Reduccion de nitratos. Inocular un tubo con medio de caldo peptona + 0.1% de
KNOj, incubar a 35°C durante 48 horas. Agregar 5 gotas de alfa-naftilamina (0.6% en
acido acético dlacial) y 5 gotas de acido sulfanilico (0.8% en acido acético glacial). Una
coloracion roja en el medio después de agregar los reactivos indica una prueba posi-
tiva.

Prueba de oxidacion-fermentacion. Sembrar por picadura en dos tubos con medio
de OF Hugh Leifson. En uno de los tubos después de inocular, se cubre la superficie
con parafina blanda. Incubar a 35°C durante 48 horas. Las bacterias oxidantes mues-
tran produccion de acido (amarillo) s6lo en la parte superficial del tubo sin parafina y
las fermentadoras muestran acido en ambos tubos.

Utilize »ion de citratos. Sembrar en la superficie de un medio inclinado de Simmons,
incubar a 35°C durante 24-48 horas. La prueba sera positiva al cambiar el medio de
color verde a azul.

Prueba de oxidasa. Impregnar un trozo de papel filtro con unas gotas de reactivo
de di o tetra metil-para-fenilendiamina recién preparado. Recoger con asa bacteriolo-
gica de platino una colonia y extender!a sobre el papel impregnado con el reactivo. La
reaccion positiva se reconoce por un color purpura obscuro que aparece sobre el papel
a los 5 o 10 segundos.

Prueba de catalasa. Inocular un tubo de caldo nutritivo, incubar a 35°C durante 48
hrs. Agregar unas gotas de peroxido de hidrogeno al 3%. Observar la aparicion de
burbujas y acumulacion de espuma en la superficie del medio, lo que indicara una
prueba positiva.

Hidrolisis del almidon. Inocular por estria una placa de Petri con agar almidon,
incubar a 35°C durante 48 hrs. y para investigar la accion diastasica, cubrir la superficie
del medio con una solucion de yodo (lugol). El medio se tifie de purpura, excepto
alrededor del crecimiento bacteriano, en donde se observa una zona clara, que indica
una prueba positiva.

Hidrolisis de la gelatina. Inocular un tubo de gelatina nutritiva, incubar a 35°C du-
rante 48 hrs. Refrigerar los tubos por 30 min. La prueba sera positiva cuando el medio
de cultivo no solidifique al ser refrigerado.

Accion sobre los carbohidratos. Inocular tubos con campana de fermentacion con-
teniendo medio de caldo purpura de bromocresol o caldo rojo fenol adicionados a 0.5%
de los diferentes carbohidratos en estudio, incubar a 35°C durante 48 horas. La prueba
sera positiva cuando el indicador cambie a color acido (amarillo en ambos medios de
cultivo), lo que indica la fermentacion del carbohidrato; la produccion de gas sera
positiva cuando se aprecien burbujas en la campana de fermentacion. Leer cada una de
las pruebas bioguimicas y de acuerdo a su morfologia y afinidad hacia los colorantes,
identificar las bacterias haciendo uso de las tablas especificas.

C) DETERMINACION DE LA PATOGENICIDAD
DE LAS BACTERIAS AISLADAS

Varias de las bacterias que se aislan de peces son saprofiticas, que actuan como
patégenos bajo ciertas condiciones. Cultivos de bacterias aislados de peces deberan
ser inoculados en hospederos de la misma especie. La presencia de sintomas clinicos
idénticos a los-que presenta el pez enfermo de donde se realizo el aislamiento, indican
una prueba positiva. Las inoculaciones artificiales pueden hacerse en la cavidad del
cuerpo, en musculos o en el intestino del pez.
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MUSCULO

--------------

CAVIDAD
DEL CUERPO

INOCULACION ARTIFICIAL DE UN PEZ

MEDIOS DE CULTIVO

AGAR SANGRE

Extracto de carne 3.0 g
Peptona 50 g
Cloruro de sodio 50 g
Agar 150 g

Agua destilada 1000 ml

Suspender los componentes en el agua destilada, hervir durante 2 minutos, esterili-
zar en autoclave a 15 Ib (121°C) durante 15 minutos, pH final 7.4 /- 0.2.

