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RESUMEN

Rodriguez, R. C. 1985. Evaluacién de bacterias acuiticas: influencias metodolégicas,
11l nota. Rev. Asoc. Cienc. Nat. Litoral, 16 (1): 256—28.

Se compard el método de recuento de bacterias viables en superficie versus el
recuento en profundidas durante el invierno (temperatura del agua 11—13°C). El méto-
do en profundidad se empleé con la variante de la triple capa; la segunda fue formada
fundiendo y enfriando el agar hasta los 38°C, antes de mezclarlo con el inéculo. Los
resultados obtenidos nunca fueron estadisticamente inferiores a aquéllos obtenidos con
el método de siembra en superficie.

ABSTRACT

Rodriguez, R.C. 1985. Evaluation of viable aquatic bacteria: methodological influences,
11l note. Rev. Asoc. Cienc. Nat. Litoral, 16 (1): 25—28

The pour plate method (“‘sandwiching’’ the mcdium containing the organisms
between thin layers of sterile agar, cooling the molten medium to 38°C prior to
pouring on inoculated plates) permitted viable counts which were never lower than
those obtained with the surface plate method. The freshwater samples were holding
a temperature between 11—13°C. This does not agree with the results from others
authors possibly due to the fact that the pour plate method was used with a single
layer of medium and because the molten medium was cooled to high temperatures
(45—50°C) prior to pouring on inoculated plates, among other factors.

Las notas anteriores fueron publicadas en la Rev. Latinoamericana de Microbiologia, 18:
201--207, 18: 2092156 (1976). Esta nota formb parte del trabajo presentado en las |1 Jor-
nadas de Ciencias Naturales del Litoral, 8—11 agosto 1984,
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Existe una serie de factores metodologicos que influyen grandemen-
te en los resultados de la evaluacion de bacterias acuaticas viables, dificul-
tando el analisis comparativo de los obtenidos por diversos autores, E| la-
boratorio de Microbiologia del Instituto Nacional de Limnologia, desde
hace tiempo se abocd a la tarea de cuantificar el peso de las diferentes va-
riables#10.15

Recientemmente, Emiliani v Duce® compararon el recuento de colonias
en superficie versus el de profundidad encontrando que los resultados ob
tenidos eran estadisticamente iguales. Pero las muestras habia sido recolec-
tadas durante el verano, con una temperatura del agua fluctuante entre
220C y 259C. Debido a que algunos ensayos similares realizados en el ex-
terior y en aguas con una temperatura inferior contradecian aquéllos en-
contrados por los autores recién citados, surgi6 la duda de que sinoerala
temperatura original de la muestra un factor que podia alterar los resulta-
dos. Para conocer esta influencia, se tomaron muestras durante el invierno,
egoel rio Salado con aguas a una temperatura fluctuante entre 119C vy
13%C.

Para el método en superficie se siguib a Clark3, quien lo describe en
detalle. Las alternativas posibles de elegir fueron las siguientes: todos los en-
sayos se hicieron con 15 ml de medio; inmediatamente después de vertido
y solidificado, las placas se llevaron a secado sin las tapas durante 1 hora
40 minutos, fueron inoculadas con porciones de 0,5 ml de dilucion 2,56 x
10-3, pipeteados sobre la superficie de las placas secas y distribuidos me-
diante una varilla de vidrio doblada hasta su absorcion. Para el método
en profundidad se sigui6é el método detallado por Emiliani y Duce®. En to-
dos los ensayos, el medio de cultivo empleado fue el Plate Count Agar
(PCA); el tiempo de incubacion siguid hasta que las lecturas diarias fueron
cons‘t)antes (generalmente 5 a 7 dias); la temperatura de incubacién fue de
36.,5°C.

Los resultados se resumen en el Cuadro 1. Confirman que también
las bacterias provenientes de aguas frias pueden ser evaluadas por el método
de profundidad (emparedando el medio conteniendo los microorganismos
en delgadas capas de agar estéril, enfriando el agar liquido a 389C antes de
verterlo en las placas inoculadas) pues éste permitid un recuento de viables
que nunca resultd estadisticamente inferior a aquéllos obtenidos por el
método en superficie,

Estos resultados no concuerdan con los obtenidos por otros autores
( 1.2.1117 ) posiblemente debido a que ellos utilizaron el método de pro-
fundidad con una sola capa de medio de cultivo, porgue vertieron el medio
a altas temperaturas (45°C—509C). También pudo ser debido a que el
tiempo de incubacién no fue suficiente, pues como se puede ver en el
Cuadro 1 la significancia de los resultados depende de cuando se dan por
terminadas las lecturas.
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Cuadro 1
Recuento de unidades formadoras de colonias {ufc) segin el método en superficie (S) y
profundidad {P) en muestras de agua extraidas durante el invierno {11—13°C) en el
rio Salado, sembradas en Plate Count Agar e incubadas a 37°C.

M.S. X CV_p i M.S. X CV P T
P12 21 O ! S
P 20 30 0 3 P o193 15 O 2
P 26 26 0 e 2 26 0 3
P s 27 P me w07
M.S Xx eV _p T M.S X ¢V _p T
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P15 24 O P 18 15 0
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Referencias: M.S. = métodos de siembra; X = promedio de ufc ( 2.5 x 107 ); CV = coeficiente de
variaciébn (en “/o); T = tiempo de incubacién, en dias; p = nivel de significancia: 0 diferencia no
significativa (p > 0,05), 1,2 y 3 significativas al nivel p & 0,05: 0,01 y 0,001, respectivamente.
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