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Abstracl: An efficiency comparison fOT counts of viable hctcrotrophic bacteria in a coaslal lagoon was done COT thrce 
media with differcnt salinities. Water samples werc takcn along me salinily gradicnl (range 1-28 %), with and wilhout 
lagoon communication wilh lhe sea. In all cases, !.he cstuarine mcdium wilh intcnncdiale salt concentratian gavc !he 
highcsl ".alues of colony fonning units and i5 more reliablc. 
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Tradicionalmente los métodos utilizados para 
la enumeración de las poblaciones bacterianas 
acuátieas han sido divididos en coOleos direcLOs e 
indirecLOs (Colwell el al. 1975). Los primeros han 
tenido un nOLOrio adelanto con la aplicación de la 
microscopia de epi fluorescencia que permile 
distinguir claramente entre detritus y baclerias. 
Dentro de los segundos, el método clásico ha sido 
la determinación del número de unidades forma­
doras de colonias (UFC) en placas de agar. Gene­
ralmente, se ha realizado por la técnica de vaciado 
(Spread Plate) sobre la superficie del agar, como 
consecuencia de la conocida lermosensibilidad 
de las bacterias acuáticas. Sin embargo, éSle ha 
sido severamente criticado, por ser un método 
que sólo permite contar una pequeña fracción de 
la población tOlal (Taga & Matsuda 1974). A 
pesar de esto, IOdavíahoy es ampliamente uliliza­
do pues constituye un parámetro adicional y el 
único que permile aislar baclerias viables (Buck 
1979). 

Un problema más sesumacn ambicntcs eslua­
rinos y lagunas COSIeras, en los cuales exiSle un 

gradiente marcado de salinidad y donde la 
elección de un único medio de cultivo, que sea 
representativo para todo el sistema, se hace 
difícil. Generalmente se han utilizado para el 
análisis bacteriológico del agua dulce, así como 
de agua de mar y moluscos, el agar para recuento 
en placa (PCA), que no tiene concentración de 
sales alguna (APHA 1970, 1985). Aún en 
eSludios ecológicos realizados en ambientes de 
salinidad variable, se han utilizado casi sin 
excepción medios para agua dulce o marinos 
(Troussclier & Baleux 1981). 

Weiner, Hussong & Colwell (1980) han for­
mulado un medio estuarino, el cual resulló exito­
so al comparar los conteos con el PCA y otro 
rncdiocstuarino, sin embargo el ámbito de salini­
dad examinado fue .solo entre 7 y 14%. Por lo 
tanto el preseOle trabajo, tiene como objetivo 
estudiar comparativamente la eficiencia en el 
conleo, de tres medios de cultivo con distinta 
salinidad, cn un ambicnte dc alta variabilidad en 
este parámetro. 
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La investigación fue realizada en la Laguna de 
Rocha, ubicada al Sureste del Uruguay entre los 
34'32' - 34'38' S y los 54'12'-54"22' W (Fig.I). 
Constituye un cuerpo de agua somero con una 
profundidad media de 0.58 m y un área de ca. 72 
km'. Sus principales tributarios son los arroyos 
Rocha y Las Conchas que desembocan en la zona 
Norte. La comunicación con el océano está res­
tringida por la presencia de una barra paralela a la 
costa, la cual se abre de forma natural o por la 
acción del hombre. Su principal característica es 
la variabilidad hidrodinámica como consecuen­
cia de los períodos de abertura de la barra, y de 
lluvias. En la dirección Norte-Sur presenta un 
marcado gradiente horizontal de salinidad, no 
existiendo en el sentido vertical, debido a su 
escasa profundidad. 

'20' ". 

Fig. I Ubicación de la Laguna de Rocha y estaciones de 
muestreo. 

