MORTALIDAD EN EL LABORATORIO..

F ]
*
"
L]
+ *. - r:
* " 1w
POR: . e
[ ] . [
CLAUDIA PATRICIA PINTO CASTILLO
s O
3 .
. . .
+ W
‘. a
L ]
* . Tesle presentade +
comy requisite previo a la
] cbtencidn del tituln
+ de Ingeniere Agronhma.

“y
ESCUELA AGRICOLA PANAMERICANA

Abril de 158BH.

HIEVIOTECA WTLSTN FOPEYDE

EECUELA ACTIZDLA PARNAMERIGANA
APALVADDY EX
TEGUCIGALFA »iNIURAR

-



MICROORGANISMOS ASOCIADOS CON LA BABOSA COMUN DEL FRIJOL

MORTALIDAD EN EL LABORATORIO.

POR:

CLAUDIA PATRICTA PINTO CASTILLG

El autor concede & la Escuela Agricolas

Panamericans pereisc para reproducirc vy

digtribuir copias de este trabajo pars
los naos que conaideare necosarics. Parg
-otras personas ¥ otros fines, ae rescrvan
les derechos del autor.

_CQMMLM Q@«k_‘_&i@_@m#h

CLAUDIA PATHRICTA PINTO CASTILLO

Abril 19EB



r—ll-
—r
(=

DEDICATORIA

A Dios, por haberme guimdo e ilumipade en todas las

facetas de mi vida v me dib a 1z mejor madre del munds.

A Ia wemoria de mi padre, Napolebn Pinto {QEPD}.

4 mi madre, Iris Esperanza viuda de Pinte con tode mi
amor, admiracidén ¥ respete por haberme dade la vida, un digneo
ejaempio, la motivacibn para superarms ¥ su  infinits

™

comprensibn., Gracias Mami.

A mis hermancs, Marths Lereas Plpte = Iris HNohemy Pinto
v Jeshs Napoledn Pinte por ser como son, todo mi amor ¥

carifio.

4 Adurelio Revilla v Bergia de Revilla, per bripdarme el
apoye ¥ wearifie durante miz2 custre afcs de estudics enm el

Zamorano ¥ al daree su cenfiapza copsiderandome  come una

hiji=a.



iw
AGRADECIMIENTO

Dezsre expresar mi mhs sincero agradecimiente a2 mis
Consejeros, Doctor EDMUHNDD POOJOL ¥ al Joctoer EEITH L.
AHBREWE por eu erientacidn en 1z realizacidn de ezte trabajo,
asi como tambibp al Toctor TANILO DUBOH vy a la Licenciada
SAGRARIC de CALDERON por su ayuda en los procesocs de
identificacién de los microorganismes ep el laborstorie. Al
Ingeniere O0SCAR COZENZA por sus copsejos de procedimiesnfos de
laboratorio.

41 Ingeniero AURELTIG REVILLA por haber tenido 1a
paciencia para ayudarme a resvisar este trabajo, gracias per
sus valiopas s=sugerencias, asi como también por la amistad,
carifio, pcogida v conzejox que me brindd el ¥ su esposs
SERGTA BE REVILLA.

Al Doctor LEQNARDQ CORRAL por disponer de su tiempo pars
orientarme con los anhlisis estadistiees, azi como tambien a
la Lic. BUYAPA de MEYER, Muches Gracias.

4 mizs colegas JAIME HERRERA ¥ MARTA JOEE RICO por su
avuda desinteresada. Gracias.

A mi colega, compalera ¥ smiga ELSI ALICTA SORTO por

haberme brindade zu amistad ¥ apeave durante tode esite aho.

Mil Yracias.

Al BANCO INTERAMERTICANG UE GBEEARRGLELZ por habep

financiade mis esftudies en esta Institocibn.

HTHLIUTECA WILSOH PHRERTE o
HAMERIGHA
LA AGRICOLA P
ERGUE apnmTED b EF

.. VLT
rEEUeHEELY el



T‘T

TABLA DE CONTENIDD

T. INTRODUCCION .. oiiiuisseaans
IT. REVISION DE LITERATURA ....

Importencia Econdmica ....

F F R F R F AR oA

AnstomEia v e i vt nraaaaa e E b et A A i dad s m s
Bioglogla v Comportamiente ... oo c e aa
Habitos Alimenticios ..ievuvvrwwennannnn. ca e,
Mbtodos para el Coptrol vuvweeeseeen.. s e e A m s e
Contrel Cultural ............ f bbb rem e b ey
Comtrel Gulmicoe ... ... . innrrtrennncnn i i aaanay

Control de Babosas Cop el flso de Extractes de

Flantes orce et euiivaaansssss

Control Blelbgice ....... D,

ITI. MATERTALES Y METODOS ... reeiaoao. .. .

Identificacidn del Agente Etioldgice ....

Aislamilentos .. e r e b e e

Innenlacidn de lzs Muestras en los Medios de Snltiwve

Identificacibn de los Microorganishos

T I I I T R R R

Inoculacibn del Cultive Puro en Babess Sanas v e w..

Metodologias Experimental oo e v i vt we s emmh bmmbme e ms

Eeaislamiento de Microorganismooe de Babosas

Inoculadas ., ...... b e e e a

IV, RESBLLTADOS ¥V DISCUSTON ... it r e s araansamnnaniascanss,

Bal Laboratorio .. ... ue s osocesoaaean..

Del EoSay cu. ey oraciesnmroanrsraaes

V. CONCLUSIONES . ..uvevuusuovmvermerrrerraancas

140

1z

1z

14

18

20

Z6

256

27

28

30

31

ia

b
37
a7
43

50



YI. RECOMENDACTIORES it inennsronnrranancesanersnnnenen. 51
VEIT. BESUMEN 4 e rene e nmmase e e asetaneeanasnaeaneneeneneen 52
VITT. LITERATURA CITADA . ......vvews- e e 55

T . ANEKOS i iss ittt s s nsnaanaasaasaa saasssacessansens B3



fuadro

vi

LISTA DPE CUADROS

rag.
Mitode de Copeentracidn de MeFarland .. ........ iz
Bescripeibn de lag Cipoco Coloplias PUuras ... ..s. I8
Resultados de las Reacciones de las Cibpco
folopias Puras a las Pruebsg Bicquimicas ....... 3g
¥mero de Baboses Vivas y Muartas Oue Fueron
Tneculadas con el Bacile Gram Hegative No
Fermentador ...sesaasacaniananansanassanranerrrs 43

Himere de Babosszg Yivaes y Muerias Que Fueron
Inocculadas cop la Bacteris Citrcbacter freupndii

Por Tratamienteo ¥ Dias Fromedic 2 1 Muerte .... 44
Reaultados de la Pruehbha Duncan de Separacibn

de Medias de los Tratamientos en Donde se& Inoculb
el Bacilo Gram Negalive No Fermentador ........ - 47
Resultados de la Prucha Duncan de Separacidnp

de Mediaz de los Tratamientoeszs en Donde se

Ipcculd 1z Facteria €. freundil ....-cvruivinreas 47



Anexo

1o
11

1Z

12

wii

LIGTA DE ANERXRDS

raE.
Agar Eosina de Azul de Metilenmo ....vcrirrncnrnss 63
Agar Eing (EB) souiiararssrrrasranionnmreiaranssnn 64
Gelosa Sangre Con Base de CASSMAN e v v v v e asravacaa &5
Agar MacConKey . aurersrrrrrsecorectcsasasascasaaa &b
Tincibs de 8ram Modificada Por Hueker ... ....... 87
Afar Triple Azbhesr Hierro ... .uieeusaarerarsrscns- &8
Agar Citrato de Bimmonds ... iisvivnniae, 63
= o 4 o= T0
Agar Lisipe Bierro «ccrerrcrrnrrances e 71
Medio MIO (Mevilidad Tndel Ornitima) ......0..... T2
Medio SIM ... i i r e e e e i e r e e 73
RBeacciones Esperades de los Diferentes
Bustratos (... e h it m e e d et e ae ek aa T

Nescripeidn de le Bacteria Tdeptifigads

UHtlizada en el Estudio .....c0cv oo -- e m e TH



I. INTRODUCCION

La babhosa ea una plaga gtie causa serios dalos en varios
culbiveos alimenticics. Adembs, ez un portader de nemdtodes
gque pueden causar enfermedades a los humanoz.

En 21 Departamente de Protegeidn Vegatal de la Escuela
Agrlcols Fapamericama {EAP}, Henduras se lleva & “cabo la
ecrianza de la beabosa, Sarasinule antillarum {Becker), para
ser untilizadas en diferentes prhpositos de investigacidn,
encaminados al convcimientoc de los hibites de comportamiento
de la babosa en condicioneer de laborﬁtariu ¥ en condiciones
dee campo.

Er el afio de 1986, se observd la presencia de lesiones
en la piel de algunas babosas en la parte medias derzal. Estas
lesianes warliaban de temafo v eran de forma cénpcava. 4 medids
gue fragagurria el tiempo las lesiones aumentsban de tamafo
hacia los extremes lengitudinales de Iaszs babosas, tomande ana
coleoracidn blanguesins o aparillenta, cubiertas por una se—
crecibn acuesa. Pocos dlas después las babosas se hinchaban v

worian.

Er 1la Escuels Agricols Panemericasne noe ze habls presen—

tado cascs similares 2] anteriomeantes descrito v por =sa razbo

se decidid reslizar la presenite investigscidn,
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La presente ipvestlgaclibn tiene come chjietivos:

1. Tdentificar el agente eticlbégice de la enfermedad.
2, Copocer gl gradeo de virulencia del agente ebiclbglico.
2. Considerar lg poasibilidad del nzo de egte agente

=tioldgico para el contrel bioldgico da la babosa.



II. REVISION DE LITERATURA

Importancia Ecopbmica de la Babose

b m e e e T e L e e e 1 e i — L

La babasa comin del frijel, Sarasinunla antillarum {Ee-
cker}, se ha reportado en Centro Ambrica desde el afo 13967
{Apdrewes, 1885). ©En Honduras, ezte molusco tiene gran impeor-
tancia econdmica, por ser caunsante de dafica en el eultive de
Trijol {3ecrataria de Recurses NHaturales, 1976). Cada ajo se
ha ide incrementande su poblacibin en diferentes zonas frije—
leras del pais {Cordoba, 18Bl}. Actualmente la babesa es el
factor més limitante en la produccidn del frijol, v 2e asiima
que nmpps 50,000 agricultores hondurebos han side afectadeos an
gsus cnltiveos {Andrews, 1985).
Adewnds las babosas sovn hospederos intermedisrios de los

4. cantopepsiz {Chen) los cusles son pardsites de las ma-—
mifergas, incluyende al humane {Morera ¥ Ash, 1970}. El hombre
se infects por comer alimenies centaminades por la baba o
liga dde 1a babosa (Zuniga et al., 19832; Haminsgky et al.,
1886: 8Sierra ¥y Morera, 1872 Morera y Céspedes, 19713 Corids

v Lobo—Sanshuja, 158B0; Malelk, 18E1).

Clesificacidn de la Babaga

Seglm Thomd (1975}, 1la bahosza 5. antilliarum pertenece

al Reivne Animal, Fileo Molusca, Clase Gastrbpoda, Sobclase
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Pulmonata, Orden SEylemmalophora. Es upa de las 21 especies

gue Torman la Tamilia Verounicellidse {Thowé, 1975}).

Anatomia

Las babogas de la familia Veronicellidae son pequehos
gastrbpodos terrestres, subecilindrices ¥ aplanadeosx, de si-
melria hilateral sin szsegmentacidn ¥ de copsistencia suave,
apariencia himeda, celor café clare. El cRerpo es de un solo
segmento, 21 cual esth diferencisdo 2n dos partes: uns masa
visceral, gue contiepe la mayorls de los Srganos ¥ uns masa
ckfaleopedal {(Bunham y Hunter 1970, 1983; Mancia, 1873}.

