutritivo con un palillo de madera (Figura 5), el cual se frot6 sobre una
tirilla indicadora (medicion de oxidasa) para observar el viraje morado
(positiva) (Figura 6) o amarillo (negativa), ademas, se les realizo la prueba

de SIM (sulfuro, indol, motilidad)
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Figura 5. Extraccion de cepas puras para realizar posteriormente la prueba de oxidasa.

Con un asa redonda se extrajo de la caja Petri una colonia aislada,
suspendiendo la muestra en un tubo con fluido de inoculo de la prueba
BBL Crystal, se tapé y agité en un vértex durante aproximadamente
10 a 15 segundos, se tomo la base de los paneles BBL Crystal, vertiéndose
todo el contenido del fluido en el area objetivo de la base, alineando la tapa
en cada uno de estos pocillos hasta que cada una de las puntas que
contenian los sustratos deshidratados quedaran bien ubicados; esto para
que se activara la reaccion en contacto con el fluido. Se incubé a una

temperatura de 35 a 37 °C, durante 18 a 24 horas.

6.4.5 Lectura de los paneles BBL Crystal. Después del periodo de
incubacién, los paneles con bacterias Gram negativas se leyeron boca
abajo utilizando el visor del panel BBL Crystal, (Figura 7a) se consulté la
tabla de colores (con luz blanca) de las reacciones (Figura 7b)

realizandose una interpretacion de éstas y se utilizo el cuaderno BBL
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Crystal para registrar las reacciones.

Los paneles con bacterias Gram positivas fueron leidos con una tabla de
colores y una lampara UV. Estos paneles tienen una celda de control
negativo, se observaron con la lampara UV el brillo de las otras celdas y se
compararon con el control para determinar si eran positivos (mas

fluorescente que el control) o negativo (menos fluorescente).

Figura 6. Prueba de oxidasa de especies bacterianas aisladas de la piel y del agua de las
piletas para pruebas bioquimicas.
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Figura 7. Panel de BBL Crystal utilizado para la identificacion de especies bacterianas
aisladas en el laboratorio.

(a) Panel de BBL Crystal (b) Carta de colores

6.4.6 Calculo del nimero del perfil BBL Crystal. A cada resultado
positivo del analisis, se le asigno un valor de 4, 2 6 1, correspondiendo a la
fila donde estuvo ubicado el analisis y un valor de 0 (cero) al resultado
negativo. Se sumaron los numeros de cada reaccién positiva en cada
columna, generandose un numero de diez digitos que fue el nuimero del
perfil (Figura 8a y b), este junto con la morfologia de Gram, indol y oxidasa
fueron analizados mediante la utilizacion del software de codigos
electronicos del sistema  BBL Crystal MIND, para obtener finalmente la

identificacion de la especie bacteriana aislada (Anexo a y b).
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Figura 8. Hoja de codigo para la identificacion de BBL Crystal (a) Gram positiva (b) Gram
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6.5 TECNICA DE SIEMBRA PARA EL AGUA.

A cada una de las cuatro piletas se les realiz6 un procedimiento que

consistio en:

6.5.1 Fase de pre-enriquecimiento. Se tomo una muestra de 100 ml de
agua de cada una de las piletas y se realizo filtracion por membrana
(Figura 9), de los filtros provenientes de esta filtracion (8) cuatro fueron
introducidos en cuatro frascos con 100 ml de agua peptonada alcalina (pH
+/- 8.3) y los otros cuatros se introdujeron en cuatro frascos con agua
peptonada a 0.1% (pH = 7), se marcaron con los ntimeros de las piletas, y

se incubaron a una temperatura de 35 a 37 °C durante 48 horas.
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Figura 9. Filtracion de las muestras de agua de las piletas y de la CGSM por el método de
membrana.

6.5.2 Fase de enriquecimiento. De la fase de pre-enriquecimiento se
realizaron diluciones en base 10 (103 y 10%) para cada uno de los frascos,
de cada dilucién, se sembré (0.1 ml en superficie), por duplicado en cajas
Petri con agar TCBS, MacConkey, SS, y Nutritivo, conformandose un total
de 32 cajas las cuales se incubaron a una temperatura de 35 a 37 °C
durante 48 horas, después de la incubaciéon se procedié a caracterizar

macro y microscopicamente las cepas encontradas.

6.5.3 Aislamiento de colonias. De cada caja de enriquecimiento, se
aislaron cepas puras por el método de agotamiento en agar nutritivo y se
incubaron a una temperatura de 35°C durante 18 horas. Para la
identificacion  bioquimica se realizo el procedimiento descrito

anteriormente (técnica de siembra para los peces).

Después de realizar el analisis microbiologico, los peces fueron devueltos a
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sus respectivas piletas, continudndose el seguimiento diario a cada una de
éstas, donde se observaba el comportamiento de los animales (ingesta de
alimento, nado, etc.), 10 dias después de iniciéda la observacion se realizo
un nuevo analisis microbiolégico y su correspondiente biometria, y asi
cada 10 dias durante 3 meses para un total de 12 muestreos. Al final del
experimento (después de tres meses) los peces fueron devueltos a la

CGSM.

6.6 DISENO ESTADISTICO

Con la informaciéon obtenida, se examinoé la distribucion de los datos
haciendo uso de la estadistica descriptiva (Canavos, 1994). Se realizo un
analisis cuantitativo del UFC/ml utilizando varios métodos estadisticos,
que permitieron analizar los parametros que intervinieron en el

experimento.

6.6.1 Determinacion de diferencias estadisticas. Las pruebas
estadisticas que se aplicaron al estudio fueron realizadas mediante el
programa SPSS® version 11.5, se utilizaron las rutinas de: comparaciéon de
dos muestras (tabla de contingencia) y Chi cuadrado para el muestreo del
lote A, para los lotes (B y C) se efectu6 una comparaciéon de la carga
bacteriana medida en UFC/ml entre los tratamientos profilacticos (con y
sin tratamiento) del agua y de la piel de los peces, mediante un modelo
anidado, que permiti6 la comparacion entre estos para el muestreo de julio

y agosto del 2004.