Muestras de agua superficial (ca. 20 cm) fue­
ron tomadas en estaciones ubicadas a lo largo del 
gradiente salino (Fig.I). El período de estudio fue 
de febrero a julio de 1987, abarcando situaciones 
de abertura y cierre de la barra, totalizando 36 
muestras. Las muestras fueron obtenidas utilizan-

do botellas de vidrio de 200 mi esterilizadas, 
siendo trasladadas en cámaras con hielo a ca.4· C 
y procesadas en un lapso no mayor a las 5 h. En el 
laboratorio, 1 mi de la muestra fue diluida 1:5 o 
1: lOen agua peptonada al 1 % (Pfv). Luego de una 
enérgica agitación (30 s), se realizaron las poste­
riores diluciones. Seguidamente 0.1 mi fue sem­
brado por triplicado en agar para recuento en 
placa (Britania), en agar marino de ZoBell (Ma­
rineagar 2216E, Difco) y en agar estuarino (11.22 
g de caldo marino (Difco) y 15 g de agaren I litro 
de agua deionizada) por la técnica de vaciado. Las 
salinidades de los medios especificadas en sus 
fórmulas originales son O, 31.0 y 9.4 %. respec­
tivamente. La incubación se realizó a 20· C 
durante 7 días, luego de los cuales se realizaron 
los conteos. 

Las densidades de células viables variaron 
entre 100 y 23750 UFC ml-I para los conteos 
realizados en agar marino (AM), entre 125 y 
24400 UFC ml-I para el PCA, mientras que para 
el agar estuarino (AE) lo hicieron entre 1670 y 
140620 UFC mi-l. Los valores de UFC obtenidos 
mediante los tres tratamientos y la salinidad, se 
muestran para cada estación en el Cuadro l .  Para 
determinar si había diferencias significativa. 
entre los tres tratamientos, se hizo un análisis de 
Varianza (ANOV A). Los datos fueron previa­
mente transformados a1logaritrno decimal, para 
obtener una distribución de errores normal y 
homogeneidad de varianza. El Cuadro 2 muestra 
los resultados del ANOV A. 

Tomando todos los datos provenientes de dife­
rentes estaciones de muestreo, distintos meses y 
por lo tanto distinta salinidad, el resultado del 
análisis indica que la diferencia entre los tres 
tratamientos es significativa (P<0.01). 

La comparación del número de UFC ml-l 
entre los tres tratamientos dentro de cada mues­
treo y para todo el ámbito de salinidad (1-28 %) 
muestra en todos los casos la superioridad en 
números de los conteos realizados en el AE. El 
Cuadro 3 resume el promedio, desvío estándar, y 
coeficiente de variación, de los distintos trata­
mientos. 

Como se puede observar, los promedios de los 
conteos realizados con el AE resultan superiores 
y el desvío estándar y coeficiente de variación 
menores, demostrando una más alta confiabil idad 
de los resultados en comparación a los obtenidos 
con el AM y PCA. Por último, para comprobar 
estadísticamente la superioridad del AE, las 
medias de los tres tratamientos fueron contrasta­
das mediante el uso del análisis de Tukey ( Sokal 



CUADRO 1 

Unidades fom'ltldoras de colon.ias rUFC) de los tres 
tratamientos y salinidades correspondientes en las es· 

lociones muestreadils 

Est. Sal. Agar Agar Agrar para recuento 

% Marino Estuarino en placa 

UFC/ml UFC/ml UFC/ml 

O 28.0 2970 13770 565 

19.7 5625 14500 2250 

6.9 1095 2760 210 

17.0 1035 4275 420 

16.2 2250 3825 795 

28.1 2500 6000 1500 

16.5 23750 25750 22125 

27.7 5330 15670 4030 

9.0 14000 28000 13600 

7.4 900 19300 425 

2 23.3 2750 8000 250 

15.7 125 4000 375 

9.3 1000 3330 1000 

8.3 7560 54600 3130 

7.2 2675 25325 1650 

3 14.5 3750 14125 3250 

12.4 100 1670 1000 

19.9 17050 140620 15200 

7.2 2650 6375 1325 

7.6 2960 31760 1360 

4 14.2 3500 24375 1000 

13.0 875 14000 500 

8.5 5200 29920 1760 

8.0 1200 19280 7440 

5 13.8 2250 11500 500 

15.4 8750 19875 15125 

7.9 1900 12400 650 

4.6 3440 22280 1680 

6 12.0 1250 12750 500 

7.8 3125 7125 125 

5.3 425 10575 8050 

3.7 2000 35200 6800 

7 2.3 825 3795 360 

1.0 3280 31280 24400 

1.2 1550 49000 12875 

1.7 2750 2875 1000 

& Rohlf 1979). Los resullados (Cuadro 4) mues­
tran que el valor calculado de Tukey es menor que 
el resultado de la diferencia entre la media del AE 
menos las del AM y PCA, concluyendo que solo 
hay diferencias significativas entre las medias del 
AE con los otros dos tra1amientos. 

