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1 Introduccion

La microbiologia como la palabra lo dice, (Micro = Pequerio, Biologia = Estudio de la Vida)
significa el estudio sobre organismos vivientes de tamano pequeno. Esto estd compuesto por organ-
ismo diversos, desde infimas bacterias o virus hasta protozoos de diferentes tipos. En este trabajo
nos encaminamos mas especificamente en la Bacteriologia, el estudio de las bacterias. En acu-
cicultura actualmente hay gran cantidad de inconvenientes provocados por patologias bacterianas
(por ejemplo el Forunculosis). La mayor parte de las ictiopatologias producidas por bacterias estdn
representadas por organismos Gram Negativos, salvo algunos casos como BKD (Bacterial Kidney
Disease).

El aislamiento de las bacterias se realiza a partir de cultivos sobre diferentes medios dependi-
endo de la bacteria que se sospecha. Cuando se logra el crecimiento bacteriano, se realizan repiques
a fin de mantener una colonia joven. De esta manera, en el presente trabajo, se realizaron cultivos
y repiques a partir de Piyen Chico (Galaxzias maculatus).

2 Objetivos

e Familiarizarse con la practica de la toma de muestras para diferente tipo de andlisis bacte-
riolégicos. Reconocer la importancia trascendental de trabajar en condiciones de asepsia y
esterilidad.

e Reconocera algunas principales caracteristicas que permiten diferenciar grupos importantes
(Gram Negativas, Gram Positivas, Movilidad, etc).

e Observar colonias y sus caracteristicas.

e Preparar tinciones desde preparados frescos (improntas) y de cultivos puros.

3 Materiales y Métodos

Durante el desarrollo del trabajo de laboratorio se utilizaron los siguientes materiales:

Peces: A partir de lod mismos se extrajeron las muestras. En este caso la especie utilizada fue
Puyen Chico (Galazias maculatus). Los mismos provenian de la pesca con nasas realizada
en el Lago Gutierrez en el marco del desarrollo de la Cdtedra de Camparia Integradora.

Soluciones desinfectantes (Alcohol al 40%)

Mechero

Medios de Cultivo en Placas de Petri (TSA - Tryptone Soya Agar )
Ansa de Metal

Material de Diseccién correctamente Esterilizado

Etiquetas y Marcadores

Porta y Cubreobjetos

Colorante (Tincién de Gram)

Microscopio Optico y Estereoscépico, con aceite de inmersion.

Papel Secante



Test de Catalasa

Test de Oxidasa

4 Actividades Realizadas

4.1 Diseccion de los Peces y Preparacion del Cultivo Bacteriano

Los peces rondaban un tamano menor a 10cm y un peso menor a 5gr. Previo a la diseccién
se observé el estado general de los peces, tegumento, aletas, brnaquias, etcétera, no registrandose
anomalias. Debido a su tamano debieron ser abiertos bajo el microscépio optico y con una constante
hidratacion de los ejemplares. Durante la realizacién del trabajo de apertura del pez, se debia
mantener cerrado, sin permitir el ingreso de bacterias u otros oranismos contaminantes que puedan
llegar a empanar los resultados.

4.2 Preparacién del Cultivo Bacteriano

Una vez abiertos los peces se procedié a la preparacion del cultivo bacteriano en una Placa
de Petri. La placa contenia el medio de cultivo TSA, el cual habia sido preparado previamente por
el Laboratorio de Ictiopatologia.

Se colocaron dos mecheron a una distancia de 30cm entre uno y el otro. Provocando un area
de aire ascendente entre ambos (a unos 20cm a la redonda de cada uno), y de esta manera evitando
que las bacterias puedan caer sobre el cultivo bacteriano que se iba a preparar. Se tomé un ansa de
metal y se esterilizé por calor sobre un mechero hasta que se encontré al rojo vivo, se enfrié sobre
el medio de cultivo y se procedié a la toma de muestras para cultivo. Se introdujo el ansa sobre
las visceras del ejemplar ya abierto y luego, trabajando dentro del halo de los mecheros, se abri
la placa con TSA y se pas6 suavemente dispersandolo con movimientos de un extremo al otro en
21g-2ag.

Las placas fueron puestas a incubar y observadas recién a la semana de preparadas.