6.6.2 Prueba de hipotesis (prueba pareada). Otro analisis realizado fue
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la comparacion de muestras pareadas, utilizando el test de comprobacion
de hipotesis mediante la prueba de los signos, procedimiento efectuado en
el programa STATGRAPHICS® version 5.1 Statistical Graphics Corp. con el
proposito de encontrar diferencias estadisticas entre las UFC/ml de las

bacterias aisladas del agua con la piel de los peces.

6.6.3 Analisis multivariados. Para definir las asociaciones entre
especies y los agrupamientos entre los medios de cultivos, tratamiento
profilactico y muestreo, se aplicaron dos técnicas de analisis multivariado:
la clasificacion jerarquica aglomerativa (analisis de clasificacion -
CLUSTER) y la técnica de ordenacién conocida como escalamiento
multidimencional (MDS); rutinas del programa PRIMER® 5 para Windows
V 5.2.2. (Plymouth Routines in Mulivariate Ecological Research) (Carr,

1996).

6.7 VALIDACION DE LA IDENTIFICACION BACTERIANA

La confianza y los valores de biotipos de cada una de las especies
bacterianas identificadas fueron halladas con el numero del perfil

mediante el software BBL Crystal de las pruebas bioquimicas.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 INFLUENCIA DEL SEXO EN EL NUMERO DE CEPAS
BACTERIANAS AISLADAS

A los animales del lote A (mes de junio) se les efectué un primer analisis
buscando determinar si existian diferencias estadisticamente significativas
entre el sexo y el numero de especies bacterianas encontradas en la piel;
para esto se aplico la prueba de Chi cuadrado (Tabla 1), mediante la cual
se rechazo esta hipotesis (P > 0.10); evidencia estadistica que permite
afirmar que el numero de cepas bacterianas presentes en la piel no
dependen del sexo, por ello, en los analisis siguientes se decidié no realizar
diferenciacion entre sexo.

Tabla 1. Prueba de Chi-cuadrado para el lote A que determina la dependencia del nimero de
cepas bacterianas presentes en la piel de Ariopsis bonillai de acuerdo al sexo.

Concepto Valor Gl Sig. asintética (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 1.797@ 6 0.937

Razon de verosimilitud 1.820 6 0.935

N de casos validos 104 E

“cuatro casillas (28.6%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 1.41.

7.2 FACTORES ABIOTICOS ‘MEDIDOS EN LAS PILETAS
DURANTE EL ENSAYO (SALINIDAD Y TEMPERATURA)

La salinidad del agua fue siempre controlada y se mantuvo alrededor de 25
UPS; La temperatura tomada durante los tres meses de muestreo
manifesto las mayores variaciones después del recambio del agua en horas
de la manana (26.0 a 28.5 °C) (Figura 10a), y antes del recambio en la
tarde (29.0 a 30.5 °C) (Figura 10b) esto pudo ser causado por el
calentamiento del agua de los tanques de recambio que se encontraban

fuera del laboratorio y expuestos a la radiacion solar. Santos et al., (1995)
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menciona esto como causa de estrés en los peces por la produccion de
corticoesteroides que reducen el sistema inmunolégico de los individuos,
sefiala ademas que temperaturas por debajo de la optima, retrasa e
incluso suprime la respuesta inmunolégica de los individuos, la superior
causa estrés o inmunosupresion, asi mismo existe la respuesta diferencial

de algunos patogenos a la temperatura.

Figura 10. Comportamiento de la temperatura del agua de las piletas antes y después del
recambio de agua efectuado en las {a) maiianas y (b} tardes.
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7.3 COMPORTAMIENTO DEL PESO Y TALLA PROMEDIO DE
LOS ANIMALES DURANTE EL ENSAYO

El incremento en peso del lote B mostrado en la figura 11a. fue mayor
entre los dos primeros muestreos (14 g); posteriormente, los animales
mostraron una disminucion en su peso de 88 a 87.5 g al finalizar el
ensayo, mientras que la talla no se incrementé entre los dos muestreos
iniciales, a partir de la fecha 11/07/2004, se observé un incremento de
1 cm alcanzando una talla final de 21.2 cm, entre esta fecha y el cuarto

muestreo el crecimiento no fue sustancial (0.1 cm), lo que se relaciona con
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las condiciones optimas suministradas, sin embargo en el ultimo muestreo
los animales manifestaron inapetencia, lo que genero disminucién en el
peso de la poblaciéon mostrando posiblemente los primeros sintomas de

enfermedad.

En el lote B el crecimiento de los animales en peso marco dos etapas
claramente diferenciadas, inicialmente éste aumenté mientras la talla
permanecié constante, situacion comun durante el crecimiento de
organismos jovenes, comportamiento que cambio en los ultimos dias del
ensayo al reducirse bruscamente el peso, mientras que la talla disminuyo
su incremento hasta un valor muy bajo, esta situacién podria ser el
sintoma del trastorno que estaba causando la presencia de las diferentes
bacterias detectadas en el cuerpo del pez, que generalmente se evidencian
por sintomas como inapetencia, coloracion oscura de los tegumentos,
lesiones congestivas y hemorragias internas y externas (Calderon et al.,
1999) que en ultimas diminuirian el estado de salud del animal

ocasionando un bajo crecimiento especialmente en peso.

La figura 11b. muestra para el lote C el crecimiento en talla y peso de los
ejemplares en un periodo de 10 dias (01/08/2004 — 11/08/2004, posterior
a este periodo los animales murieron) en donde se evidencid un
incremento en peso de 10 g, mientras que el aumento de la talla no fue
significativo, Santos, et al., (1995). Manifiesta que la alimentacion por lo
menos una vez al dia es importante, puesto que éste es un sintoma de
buena salud y ayuda a determinar el estado de la poblacion, aspecto
decisivo a la hora de valorar las condiciones en las cuales el pez se

encuentra.
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La carencia de un numero de biometrias mas alto impide establecer si este
comportamiento se presentd también en el lote C, sin embargo el peso de
los animales de este lote con la misma talla del lote B fue menor,
incrementandose esta diferencia al cabo de los 10 dias iniciales del ensayo.