Be caracterizan por la reduccibn o auvsencia completa de
la conocha que ez una caracteristica de la mavoria de los ges-—
trépedos, lo cusl las bha obligado =z adaptarse = vivir enm lu-—
gares himedeos {Hussell ¥ Hunter, 1964). El1 cuerpe tiene umna
apariencia hlmeda ¥ ligosa, dehido 8]l moco gue secrets conti-
nnamente. Esto le pormite defenderse, hasta eierto punte, de
la seguedad atmbdsferica {Mancia, 1873). Cusando es molestada
secreta upna exudacibn viscosa gue Je sirve como mecenlismo
protector contra depredadores 7 pars remover sustancias noci-
vas de l= superficie del cverpe [(Chichesfer y fetz, 1973).
Lag secreciones anteriores producen l1la2 pRrdida de apua del
ctterpo 4que tiene gque s=r compensada  por  los  alimentos
ingerideos ¥ por la absorcidn cuthmea del rocio o Ia lluvia

{Judge, 1873}.

[
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Algunas babosas presentan una c¢apa probecltora 1lamada
manto, que es secretade por un grunpoe especializadoe de odlulas
de la parte media del dorzo {(Gates ¥ Gordeon, 18Y5; Rupham ¥
Hunter, I1978), vperge los verganictllidos no tiemen esta capa
{Mancia, 1873).

La cabeza pe u2sta claramente diferenciada del rests del
cuerpo pero generalmente hay ung delgada membrana en lIs re-—
gidn del cuellod se puede diferencisr cusnde la masa cefalo-
redal ssth extendida, por medio de dos vares de tentdculos
gque sufren contracecidn en el orden Soleclifera & inversidn en
el orden Stylemmatophora. E]1 par de tenticules superiores
llevan en su extremo distal los cjos; el stre par de ftenthcu—
los se encuenfran en la parte infericr; esztos son mhs cortos
¥ cantienen los brganos del olfate v tacto (Barmes v Weil,
19447 Barpes ¥y Weil, 1945; Runham v Hunter, 1870; Hanaia,
1873},

La boca estd situada en la parte inTerior de la cabesa
rodeads por un complejo sistema de labios, gllndulas v Idbn—
log bucgales. El1 labio superior esta armadso de hileras irregu-—
Jares de dientes pequelos ¥ afilades, de origen guitinoso,
Form#ode en conjunto con  las mandibulas, el édrgane llamade

ridela, Iz cual le =sirve para raspar el alimente {Hunter,

1%668; Rupbham y Hunter, 1870).



La parte veptral del cuerpe eath formada por una gruese
capa muscular, llamada pie venbtrsl o suelo, con zonae trens-
vereales cuyas cobtracciopnes le sirven para ls leocomeeidn
(CENTA, 1974; Mancla 1973}.

En miembros del orden Stylommatophers, en la parte
derechas ¥ poce detrids del tentdcule superier, visteo de
enfraenfe, se encuentra la boca que Lambibdn Jle sirve para
sacar Al eaxterior su brgeno genital weasculino que a8 la vez
pezee la eslructura del {esticule. En la parte wmedisa derechs
venptral se epcucntra el poro gepmital femenine =21 cual es la
gladndula reproductora, que posee &8 su wvez la eslructura del
testiculo ¥ el ovario: coostituyendo un drgsnc que se depomi-
na "ovotestis" (Manela 1873; Judge 1972; Rupham y Huntgr,
1970). Las babosas son hermafroditas, pare normslmente tiepe
fecundnecidn eruzads, en donde cedr una de Ilag beboans actda
comoc mAcho ¥ wcomo hembra, siendo swbas fecundadas {(Mancia

1873) .
Anastomia Interogs

Las babosas posBeen repiraciban pulmopsr, donde e] aire
peretra o travks de un orificio ¢optragtil llamads pneumasto-
ma que Bc pbre ¥ se cierre (Mancla, 1873; Mancla 1971; Peul,
18978, ecitade por Coteo 1283). Junts al pnevmostoma s¢ encusn-
tra un oarificie =n dende desemboca 2] recte ¥ le uretra.

El pulmbn es el resulitade de la modificacidn de la cavi-

dad paleal, en las que sus paredwes, especialmente su techo,
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esthn muy vascularizadeos, hechoe gues permite &l iptercambic
gaseeso con el medio {(Paul 1978, citade por Coto 13E3).

En especies del orden Stylommatophera, el pulmdn se
localiza detris del margen medis del mante {(Shichester ¥y
Getz, 1973: Apon., 19374, Runhasm y Bunter, 1970).

Thomd {1975} reportd gque la respiracidn en la familis

Veronicellidae 25 exclusivamente cutipea.

Lzs babosag son hermafroditas, cuye conducto hermafro-—
dito esta generalmenote dividide por pliegues longitudinalesn,
en u¥n  espermicohducts gue aleanza sy mhxime degarrcelle en =1
tiempo de la chpula v un eviducte gque aleanza su mAximo desa-—
rrolle apntes de la pestura de leoz bhuevos. El nolmeros de dvulos
v ezspermatozeides producides pueden ser afectados por una
serie de Tactores smbientales;: tempcraturas bajas demorap el
desarrollo de la ghmoda; temperaturss altas ceusan una redoc—
cidn en el pdmeroc de ocoeitos prodogidos {(Lusis 1866, citado
por Doeto 1983; Ruoham 3 Hunter, 1570: Emith, 196E; Stephenson
v Bardner, 1876}. La luz contipus y de alta intensidad causa
inhibicibn en el desarrelleo de los gametos) luz conrtinua de
baja dintensidad proveca unas ripidas wadurscidn del esperma
{Pellust ¥ Hender=ox, 1954; Runham y Hunter, 1870},

Normalme=nte tienen fecundacidn cruzada; el ezperma es
tranzfepide en unas masa viaco=s o en paquetes ep ug esperma-

tofdéro {(Bunham v Hubter, 1970}, =1 cual == almacenade eu un=a



g
espermatecs que esthd conectada =l saco del pene por un
conduefoe muy corto.

Las bebosgas ze repreoducen por huevps. La postura ocurre
frecuentements entre los 10 v 20 dias desphés de la fecunda—
cibn de loz dvulos; en algunos cascs puede fomar muchos mds
tiempn, dependiende de las ceondiciones ambientales (Carrick,
1938;: Anexn., 1842; Runham y Bunter, 1970).

Los huevos ason translbecidos, puestos =n maza, unidos por
un ligamente o seserecibn pefajoss transparvente; generalmente
aon ovglades 3 al  gabe de unes dias s=on de color amarillo
clares., 8u lengitud varisa de dos 2 cince milimetros y de tres
milimetreos de anche y el wpimero de huevoe por ovipostura
varia de scuerdo a ls especie entre 10 y 1860 hueveos, perc el
promedio Tluctlia entre 50 a8 60 honevos. E1l nhwere de ovipozi-
ciones ocurre de dos a tres por abo dependiendo del glima ¥
da la espacie de babgsa (Judge, 1872; Secretaria de Recursos
Naturales, 1974: Dundee, 18%77; Mancia, 1971a).

E]l embribn complets =mu desarrelle en el huevo; la dura-—
cibn del desarrclloe varla, ¥ ez gobernasds principalmente par
la temperatura del zmbiente. Despubs de la ovipesicidn las
habosas Jhvenes se mantiesnen csrca de Ios huevos ¥ aungue
ellaz se dispersan despubs de un tienpo ve hay evidencia de
que migren a largas distancias. Los huevos scon colocades en
iugares himedos, baje hojsarasca, tablas, escembros, o bidn n
varios centimetros bajo tierra o depositedes ex el campo abi-

erteo {Stephenson y Bardaner, 18976; Mapcia, 1871}.
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espernateca gue esth coneciada a8l sgaco del vpene por un
copductc muy corto.

ILag btabosas #e yreproducen por hueves. La posture occurre
frecuentemente enire Ios JO0 ¥ 20 dias despuds de la fecunda-
cibn de los Advnleosy en algunos casos puede tomar muchos wés
tiempo,; dependiende de las condiciones ambientales {Carricsk,
1958 Awnon., 1842: Ruphaw y Hunter, 1970).

Los hueves son translhcidos, puestoes en mmsa, unidos por
un ligamente o sesrecibn pefajosa transparente; generalmente
son ovaladez ¥ 21 <cabeo de unoes diag so0n de color amarille
clare. 8u lopgitud varia de dos a cinco millmetros v de tres
iilimetros de anche ¥ el opfmerce de huevos por ovipostura
varia de peuerde 2 Iz especie entre 10 v 100 huevoz, pero el
promedio fluctle entre 50 s 50 huevos. £l nfmerce de oviposi-
cicnes ocurre de dos a tres por abc dependiendo del clima y
de la eapecie de babosga {Judge, 1972: Secrelaria de Hecursos
Naturales, 1974, Dundee, 1377; Mancia, 1871a)l.

El embrifn complets su desarrollo en el hueve; la dura-
cibo del desarrells varia, ¥ es gobersada principalments por
la tenperatura del ambiente. fezpubs de la oviposicidn las
habosaz Jbvenes se mantismen cerca de los huevos ¥ aungue
ellas se dispersan despuds d= un tiempo ne hay evidencia dc
que migren a largas distancias. Los huevos sen golocades an
lugaress hdmedos, bajo hojsrasca, tablas, escombrez, o bidn a
varios cepntimetros baje tierra o depositados en el campc(éi%}

erto (Stephensop ¥ Bardner, 1878; Mapcia, 1971).
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Eetudios realizades por Carrick (18238) y Getz {(1859) con
la familia Limacidaee concluyeron que parsa obtener un desar-—
rollo pormal de les embriones dea los huevos, el suelec dahe
tener un contenido de humedad entre el 40 y BO X, anies y
despubks de la oviposicidn vy sugiersn que el Limite deo
temperatura bptime para la incubacidén v un desarrollo normal
de adultpa, ecate cerca de 21 ¢, corregpondiends aste limile
eproximadamente con el de oviposicibn, ¢cop un mixime entre
21 ¢ ¥ 23 C, ¥y up minimo de 15 €4 cusndo la temperetura es
menor de 185 ¢ les hueves se invernizan. Seghn Mancla {1973,
a 27 € los hueveos de la babosa ¥aginplus plebeins (Fisher)
eclosionen en 24 dias ¥ las nuevas habosas alcanzan su medu-
rez sexual de tres a cuatro weses despudks con btemperaturas de
16 € . A tempueraturas de 2§ ¢ los huevos eclosionan entre 2B
y 30 dlas: estn periocdo de tiempo se acorla s tempereturems
altas. Stephenson ¥ Bardpoer ({197Y8) reportan que la oviposi-
cidén en la femilie Limacidae ocurre en suelos con contenidos
interredios de Agua. Parea el desarroallo, ul contenido bptime
de agna del suelo es de 70 - 80 % de la coupucidad de= campo,

Genereimuenle los hueven gclosionsn eontre tres o cuatro
semanas, dependiende de la especie y de lus condiciones om—
bientales {(Cerrick, 1938; Aneon., 1942; Nelson, 1975; Newell,
1967; Runham y Hunter, 1370}.

La temperatura ¥y la& Dbumedsd son factores fundamenfales
que afectan el tiempe gque tresnscurre entre lf oviposicibo,

degarrclile de vmbriones ¥ cracimiento de adultos.
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Eztos lTactores Jumto copn 2] alimento determinan el tiempe en
que la baboza Ilega & 1a madurez sexual v comienza su
reproduccibs (Carrick, 1938; Anon., 1842).

