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RESUMEN

El gusano Tubifex es importante componente en la dieta
para organismos acudticos, sin embargo, posee carga
bacteriana de alto riesgo ictiopatolégico, comprometiendo
las condiciones sanitarias del cultivo. La purificacion del
Tubifex con bafios de agua, o diferentes antibidticos,
ofrecen solucién, pero no eliminan todas las especies
patégenas importantes en acuicultura. La propuesta de
utilizar compuestos con capacidad antibidticas de origen
natural como el alga Oedogonium capillare, ofrece
solucién importante ya que elimina gran porcentaje de
ictiopatdgenos, pero se desconoce si posee la capacidad de
generar plasmidos-R. El objetivo de este estudio fue probar
si el alga O. capillare posee capacidad de generar
pldsmidos-R. Para lo cual se liberaron 100 g de Tubifex en
acuarios de 40 litros de capacidad divididos en tres
tratamientos con tres replicas: uno en el que se adicion6 O.
capillare libre, otro en donde el alga estaba contenida en
una red y el ultimo tratamiento donde se adicion6
antibiéticos de wuso en acuicultura: ampicilina,
cloranfenicol y penicilina. Cada siete dias y durante cinco
semanas se efectud el analisis cuantitativo y cualitativo de
la carga bacteriana de cada grupo. Después de
identificarlas con APl 20E, las cepas se sometieron a:
extraccion alcalina de plasmidos-R; electroforesis en gel de
agarosa; y a la técnica de difusion en discos impregnados
con los antibiéticos mencionados. Se efectud analisis de
varianza para la determinacion de diferencias significativas
entre tratamientos. Los resultados mostraron una
disminucion en el nimero de plasmidos-R en comparacion
con la carga inicial y los tratados con los antibidticos
comerciales.

Palabras clave: Bacterias patdgenas, Oedogonium
capillare, plasmidos-R, Tubifex.

ABSTRACT

Tubifex worm is an important aquatic organism’s diet
component, nevertheless, it has a bacterial load of high
ictiopathological risk, compromising the sanitary
conditions of culture systems. Purification of Tubifex with
water baths or different antibiotics, offer a solution but
don’t eliminate all the pathogenic species important in
aquaculture. The proposal to use compounds of natural
origin with antibiotic capacity such as algae Oedogonium
capillare, offers an important solution because it eliminates
a significant percentage of ictiopathogens, but it is
unknown if it has the capacity to generate R-plasmids. The
aim of this study was to prove if algae O. capillare has the
capacity to generate R-plasmids. For this it was liberated
100 g of Tubifex in 40 litter aquariums divided in three
treatments with three replicas: a) free O. capillare; b) algae
contained in a net, and ¢) common antibiotics used in
aquaculture (ampicillin, chloramphenicol, and penicillin).
Every seven days, for five weeks, it was made a
guantitative and qualitative analysis of bacterial load in
each group. After identifying with API 20E, the strains
were subjected to: alkaline extraction of R-plasmids,
electrophoresis in agarose gel, and diffusion technique in
impregnate discs with the mentioned antibiotics. It was
made a variance analysis to determine the significant
differences between treatments. The results showed a
decrease in the number of R-plasmids regarding to initial
load and the ones treated with commercial antibiotics.

Key words: pathogenic bacteria, Oedogonium capillare,
R-plasmids, Tubifex.
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INTRODUCCION

La produccion de peces es una actividad
productiva con amplio crecimiento econémico, sin
embargo, también constituye en una fuente de
contaminantes bacterianos y genes de resistencia a
antibidticos que se liberan al medio ambiente
(Baquero et al. 2008; Anderson y Hughes 2012;
Ozaktas et al. 2012). Para cubrir las necesidades
nutrimentales de los peces en cultivo, los productores
utilizan dietas comerciales y las no convencionales
como el alimento vivo, las cuales ademas deben
cubrir todas las normas de calidad en cuanto a
nutrimentos y de calidad microbiol6gica (Negrete et
al. 2001). Pese a ello, es frecuente que los
productores obtengan alimento vivo colectado de
areas insalubres como son aguas de drenaje e
industria, por lo que se corre el riesgo de introducir
bacterias patdégenas que pudieran enfermar a los
peces, ocasionando un alto porcentaje de mortandad
y, COMO consecuencia, graves pérdidas econémicas.
En la actualidad los organismos mas utilizados como
alimento vivo para peces son: Artemia sp., Tubifex
sp., Daphnia sp. y Tenebrio (Luna y Soriano, 2001).