Enfriar por debajo de 55°C y agregar 5% de sangre de carnero desfibrinada esteril.
Verter en placas Petri estériles.

AGAR CYTOPHAGA (Anacker y Ordal)

Triptona

Extracto de levadura
Acetato de sodio
Extracto de carne
Agar 9.0
Agua destilada 1000 ml
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Suspender los ingredientes en el agua destilada, hervir durante dos minutos, esteri-
lizar en autoclave a 15 Ib (121°C) durante 15 minutos, pH final 7.2 +/- 0.2.
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CARACTERISTICAS DE MICROORGANISMOS AISLADOS DE PECES
ﬁif ENFERMOS.
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DIFERENCIACION DE Enterobacteriaceae POR FERMENTACION
DE LA LACTOSA.

FERMENTACION
RAPIDA LENTA
(acidoy gas)
REACCIONES ACIDO Y GAS
IMVC ACIDO
Shigella sonnei Arizona sp.
| Escherichia anaerogenes  Citrobacter sp.
i — ==+ F : '
Escherichia coli  Klebsiella pneumonige  Serratia sp. Serratia sp.
Klebsiella oxyfoca Enterobacter sp. Enterobacter sp.
G T

Enterobacter sp.

CUADRO COMPARATIVO DE FERMENTACION DE AZUCARES Y
FORMACION DE INDOL .

ESPECIES GLUCOSA MANITOL LACTOSA SACAROSA INDOL
Aeromonas punctata +gas + — = +
Pseudomonas fluerescens + = = — =

Pseudomonas subrubra - - = = i

Pseudomonas putida
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DIFERENCIACION DE Enterobacteriaceae POR PRUEBAS BIOQUL.
MICAS.

Salmonellae Klebsiellae Proteaceae Yersiniae
Enterobacter |Serratia Proteus me"&

-(
)
s
(=

Sakmonellae Klebsiellae Proteaceae Yersiniae
Citro. Enterobacter | Serratia Proteus dF;:r%\?a Yersinia

4
3
g
S

o
=
=
@

Salmonella
Pestis

2: m
Shigella & %
Pseudotuberculosi

Edwardsiella | Edwardsiella

Salmonella
Escherichiae
K. pneumoniae
Agglomerans
Marcescens
Liquefaciens
Vulgaris
Mirabilis
Morganii
Alkalifaciens

Rubidiae
Vulgaris

Shigella
Mirabilis

Edwardsiella |Edward§eﬂa
Freundii
Diversus
Morganii

K. pneumaniae
Enterocolitica
@\ | Pectobacterium
ot

Agglomerans
Enterocolitica
Pectobacterium

Escherichiae
Aerogenes
Marcescens
Liquefaciens
Alkalifaciens
Stuartii

N

(Gas deglucosa

Indol
Lactosa

Rojo de metilo

Sacarosa

Acetoina =
ianito.

e Dulcitol

H2S (TSI
B Salicina

Ureasa
Adonitol
KCN
Inositol

Motilidad
Sorbitol

Gelatina (22°C
Arabinosa
Lisina :
descarboxilasa Rafinosa ot

+
Arginina Ramnosa d| d + 4|+ |+ |+ ||+ |+ d e
dihidrolasa

Edwards, P. R. and Ewing W. H. 1972 Identification of Enterobacteriaceae ed 3. Minneapolis

Burges Publishing Co. .
Ornitina ' - | o
s ey, Buchanan, R. E. and Gibbson, N.E_,1,974 . Bergey's Manual of determinative bacteriology. ed.8 Baltimore.

The Williams — Wilkins Co . .