Las bakesas recibn ecloglonadas parecen unma particula de
mhcilago en movimiento; despudés de= algunag horas los ojos
aparecen comeo regicopes oscuras ¥ la babosa toma un color ro-—
sade ¥ conforme ge va alimentando wva sdauiriendos el color
propic de cada especie {Manclias, 1871: Simpgom, 1801).

Maetcalf y Fliet {(1978) ®encloparon gue la babesa Jjhven
es semejante al adultp; su diferencia =5 en iLamafo v capaci—
dad de alimentarse. En babozas es mny dificil medir longewvwi-

dad; =in smbargce, se calculs que viven alrededeor de doz abosg

{Dundes, 1977},

plebeia (Fisher), se alimenta de plaslas que pertenscen a

varias familias, especialmente las signientes: Soelanaceas,

Compositae, Leguminosae y Coamelinsaceas: sino embargo, en mu—

sencia de las mis apetecibles, consumen follaje de ciertas
especies de lss familias Amaranothasceae, Copvelvanlaceaes, Ruba-—
cese, Euphorbiaceae, Chenopoediaceae, Umbelliferae, Hubiaceae,
CreciTerae, Portulacacese y Oxalidaceae.

Las babosas jbévenes conzumen sl follajs & excepcidn de
lag nervaduras, Misentraz las babozas adulias copsumen todo el

follaje. La zemilla puede ser counzumida tetalmente; ademds,
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se reportac dabes a las vaipas (Schwartz vy Galvez, 1880).

Por otra parte Eing y Sannders (1284} reportap gue las
bzbosas provocan dafo a las plantas del frijel, defoliande ¥
atacando & laa vainas. Las babosas jbvenes ¥ adultaz raspan
cok la ridnls lz parte foliar de le planta de frijeol, dejande
solo Jus bordes despeodazades de las  vepas mayeres: de esta
forma conzumen plentas =nteras en  log primeres 20 dias de
crecimiente del cultive del frijol. EI daTio severc gz & menu—
de local, pero puede sar general, esphradiceo y relacilonado
con el tiempe himedo prolongade o nublose.

Se reporta gque en gpoca secd v caliente Jaz baboesas en—
tran sn ilosctividad temporal por lo tanto el dafo ogecionade
a las plantas &2 mencr. El atagque integse 2 leos cultives ocu-
rre al brotar las siembras de frijel v malz ruando la humedad
relativa es alta {Howitt v Cole, 19623,

La mayor intensidad d= atagque e babosa verspnicéllidas
veurrs & l¢ large de] borde de los campes e invaden progresi-
vgmente, si1 la vegefacidn vy los residuces proveen amplia pro—
teceibn a 1la babosa durante el dia {Schwarlz ¥ Gilvez, 18BO).
La supresibn de malezas por herbicidas punede conducir & la
connentracibn del atasgue en los bhrotes jdvenes de Ias babosas
de la familia Limacidee, come sucedes b el cgasce de los de
Adrboles de léapules, los cousles pusdenr ser Tuertemenentes

dafiados {4lferd y Upstone, 18E0).
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Mapclia (1871a} reportd gue el mayer dalio al frijol ccu—
rre desde les B8 & 20 dlas dezpués de la siembra, durante el
cugl punedes llegar a ocasiovar pirdidas tatales! posteriormen-—
te se alimenta de las veaipas 2 las cuales ocasions un dafe
TWENOY.

La forma mds comln de dalie por laz babosas es el raspeo
de los frutes o de las hojas del cafeto (Morstatft, 1912,cita-
do por Stephenson ¥ Bardger, 18978), o de las brassicas ¥y por
la perforacibin de gemillas en grancs recidén plantades {Purse—
glove, 19BB). Haoc {(18638) reportd que las babeosas son plagas
del cauvcho jbven. Atacan la paps en Inglaterra segin Stephen-—
son y Bardoer {197G6). Los daBes cousadoz per las beaboesaz no
son facilwmente reconocible ¥ puede ser gue el dalio de las
babosas 2n cultives tropicales hayan sideo stribuides a alguna

otra plagas {Hunter y Runham, 1871).

Control Cultur=s]

Uno de los mitodos, consisie en una buene preparaciédn
del terrenc antes de la siembra, gque inecluya arada, rastreo,
nivelacidn, drerpajes, eliminacidn de rastrojos 7 centrol de
malezas {(Mancis, 18%1; Runham y Hunter, 187{).

Unz buenz preparacibn del terrese incluyve srado a una
profundidad de 18 — 20 cm., dos passdas de rastra, nivelacibn

v drenaje, 1la eliminacibn de residuczs de lua cosechs anterior
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incluvende nalezas ¥ basuras. Estas prhclicss exponen a las
babosas ¥ sus huevos guedan expuesteos a la luz sclar ¥ evitan
darles rafugio {Redriguez).
gould (1982}, Hunter et al., (18968EB), Winfield et =al.,

{1967}, Hunter y Simonds {1871) y Stephenson y Bardner

{1978) reportaren gque las labores del cultive antes v durante
]l perlods de crecimiento de los cultiveos da un mdtodo efec-
tivo ep coptrel de babosas, gue puede ser debido al impedi-
nento fisice por ausencia de grandes fracturas y de espacios
ep 2] spelo, gque limitap =] movimi=zanto de las babosas en 1a
bfizsqueds de alimento, msi como también reducen la proteccidn
de las basbosas a la seguls, s Iaz heladas o de los predato-
rez, al quedar expuestas. Tambiin debide a up efecto mecd-
nico, donpde los ipplemenbos usados para el laborec matan a un
cierts nimere de babozaz. Pero existen desventajss al hacer
laborecs extras por ser muy cares =2p comparacidin =2l control
gquimico ¥ oo se pueden realizsr en suelecsz muy pesadeos. Oftro
mbtodo de control cultursl ceonsiste en cultivar variedades de
plantas que sean menos suceptibles al atague, especisalmente
enx papa, por las diferesciaz en composicidn gulmisa, asi come
tembibn sembrar o coesechar las plantas de tal modo gue el
pericde de suceptibilidad ne coincida con el tiempo favarable

para la actividad de las berhosnsz.
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Control Quimico

Este miliodo de contrel ge estd baciendo cada vez mis
importante, debide a2l descubrimiento de nueves productos gui-
micos. Segim Hunter y Symmends {1871} nianguno de los compues—
fos organocclorados u organcfesforados han gido desarrollads
en gran escala come molusquicidas actives contra bahosas.

Sin embargo, un tercer grupo, los carbawastos, haup demos-
Lrado ser muy achtives en sus propiedades para matar bebosas
{Hunter y Johnson, 1870; Ruppel, 1859: Hunter y Runham,
1976}. E1 carbamsate experimental ticcarboxina "talcerd™, es
un pederose veoeno de contacto contra las babosas {Stephen—
gon, 1871, 15¥2s,b)}.

Les productos guimicoes pueden sar aplicadez en diferen-
tes estades: primero, en sclucidn o suespencidn gplicadoa en
forma de rocie {Hunter ¥ Runham, 1871; Mancia, 1871); szegundo
en forma de cebos. Lor cehos comercialmente se fabrican en
forma de comprimides para fTacilitar euv digtribneidn. El inp-
conveniante con la primera formsa de aplicacidn ez gue las
babosas tienden a limpiar la superficie de su cuerpo por
medic de las secreciones scucsRe ¥ en el segupde case la
forma de presentacidin de los cebos es importants ya gue tiene
gue ver con la coficiencia. Un pesc dade de pllderas pequefas
pnede asignificar mhse puntos  por unidad de Area para matar

babosaz, que el mismo pesc en pildorss médz grandes (Hunter v

Ropham, 1971).
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El eontrel quimice se puede realizar sop los siguientes

productos:

tnlfate de Cobre

{1925). Lluego por estudiss de Anderson y Taylor {I1926), se

eslablecidb gue Ltambidn mataba babeesas. Bl sulfate de cobre za
splica en forma cristalina, an forma de polve ep deosiz de= 10
a 20 Eg/Bs, para Tfacilitar la aplicacidn, esta cagtidad as
mezclada con ciertos fertilizantes como ser: sulfate de pota-
aio, ¥ fertilizantes a base de magnesio. Tambidn =se& usa en
asperciones diluyendo la dosis anterior en 400 litros de agu-
a/ha. 5e recomienda como pre emergente ¥ aplicarle en las
noches himedas ¥ tibias o tewmprans =n Ja mabanna, que &3 cuan—

do la actividad de las babosas es5 maver (Dinther, 1873).

Gianamina de Calcio

Se aplics espolvoreade dos veces, usande de 1830 =a J50
Eg/Ba duranle la noche, con un Inlervalc de una hora. El cip—
nide de calcio también se he recomendade como un tratamiento
pre esmerfgente pare les baboses {Faber ¥ Zwats, 1857, citade
por Dinther, 1873). Este compuesto es generalmente usado como

fertilizante:; ftiepe 1nn haoen efecte ¥ trabhajs come veneno de

coeptacte (Dipther, 1973).
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Conocido come "meta", el metaldehlde es un producte gqui-
micoe eficez contra los gastrbpodos (Martin, 1968). Segdn Gim-
mingam y Newton {193¥), fubk =1 primer producto usade exfepnsi-
vamenltle para el contrel de behosas desde 1936. Este producte
quimico es inflamable ¥ actéa coms veneno ya sca por contac—
te @ por ingestidp (Binther, 1873; Gragg ¥ Vincent, 1952).

Nopmalmente 22 usa en Torma de cebeo, 2l cual es prepmr—
gdo mezclande 200 gr del pelvo de metaldehide con 12 Eg de
afreche fresce de frige o arrez v siete litros dAe agua. En
estz mezcla w1 metaldebhide =28 el ingredientes aglive, el
afreche es el agente de transporte. Cuando el cebe ha side
preparado en casa {cebo caserc), se aplica a rezdrn de 30
Eg/Ha, ep peqguelas cantidades, cada 30 cm de distancia.
Suande sec usa cebs comercial ez forme de coemprimidos, que
contiesnen de 3 a & por cienbtoe de ingrediente acliive. Cuando
la concentracibn del comprimide es de seis por clento se
epparcenr a rafgbhn de de 3 & & Eg/HEz {(Dinther, 1873). Se
recomienda aplicar estos cebos duranie la noche parsa sbtener
una @ixima eficacia, especialmentsa guando la onoeche wsts
himeda ¥ tibia. El efectos de este producic &5 la reduccidn de
1z capacidad de locomocibn de lasz babesas lo cuaml las expone
por mhs tiempo 8 ls desecacidn {Thnmﬁs 1948; Crowell, 18977).
E} metaldehido tambiin pusde ser usado en forma de aserssocl o
en palve, como veneno de contactco. 51 esta formulade a 50 por

ciento de polve mojable, puede ser aplicado a razdm de 10 Hg
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en 500 & 100 litres de agua fHa {MHMead. 1961). Pero usualmpente
las asperciones de metaldehlde dan resultados ipsatisfac-—
torios, a mencs gue se apliquep e2p concentraciones altas,
cuande las babosas estdn activas (Hunter ¥ Rustham, 1971).

Seghy Berg {(1878), Franz ¥ Erieg (1I976) citadoe por Diot-—
her {1873) v Hairsten =t al., {1973) las babosas terrestrees
gon wuy diflciles de contrelear guimiceamepte, usando
preparaciones de wetsldehido, particularmente en un ambiente
coptinuamente himedo o durante Ia estacidn Iluvissa: esilas
consideraciones han dado 1a posibilidad de maptener las
poblacioties de babosasz bsajo los valgres de las medis bioldgi-

Cag.