En conclusión, el medio de cultivo denomina­
do agar eSluarino, resultó el más efectivo en la 

CUADRO 2 

Resultado del análisis de Varianza. Grados de libertad 
(gl), suma de cuadrados (Se), clMldrados medios (CM) 

Fuente de variación g.l. SC CM Fo 

Tratamientos 2 16.234 8.117 29.191 

Errm 105 29.297 0.278 

Total 107 

CUADRO 3 

Dalos estadísticos de los tres tratamientos. 
Valor de las unidades forl7lildoras de colonias 

transformado en base al log 
10 

Tratamiento X±D.E. C.V.% 

Agar marino 3.382 ± 0.516 15.30 
Agar estuarino 4.109 ± 0.425 10.40 

Agar para 3.216 ± 0.621 19.30 
recuento en placa 

X = media 
D.E. = desvío estándar 
C.V. = coefici.ente de variación 

CUADRO 4 

Resultados del andlisis de Tukey 

n 

36 
36 

36 

Tratamientos Agar Agar Agarpara 
estuarino marino recuento 

en placa 

Agar para 

recuento en placa 0.893 0.1654 

Agar estuarino 0.727 

Agar marino 

" 0.05 = 0.296; " 0.01 = 0.371 

cuantificación de bacterias viables, así como más 
confiable en los resultados obtenidos para el 
ámbito ampliado de salinidad estudiado. Esta 
mayor efectividad podría estar relacionada a su 
concentración intermedia de sales. Su utilización 
como herramienta adicional en el estudio de 
poblaciones bacterianas heterotróficas se reco­
mienda para sistemas estuarinos de igual salini­
dad. 



206 REVISTA DE BIOLOGIA TROPICAL 

AGRADECIMIENTOS 

A Roland Psenner del Departamento de 
Ecología Microbiana del InstilUto de Limnología 
de Mondsec, Ausu-ia, por la lectura y sugerencias 
hechas al manuscrito. A Waltcr Norbis por su 
colaboración durante el análisis estadístico. 

REFERENCIAS 

American Public Health Association. 1970. Recommended 
proccdurcs for the cxamination of scawatcr and shellfish. 
4th ed. Nueva York. 

American Public Heallh Association. 1985. Standard mcth· 
ods forlhe examination of water and waslewaler. 15th ed. 
American Public Heahh Association, Washington OC. 

Buck, I.D. 1979. The plate count in aquatic microbiology, 
p.l9-28./n J.W. COSlenon & R.R. ColwcU (OOs.). Nativc 
aquaLic bacteria: Enumcration, activity and ccology, 
AS1M STP 695, Am. Soc. Test. Mater. 

Co1well. R.R., R.K. Sizemore,J.F. Camey, R.Y, Morita, ID. 
Nclson. 1.11. Ilickar, J. Schwan, $.0. Van VaIkenburg, 
1.0. Walker. & R.T. Wright. 1975. Marine and estuarine 
microbiology manual. Uni\'. Parle Press, p. 29-31. 

SokaJ, R.R. & J. Rohlf. 1979. BiomelrÍa. Blume, Madrid. 
832 p. 

Taga, N. & O. Matsuda. 1974. Bacterial population attached 
to plankton and detritus in seawater, p.443-448. 1ft R.R. 
Colwell & R. Y. Morita (eds.). Effecls of the ocean envi­
ronment on microbial activities. Univ. Parle Press, Balti­
more. 

Troussellier, M. & B. Balcux. 198 1 .  Approche 
méthodologique pour l'analyse de peuplements 
bactériens hétérotrophes des étangs liuoraux. Acta 
Occologica 1: 63-74. 

Weiner, R.M., D. Hussong & R.R. Colwell. 1980. An estuar· 
inc agar medium for enumeration of aerobic heterotro 
phic bacteria associated with water, sedimenl and shell 
Cish. Can. J. Microbiol. 26: 1366-1369. 