Fenilalanina SIMBOLOGIA . d = Tipos bioguimicamente diferentes
feanudad L Mas cultivos + que —

~/+ = Mas cultivos — que +

Malonato ; :
(+) =Reaccion positiva en 3 o 4 dias

* Continua
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AGAR SOYA TRIPTICASA

Triptona 15.0 g
Peptona de soya 50¢g
Cloruro de sodio 5049
Agar 15.0 g
Agua destilada 1000 ml

~ Suspender los ingredientes en el agua destilada, hervir durante dos minutos, esteri-
lizar en autoclave a 15 Ib (121°C) durante 15 minutos, pH final 7.3 +/- 0.2.

AGAR CETRIMIDA

Peptona 200 g
Cloruro de magnesio 14 g
Sulfato de potasio 10.0 g
Agar 136 g
Cetrimida 03 g
Glicerina 10. ml
Agua destilada 1000 ml

Suspender el lpolvo en el agua, agregar 10 ml de glicerina, calentar agitando fre-
cuentemente y dejar hervir 1 minuto. Esterilizar en autoclave a 15 Ib (121°C) durante 15
minutos, pH final 7.2 +/- 0.2.

AGAR MacConkey

Peptona 150 g
Lactosa 10.0 g
Proteosa peptona 30 q
Sales biliares 15" —g
Cloruro de Sodio 50:¢g
Rojo Neutro 0.03 g
Cristal violeta 0.001 g
Agar 13555 g
Agua destilada 1000 ml

Suspender los ingredientes en el agua destilada y calentar a ebullicion por un mi-
nuto. Esterilizar en autoclave a 15 Ib/15 min. pH final 7.1 +/- 0.1.

MEDIO DE RIMBLER SHOTTS

Lisina 5.0
Ornitina 6.5
Cisteina 0.3
Maltosa 35
Tiosulfato de sodio 6.8
Azul de bromotimol 0.03
Citrato férrico amoniaco 0.8
Desoxicolato de sodio 1.0
Novoviocina 0.005 5
Extracto de levadura 3.0
Cloruro de sodio 5.0

Q@O QOO
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Agar 13.5 g
Agua destilada 1000 ml

Disolver los ingredientes, hervir por un minuto con agitacion, ajustar el pH a 7.0,
enfriar a 45°C y distribuir en placas Petri. NO ESTERILIZAR.

MEDIO BASE OF DE HUGH Y LEIFSON

Peptona 20 g
Cloruro de sodio 50 g
Fosfato de potasio 03 g
Agar 30 g
Agua destilada 1000 ml
Azul de bromotimol (sol. alc. al 0.2%) 15 ml

Disolver los ingredientes en agua destilada, ajustar el pH a 7.1 filtrar, agregar el
indicador. Esterilizar en autoclave a 15 Ib durante 15 minutos. Asépticamente agregar
una solucion estéril (esterilizada por filtracion) del carbohidrato para tener una concen-
tracion final de 1%. Mezclar y distribuir en tubos estériles.

CALDO CON HIDRATOS DE CARBONO

Caldo infusion cerebro corazon 1000 ml
Hidratos de carbono (sol. al 10%) 100 ml
Indicador (1.6 g de purpura de bromocre-

sol en 100 ml de etanol de 95°C) 1 ml

Mezclar los tres ingredientes, distribuir en tubos de ensaye con campana de fer-
mentacion. Esterilizar en autoclave a 15 Ib (121°C) durante 10 minutos.

. CALDO INFUSION CEREBRO CORAZON

Infusion de cerebro de ternero 200.0 ml
Infusion de corazon de res 250.0 ml
Proteosa peptona 10.0 g
Cloruro de sodio 50 g
Fosfato disodico 219 g
Glucosa 20 g
Agua destilada cbp 1000 ml

Disolver los ingredientes en agua destilada, hervir por un minuto. Esterilizar en
autoclave por 15 Ib durante 15 minutos, pH final 7.4 +/- 0.2.

MEDIO SIM

Extracto de carne 30
Peptona 305 g
Fierro peptonizado 02 g
Agar 30 g
Tiosulfato de sodio 0.025 g
Agua destilada 1000 ml

Suspender los ingredientes en el agua destilada, hervir durante dos minutos, con
agitacion. Esterilizar en autoclave a 15 Ib durante 15 minutos, pH final 7.4 +/- 0.2.
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