Este e um ingsecticida ¥ un agaricida, econ un amplic
renge de acciben ¥y cierta actividad residusl {Martio, 1868).
Posee tambibén buenas garsceterieticas  paras matar gastrédpodes,
alm 2 alta humedad relative del ambiente {Martin y Forrest,
1868). Este carbamato se introdujo con el sombre de "mezurcl
®  an 1968, ¥ Tud cgomercislizade cowe mulusguicida, ef en
forma de comprimides conteniendo 4 por c¢ientoc de ingradiente
activo. Esie puede ser aplicado a razdp de & Eg/Ha {Dinther,

1973: Crowell, 1887).
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Barreras Qulmicas

Se uga libra de coce impregnade de gerbelinec {coal tar)
alradedor de troepce del arboles de frutales, se coleca cenize
de maders ulrededor de loa canales o asequias alrededor de
los Jjardines, fibraz de coce ¢ empapuado con carbelipeo o
solueciones de aulfato de cobre de 4 2 10 por ciente de con-
centracidn (Mesd, 1961).

5S¢ han probado diez herbicidas Lriszinae que heo
demostradne ser tbhxicos a las babosas {Stephenseon, 1883); su
toxicidad eskts relacionada s su sslubilidued ern el aguas. A
mavor golubilidad en agum, mayer texicidad; esto estd proba-
bBlemente releciconade al facilidad de pensatrecibn de 1ln capa
de moco yqgue cubre a la bwsbosas. Bl herbicida ioxynil, Tub
encontrade veonenoso para las babosas (Wain, 1983). Stephenson
(185674}, demoatrd gue Ja sal sddica actda como repelente para
las babosas ¥ w2 venenoso cuando se injectabr diresctaments gl
egtdmago de la babhoaa. Crawell {1977) enconlrd gue muches
herhicidas a base de dinitres son tambibn eficocez en 21 con-

trol de baboses.

Control dr Babusas con el Uso de BExtrpelos de Plantas

v e e e b B P P R B e e et e s — ——— e e T iy e e e e e T

Pl i P e e —— e ———— —

Thevetia peruviana A. {hoja) podriasn ser vtilizadas en el

future como ogentes promisorioas de bajo coste pars combale da
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bubosas; yB 4que supobne gqle estas plantns al ser consumidas
por la babosas en un bejo porcentaje, presentun upAa resicten—
cia de tipm pno preflerencias gque e carscteriza per la sceidp
adverses de ilas planta sobre el comportamiento de 1a babosa.
Sugiere evaluar en forma mbs detallada ctres especies de
plaplas de lag familissg Legumincasae ¥ ApogyDacenn.

Cantoral {18586) probd diferentes técnicas pars el control
de bebosas, utilizando bulbos de ajo., Allivm sativem L.,
bhos de eccbolla, Allium cepa L.; hojas du narcizo, N. plcaender
v hojas de chilindrdn, T. ovala. Estaz partes de la planta
sc molieron separadamente, se disolvieren en unm proporcién
de 1 Eg de ¢rda une de les productces vegetales, 1 litre de
sgua, y 0.125 Eg de jabdn de coche
(producte de fabricacibn casera, #laborade a base de grasa de
cerdo v cenizu de restos vegetales). Cenioral concluyd gue en
geoeral para todos los tratamientes no hube un =facto repue-
lente o atrayente. Observd gque los trutemientos preducto de
ios axtractos de bothnicous, el N. olegnder cocide mds jabbn
de coche prusentdb el menor ntiwmere de plantas dadedas ¥ la
mayer repstabilidad Is ecusal fué de 1753 por ciente. Sugisre
realizar optrags investigacicnes sobre pripcipies activos,
ddsis bptimus y Tormulaciones de lue extractos vegeteles.

Cordon (1886) evalub ¢l efeclo de extractos vegetales de
las siguientes plantas para el control de la babosa de la

babosa (Mollusea: Veronigellidae}: el telle 3 Tfellaje del

chichicnste, Cpoydoscolus multileobulos Pax.; el frulo del




luruche, Jaequinia aurantiscs Ait. Hort.; el follaje de la
tinifolia L.; el frute ¥ follaje del

higuerilleo, Ricinus comupis L.; follaje de shbila, Aloe verna

O

L.; ¥ 1la planta entera de epesina, Petiveria alliacea 1. Us
227 grumos por 2 litros de agua pars cada tratamiento, en sus
preparacicnes de cocide menteniendolo en ebullicido por 30
wminvte=s y erudo picade que se le dejd repusar per 24 hores
pre aspercibn, Cordon comneluyd, que los extractos de J,
aurentiaca efectuaron un mejor contrsl de les peblacicones de
babosas, no es tbxica al msperjarla al frijeol, ¥ oademds se
obtuvd 1a maver rentsbilidad por el uso del extracts del
fruto de luruche crude. Cordon sugiere gue se deben reslizar
estudies pare determinar el ingrediente wetive del frute de
luruche, Jagquinia aurantiace y las dbsis edecuadas para el

caontrol de bebosas.

Wright {(1968) he enfatizsade las dificultades spcontra-
das, pern logs resultades favorables ghiepidos por el uvao de
paridziter =p a2l laborateric frecueptemente nn pueden repue-
tirse an =1 campo.

La barrera [fisica pregentads por las babosasx por la capa e
moco gue cubre Bu cuerps, Jla protege efectivamente de sus
spemigos potenciales {Enutson eof al., 19G65).

Oe las 48 eapecies de invertebrados conocidas cowno
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parfsites de moluscos solamegte diez eson letales = 14

especises de hubspedes ({Stephenson, I968). dGodan (1983}
reportd que los pardsitos mAs importantes incluyen protozo-
arios, gusanos plapnes, cardbidoz y las larvas de Sciomyzidae.
A coptinuacibn se presenta uma revisidsn de los artrdpo-

dos, nemhtodes, virus , protorearies y bacteriaz gue 5= han
investigado para usarles como enemigos pebtenciales de laos

moluscos.

Insaclios

Acaros

Bryneles limaceum Koch es5 un 4dcare que comunmente se

encuentra en la babosa Eurcopes Limax maximus Linnaeus {Cooke,

1B85). En ¥Norte Ambrica el &carc Hypopus cogpcolor Baldeman,
ha mido repertade gue ze ha encontrade en babeses [(Bequaert,

1878).

Stephensen {1865k) encentrd que siete sspecies copunes
de eszcarabajea, de la familia Oarabidas son predatores de
babosas come 1o demastrd en un ensave en el aue usd 20
Pterosticus melapariz (I1l.)} ¥ 20 adultos de Ariog

—— T —— —— — ——

reticplatus; estos fueron puestos en un recipiente cerrado de

1 metre cuvadrado v ep 24 diae toedas las bebosas hakian sido

comidas. Sesgln Stepbenson ¥ Bardper {1975} encentrd gue 1B
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especies de cardbidos v fres especies de staphylinidog ge

alimentaban de babosas: Carsbus, Pterotichus 3 Calatus spp.

Tetanccera elata {Meig.) {Diptera: Sciouyzidae} aparen-
temente ex el primer ipngsecite conocido gue se mlimenta exclu—
sivamente de babosas. Hay dos especies de Tefanocera {(Foote,
1963) en Norte Ambrica y una especie de Euthycerz eo Eurepa,
gug £e harn descubierte racientemente coms hndspedes especifi-
cos de bhabosas de la familia Limacidase.

El género Tetanccera tiene 45808 especies, ¥ ocurre pri-
ncipalmente en &l hemisferio norte {Berg, 1982). Ep la natn-—
raleza, las larvas de sciocmyzidos se& a2limentan de unas 17
familias de gastropodes enire ellas Arionidas v Limacidase que
#zon babosas {(Berg, 1361). Las larvas del primer estadic ¥
parte del segundo estadio ze alimentan g1 mocoe de la babosa
sin matarla. Luege la larvs sctbs comoe predator, matmpdo ra-
pidamente =2 las babosas. Seghn Enutsen et al., [1955} ze

puede producir de cipee geperacicnas de moscas durapte un

periode de cipnco meses.

Hemdftodos

Segim  Chitweod ({1937}, citade por Dundee {(13877), los

moluezscone v babosas en pariticulsr sem cconpcideos come bhospede-—
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roas de varioa nemhiodost los cusles viven en forma asexunl en
la cavided del cuerpo 3 dejen el hespedero haats que alcanzan
su madurcz scxual. Chitwood (1837), citede por Dundee (1977)
ancontrb ups incidencis de purasiiisme mds alta en babhosas
{Deroceres agregsibis  (MUller)) grandes (mds de 25 pm de
Iongitud) gque en babosas medianas {15 & 25 om) , ¥ que ep
babosas Jbvenes (15 mm). Es5le le atribuyve o la naturslaza del
babiltat. Loe nemhtodos obaervadesz ihan de rangoes de 5 s 21 om

de large ¥ emerglap de la cabeza de la buboswu.

Yaseen y Bepenetft (IS5B6) mencionan que en Centro America

s —— e} o - -

— e — — —— . ——

Virus

Godan {19832} reporld qus sBe conece muy poco sobre los
gfectos de losg virus an meolusces ¥ expresd que desde 1980 no

se ha reportadn pinghy articulo sobre wirug en haboesas.

Hongos

Godan (19B3) repertd que los honges oatacan principual-
mente loa huevos de los gastrbpodos, por ejemple , los huevos

de Derogeras reficulatum (MUller). Mead {(1961) menciens el

S AR e mr mm AL S S e -
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Liepe un usoe aproplade perno ¢l controal bioldgice, & pesar de
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que tiene nna alta tasa de infeccibm epr los hueves de babo-
sas crisdas en el laboratorio. Arigs v Crowell {1863) encon-

traron al hongo del género Arthrobotrys en la hsahosa Arion

A pezar de gue las Lnfecciones causadas per hongfos son
muy importantes en lg cria de moluacas en =] labaerateoric ¥
gque puedeb llegar a destruir todo el leie de criapza, en el
canpo Jog hopgos pocas veces llegapn a caussar unz eliminacidnp

total ¢ uwpna rTeduccibdn en el ntmere de gastrdpodos (Godan,

1883).

Protozoarios

Lz maporozos Hlossiz sp. se ha epcontrado en vearias ba-

bosas y carscoles, y una amoeba se ha encontrade comso endopa-
risite de Arion rufus (L.)}. Lowell {1961} encgonird una

Acapthamoeba sp. e&p mgluscos. Grasséd {(19688) 1listé ciliados,

tradas en pulwmopades terrestres de inportanciea agricolas
{Godan, 1883).

Las babosas sor hospederss de un buonern ndmers de
eiliados, loa cuales pueden uwtilizarse para control biolbgice

{Brooks, 1868). Tetrashymenea limasis (Warren} ¥ T. rostrata

{Fahl), ftambibln son pardsgitos de babosas 7 esidn distribulidos

mundialmente {Burepa, U84, Bur Africa, Nueva Zelandia}. Estos
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parbeifos infesten el hematopénereas 3 las glandulas al-
buminas de caraceoles y habosas.
Godan {19383) dijo que los pardsitos tiemer inflonencis en
reducir la longevidad y fecundidad de las babosas., Las
babosas que estdn cop altas infestaciones coo ciliadee no

Pooen huevos.

Bacterias

Godan (1883} hace mencibn del género Pseudowmonas, al
cual se le atribunye come causanie de 1la fluorescencia amari-
l1la del moeco del caracol Heliz aspersa MUller {Bauwm 3 Rawls,
1872 Rawls et &l., 187E}. Yates v Rawalz (I1372) reportaron
que esie pigmento se debe a la presepeia de la Pseudomonss la
cual vive =2n el moco de Ia superficie del cnerpo, en las g£15~
ndulas mucosas subepiteliales, wen las aberturas del cuerpe, ¥
en los fluldoe del haemocele ¥ el trascto reproductivo.