De manera especifica el gusano Tubifex, es
muy utilizado debido a su alto contenido proteico y
de &cidos grasos, pero es portador de gran cantidad de
bacterias como Salmonella, Shigella y Escerichia
coli. Nenoff y Uhlemann (2006), aislaron
Micobacterium marinum a partir de Tubifex esta es
una bacteria que puede causar enfermedad en los
peces. Monroy et al. (2013), reportan la presencia de
Salmonella en Tubifex. Debido a lo anterior, los
productores utilizan diversos quimicos y para el
saneamiento de este alimento, pero su eficacia se ha
visto alterada por su uso excesivo o incorrecto, que ha
conducido a la aparicion y diseminacion de bacterias
resistentes, ya que los microorganismos desarrollan
mecanismos para protegerse de cualquier sustancia
que pueda dafarlas (Sanchez 2006). Ademas, tienen
la habilidad de adquirir material genético que le
confiere capacidad para sobrevivir frente a los
compuestos  antimicrobianos, estos son los
plasmidos-R y transposones que contribuyen a su
diseminacion tanto entre bacterias emparentadas y/o

patdgenas como hacia bacterias no patogenas,
mediante  transduccion, transformacion 0
conjugacion, otorgandoles la resistencia (Acufia et al.
2011; Acevedo et al. 2015).

Por lo que el objetivo del presente estudio fue
determinar si O. capillare induce la generacion de
plasmidos—R en su uso como bactericida en el
proceso de purificacion la carga bacteriana de Tubifex
tubifex.

MATERIAL Y METODOS

Los especimenes de O. capillare fueron
recolectados de estanques en el Centro de
Investigaciones Bioldgicas y Acuicolas de Cuemanco
(CIBAC). Con wuna red se seleccionaron los
ejemplares mas vigorosos, las hojas y desechos
organicos fueron removidos de la superficie del agua
antes de efectuar el muestreo. Las algas fueron
identificadas en el laboratorio de Ficologia de la
Universidad Auténoma Metropolitana- Xochimilco,
basandose en las descripciones de Tiffany y Britton
(1952), Hirn (1960) y Gauthier-Lievre (1963).

Se montaron los grupos experimentales y de
control de la siguiente forma: en nueve acuarios con
capacidad de 40 L, se agregaron con 2 L de agua libre
de cloro residual y se colocaron 100 gr de Tubifex.
Posteriormente se introdujo el alga O. capilare en
forma directa para un tratamiento y en otro sujeta con
una red, el tercer tratamiento se llevo a cabo con la
adicion de dos gramos de cloranfenicol, ampicilina, y
penicilina. Finalmente se prepar6 un Gltimo acuario
conteniendo Unicamente agua con el Tubifex, el cual
fue considerado como control. Se determind
cuantitativa y cualitativamente la carga bacteriana
inicial de la muestra de Tubifex (Negrete et al. 2012).

Cada ocho dias durante cinco semanas se
procedi6 a analizar las muestras primero
cualitativamente para lo cual diez gramos de T.
tubifex, de cada uno de los acuarios se extrajeron con
una red estéril, se pesaron y homogeneizaron con un
homogeneizador marca Virtix, durante tres minutos,
a 3000 rev/min, con 90 mL de agua destilada estéril,
con una pipeta automatica se extrajeron 100 uL y se
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sembraron por duplicado en placas de agar de medios
especificos de: Salmonella- Shigella (SS), eosina-
azul de metileno (EMB): tiosulfato citrato bilis
sacarosa (TCBS) y cerebro corazon (BHA). Del tubo
con el contenido del homogeneizado original se
transfirio 1 ml de muestra a tubos con caldo
lactosado, tetrationato al cual se le agregé 1000 pul de
yodo ioduro y a tubo con agua peptonada, y se dejaron
incubando por 24 horas a 36 ° C. Una vez transcurrido
ese tiempo, del crecimiento bacteriano encontrado en
las cajas, se realizaron resiembras sucesivas en agar
nutritivo hasta purificar las cepas; lo que se confirmo
por el crecimiento homogéneo de las colonias en el
agar, estas cepas, se dejaron incubando nuevamente
por 24 horas a 36 ° C, y posteriormente se les efectu6
tincion de Gram.