Figura 11. Crecimiento en talla y peso promedio de los juveniles de Ariopsis bornillai en
condiciones de laboratorio correspondientes al lote B (a) y lote C.(b).
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7.4 CARACTERIZACION MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA
DE LAS BACTERIAS AISLADAS

Se identificaron 12 especies bacterianas de las muestras de piel de los
peces y del agua de las piletas, caracterizandose bioquimicamente (Tabla
2) de la siguiente manera; Aeromona hydrophila, Bacillus pumilus,
Citrobacter freundii, Escherichia coli, Enterococcus faecium, Micrococcus
sedentarius, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus y Vibrio
metschnikovii a las cuales se les determino las caracteristicas (Tabla 2 y
Figura 12) y microscopicas (Tabla 3 y 12) En la Tabla 3 la morfologia
determiné dos grupos, los cocos con coloracion de Gram positiva y los
bacilos con Gram positivo y negativo. La figura 12 (b y d) muestra la

apariencia macroscopica de las dos formas (irregular y redonda)
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Tabla 2. Caracteristicas macroscopicas de las cepas aisladas de la piel de Ariopsis bonillai y del agua en condiciones de

laboratorio.
Cepa Tamaino Forma Margen Superficie Elevacion Color Consistencia
Aeromona hydrophila 1 mm Redonda Entero Brillante Convexa Beige Cremosa
Bacillus circulans 1 mm Redonda Entero Brillante Plana Crema Cremosa
Bacillus licheniformis 3 mm Irregular Lanoso Opaca Plana Blanco hueso Cremosa
Bacillus pumilus 2 mm Redonda Entero Brillante Convexa Beige Mantecosa
Citrobacter freundii 1 mm Redonda Entero Brillante Convexa Crema Mucosa
Corynebacterium bouvis 4 mm Irregular Ramificado Brillante Abultada ‘ Beige Cremosa
Escherichia coli 2 mm Redonda Entero Brillante Convexa Crema Cremosa
Enterococcus faecium 1 mm Redonda Entero Brillante Embonada Crema Mucosa
Micrococcus sedentarius 1 mm Redonda Entero Brillante Convexa Beige Cremosa
Pseudomona aeruginosa 1 mm Redonda Entero Brillante Convexa Crema Mucosa
Staphylococcus aureus 1 mm Redonda Entero Brillante Convexa Beige Cremosa
Vibrio metschnikouvit 1 mm Redonda Entero Brillante Plana Beige Cremosa

Tabla 3. Caracteristicas microscapicas de las cepas aisladas de la piel de Ariopsis bonillai y el agua en condiciones de

laboratorio.
Cepa Morfologia Coloracion Gram
Aeromona hydrophila Bacilos Negativo
Bacillus circulans Bacilos Positivo
Bacillus licheniformis Bacilos Positivo
Bacillus pumilus Bacilos Positivo
Citrobacter freundii Bacilos - Negativo
Corynebacterium bovis Bacilos Positivo
Escherichia coli Bacilos Negativo
Enterococcus faecium Coco Positivo
Micrococcus sedentarius Coco Positivo
Pseudomona aeruginosa Bacilos Negativo
Staphylococcus aureus Coco Positivo
Vibrio metschnikouvii Bacilos Negativo
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7.5 COMPARACION DE LA CARGA BACTERIANA ENTRE LA
PIEL Y AGUA DE PILETAS

La hipotesis acerca de la semejanza entre las especies bacterianas aisladas
de la piel con las encontradas en el agua de las piletas no se rechaza con
un valor de prueba de 0.05, al existir evidencia estadistica para afirmar
que la carga bacteriana de la piel de los peces corresponde a la del medio
circundante en los dos lotes analizados, asi mismo el analisis de los
medios de cultivos (AN, SS y TCBS) arrojé que no hay diferencias entre las
muestras (Tabla 4 y 5).

Tabla 4. Tipo III de contrastes de efectos fijos(a) para el lote B realizado en el programa
Statgraphics® version 5.1

Muestreo Fecha Sig
Agua de la ciénaga - piel 01-Jul-05 1,000
11-Jul-05 0,751
Agua de las piletas - piel 21-Jul-05 0.723
31-Jul-05 0.999

Tabla 5. Tipo III de contrastes de efectos fijos(a) para el lote C realizado en el programa
Statgraphics® versién 5.1

Muestreo Fecha Sig
Agua de la ciénaga - piel 1-Ago-05 1,000
Agua de las piletas - piel 11-Ago-05 ) 0.999

7.6 ANALISIS MULTIVARIADO

Se identificaron dos grupos caracterizados por el Lote (1 Lote By 2 el C) a
un nivel del 22% de similaridad (Figura 13a), dentro de cada grupo son
evidentes las diferencias, en el grupo 1 se inician aproximadamente al 30%
haciéndose mas visibles al llegar a 90%, donde las semejanzas son pocas
distribuyéndose las muestras en cuatro grupos, abarcando 23 muestras

para el lote C, en relacion a los 25 del lote B.
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El Lote C su similaridad llega hasta el 40% en donde se observan 2 grupos
claramente diferenciados comparandolos con el lote B al mismo nivel de
similaridad.