5 Resultados

5.1 Observacion de las Colonias Bacterianas

Luego de una semana de incubados los cultivos se observaron y se tomé nota sobre la mor-
fologia, motilidad, tamano y demés aspectos relevantes de las colonias crecidas. Personalmente no
realicé este trabajo por motivos académicos, los datos sobre los resultados obtenidos fueron extraidos
de [Cabral, 2002].

Las colonias bacterianas observadas tenian motilidad positiva, es decir eran moviles, y su
morfologia era cocoide. Tras una semana de incubacién se encontraron las dos colonias que se
caracterizan a continuacién:

Colonia Uno:La morfologia en una vista en planta era irregular, si se la observaba horizontalmente
era plana. La coloracién era blanca pélida y no traslicida.

Colonia Dos: La morfologia vista en planta era con bordes regulares, y vista horizontalmente poseia
picos (relieve puntiforme). La coloracién era amarillenta.

El cultivo se continué incubando y se volvié a estudiar una semana después, es decir dos
semanas desde que se tomaron las muestras del pez. En esta segunda instancia se encontraron tres
diferentes colonias bacterianas:



Cultivo Original Repique
Motilidad Negativa Negativa
Morfologia Bacilos Bacilos Bacilos
Tamano Relativo de la Colonia Chico Chico
Aspecto de la Colonia Bordes Irregulares Bordes Regulares
Coloracion Naranja  Coloracién Amarilla
Tincién de Gram Negarivo Negativo Negativo
Test de Catalaza Positivo Positivo Positivo
Test de Oxidasa No se Realizé Negativo

Tabla 1: Resultados obtenidos a partir de los estudios y tests realizados a las colonias
bacterianas arriba mencionadas.

Colonia Uno:La morfologia en una vista en planta era irregular, observada horizontalmente era
plana. La coloracion era blanca y no era traslicida. El tamano relativo a las otras dos colonias
encontradas era grande. Probablemente esta colonia era la misma que se encontré una semana
antes como Colonia Uno.

Colonia Dos: La morfologia vista en planta era con bordes regulares, y vista horizontalmente
poseia picos (relieve puntiforme). La coloracién era naranja-amarillenta. El tamafio de esta
era relativamente pequeno. Esta descripcién coincide con la Colonia Dos encontrada una
semana antes.

Colonia Tres: La morfologia vista en planta era con bordes regulares, vista horizontalmente era
puntiforme. La coloracién que poseia era amarilla con un punto naranja en el centro. El cual
podria corresponder a otra colonia bacteriana. El tamano de esta era relativamente pequeno.

Se estudio el cultivo bacteriano realizado a partir de un repique del cultivo original y a su
vez otro realizado sobre el cultivo original. Este fue preparado a los dos dias de iniciado el cultivo
original. Los resultados fueron los que se exponen en la Tabla 1.

5.2 Conclusiones

Las bacterias que producen patologias en peces de agua fria en su mayoria son Gram Negativas
[Brown, 1993]. Todas las colonias bacterianas obtenidas a partir de las visceras de Piyen Chico y
luego cultivadas y estudiadas, corresponden al grupo de las Gram Negativas. Por lo tanto existe
una probabilidad de que estas sean patdgenas, aunque considerando el aspecto interno y expernos
de los peces, el estado general y demés no existe razon alguna para decir que estas son patdgenas y
tienen gran importancia en este sentido.

La micrbiologia es una parte muy importante dentro del estudio de patologias en peces. Por
medio de los métodos descriptos en este trabajo se pueden estudiar las bacterias que se encuentran
en el tejido de los peces, pero dentro de la misma materia se encuentran cultivos utilizados para
observacién del CPE (Citopatic Effect) producido por los virus, entre otras cosas.

En relacién a la formacién personal, no creo que mi vida laboral se centre en tareas como las
realizadas para este trabajo. Pero considero muy importante haber realizado este tipo de ejercicios
préacticos, ya que el dia que trabajando para un productor acuicola, me vea en la situacion de tener
que enviar muestras para bacteriologia tengo una visién mucho mas amplia sobre los inconvenientes
que se tienen en un Laboratorio, si las muestras estan mal tomadas, o contaminadas.
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