A continuacién, se identificaron las colonias
presuntivamente, siguiendo los criterios del manual
Merck (1994); y para confirmar, se utiliz6 el kit
comercial API1-20 E (Analytical Profile Index, 1997).
Posteriormente se efectud el analisis cuantitativo a
partir del homogeneizado anteriormente mencionado
y con una pipeta automatica se extrajeron 1000 pL y
se efectuaron diluciones a la centésima desde 10!y
hasta 107, de cada frasco de dilucién, se extrajeron,
igualmente, con una pipeta automatica, 100 puL y se
sembraron en placas con agar de medios especificos
de eosina azul de metileno (EMB), Salmonella-
Shiguella (S-S), tiosulfato- citrato de sales de bismuto
(TCBS), y cerebro corazén (ABH), El inéculo se
esparcié en cada una de las placas de los medios de
cultivo, con una varilla de vidrio acodada, todas las
cajas se incubaron por 24 h a 36 °C. Después de este
tiempo, se efectud el conteo de unidades formadoras
de colonias (ufc/mL), con un equipo cuenta colonias
tipo Quebec.

El procedimiento de identificacion de las
especies aisladas, asi como la extraccion de
plasmidos- R y susceptibilidad a antibidticos, se llevo
a cabo con simultdneamente con cepas de coleccion:
Aeromonas  hydrophila  (ATCC356), Vibrio
alginolyticus (ATCC177), Vibrio parahaemolyticus
(ATCC178)., Escherichia coli (ATCC11775),
Klebsiella pneumoniadae (ATCC13833).

La susceptibilidad a diferentes antibioticos de
las cepas identificadas; se determin6é mediante el uso
del método de difusion en placa (Bauer et al., 1966 ),
para lo cual las cepas puras e identificadas se
sembraron en placas de agar de Luria Bertani (LB), y
se incubaron a 36° C, durante 24 h, posteriormente las
colonias obtenidas se trasladaron a un tubo con 5000
pL de caldo de LB, hasta obtener turbidez de 0.5 de
Mc Farland (Hindler 1992), enseguida con un hisopo
estéril se sembraron las cepas en placas de agar de
Hller-Milton, después de 15 min, se colocaron
pequefios discos de papel filtro cortados con un
perforadora de papel (Sanofi, México) que incluye los
siguientes  antibidticos en las concentraciones
indicadas:, Cloranfenicol(CL) 30ug, Ampicilina
(AM) 10 g, y Penicilina(PENI) 30 g
Adicionalmente se colocaron también cajas de Petri
con agar (HM), discos de papel filtro, con las mismas
caracteristicas, impregnados con el extracto del alga
Oedogonium  capillare, preparados como se
menciona anteriormente. Se dejaron incubar a 30 °C
durante 24 hrs, después de las cuales con un vernier
se midieron los halos de inhibicion. Las cepas se
clasificaron en Resistente (R), Intermedio (I), o
Susceptibles (S), dependiendo del didametro de los
halos, incluyendo el diametro de los discos (6 mm),
(Barry et al. 1985; Giono 1983; Stanley 1983).

La extraccion de plasmidos-R se efectud
utilizando la técnica de lisis alcalina (Birnboin y
Dolly 1979). De nuevo las cepas se sembraron en
placas de agar de Luria Bertani (LB), y se incubaron
a 36° C, durante 24 h, posteriormente las colonias que
se obtuvieron se sembraron en tubos con 5 mL de
caldo de LB, se incubaron a bafio Maria con agitacién
a 36 °C durante 24 h, 2000 uL de éste cultivo fue
transferidos a otro tubo estéril Eppendorff, se
centrifugd a 14000 rev/min durante 30 seg, el
sobrenadante se removio, la pastilla que permanece
en el fondo del tubo Eppedorff se resuspendi6 con
100 pl de solucion de lisosima, esto se resuspendio
agitdndose con un vortex durante 1 min,
posteriormente se incub6 en hielo durante 30 min, se
agregé 200 pL de Duodecil Sulfato de Sodio, se
mezcld suavemente por inversion y se incub6 durante
5 min en hielo, después de lo cual se afiadié 150 pL
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de Acetato de Sodio 3 M, nuevamente se mezclo
suavemente por inversion del tubo y se incub6 por 60
min, nuevamente se centrifugd durante 5 min a
14,000 rev/min, el sobrenadante se transfiri6 a otro
tubo Eppendorff estéril, afiadiendo 1000 pL de Etanol
frio, se incub6 30 min para posteriormente
centrifugarse 30 min a 14000 rev/min, el
sobrenadante se removio, la pastilla se disolvié con
100 pL de Acetato de Sodio 0.1M y Tris 0.05M pH
8, represipitando en 300 UL de Etanol frio (Birnboim
y Doly 1979). El sobrenadante se elimind y se agregd
10 pl de solucién amortiguadora de muestra 5X
(sacarosa al 25%, Acetato de Sodio 5mM, azul de
Bromofenol al 0.05% y SDS al .1%).