Figura 13. Analisis de similaridad del nimero total de UFC/ml de muestras obtenidas de la

piel de Ariopsis bonillai (Miles, 1945) en condiciones de laboratorio. a) Dendograma de
clasificacién de Bray Curtis b) Mapa de ordenacién MDS indicando los grupos determinados.
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Dos grupos fueron caracterizados por el lote de donde provenian las
muestras (1 Lote B y 2 el C) con una similaridad del 22% (Figura 14a).
Analizando cada grupo identificado, son visibles sus semejanzas a partir
del 70% de similaridad donde estas finalmente determinan grupos que no
son semejantes a los observados en la figura 13. En la figura 13 y 14 (b)
se observan dos grupos en las muestras de la piel y agua a partir del lote
muestreado (a y b). La diversidad entre las muestras utilizadas en los
analisis de similaridad tomando en cuenta los factores (medio de cultivo,
tratamiento y tipo de muestra), sugiere que la interaccion entre estos
enmascara su influencia haciendo imposible discernir mas alla del efecto

del lote sobre la agrupacion mostrada en las figura 13 y 14.
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Figura 14. Analisis de similaridad del nimero total de UFC/ml de muestras obtenidas del
agua de las piletas en condiciones de laboratorio. a) Dendograma de clasificacion de Bray
Curtis b) Mapa de ordenaciéon MDS indicando los grupos determinados.
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7.7 COMPROBACION DE HIPOTESIS

Mediante un analisis de varianza anidado se evalué el efecto del
tratamiento sobre las cepas bacterianas aisladas, estableciéndose que no
existen diferencias estadisticas entre el tratamiento profilactico aplicado a
las muestras estudiadas (Piel y agua de las piletas) para el lote B y lote C
(Tablas 6 y 7).

Tabla 6. Test de comprobacion de hipétesis, mediante la prueba de los signos de muestras

pareadas para el lote B, analizando muestras de la Piel y Agua de las piletas para cada uno de
los medios de cultivo.

Medios de cultivo Tratamiento Valor P
AN CT 0.0736

ST 0.0736

CT 0.1336

a8 ST 0.1336

CT 0.1336

TCBS
ST 0.1336

Tabla 7. Test de comprobaciéon de hipotesis, mediante la prueba de los signos de muestras
pareadas para el lote C, analizando muestras de la Piel y Agua de las piletas para cada uno de
los medios de cultivo.

Medios de cultivo Tratamiento Valor P
AN (84 0.2482

ST 0.2482

CT 0.1336

S

B ST 0.1336

TCBS CT 0.2482

ST 0.6170
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7.8 ANALISIS DE LAS CEPAS PROVENIENTES DE LOS
DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVOS (PIEL Y AGUA)

7.8.1 Identificacion de las cepas bacterianas en el agua CGSM. Las
cepas bacterianas identificadas de las muestras de agua de la CGSM,
mostraron una gran variedad entre las fechas de captura de los animales,
Lote B (01/07/04) y C (01/08/04) (Figura 15) determinandose 7 especies
para el lote B y 5 para el C, estando siempre presentes Citrobacter freundii,

Vibrio metschnikovii y Bacillus circulans (Figura 15).

Figura 15. Composiciéon porcentual del niimero de unidades formadoras de colonias (UFC/ml)
de las especies bacterianas aisladas del agua de la Cienaga Grande de Santa Marta, efectuados
en julio y agosto
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Considerando el porcentaje de UFC/ml durante los seis muestreos
(Figura 16), se observa que el agua de las piletas analizadas indicaron la
presencia constante de Pseudomona aeruginosa desde 22% al inicio al 48%
final posiblemente por ser un microorganismo ubicuo de ambientes
humedos. A diferencia de las especies Escherichia coli (28%),

Corynebacterium  bovis  (12%),  Staphylococcus aureus (8%) vy
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Micrococcus sedentarius (5%) que solo se presentaron en uno de los

muestreos.

Figura 16. Composiciéon porcentual del nimero de unidades formadoras de colonias (UFC/ml)

de las especies bacterianas aisladas del agua de las piletas durante los meses de julio — agosto
2004.
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7.8.2 Identificacion de las cepas bacterianas aisladas en la piel del
Ariopsis bonillai. El analisis de la piel mostré en la figura 17 la
presencia de Pseudomona aeruginosa, Bacillus pumilus y Bacillus circulans
como las especies mas frecuentes y ademas las mas abundantes entre un
40% y 83% del numero total de UFC/ml detectadas, mientras que el

Corynebacterium bovis (11%) fue inicamente registrado en un muestreo.
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Figura 17. Porcentajes del nimero de unidades formadoras de colonias (UFC/ml) de las
especies bacterianas aisladas de la piel de Ariopsis bonillai durante los meses de julio y
agosto 2004
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La figura 18 (a y b) mostraron amplias diferencias en la presencia de
especies bacterianas por medios de cultivos, sefialando a Pseudomona
aeruginosa, Bacillus pumilus, Bacillus circulans y Citrobacter freundii como
las mas abundantes, de los cuales el MK fue el mas selectivo ya que
permitié el crecimiento tinicamente de la especie Pseudomona aeruginosa.
Para las muestras de piel y agua, Bacillus pumilus en AN presenté en la
piel un 67%, mientras que en el agua disminuyé a un 50%; Bacillus
circulans varié entre un 50% y 40% en TCBS en las dos muestras
mencionadas anteriormente; Citrobacter freundii hallado tinicamente en SS
con un 19% en la piel, disminuyendo a un 2% en el agua, siendo este el

menor valor registrado para estas muestras.
Estos resultados son semejantes a los publicados en el Informe técnico
Final del Monitoreo de la condiciones ambiéntales y los cambios

estructurales y funcionales de las comunidades vegetales y de los recursos
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pesqueros durante la rehabilitacion de la CGSM, donde el Staphylococcus
sp. y Vibrio sp. También fueron detectadas en las aguas de la CGSM
entre 1998 y 2001 lo cual hace suponer que estos son organismos
permanentes en el ecosistema, al poseer estas condiciones optimas para
su desarrollo (salinidad moderada y presencia de materia fecal).