Burrows (1963} reperitd gque Jas serchacterias son patdge-—
nicas a arnimales de sangre fria, 2o los cuales producen sep-

ticemins, abscesos, enlargemients del bazo v condicicones dia—

rreicas.



ITY. MATERIALES Y METOBOE

la prescnte investigecidon se rezlizd en los laboratorios
de microbiolegia de: la Baniversidad Hacional Auvtdnome de Hon-
duras (UNAH}, del Institute Hopdurefo de Seguridad Social

{IB53), v d4e la Escuels Agricola Pamnamericana {EAP).

Orianza de las Baboras

En el Departamepte de Froteceolbn Vegetal de Ia EAP se
llevan a rcabo varics estudics en el laboraterio sobre 1z
babosa comtn del frijel. Umo de estos estudios estaba rela-
cionade ¢on =] mecapisac de reproduccibn, especificamentes con
lz sutefecundacilon., Para este ensayo se vtilizaron 141 baho—
sas recoclectadas =8 lm  localidad de Sap Juan de Linaca,
Departamentoe de EI Paralse, las cugles ea colocaven indivi-
dualmente en cajas de plhatice de 10.8 cm de large por 7.5 om
de anche por B.0 tm de alte con tapa de plhstice transparen-
te. &c agregh tierra &nm la cajfa hasta 1 ¢m de altura. Se man—
tuve 21 suele pniformemente himede, aplicande agus con un
roceador. Las babosas eraps  slimentadas diz de por medioc con

hojes de frijel. Las babosass fueron pesadas una vez por
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gsemapa y eran manipnladas cop guantes de plisticoe desecha—
bles, pars evitar cualquier tipe de contasmipnacibn.

Béspués de 21 meses de grianza, algunas baboses apar-
ecieron con lesiones ¥ presencia de pus en Ia parte dorsal v
postericormente las baebosas morian en 21 transcurso de upa
semapa,. De todas Ias babosas del esgtudic murieron 125,

De todas las babosa muertnas se Lemaron muestras de pus

de Ias {ltimas cinco w¥a que en estas po == gbservd ninguna

ctra contaminecibn.

Alslamiaentos

Preparacibn de los Medios de Cultives.

Se usaron medios de culfive altamente nutriftivos reco-—
mendados para favorecer =] crecimiente de uvps amplia game de
micrporganismos {Schaad, 1980; Ferpsndez et &I., I987). La
vreparacibn de los medios usados fué heche siguiendo las
instruceciones de los fabricantes. Se& utilizaren los sigulen-
tes medios de cultivo:

Agar EMB, "Eosin Methylepe Blus" (Urbsp, 1877; USA Army,
1383: Difco manual, 1283; Gibcoo manual, 188B3). {inexc 1}.

Agar Eing B {Luft, 1961; Schaad, 1880}, {(dpexo 2}.
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Geloga Sangre con base de Casman {Fernandez et 2l.,
1887: Difceo manuml, 1853: Gibco mamual, 1883). {Apexo 3.
Agar MacConkey {(Difeo manual, 1883; Gibeo manunal, 18B3).

{Anexa 4).

Tema de Muestras

Preparacibn de las Babosas Muertas

Las babosas Fueren lsvadas cuidadesamente con agna pota-—
ble, luege con agus destilada. Una vez lavadas fueren coloca-
das, individunalmente, en plates de petri estérilezadeos. Esta
labor fubk reaslizada dentro de 1a campana de aislamients,. Pos—

teriormente cada baboesa fué desinfectads cop alcechel al 70x%,

cerca del mechero.

La ext{raceidn del pus se realizd por medic de une jerin—
£a hipodbrmice esterilizada de 1 c¢c de capscidad cen upa
ayuja # 22, 1la guasl se intreduje en la lesibn dondes se obhser-
vaba ] pus v se realizbd la succidn. Eo alguros casos el pus
era muy visgose por le cuzsl se precedid 8 nsar el asa hac-
tericlbgica de siembra, introduocidnodols por el orificic hechno
por la aguja da Ia jeringa. El asa fud esterilizada al rojo
vive en la llema del mechero antes v despubsz de reslizar cada

insertacibno.
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Ineculacidn

Con el mechero epncendide dentre de 12 campana de ais-
Iemiento, se tomarcn cuatro wmuestras de pus de cada beboss.
Cada una de estas muesiras fueron inoculadas por duplicado =n
cada uno de los elguientes medics de cultive! gelozsa sapgre
con base de Cesman, sgar Maclopkey, agér EME v sgar Xing B.

La inoculacibn fud hecha por el mitodo de rayado pars
facilitar el aislamiepte de los microorgabnismes gue pudieran
epcoentrarse en Ia muestra. Los plates de petiri fueron cubier-
tes con papel parafina ¥ s colocaron en la incubadera en
posicidn ipvertida (Ferpandez et al., I937;, USA Army manual,

1963).

Incubacidn

Los medics de cultive imoculsdos fueron incubades & ZB O
v a 27 € durante tres dias. Durente el pericde de incubacidp
los mediosr de cultive fueron chservades disriamente para de-

tectar glgfin tipe de crecimiente.
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Aislamiente de Microorganismos

Be Jaz diferentes ceolopims gue apareciercn en les medios
de cultive se volvid a sembrar en lom mismos tipes de medios
de cultive, los cuales fuoereon incubsdos e&n =sts ocasibe por
48 horas.

La operacidn ante;ier fué repetida por ires veces pero
upicaments usapde =] medic de cnltive agar EMB. No se wolvid
a resembrar en vista de gue el crecimiente o les platos de
petri correspondis en apariencia & wn mismo tipo de micro-

orgaplisme.

Tipecidn de Grar (Modificecidn de Hucker)

iine vez obtenidas Ias ceoleonias, s2 reallizh la tipcidno
de Gram modificade per ZHucker {Anexo 5) {Ferpandez et al.,

1887).
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Pruebas Bicquimiecss

Los microvorganismos de Jes diferentes coleonias fueron
incculadas enp los siguientes medios: agar triple szdcar hie-—
rre {T51) {Apexo 6}, agar citrsto de Simmens (Apexc 7), agar
urea {(Amexo B}, agar lisisa {Anexo 9), caldo de triptonsa
{Anexo 10), ager kierro peptona {Anexos 11} (Fernandez et al.,

1987; USA Army manual, 1983; Gibeco wmanual, 18B3).

Inoculacibn del Cultive Puro en Babosas Sanas

e e e e e e e T o S e e B e e ey e T e P B B B e e T

Preparacidén de Iz Suspencids Bacterial

2g emppled el miiodo de concentrecidn Nefelbmetro de Mc

Farland como ze describe en el Cusdre 1. {Lennette et =sl.,

1985) .
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CUADRED 1. Mitodo de Congentracidb de McFasrland

Tubao Clorure de Baric Acide Sulfurice Densidad aprox.
de 1% {cm3). 1% {em3). de 1a bacteria
ensayoe millanes/cm3.
I o.1 , g.8 I
A 0.2 g4.8 800

En la campans de aislamiente, en el &rea estéril creads
por la llama del mechere se esterilizé el asa bacteriocldgica
v s tomd una Dpareidn de las eslenizzs mis zlajadas de loe
cultives puros ¥ se coloch er un tubo de epsave que contenia
I} cm de agua destilads estiril. Se reslizd 1la dilucidn por
agitacibn manwal de los tubos hasta obtener cierte grado de
turbidez, 21 cual == compard cen 1a turbidez cbtenida con las
diluciones del Cuadre I. fSe usaren 300 millones de bacierias
por centlmetre cilbico para tener una certidad de indcule es-

tindar.
Freparacidn de las Babosas & Inccular
Les besbosas quc 8¢ usaron para 1a inoculacibn fueron

pesadas, lavadas con agus potable y con afua destilads esth-

ril ¥ eoleocadss individuslments epn pleates de petri plhg-
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ticos, dentre de la campens de aislamiento. Luege se desin-

feetd la porte dorsal con nicehel al 70%.

Infestacibn de les Babosas Sconas

Segln los tratamienteos se causaron lesiopes superficia-
les de 0.50 ¢m con una.pinza de punta fina , la cual ers fla-
menda antes ¥ despofts de reelizada la incisidn. La lesidn se
hizo en la parte media dorss]l de la babess. Le ineculacibn
dermal] se reslizd introduciendo &1 asa bactericlégica esteri-
lizede al rejo vive &5 el mecherc, dentroe del tubo de ensayvo
que contepls la suspencidn de bacterias y luego se descargoba
en Torma de roce copbtinuo sobre el dorso liso y sobre la le-
sibn segdn ol cosc, esterilizaende el asa bectericlagica anles
¥ despubs de cade ipoculagidn., El aljmento se infestd utili-
rando 1 c©m de la suspencibn de bacterias teniendo el cuidade
de babar toda lo l&mima foliar por &1 haz ¥ por =1 envds. E1
tratamiepte 2o =1 gue z& asperja a Ia bubosa, s2 realizd am-
pleando vne  jeringa hipodérmica desechable de 1 cm, con unme
aguja ¥ 28, Se llemmebs ¥ vacisbs en forwa de roclie sobre Ia

superficic del derse de las bebosss.
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Manejo

S5ea colocarsn las cajasz de plistice er un cuarts deonde
se contrelarcn la tenperstura, humedad ¥ luz. Se tenis una
temperetura promedio de Z3 €, conm BS % de humedad relativa ¥
ge proporciond B heras de Inz usande ne bembille incandes-—
cente de 80 watts.

5¢ remlizmaron los muestreos dia de per medio: las
babosas eran manejadas con guantes de plistico desgechables.
S5e les cvambiabs el alimente =n cada muestireo, celocando bejas
tiernas vy freacasg de frijeal. El1 medio ge humedeclias con agu=s
destiladae eada +vezr gque se comsiderd necesariec a finp de man-

teper dentre de la cajas uns humedad alts v constante.

Metodologlias Experimental

Se utilizd unm disefoc completaments al azar,
con B tratgmieptos gque =e gplicaren & cads wunzs de lzs dos
bacterias utilizadas ¥ cuatroe repsticiones. Cada baboesa repr-
esenth una unidad experimentel. He utilizd ug Icote de IZE

babeosas, las cuales ae dividieron en dos grupos de §4 babo-
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sas. A& cada grupo se le ipoculd uneo de los dos microeorganis—
mas utilizados. Los itratamientos fuereon:
1. Eahosa gin lesidn gin inaculacidn {(Testiga).
2. Babosa sipn lesidn con inoculacidn dermal.
2, Babosa con lesibp sin ineoculscidn.
4., Babossa cop lesibn con incculscidn dermal.
5. Babosa sin lesidn c;n alimepto infectado con suspengidn de
tacterias.
£. Bahosa Bin lesidn, asperjada con suspencidn de bacterias.
7. Babosa con lesibn con alimentos infectade con ls suspencidn
de bacierias.

B. Babosa con lesidn asperjads con snspencidn de bacterias.

e moesfiresba dila de por mediec ¥ ee contabs el pimero d=
babosas muertas por caja. El alimente ze reponis en cada
muestreo.

Be realizd andlisig de varianzs para gaber sl exiatia
diferencias entre nivel de mortalidad obtenido con los miero-
organismos utilizades ¥ entre o] pivel de mortalidad entre

Jos tratamienleos aplicados,
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De 1las babosas inoculadas ue apareciersn con los
eintomss de la enfermedad ¥ murieromn, se extrajeron muestras
de pus de la parte media dorsal del cuerpo de_la babosa v se
sembrarcn en el madic de cultive agar EMB. Se siguieron los
procedimientes de Ei;lamiento gntes descritos pars obtener
cultivoes puros ¥ luego se reslizaron las pruebasz biogquimicas
antes mencicpadas pars la identificacidn de los microorganis-—

mos eislados.