Las extracciones se trataron con RNAsa
pancreatica de bovino tipo I-AS, a concentracién de
0.01 pg/mL, se incubaron a bafio Maria a 60°C
durante 10 min.

Se aplicaron 10 pl de las muestras obtenidas en
los pozos de los geles de agarosa al 0.6% para el
analisis de electroforesis. Los geles se prepararon con
buffer borato TB de corrida al 0.5X y 0.6X de
agarosa. La electroforesis se llevé a cabo a 70V de
voltaje, 250 W de poder. Los hueles fueron tefiidos
durante 45 min y revelados con una solucién de
bromuro de etidio disuelto en agua destilada a
concentracién de 0.5 pg/mL. Una vez revelados los
geles se lavaron con agua durante 30 seg con el fin de
eliminar excesos de bromuro de etidio, fueron
colocados en un transiluminador de rayos UV de
longitud de onda corta. Las fotografias de los geles
fueron tomadas con transiluminador con camara
fotografica Polaroid instantdnea con cartuchos de
pelicula polaroid 667.

Las extracciones procedentes de las cepas
aisladas se corrieron en gel simultdneamente con el
marcador de peso molecular conocido: GENE
RULER TM Ikb DNA LADDER, finalmente se
midio la movilidad relativa de los plasmidos y del
marcador de referencia, aplicando una regla de tres
inversas para obtener los pesos moleculares en
namero de bases de pares, en funcién del nimero de
pares de bases conocido del marcador (10000 pb).

Se efectu0 el andlisis estadistico, para lo cual
se aplico el analisis de varianza unilateral.

RESULTADOS

La carga bacteriana aislada el gusano Tubifex
(control) se conform6 por un total de 15 diferente
especies  bacterianas:  Enterobacter  cloacae,
Escherichia coli | (ATCC11775), Escherichia coli Il
(ATCC23716), Escherichia coli 1ll (ATCC194)
Klebsiella pneumonidae, Klepsiella spp, Proteus
vulgaris, Salmonella typhimurium, Salmonella
enteritidis ,Serratia plymuthica, Shiguella flexnerii,
Vibrio parahaemolyticus, Vibrio algynolyticus,
Vibrio fluviales, y Aeromonas hydrophila. En las dos
Gltimas semanas del experimento y se aislé e
identifico S. plymuthica.

Para los tratamientos con antibioticos de uso
comercial, penicilina, ampicilina y cloranfenicol, se
registraron, desde la primera semana y hasta la quinta
semana de tratamiento, halos de inhibicién, sin
embargo, para los casos de uso de O. capillare tanto
libre(L) como en red (R), no se registro la formacion
de halos de inhibicion (Tabla 1). Después de aplicar
el andlisis de varianza para el nimero se cepas que
presentaron halos inhibicion después del tratamiento
se obtiene una diferencia significativa entre y dentro
de los grupos tratados con los diferentes antibidticos
con un valor de P=0.01.

Al inicio del tratamiento el nimero total inicial
de plasmidos-R (Tabla 2) portados por las 15 especies
de bacterias identificadas, fue de 93 plasmidos con
diferentes pesos moleculares desde 2916 hasta 12500
pares de bases (pb), solamente Aeromonas hydrophila
portaba la mayor cantidad 14 de ellos esto es el15%
del total. Las 11 especies de enterobacterias:
Enterobacter cloacae, Escherichia coli I, I, y IlI,
Klepsiella peumonidae, Klepsiella spp, Protus
vulgaris, Salmonella thyphimurium, Salmonella
enteritidis, y Shiguella flexnerii, portaron 74
plasmidos-R, representando el 79.5% estos con pesos
moleculares desde 6000 pb hastal2500 pb con
promedio 6878pb. Las 4 especies del grupo de la
familia Vibrionaceae aisladas el 3.2%: Vibrio
vulnificus,  Vibrio  parahaemolyticus,  Vibrio
algynolyticus y  Vibrio  fluviales portaron
conjuntamente 9 plasmidos con pesos moleculares de
2915, 7500 y 9500 pb.
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Tabla 1: Valores promedio del nimero de cepas que presentaron halo de resistencia a los antibioticos.

Penicilina Ampicilina Cloranfenicol O. capillare O. capillare Red
Libre
Inicial 12 0 14 4 6
Semana 1 8 0 8 2 2
Semana 2 29 6 26 0 0
Semana 3 42 2 35 0 0
Semana 4 32 8 20 0 0
Semana 5 18 0 15 0 0

Tabla 2: Namero de plasmidos-R portados en diferentes bacterias aisladas de Tubifex tratado con diferentes antibidticos.