Figura 18. Composicién porcentual del nimero total de unidades formadoras de colonias

(UFC/ml) de las especies bacterianas aisladas de la piel de Ariopsis bonillai, (a) y del agua de
las piletas (b) en los diferentes medios de cultivos (AN, MK, SS y TCBS)
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La figura 19. muestra que Pseudomona aeruginosa se determiné en dos
medios, MK con el 100% y SS con un 25%; tres especies se establecieron
en AN (Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus y Citrobacter freundii) con
porcentajes cercanos a un 33%; para el TCBS fueron hallados dos especies
que no habian sido registradas en otro medio para esta muestra, estas son
(Vibrio metschnikovii y Bacillus circulans) con valores de 38% y 40%,
respectivamente; ademéas de Bacillus pumilus ya determinado para el AN
con 20%, esto demuestra que la piel por estar en constante contacto con e}
medio es un lugar idéneo para la proliferacion y ataque de las bacterias
propiciando la aparicibn de una respuesta inflamatoria localizada

(Toranzo, et al., 1995)
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Figura 19. Porcentajes del nimero de unidades formadoras de colonias (UFC/ml) de las
especies bacterianas aisladas del agua de la Ciénaga en los diferentes medios de cultivos
(Agar Nutritivo, MacConkey, SS Y TCBS).
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Los diferentes medios de cultivo empleados mostraron valores del niimero
total de UFC/ml (Figura 20) entre el 30.2% en SS y 22.2% en AN,
analizando los promedios de los diferentes muestras obtenidas del lote B y
C se observa que estas no fueron similares entre este y el numero UFC/ml,
ya que el agar nutritivo contiene los elementos necesarios para la mayor

recuperacion de bacterias heterétrofas.
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Figura 20. Distribuciéon porcentual del namero total de UFC/ml por medio de cultivo

@ AN B MK oss OTCBS

En los ultimos afos la técnica de recuento en placa de agar, ha sido
cuestionada, ya que en los ambientes acuaticos, especialmente en
estuarios, el namero de bacterias detectadas no corresponde al total si no
una fraccion de este que no supera el 10% (Escobar, 1997) situacién que
debe ser analizada mas cuidadosamente, especialmente si se considera
que de estos sitios se extraen importantes recursos pesqueros que sirven
de alimento al hombre, ademas de ser lugar de residencia para
comunidades humanas generalmente de bajo nivel econémico como lo son
las poblaciones de Tasajera, Pueblo Viejo y Ciénaga entre otras que se

hallan a orillas de la CGSM.

7.9 ABUNDANCIA DE LAS CEPAS AISLADAS DEL AGUA DE
LA CGSM, PILETAS Y PIEL DEL CHIVO CABEZON.

Se observa en la Figura 21 como el numero de cepas asiladas y su
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concentracion total en UFC/ml varié ampliamente entre los dos muestreos
efectuados en la CGSM, el primero muestreo presenté 1.3E+07 UFC/ml
totales correspondientes a 7 especies mientras que el segundo, este total
disminuyo un 49% (0.7E+07 UFC/ml ) y cinco especies; entre ambos
muestreos solamente se presentaron tres cepas bacterianas en comun
(B. pumilus, V. meschikovii y C. freundii) representando estas entre el 47%

y 81% del total por cada muestreo.

Figura 21. Concentraciéon de UFC/ml aislada de las muestras de agua de la Ciénaga Grande
de Santa Marta
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Para las piletas se hallaron valores en promedio de 1.8 E+07 UFC/ml
(Figura 22.) dentro del cual tres cepas permanecieron a lo largo de todos
los muestreos (P. aeruginosa, A. hydrophila y B. circulans) variando su
porcentaje variando el numero de cepas bacterianas entre ocho del

muestreo del 11/7/05 a cuatroel 11/08/05
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Figura 22. Concentracion de UFC/ml aislada de las muestras de agua de las piletas
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Los niveles de UFC/ml determinados para el frotis de la piel del chivo
cabezon mostrados en la Figura 23 en promedio fue de 1.1 E+07 UFC/ml
presentando dos muestreos valores inferiores a los demas
(8.2 E+07 UFC/ml) a nivel de cepas bacterianas fueron presentes siempre
cinco cepas (P. aeruginosa, A. hydrophila, C. bovis, B. circulans y C.
pumilus) dentro de las cuales (P. aeruginosa, A. hydrophila y B. circulans)
también se habian registrado en las muestras de agua de CGSM
conformando estas cinco cerca del 75% de total por fecha de muestreo.
Ademas de lo anterior, la comparacion entre las muestras antes de la
aplicacién del bafio (01/07 y 01/08) y después (11/07 y 11/08) no
disminuyeron el numero de UFC/ml totales y por cepa bacteriana,
indicando esto la ineficacia de un solo bafno como tratamiento para

controlar la carga de bacteriana patégena presente en la piel del chivo.
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Figura 23. Concentracién de UFC/ml aislada de las muestras del frotis de la piel del Chivo
cabezon
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Analizando las tres figuras anteriores, inicialmente no se seria claro
entender como en el agua de la CGSM posee un valor de UFC/ml menor
que en el agua de las piletas, las cuales supuestamente debido a los
recambios diarios del 75% con agua desinfectada con luz UV deberian ser
asépticas, pero esta situaciéon es facilmente comprendida si se toma en
cuenta la carga bacteriana presente en la piel del chivo cabezén
(en promedio 1.4 E+07) la que constantemente cede bacterias al agua de
las piletas, ocasionando que los niveles de estas, aun con el recambio sean
superiores a los determinados en la CGSM, que debido a que fueron
tomadas del centro y sur de esta, donde la lejania de centro urbanos haria
pensar facilmente en una mayor carga bacteriana en comparacién con las

zonas de donde se tomaron las muestras de agua.

46




BACTERIAS PATOGENAS PRESENTES EN LA PIEL DEL BAGRE ESTUARINO CHIVO CABEZON Aviopsis bonillai (Miles, 1945) Y EN EL AGUA EN CONDICIONES DE LABORATORIO
Cabana Sandra & Roa Giscla 2005

7.10 DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LAS CEPAS EN LAS
MUESTRAS DE AGUA DE LA CIENAGA GRANDE DE SANTA
MARTA

Las muestras del agua de la CGSM, agua de las piletas y de la piel, (figura
24) mostraron la presencia comun de Pseudomona aeruginosa, Bacillus
licheniformis, Bacillus pumilus, Bacillus circulans, Vibrio metschnikouvii,
Aeromona hydrophila, Citrobacter freundii, Corynebacterium bovis y
Escherichia coli, como las mas comunes a diferencia de Staphylococcus
aureus y Micrococcus sedentarius que presentaron los valores mas bajos

(1%.) para el agua de las piletas y la piel.