IV. RESULTADCS Y DISCUSION

Resultados de Laborsterie

——— i A e T T T T T T . e

Crecimiento de la Tonoculschn en lae Medios de Cultivae

En tedes los medios de cultive hube erecimlients, pers
sclamente en el medic de cultive agar EME el crecimiente fud
abundante; por Ie cual se decididb contipuar con =1 proceso de
sislamiento utilizawdo este medic ¥ se condujb a la seleccidn
de cinceoe ¢olonias gue se detallan en el Cuadroe 2.

Ern cuanto A las diferenfes tempersturas uiilizadas para
la ingubscibn, bpo hube diferencise en tamafoc ni forma de las

eolonias.

Resultados de la Tineidn de Gram

Al observar las cinco muestras de las coleonias con la
ayuda del microscopio se epcontraren unicamente microorganis-
mos de tipo OGram negative comn caracteristicas morfoldgica

bacilar, de cklulas cortas formande pequelins cadenss.



38

Cuadro 2. Descripeibn de las Cincoe Colonias d= los
Cultivos Puros.

Colonia

Caracteristica

1 . Z 3 4 9]
Tamafio {mm) 2.0 4.5 4.0 .0 3.5
Forma circular eirevlar circular civecular circular
Caler blenca blance bBlawce wnaranja blanca
Superficie liga lisa lisga iiza ligs
Elavaridn ConvexXxa COonvVexsa COoRVAXAa COonvexs conveaxa
Bordes liso lizo lisn liso liso
Luz tramnsmitida opacs opBCA cpaca opaca gpaca

Luz reflejads hrillant: mate Erillantebrillantebrillanis
sspecto humedo seco secao humedo humedo

Consintencia grasesa fL£rascsa  grasosa mocoide grasosa

Pruehas Bioguimicas

Para la identificacibn de las becterias se reslizaron var—
ias pruebas biecquinicas en diferentes medios, cono se menciond
anteriormente. Las rezcciones a oada medico se desecriben =n el

Anexo 12 ¥ losg resultsdes ge encuentran en el Cusdro 2.



fnadro 3.

Sustratos

Glucosa

laciesa

Sacarosa

Avide Sulfirice
Produccibn de Gas
Citrato

Lisina

drnitina
Motilidsad

Indel

Orea

i

Reacciones de las Colonjies Puras a las
Biggulimicas.

Colonia
1% 2 3 4 Ex
- + + + -
- + — + -
- - - FR —
- + + - -
- + - + -
- - - + +
+ + - + +
- T + -+ -
- - + - -
- - + - -

Pruebsas
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A4 lae ecoloepias 1 ¥ & tuvieron reacclones negativas en la
fermentacidn de glucosa por le cual se goensiderd comoe baciles
Gramw pnegativos ne fermentadores. La identificaciin de estocs
esthn Tuers de las posibilidades de este estudic por sl tiem-—
po limitada.

Saghn les reacciopnes de los microorga8nismos a los dife-—
rentes sustrptes se identificeron las siguientes bacterias:!
Colonia 1] Butiles Grem neghtives no ferwentadores.

Colonia 2 Cilrobacter freundii (Braak 1928) Yale 1838G.

GCelonia 3  Proteus wvulgaris Hausser I1EES.

Colenia &  [Epterphacter perogenes (Kruse 1886) Beijerinck
1g00.

Colonmia & Bncilos Grem negativos ne fermentaderes.

fe eslas bacteriss solamente se trabajb con el C.
ii de le celemla 2 y ¢l bacile Grem negativo po fermen-
tador de la colonis 1 ya que por un erroer cometidoe se habia
considerade cowo Psevdomones seruginpocsa. $e usarepn principosl-
mente por la infermacibn sbtenida en la revisidn de litera-
tura epn cuante grade de infeecibn v debide = la escacez de
babosas al resalizar el estudio.

La=z caruateristices goperales de 1la bescteria identi-
ficada €. freundii, segin 1la revisidén de literatura estan

detalledas on el Apexo 13.




Lz lesibp cansmsdz presexntd siemprs ls misme formsa
longitudinal tal como se hize, perc las manchas gue Be supobe
que son sintemas de Ia enfermedad, al dnieioc tenfan forma
irreguler la cual ibza tomando forma zmlargads sl pasar el tie-
mpo ¥ se¢ centralizabs en la parte media dorsal de la babosa
seghn =e agudizaba ls concavidad, compo =e describe posteriocr-
menta.

Lag resultades de mortelidad pér bacteria se presen-
ten =n laos Cusdros 4 v 5.

De las babosss inoculadss con =1 bacilos Gram negat—
ive po fTermepiador se obtuvieron 36 babesas muertas v 28 bab-
csas sanas: se estimd on promedio de 35 dias, desde la pres-
encia de los primeros sintomes de la enfermedad hasts ls mue—
rte de la babosa. [a marvor mertalidad se obiuve de las trata-
mientoar donde se le proporciond a lIa babosa alimente infeo-—
tede com la =uspencidn bacterial ¥ en el tratamientoe dopde ze
cause una lesidn y se le proporeciond alimento infectado con
suspencihp bacterial, en los cuales muriersan las oche babosas
de cade fratazmiente. 5e encontraron seis  baboses muertas del
trgtamiento domde se ceusd uga lesidn & la babesa v gue se le
inceuld con la suspencidn bscterizl. D= los tratamientos
dende s le causdb unzm Iesidn a Ia babosa v 2n 2] tratamianto
donde 2e aeperjd la suspencidn bacteriasl murieron tres babo-

gas de cada tretemiepfo; v en los {ratamientos dende =e
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ingculd & Ia baeboea ls zuspencidn bacterial se obtuvieron
doa=s babosas muertas por cada tratawmients Cuadre B.

No hubd mortalidad =n el testigo ni la presencia de
ancmalias en el trapscurso del sstudio.

De las babosas ipeculadas con la bacteria €. freupdii
=e obfuvieren 22 babosas muertas, 42 sanas ¥ se eztismd an
promedioc de 37 dias desde la presencia de los prismeros sio-
tomas de Ia enfermeda& hazta la muerte de 1asz babosas. La
mayver mortalidsd se obhiuvd del tratamiento donde se Je causd
una lesibn a las babesa ¥y que se les proporciocnd elimento
infcotade con la suspencilfn  bacterial, en el que murieron
cinco babosas, seguide por los tratamientos dende s2 les
cangd uns Jesidén a las babosas y ademds se les inceuld con la
suspencidn bacterial ¥ en el tratamiento en gue se asperjd a
la Dbabpsa con 1la suspengidbn bacterial. En el tratamiento
dende se les proporciocnb a las baboegae alimento infectade econ
sﬁspencibn bacterial murieren tras babosas, seguide de los
tratamientoes donde se incculd & las babosas con suspencidn
bacterial ¥ no se les causd lesidpn ¥ el tratamiento dopde se
asperid & la babosas con suspencidn bacterial en los cuales

muriecron dos babosasz =p cada treatamiento.
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Cuadre 4. Nimero de Bebosas Vivas v Muertas Gue Fueron
Inecnladas con 21 Bacilo Gram Negative No

Fermentador Por Tratamiento ¥ Dlas Promedies a
1a Muerte.

Tratamiento ¥ ¥iwvas # Muertas Diae Promedic

a2 la muerte

Testigo B 0 G
%in Lesidn

Incculads & 2 36

Con Lesibn 5 3 ]

Con Leasibn
Inoculads 2 g 34

Con Alimente
Infestado ] 8 21

Asperjada con
Suspencidn de
Tocterias 3 23 32

fon Lesibn con
Alimento
Infeastado g 8 32

Coen Lesibn
Asperjada con
Suspencidn 5 2 38

Total 30/84 34/84 356



Juadre 5.

Tratamiento

Testigo

8in Lezidn
Inmeculada

Con Lesibnp

Con Lesibn
Inoculads

Con Alimento
Infestado

Asperjada cop
Suspencidn de
Bacterias

Con Lesibn con
Alimento
Infestade

Con Lesibdn
Asperjada con
Suspencidn

Total

44
Nimeroc de Baboszss Vivas vy Muertas Que Fuseron
Invculasdas con la Bacteria Citrobacter freupdil

— T A e ey P Ew e ——————

Por Tratamiente 3 Diazs Promedios a la Muerte.

¥Yivas # Muertas Dilas Promedioc

a ls muerte

B it i
g Z 3g
g Z2 398
4 4 37
5 3 36
g 2 Ko
3 5 34
4 4 3E

4Z/64 22/84 37
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SBeghn resultados del sndliszis de varisnzs pera los mi-

creorganismos utilizedos v nivel de mortalidad, mo bube di-
ferencias significativas; lo cual indica que smbos micro-
organismos ceusan 2] mwispo nivel de mortselidesd. Fero &1 hubo
diferencias entre los tratamieptfos aplicados por 1o tcusl se
realizb la prueba Duncan de separacién de medias a 0.05 nivel
de significancia.

En el casc de "las babozas inoculadas con 1 baciloes
Gram negafivo no fermegtador hnbe diferepcias eptre: el tra-
tamienlio & {Bubosa =inp lesidn que ze le preporciond slimenta
infectado com suspencibn bacterial): con les tratamientos: 6
{Babosa sin lesidn =sperjadas con suspencidn baecteriall; 3
{Eabosa gue se le causb una leesidn v se le ipoculd con suspe—
ncibn bacterial}y 2 (babesa sin Jes=idn gue se inoculd con
suspencibp  bacteriall}:; 8 (babosa con lesidn asperjada con
suspentiim bacterial) ¥ cen el ftratamiepte 1 gque fud el tes—
tigo. Hubo diferencias entre el tratamiente 7 {Babosa con
Jesidn gque se le proporciond alimente iInfectado con sﬁspenﬂ
citn bacterial) cen les tratamientes 8, 3, Z, 8 y el testige.
Tambien hubo diferencias antre 21 tratamiente 4 {baboss con
lesidn gque se le dinoculd con  suspencidn bacterial) con los
tratamientes 2, 3, 8 v el testige. Huhe diferencinss entre el
tratamiente & (baboega sin lesidn con alimente infectads) cen
los tratamientos 2, B, ¥ el testigoe. ¥ la diferencia eptre 21
tretapiente 3 {(babwsa con lesidn sip inoculacidn) con el tes—

tigs Cuasdro &.
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Lo cual indica gue se obtienen diferentes plmero de be-—
bosas muerlas seghn la forma de inocular el microorganismo.

En ©]l c¢nsc de las hebosas ineculsdeas con la bacteria C.
freundii bube difersncias entre el tratamiento 7 (babosas con
lesiin con alimento infectadoe <¢on suspencidn bactariall) con
los tratamientos 2 {barse con lesihn =in incculacidn de lg
bacteria}; 2 (babosa sip lezibn con inoeulaeidén con la sus-
pencibn bacteriall; E‘{babusa sin lesidén pepsperjada con sus-—
pencibn bacterisl} y el tretemiente 1 gque Fudk el tesligo.
Hubo difercepcias entre el testigo ¥ loz tralamientes 4 (ha-
bosa con lesidn con ineculacidén de la bocteria)i B {babosa
con lesibn mpsperjada cen suspencidén de bacteries); 5 {babosa

sin lesibn con alimenteo infectedo con suspencidn bacterial),

Cuadro 7.
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Cuadre §. Resuliados de Is Pruebsa Dupcan de
Separacidno de Medias Para los
Tratamientos con el Bacilo Grem Negstivo
¥o Fermentader.