Figura 24. Porcentajes del nimero de unidades formadoras de colonias (UFC/ml) de las
especies bacterianas aisladas del agua de la Ciénaga, agua de las piletas y la piel de Ariopsis
bonillai durante los meses de julio y agosto del 2004.
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De las 4 piletas analizadas en la figura 25a, tres especies fueron las mas
frecuentes, Pseudomona aeruginosa (24% a 36%), Bacillus circulans
(10% a 20%) y Bacillus pumilus (11% a 22%), a diferencia de

Staphylococcus aureus que se encontré en las piletas 2 y 3 con el menor
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valor (0.5%). La figura 25b ademas de presentar las anteriores especies
registr6 la presencia de cuatro nuevas, agrupando las siete anteriores
como las mas frecuentes al detectarse en todas las piletas, las cuales
fueron Vibrio metschnikovii (5% a 12%), Aeromona hydrophila (10% a 16%),

Citrobacter freundii (3% a 6%), y Enterococcus faecium (2% a 5%).

Figura 25. Porcentajes del nimero de unidades formadoras de colonias (UFC/ml) de las
especies bacterianas aisladas del agua de las piletas durante el mes de julio (a) y agosto (b)
del 2004.
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La figura 25 (a y b) muestra una similitud en la diversidad de las especies
asiladas y el namero de UFC/ml, en el lote B son ligeras las diferencias
comparando las muestras de piel y agua con y sin tratamiento (CT) y (ST),
sin embargo dos especies salen de este patron, Bacillus licheniformis (5%)
detectada solamente en la piel CT y Staphylococcus aureus presente en ST
para la piel y agua con valores de 7% y 3%; en el caso del lote C,
Pseudomona aeruginosa y Escherichia coli aumentaron drasticamente su
numero, mientras que el resto de las especies disminuyeron, ademas
Bacillus licheniformis detectado solo antes en la piel CT, se encontré ahora
en todas las muestras con valores entre el 5% y 13%,

Staphylococcus aureus se aislé solamente de la piel CT con un valor de 2%.
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Figura 26. Composiciéon porcentual del nimero de unidades formadoras de colonias (UFC/ml)
de las especies bacterianas aisladas del agua de las piletas y la piel con y sin la aplicacién de
tratamiento profilictico (CT- ST) Para el lote B (a) y C (b)
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A través de la figura 26 (a y b) es visible un valor superior del UFC/ml en
la mayoria de especies bacterianas en las muestras del lote B con respecto
al C, especialmente durante el ultimo muestreo en donde, ademas el
numero de estas se redujo al pasar de 7 a 5; observando el lote B existe
una gran variabilidad del numero de UFC/ml presentandose tres
comportamientos heterogéneos, el primero es el aumento progresivo del
numero de UFC/ml en Aeromona hydrophila y Bacillus circulans; la relativa
estabilidad del Bacillus pumilus y la variabilidad de
Pseudomona aeruginosa, Micrococcus sedentarius y Vibrio metschnikovii que
no mostraron un patron consistente, este ultimo comportamiento fue mas
generalizado en el lote C donde solamente el Citrobacter freundii presenté
una tendencia a disminuir a diferencia de las demas especies que fueron

variables en su comportamiento.
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Figura 27. Variacién del niimero total de unidades formadoras de colonias (UFC/ml) de las
especies bacterianas aisladas de las muestras con la aplicacion de tratamiento profilactico
(CT) en los lotes B (a) y C (b).
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La figura 31 (a y b) muestra el mismo patron observado en la figura
anterior con respecto al UFC/ml, registrandose valores variables para cada
especie bacteriana, sin embargo es visible una mayor variacién dentro
cada una durante los dos ultimos muestreos para el lote B circunstancia
observada también en el lote C,. donde fue el segundo muestreo el de
menor numero de UFC/ml, no obstante es de resaltar la ausencia de
Staphylococcus aureus en el lote C ST especie que fue registrada para el
mismo lote CT.

Figura 31. Variacion del nimero total de unidades formadoras de colonias (UFC/ml) de las

especies bacterianas aisladas de las muestras sin la aplicacion de tratamiento profilactico
(ST) de los lotes B (a) y C (b).
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El tratamiento de enfermedades en los peces en nuestro medio carece de
drogas especificamente elaboradas para su empleo en estos organismos,
haciendo necesario recurrir a drogas empleadas en actividades agricolas y
en el tratamiento de enfermedades del hombre, para el control de
cualquier enfermedad ocasionada por bacterias en los peces, pero aun en
estos casos se debe considerar si el principio activo de la droga afectaria al
pez u otros componentes del sistema acuatico o a condiciones
fisicoquimicas del agua ademas de los organismos causantes de su empleo

(Muir, et al. 1994).

Aunque el sistema de defensa del Ariopsis bonillai permite que viva en
equilibrio con las cepas presentes en el agua de la CGSM, el hecho de
observarse sintomas de infecciéon bacteriana indican que el animal esta
sufriendo de una enfermedad que no puede combatir con sus propias

defensas obligando a pensar en el uso de drogas.

7.11 L‘ESIONES OBSERVADAS EN LA PIEL DEL CHIVO
CABEZON

La figura 28, exhibe las lesiones de la piel ocasionadas por las bacterias
identificadas, resaltando las ulceraciones en el dorso del animal facilitadas
por la carencia de escamas, situacion que lo hace susceptible a este tipo
de ataque, caracteristica de importancia, ya qﬁe hace parte junto con la
piel y membranas mucosas de la primera linea de defensa que limita la

penetracion del patégeno (Lopez, 2001).