Tratsmiento Medias
bt SO0 A

Lot A

B0 AR

.25 Bo

.75 QD

.50 DE

.50 DE

L0 E

A wn I I L
== e BT el L S

Cuadroe 7. Hesultados de la Pruebs Duncan dc
Separacibdn de Medias Para los Tratamientoes

Tratamiento Maedias

.25 A
LU0 AR
.00 AB
.75 AB
.50 BC
.50  BC
.50 BC
00 c

b= 0 b 3 0RO e =
0D o O b e
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Fesultados de 1z Identificecibn de 1os Microorganismos

Reaisiados de las Rabonsas Inoculadas

Se tommron muestrﬁs del pus de= lus bacterias que sa& mu—
rieron despues de haber sido ipoculadas cen las bacteries.
Siguiende 1mn metodolozis anterjomente descarita se obtuvieron
cultives puros los cuales fuaron sometidos 2 las mismas prue—
kas biequimiecag antes expuestas.

Pars las babosas que fueron ilnoculadas con £.

freundii se Idenlificzron las sigulentes bacterias:

B sy ey T

Se cree que e}l E, sglomerspns es una bacteria opor-
tupista que tambisn puede crecer cnands ya existe una infec—
cibn.

Parg las baboses que fuesron ivoculedas con =] becilo

Gram pegative se identifich:

Ip bacilo Gram negative ne fermentasdor de glucosa.




49

Los primerocs sintomas observablies en Ias babosas in-
frcectadas con las dos bucteries fueron ipguasles ¥y &pareciasn a
los ccho dJdiws de incculades ¥ consistlen en pequenss menchus
de forms irregular cuyos tawa¥os preomedios estaban en 2 mm de
largo per | mm de encho y eran de ¢olor amarille oscurao.

A los 14 dias las menchas slcanzabun un tamaido prome-
dio de & mp de large por 4 mm de apcho 2 1o large del cuerpo
de la habosa, de color amarillo claro, da forms céngava y con
presspcia de secrecigonoes,

A los 20 dias la concavidad se agudiza ¥ el ecolor eras
bBlanguesino con =abundspntes secreciones sobre la mapcha on el
dorso de lw bubosa.

A les 25 diaz 21 tamuBe de la manchas se incremenlabe
rapidamenta haste cubrir el 80 & del dorso de la babosa y se
chserva por primera vez un ligero abultamienle en el dorsc.

A los 32 dips el abultamiento en el dorze de 1z baboxs es
mayer ¥ entre les 39 a 42 dias las bsbosas cop las lesiones

myusrTean.
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alt¢ con tupa, e cologsren et up cuarto con upa ftemperatura
prom=iie de 23 €, a B85 %X de humedad reletiva ¥y B horas de Jlu=z
por dia,

Se replizaron muestreos cada dis de por medio pare sopber
como 1ba reaccionando lasz babosas & los Llretamientes v poder
posteriormente describir el procese de 1sa enfermedad: el
ezstucio durl 58 dlas gue fué gl periods an que ya las babosas
habizn puerto o se habian sanado.

e realizh un andlisis de vaArianza para cada

i

microirgeniswe para determinar =1 lbabiep diferencias en
morte!lldad ¥ relacionande al estado de ipoculacidbn. Segdn
resulcados 83 hubo diferencisa significativa entre los
tratenientos porque parece ser gue las bebozus lesionadas y e
las 3Suboses que se  les  proporciondt alimente infectado
tuvieron mayor mortalidad, lus otras formas de ivoculagibn
resul-aron gon pehores tase de mortalidsd.

Ze roeslizd una descripeidn del desarrelle de los
sintonas.

e tonmd une muestre de cads babose enferma v se procedid
a la ;dentificacidn de los nicroorganismes que se encontraron
pars deterniner si Jlos microorganismos iowveulados cstan
relac onados eon la enfermedad. De les hobosas ineculsdas con
€. frepndii se ddentificaron los sigulentes microorganismos

Citrotactey {freundii, Enterchecter aerggenes gue murieron

como coneecuencia de la enfermedad! lo cuasl Iindica que los

microcrgenismos inoculades ann los czusantea de pata
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Anexo 1. Agar Hosina Azul de Metilemo {EMB).

Ingredientes por litro de agua deswineralizada

Peptona 1890 (Digestibn Pancrestica de Selatima) ... 10.0 £
L T .0 £
BBUBTOSE 4 v v v v vt astaasasassasmasasasssnnsttndnannn. E.0 £
Fosfate Dipoetasice ... ... iut it isiuncreaaanan, 2.0 £
Eosina ¥ ..o et e i i rmda i e a i a i 0.4 3
Azl de Mot il emo o uu i o be it b b b e e et 0.0685 ¢
= T ol 13.5 g

rH 0.2 a 25%0

El agar eosin de azul de metilenc {(EMB)} ez recomen-—
dade para el aislamiento selectivo y diferencial de harciles

entdricoes grarp pegativea {Gibco wanual, 1983).



64

Anexo 2. Agar FEing B (ER).

Ingredientes por litro de sgua desmineralizads

Fepitona Proteosa #3 {Difco) sauuu..voaa.. bk aa e e
KZEF4  3H20 ... ... iaiaaa. B et e e s st
Mgs04 TFH2O . .......... B
1 - e T N e
Glicaral ... ccrviaaarnesas PR e e e m e E e,

(S¢hand, 1980)}.

0 g
5 &
§ &
0 g
0 wl.
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Anexe 3., Gelesa Sangre Con Base de Casman

Ingredientes por litre de asgua desminsralizada

Peptona 1Bl {Tejide animal - Caselna polipeptops) ... 10.0 g

Peptons 220 (Levadura ~ Caselma polipeptona) ........ 18.0 g

Extracte de Carne v it inraiuacaiuniitciiaecnnnsnne 3.0 =g
Niacipmawida ... .. .. .. ... ... Fe et eraaesraaaaasas 0,085 g
Acide p — Aminobenzolico ... riiri ittt it iiaaaaaaaaea. 0,05 g
B extroSa o ner s s s s aansraman ot oo omnioenan O "3
Almidbn de Malz ... ... ... ... ... ... T O
dgar {Seco) ..irien-aan. A .- 13.5 g

pRE 7.2 §.2 a 25°C

El medis de cultive de Casman e¢s usadce para priposi-—
tos generales en el! cultive de microorgoenismos fastidisos.

{ibco manmual, I9E3}.
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Anexc 4. Agar MacConkey

Ingredientes por litro de agua desdineralizada

Peptona 180 (Digestibén Fapcremtica de la Gelatine} .. 17.0 g

Peptona 1B0 {Tejide animal - faseins polipectona) ... 3.0 g

B - - S 4 ¢ S
Sales hillares # 3 ........ feme e O -
Clorurec de Bodio ... . i innii ittt st cnrrnae. 5.0 g
3 et i e s s vea-are 13.5 g
RBojo meutlro ... iiue i rarssaaracrsaiaaasinrssasasnsw B.08 g
Criztal wvieletm ...... F e e e r e T P 1 3

pH 7.1 0.2 a 2590,

El agar MacConkey ez usado come un medio diferencial
para 1 eislamiento ¥ separacibn de patdgenca entériceos, no
fermentadores de laciosa y para organiszmos colofoermes fermen—

tadores {Gibce magu=sl, 193},
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Anexo 5. Tincibn de Gram tHodificade por Hocker

Frocedimients

S¢ flomean los porta objetos en la llama del mecherco
para quitsr capa de grasa, se dibuja poer un lade un clreule ¥
por el lade contraric .5& coloech mna pots de agua destilaode
estiril, dentro del cirgule marcade en el lado opuesto; de
cada plate se tombd con el aza bactericloglien de siembra una
porcibn de la toloniz mas aislada ¥ de disuelve en la gots de
ggua. El asso debe =er eaterilizada en ls llama d=l mechero
antes v despuds de ussrse &n cads ports objeto y despuds de
tomar cada muestra.

S5e realizd o] siguiente procedimiento:

Cristal violeta de Hucker ¥ se deja por un miputo
Lavar con agua ¥ dejar escurrir
Aplicor lugel de Hucker v dejar peor un miouto
Lavar con agua ¥ escurrir
Aplicur smlceohel al 83% para decolorar ¥ dejar por 60
segundns,
Aplienr sefrapina de Huecker ¥ dejar por 10 segundos,
Lavar fon agua ¥ dejar escurrirc.
{Schaad, 1980% Blair et el., 18374; Ferpendez et al., 1987;

Felczar et wl., 1877; Urben, 1977; Peltier et al., 156E6).
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PFara {ijar las bacterias al porta objeto se pash ostc
coen la preparscibn hacia arriba ligeramenle por la Ilama del
mechero
unas cuantas veces (Ferpandez et sl., 1987)
Rescciones_de_la Tincibn_de Gram. (Schaad, 1980; Fernandez et

al., 1987, USA Army manual, 19863)

El crislal vieleta tific todas 1ss bacterias no impor-
ta si sstas son gram positive o gram pegalive. Al agregor cl
lugel se forma =] compuesto ivde-criestal-violeta 21 cual £ija
el coler en las bacterias, coep vl alcobol sl 55% las bactee
rias gue sop gram npegatives sueltan =l coler vieclete {se
lavan) zientras que las bacteriss gue son gram positiveas man-—
tienen la eglouracidn violetn. La safranina tine las bacterias
gram pegativa de color rosade y las baclterias gram positive

centinuan de color wvioleta.
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Anexo 6. Agar Triple Azlicar Hierro

ingradientes por litro de agua desminermlizada

FPeptona 140 {(ligestidén Pancrecatica de 1a Casxeina} .. 14.0 £

Feptona 100 {(Digestibn Peptica de Tejido Apnimal) ... 3.4 g

Extracto de Levadura ... i crrinvasanrrontoeasnns 2.0 g
Dextroesa «r v v iweeenan G m k4 e e e e e e m e 1.0 £
- e v~ - - 10.0 &
SBCAIDSE aacvcensersaannn e e e 1.0 £
Citrato Fbrrico dc Amomie ,.......... e e beaa s 0.2 £
Clorure de Sodio . .uve... f e e A e e m ek e e 5.0 ey
Tioesulfalo de Seodic ...... f e r o E A A A e e EE e maean .3 g
= % 12.5 £
Rojo fenol ...t ittt e r s a e aa 0.024 ¢

pH 7.4 .2 a ZH7C,

El ager triple azhcar de hierre es recorendaedo paras
la difereneiacibn de bacilos cptérices from negativos por su
habilidad dr fTermentar dexfrasa, lactesa ¥ sucress, ¥ produ-

coidin de sulfure de hidrogeno (Gibeco manpual, 19833.
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dnexoc 7. Ager Citrato de Simmonds

Ingredientes por litre de agnes desmineralizada

Citrato de Sodlo ... it it s s e e e e e et b e dainmn 2.0 gz
Clorure de Sedie ...... R 5.0 g
Fosfato de Amopie, Monobhsico ...........- See e 1.0 gz
Fosfato Dipotasico v iim st s e b s s aae e annns 1.0 gz
Sulfato de MAEESLO .+ v ueuuu i in e rrcncaaaaammrrasssan g.2 g
- £ T T T T T 15.0 g
Azul de Bromotimol (it m it it e e 0.08 ¢

pH 6.8 0.2 a Z5°C.