El estado general de la piel es uno de los principales indicadores de la

salud de los peces, en investigaciones realizadas sobre patologia de otras
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especies de peces como la Lubina, Trucha y Salmén del Atlantico, la
mayoria de las cepas bacterianas identificadas mostraron danos de
importancia sobre la piel en forma de ulceraciones, heridas, sangrados,
necrosis, etc. Que fueron evidencia inequivoca de infeccion bacteriana

(Toranzo et al., 2000).

Figura 28. Lesiones externas de la piel del Chivo cabezén ocasionadas por bacterias

-~

Ademas de las lesiones en la piel, se observé que los animales nadaban
raspando su cuerpo contra las paredes de las piletas, un claro indicio de

infeccién bacteriana que acompanaron a otros sintomas (Tabla 10.).

Tabla 10. Caracteristicas externas de la piel de Ariopsis bonillai en el laboratorio

Ariopsis bonillai Caracteristicas fisicas

Color piel: negro con el vientre blanco
Aletas: normales
Pez sano Natacién: normal
Ojos: normales
Boca: normal
Color piel: gris opaco con manchas amarillas y hemorragia
Aletas: necrosis y hemorragias superficiales
Pez con indicio de enfermedad Natacion: lento con volteretas
Ojos: hinchados con coloracién blanca
Boca: hemorragias superficiales

Color piel: blanco, desprendimiento de su piel y hemorragia
Aletas: necrosadas y hemorragias
Pez enfermo Natacion: erratico
Ojos: muy blanco y lanoso
Boca: hemorragias superficiales
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8. CONCLUSIONES

No se encontraron diferencias estadisticas entre el numero de especies

bacterianas y el sexo de los animales

La temperatura permanecié dentro de un rango estable a lo largo de toda
la investigacion, mostrando variaciones maximas de 2.5 °C en la manana y
1.5 °C en la tarde, debido al efecto del calentamiento producido por el sol,
estas coinciden con las condiciones habituales en la CGSM para el periodo
analizado, por lo cual es posible pensar que este factor no causo algun
grado de estrés en los peces, lo que favorecia favoreciendo la aparicion de

enfermedades de origen bacteriano.

El crecimiento expresado en talla y peso de los animales, mostraron un
comportamiento anormal durante los ultimos dias, lo cual fue atribuido al
efecto de las cepas bacterianas identificadas, ya que el alimento
suministrado no vario en ningin momento del trabajo, pero la ingesta de

los peces si mostro una disminucién en los dias finales.

La presencia de Pseudomona aemginosd, demuestra que la calidad
microbiolégica del agua de las piletas estuvo fuertemente condicionada por
la contaminacién bacteriana presente en la CGSM, debido a que esta
bacteria solo se presenta en ambientes altamente contaminados como lo es
éste, siendo introducida a las piletas a través de los chivos, que conviven
en equilibrio con estos microorganismos hasta que las condiciones
favorezcan su proliferacion, indicando esto un riesgo en la sanidad

acuicola.
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La existencia de las mismas especies de bacterias en las muestras
analizadas de la piel del chivo y del agua, pueden indicar que estos son
organismos que viven en el agua de la CGSM y sean adaptados a vivir

sobre la piel del chivo.

Los porcentajes de UFC/ml por especie bacteriana entre los dos muestreos
efectuados al agua de la CGSM, fueron muy variables, sugiriendo que
deben existir factores posiblemente ambiéntales, que ocasionan cambios
sobre las diferentes poblaciones bacterianas examinadas, respondiendo
éstas con cambios rapidos en su tasa de reproduccién y propagacion,
modificando continuamente la carga bacteriana presente en el agua de la

CGSM.

La alta especificidad de los diferentes medios de cultivo sobre las bacterias,
determin6 mas que el tipo de muestra y lote, el crecimiento de las
bacterias identificadas, donde solo B. pumilus, C. bovis y C. freundii fueron
registradas en dos medios de cultivo, en contraste, las restantes solo

crecieron en su medio especifico.

El porcentaje de UFC/ml de cada una de las doce especies de bacterias
identificadas en las muestras de agua de las piletas y piel del chivo, fueron
muy similares, lo cual indica que no se comportan de manera particular si

se desarrollan en la piel del animal o en el agua donde estos nadan.
No se observaron diferencias entre el porcentaje de UFC/ml de las

muestras tratadas con el tratamiento profilactico de aquellas que no lo

recibieron, por lo cual es posible pensar que el tratamiento efectuado no
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surtieron el efecto deseado.

Las lesiones visibles causadas por la accion de las bacterias consistieron
en; decoloraciéon del dorso y comienzo de la aleta dorsal, ulceraciones y

llagas.

La piel del chivo cabezon Ariopsis bonillai es un medio idoneo para retener
una carga bacteriana importante que hace necesario efectuar tratamientos
profilacticos permanentemente ya que sin ellos los animales se

enfermarian.

Tres especies bacterianas fueron detectadas uUnicamente en la piel del
chivo cabezon (S. aureus, E. faecium y M. sedentarius), las restantes nueve
bacterianas fueron comunes a las muestras de la piel y agua tanto de la

CGSM como de las piletas.

El factor decisivo en el analisis de similaridad fue el momento de la
captura de los animales, ya que los lotes determinaron la agrupacion de

las muestras.

Es logico pensar que las bacterias responsables de la enfermedad fueron
(P. aeruginosa, B. pumilus, B. circulans, V. metschnikovii y A. hydrophila), ya
que permanecieron en todos los muestreos aumentando a medida que se
realizaba la investigacion sefialando esto posiblemente su proliferacion
circunstancia que posiblemente determino la aparicion de los sintomas de

infeccion que al final llevaron a la muerte de los animales.
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La muerte de los todos los animales del lote C después de 10 dias de
ensayo debe ser atribuida a la resistencia inmunolégica de estos a un nivel
de UFC/ml cercano a 800, valor pequefio en comparacion con los 1700

UFC/ml presentes en el agua de las piletas de este lote.
La decoloracion presentada en el dorso y el comienzo de la aleta dorsal, la

ulceracion y llagas fueron lesiones externas visibles causadas muy

seguramente por la accion de las bacterias.
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9. RECOMENDACIONES

Efectuar un analisis microbiolégico de los animales, inmediatamente a su
captura, para detectar las posibles especies bacterianas extrafias al animal

en su medio natural introducidas por el contacto con el hombre.