EFl ecitrate de Simmords s recomendado para 1 usoc en
la diferenpciscibn de baciles sntiricos grawm negativeos {(Gibce

manusl, I28E3IY.
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Anexo B. Agar Ures

Ingredienles por litro de agus desmiperslizada

Peptona 190 (Digestibp Pancrestica de 1s Geletine) . 1.0 z

Cloruro de Sodio ...... e e e e e e £.10 g
LR o+ - S 1.0 £
Fosfato de Pulassio, Mopobhsico ....... e e e e 2.0 g
Urea ....... e R E e .y b e e e s e e e e e 20.0 14
Eojo de Fepol ... . curieaunn. b et et E e 0.012 g
T 15.0 ¢

Usado para 1a delerminacidn de miercorgenismos gue

hidrelizan la ures {Gibco monual, 1583).
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Anexo 9. Agar Lisina Hierro

Ingredientes por litro de ague desmipaeralizada

Peptona 180 {(Digestibn Pancresatica de la Selatipa). 5.0 P4

Extractoe de Levadura ......cieccnsiminsniicnnuranns 3.0 g
B .- T e A £
0 - 1 - O 4 9 £
Citrato Firrico de ADBORIO ..cnsecrnscooariciransann 0.5 £
Tiosulfate de Soedie ... i rrmr s tirraaccmcnnsare. Q.04 g
= P A O g
Bromocresel PAPpUrE .. ie ettt s s oe i css e ammaaaasaaa B2 g

pH 6.7 0.2 a 25°%C.

El agar lisina hierre es un medio diferencisl usada
para registrar la habilidad de los miembres de la familia
Enterobacteriacesr pere producir sulfure de hidrogene ¥ l=s

descarboxilacidn de la lisina {(Gibce mapual, JI8EBE3},
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Anexn 10. Medio MIO {Mowvwilidad Indel Qrnitinpa}

Ingredientes por l1itro de mgua desmineprnlizada

Peptogas 140 (Digestibn Pancreatica de Qaseinas) ... 10.0

Paplooa 190 {Pigestibn Pancrestice de 1m Gelatina). 10.0

Extracto de Levadura ... ev v rnanreconninscasan ves 3.0
O I 1.0
Bromcresol Purple .. .. ...t ittt aiianea, 0.02
T 2.0
I - Orpitina HCL ... ... iris i it s ctmrnmcmrraumrrs 5.0

pH 6.5 0.2 a 25°g.

El medio MID ae ha asignado an pruesbas de tuboes

in-

dividuales para la deteceidn de wotilidad, produccidn de

indel y 1la =metividad de descarboxileciban de 1a orpitina

{Gilbge maouwm)], I9EZ3),
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Anexn 11. Medio S5TM

Ingredientes por Iitro de egua desmineralizada

Peptona 140 (Digestibn Pencrcatica de Ja Caseipa) ... 20.0 g
Peptona 100 {Digestibn Peptica Qe Tejido 4pniwwml) .... B.0 g
Tiosulfalo de Sodio . ...t in ot o e s s et st ac i n e raan 6.3 g
Citrato Férrico de Amonio ... ce oo eransasrraaannss 0.2 g
AEAT s vt aui ci e s aataaaanran B d e e R E e m RN A ie e 3.5 gz

pH 7.3 0.2 a 25°C.

El medio 3IM e5 senisblideo recomendude para el use en
la determinacibno de la formecidép de inmdel, produccidn de sul-

furc ¥ le metilidad de Enterobacteriareae {(Gibeo manual

1983).
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Anexe I12. HReacecianes Esperadas en Uada Uno de los

Sustrates.

TsI

Sustrate de gcoler rojizo. Permite determipar si 1z bac-
teria fermenta sole glucosa, o bikn, s£i ademds puade em-
plear la laclosa, la sacarosa, ambas o ningunas de =1las. Tam-
bidn es5 posible abﬁﬂréar gaiz 5] se produce fermentacidn de
lgs azucares v hAeido sulflidrico {ormade a partir del tiosul-
fato.

51 1a bacteria es fermentadora de lactosa o smgarcss se
gbhservarh une eoloracidn amarilla ep Ia parte superior del
medio.

§i Ia bacteria ez fermentadora de glucoss =e nbservara
una coloracibn amarilla en ls parte inferior del medio.

S5e observa producciln de fas cuapdo se da el movimi-
ento del medic hacia arriba peor lo gue gueda un espacio spirs
2l Tonde del tube de enssye ¥ el medigo o puede tambidn gque

gueden espacioe intermedics con burbujas.

Oitrsto
Sustrate de coelor verde. Fermite determinar =i 1a bhac-
taeris wtiliza o po el citrate del sustrate gue en este caso

ez citresto de sodie.
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%1 la bacteria utilizn el citrate se observaprd una colo-
racidn azul. La lecturae se rezlize sn le parte gsupsrior del

medico.

Tfrea

Sustrato celar smarille dlarc. Le ures es fuente de ni-
trigenc con leo cual se diTerencias bacterias patdgenas v las
no patbgenss, Las bacterias ureasa positives hidrelizan la
urea generande dibxideo de carbono ¥ amonlaco) este dltime se
disuelve en el medie formande hidrbxido de amonia, por le
cual se eleva 2l pH marcadamentes {2l rojo de fenol toma un
coloer rojo viocleta)., La lectura es positiva cuando =] sus-—

trate se tifie de color clavellina o roje vicleta).

Lisina

Sustrato es de c¢elor wmoradeo., Permite determipar i la
bacteria utiliza =) amino aAcido lisina.

5i las Dbauvteriss utilizan la lisinz, el sustrato se obh-
scrva guce cambia B coler emorille, esto os debide a la des-
carboxilagibn del sustrato por le cual el mustrato se vuelve
alcalino. Cunnde sop bactariss gue tiensp un use varisble de]

aminsdcido lizxina el sustrato no gueda totalmente amarillo.
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Sustrato de eeolor smarille clero. Con este sustrate se
toman tres lecturas: preduccibn de indol, wuso del aminedcide
ornitine, movilidad.

Para poder realizar la lectura del indel se colocan tres
0.8 =1, del reactive de Kovace.

%1 la bacteria es productora de indol se¢ observa la for-
macibn de un anille rujﬂ en la parte superior del sustrato.

51 ls bueeleria uvtiliza o1 smipo &ecido ornitina el susg-
treto toma una coloracibn amorilla.

Para obtener 1a lecture de movilidad se debe introducir
el asa en aguje hests el fonde ¥ luego extraerle poer el mismo
cnnal que s¢ hizo al introducirla, pare eviftar tener uns lec-
tura de movilidad falsa. La movilidad se ve ulravés del ecanal

¥ya gue se db una coloracibn negra.

&GIM

Sustrate de color azul. Con este sustrato sc toman tres
lecturas: produccién de deido sulfidrice, produccidn de
indel, movilidad.

51 la baoteria es productorse de indol se observa le fTor-
macibo de un are reojo, perc esta leectura se prefierec tomor
del sustrato #I0. 5i la becteris es produclore de hcido asul-
fidrico se da gcolprscidn negra.

5 l® bacteria es mbvil &)l medic ge torns transparente.

{Fernandez et al., 19B7).
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Utilizads Pura el Estudin.

Citrebacter freundii
Grden: Eubacteriales
Familia: Entergbacteriacese
Nombre cibntifice: Escherichia freundii {Braak 1928} Yale

1g93g.

{Breed et al., 1857},

Descripcibn:
Yaras cortas, cen termipacioones redondeadas, aparece

sola, en psares o enp cadenas wortas. Puede ser mbvil o no.

Tipo: Gram Nagntivo

Temporatura:

Crece bibnp on medio ordipnoric & une temperasture gue om—

cila entre 20 ¢ a 37 C.
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Habital:

Normalmeniec se encuéntra en &1 swelo, agus ¥ en gfradeo
variable en los canales inteatinales del bembre ¥ otros ani-
males. Ampliamente distribuide en Is p&turaleza {Breed et
al., I957). Feo sop verdaderes girmepes patdgenos v se les
considera oportunietas. S ha encontrade ecitrebacter an d4di-
versag infecciones, sobre tode en las infeccigpnes primariass

de las vlas urinarias ¥ en la meningiis meumconael.



¥, CONCLUSIOKES

1. Los microorghnismos asgciadoes con buboses enfermag fueron

identificades goeze bacterias del tipo 6ram pagative y son:

1900 ¥ un bupeilo Gram negativeo ne fermentador.

2. E1 €, 1f{reundii gque s+ ipoculd a las babosa Tue al
responsahle de la mortalidad de las baboses pero el heailn
Oram negativo ne  fermeptador gque se identifich en el

reaislamiento no se =sbks seguroc que sea 2] wmisme ya dque bo

esta descriteo especificamente.

2. Los owpiereourgunizmos que fueren Inoculados en las bobogcas
induojeron elintomas similercs durante el periodoe de

obhservacibn,

. Que las formas de incculscide inducen diferentes tasas de

mortalidad sn las babaosas.



YI. RECUMENDACIOQONES

1. Coptinuer con el estudieo de microorghnismos mesociador con
la taboss gque teogan el polencisal para causar mortalided, a

flp de buscar la aznerea de controlsrlas bicldgicamente.

2. tealizar identificacinpes de la flors bacterial del tracto
digestive de le babosa psre tener una idea del tipo de

bacierias gue se encuenhtren, para saber si existe elgune

relscién con 1a presencia de la enfermedad,.

3. Determigpar los tipes de microorganismea pressantes en la
guperficie de) cuerpo de 1w babosa pare sober cusnles son ¥

pod:r asociarlos von la presencia de la enfermedad.

4. Healizar l» zxtracecilp de la muestra cuande se preszenten
Ios sintomns ipiciales va que poziblements podria enconirarse
gl ;athgene en Trrma mAs purificadsa. Tambidn se puecde dar el
cas: de gque el nhmero de especicies de microorganismos
presantes en esta Tase sva wepor poer lo cual estaremocs

ghteniendo el o lo= mwmisrcorganismos mbés relaciocnedoes con le

enfermedad o gue sean los verdaderos causantes de la misma.

5. S&¢ recowmienda realizar la ideptificecidn complete del
pmicroorganismo Oream negativoe no fermentador pera conocer con
certeza su ghnero ¥ especie ¥y poder continuar <on mds

serzridad en esntudios fuluros,



¥IT. RESUMEN

S5e¢ identificaron cuatro bacterias Grom negativo de las
muestras de pus extraldas de babosas muertas. Las bacterias

fuercn: Citreobacter freundii (Braak 1328) Yale 15383 Protegus

v —— o — —r— — - ———

ris Heusser 1885; y Epnterobacter aerpgenes (Kruse 1896G)

i

uilg

Iy

[x ]

cijerinck 1200 v un barcilo Gram negative no  ferwmepntadors. De
estas fueron idinoculadas el €. freundii ¥y el bacile Gram
negative ne fermentador. Se usbupa suspencidén de 300 millones
de bactarias por centimetro alblce. 5= utilizd un lote de 128
babkosas, divididaes en dus grupoes de 64 bebesas cada uno. A
cade grupe se le aplicd ochoe tratamientos repemtides custro
veces, pars c¢8dsa microorganisme ntilizade. S=  usd aplicd
cuastre formas de inoculacibn en ocho tratamienios qQue fuaron:
1)} Bshoss saps, =sin lesidn, sin inoeculagidbn de hacterin
ftestigo), 2) Babosa con ineculacibn dermal con suspencidn de
la bacteria, 3) Babosa a lu gue se le causd upa lesidn, sin
irveulacibn de la beacteria, 4} Babose cep lesidn con
inoculagibn de  barteria, &) Habhosa ogue recibid alimento
infectade gon suspencibn de la bacteria, 6) Babesa sanes
aaperfads cen suspencidn de bacterias, 7) Babosa con lesidn vy
que recibib alinento infectade con  suspencidn de la
hacterias, B) Babosa con lesibn asperjsdsa con une suspencidn
de bacterias,

lLas baboaee fueron mentenidas Iindividuslmentis= en gajas

de plistice de 10 cm. de large por 6 cm de smopche por 7 ¢m de



enfTermedad en habaeas, Un baeciles GCram negative no
fermentader fue recupsreds de las babpsas  ingculadas cop el

bacilo Gram negative nmo Termentador.
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