Mejorar los procedimientos de limpieza y desinfeccion de los animales en el
momento de su transporte o antes de depositarlos en las piletas buscando

disminuir o controlar la carga bacteriana presente en ellos.

Observar criticamente el comportamiento de los animales a fin de
identificar de forma, temprana aquellos que por sus sintomas estén
posiblemente afectados con una enfermedad contagiosa, para proceder a

su aislamiento y posterior tratamiento.

Ensayar tratamientos profilacticos especificos para controlar las bacterias
causantes de las enfermedades de los animales caracterizadas en este
estudio, a fin de mejorar su calidad de vida, redundando en un mayor
crecimiento en peso y talla a la vez que permitan asegurar la sobrevivencia

de estos.

Debe estudiarse la posibilidad de trabajar con esta especie desde la etapa
de alevinos por ejemplo debido a la poca susceptibilidad de estos al ataque
de las bacterias. A fin de mantener esta alta resistencia en etapas

posteriores e su desarrollo

Realizar investigaciones en otras especies de organismos acuaticos de la
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CGSM, para efectuar la caracterizaciéon microbiolégica de estos, a fin de
identificar que tratamientos pueden aplicarse para controlar la carga

bacteriana patégena de cada especie.

Este animal vive en la Cienaga Grande de Santa Marta de forma aislada,
comportamiento que podria ser un factor de estrés al encontrarse
confinados varios en un recinto pequefio en comparacion con su medio
natural. Por lo cual deberia determinarse si los animales en forma solitaria

presentan una mayor resistencia a las enfermedades.

Efectuar tratamientos profilacticos de forma continuada, ya que este
animal debido a su piel no ofrece una barrera eficiente que impida que las
heridas externas se contaminen con facilidad, introduciendo bacterias al

interior del animal.
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Anexo a. Pruebas bioquimicas para la determinacién de microorganismos Gram positivos aislados en la piel de Ariopsis
bonillai y en el agua en condiciones laboratorio

Bacillus Bacillus Bacillus Corynebacterium Enterococcus Micrococcus Staphylococcus
Sodige SR circulans licheniformis pumilus bovis faecium sedentarius g a!:lu-es
FCT Control fluorescente (-) - - - - - - N
FGC 4MU-b-D-glucosido + + + - + - _
FVA L-valina-AMC - - = - + - _
FPH L-fenilalanina AMC + + & + + + 3
FGS 4MU-a-D-glucosido - - - - = + 2
FPY L-acido piroglutamico-AMC + + = = + < 4
FTR L-triptofano-AMC + + = + + + +
FAR L—arginina-AMC - - - b = + £
FGA 4MU-N-Acetil-b-D-glucosamina+ + + 5 - -
FHO 4MU-fosfato - + + + - +
FGN 4MU-b-D-glucorénido - - - - - - -
FIS L-Isoleucina-AMC - + - - - - -
TRE Trehalosa + + * - + _ _
LAC Lactosa + + - - + _ B
MAB Metil-a y b-glucosido * + + - + _ +
SuC Sacarosa + + + - + _ +
MNT Manitol + + + - + _ +
MTT Maltotriosa + + - - + _ +
ARA Arabinosa + - + - + - _
GLR Glicerol - - + = - & ¥
FRU Fructosa + + + & 4 " =
BGL Glucosido + + + i + s +
PCE Celobiosido + + + - + = N
Prolina y Leucina -p-
LN nitronaljifde P . i = + * * -
PHO p-n-p-fosfato - + + - + + %
PAM p-n-pa-D-maltosido + + = o % + +
PGO ONPG p-n-pa-D-galactosido + + - - + - -
URE Urea - S = - - + -
ESC Esculina + + + - + - +
ARG Argenina - + + + + + +
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Anexo b. Pruebas bioquimicas para la determinacién de microorganismos Gram negativos aislados en la piel de Ariopsis

bonillai y en el agua en condiciones laboratorio.
Aeromonas Pseudomona Vibrio

Codigo Sustrato hydrophila Citrobacter freundii Escherichia coli aeruaingae metschnikovli
ARA Arabinosa + + + - -
PHO  p-nitrofenil fosfato - * - * ‘
GGL y—L—glutamil-p—nitroani]ina + o + + =
MNS Manosa - + + - +
BGL p-nitrofenil a-B-glucosa ¥ + - = +
ESC Esculina + - - - +
SucC Sucrosa F: . - - +
NPG p-nitrofenil- P -galatosa ® # + - +
PHE p-nitro—DL—fenilanina - - = * =
MEL Melodiosa - + # - +
PRO Nitroanilina de prolina + - = + =
URE Urea + + - + =
RHA Ramnosa = + + = 4
BPH p-nitrofenil bi-fosfato + + + < +
GLY Glicina ) - - + =
SOR  Sorbitol - # + ‘ — 2
BXY p-nitrofenil xilosa - - - - -
CIT Citrato = -+ - : + . -
MNT  Manitol + + + - +
AAR p-nitofenil a-arabinosa + + + =

MLO Malonato = - + =
ADO Adonitol

PHC  p-nitofenil fosforilcolina + T - -
TTC Tetrazolio ¥ H + * *
GAL Galactosa * + + S =
GLR p-nitrofenil B-glucoronido = C i i =
ARG  Arginina + + & + -
INO Inositol ] - - = -
NAG  p-nitrofenil N-acetil glucosamina. + = & - ¥
LYS Lisina + + * + -
OXI Oxidasa 2 - - + *
IND Indol + = + =
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