Especies identificadas Inicio Semanal Semana2 Semana3 Semana4 @ Semana5
Aeromonas hydrophila 14 0 0 3 6 0
Escherichia coli | 7 0 4 8 4 4
Escherichia coli Il 7 1 2 7 4 2
Escherichia coli 111 6 1 2 9 0 2
Enterobacter cloacae 11 1 11 3 0 4
Klebsiella pneumonidade 9 1 7 9 10 0
Klebsiella spp 10 4 4 2 0 0
Proteus vulgaris 0 1 8 0 0 0
Salmonella thyphimurium 7 2 7 0 4 4
Salmonella enteritidis 5 0 5 0 0 0
Serratia plymuthica 0 0 0 0 0 0
Shiguella flexnerii 8 1 6 7 7 0
Vibrio vulnificus 3 0 0 0 0 0
Vibrio algynolyticus 6 0 0 0 0 0
Vibrio fluvialis 0 1 2 0 0 0
Vibrio parahaemolyticus 0 0 0 0 0 0
NUmero de especies 12 8 10 7 6 5
Plasmidos extraidos 93 13 58 48 35 16

El nimero de plasmidos-R presentes en las
especies bacterianas aisladas durante las cinco
semanas de tratamiento segun el anélisis de varianza
es significativamente diferente (P= 0.01).

En la Tabla 3 se registra el cambio en el
namero de pesos moleculares (pb) de cada una de las
15 especies a lo largo del experimento. Se inici6 con
21 pesos moleculares diferentes, disminuyen en
namero en la primera y segunda semana, 14 y 18

respectivamente y en la tercera semana a 39, para
disminuir a 22 diferentes pesos moleculares en la
penultima semana, para en la quinta y Gltima semana
de tratamiento hasta 12 pesos moleculares diferentes.
Sin embargo, aunque el ndmero de diferentes pesos
moleculares y numero de especies diferentes
disminuye significativamente, el numero de pb
aumenta, al inicio se registrd6 67090 pb en 31
plasmidos y 15 especies diferentes y para la tltima
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Tabla 3: Peso molecular (pb) de los plasmidos-R portados por las cepas aisladas del gusano Tubifex durante las cinco
semanas del tratamiento.

Control Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana4 Semana5
Aeromona hydrophyla 5163 22500 5000
7853 21000 7500
7083 22500
7853 27000
Enterobacter cloacae 8750 10000 37000
Escherichia coli | 8750 22500 23500 10000 20000
19000 26000
45000
Escherichia coli Il 7083 22500 2500 15000 27500
19500 20000 45000
35500
Escherichia coli 11 6250 22500 22500 17500 10000 20000
29000 19000 15000 45000
28000 16500
20000
25000
Klebsiella pneumonidade 10416 20000 17500 1750 10000 20000
11000 19000 22500 15000 26000
11750 23000 27000 17500 25000
12500 29000 37500 20000 26000
Kleibsella spp. 10416 20000 17500 10000
11000 19000 15000 25000
12500 29000 20000 26500
Proteus vulgaris 9100 22500 17500
12000 19000
23000
29000
Salmonella thyphimurium 7500 22500 19000 17500 12500
29500 22500 17500
Salmonella enteritidis 6000 20000 19500 17500
37500
Shiguella flexnerii 9000 21000 17500 7500 10000
10000 12500
15000 20000
27500
Vibrio vulnificus 7500
Vibrio parahaemolyticus 9500 15000
Vibrio algynolyticus 7500 20000
Vibrio fluvialis 2916 22500 12500
25000 17500
29000 17500
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semana se registra 24923 pb en 18 plasmidos en 5
especies. El anélisis de varianza indico diferencias
significativas con un valor de P=0.05.

Del andlisis de Panel entre la diferencia de
pesos moleculares que se obtuvieron al inicio y final
del tratamiento a Tubifex las cinco semanas con
diferentes antibidticos, se obtuvo que los pesos
moleculares de los plasmidos-R obtenidos, difieren
significativamente al obtener un valor de P=0.001.

DISCUSION

Los resultados de esta investigacion
demostraron que al tratar el alimento vivo con
antibiéticos como penicilina, cloranfenicol vy
ampicilina, se obtuvo reducciéon importante en el
namero de especies en la carga bacteriana asi como
en la cantidad de ufc/mL de cada una, sin embargo,
habria que considerar por un lado, el alto costo que
implica el suministro de estos quimicos (Buschmann
2001), y por otro y no menos importante que su uso
implicaria contaminacion ambiental debido a la
forma de administracion directa al agua de los
contenedores de los lotes en tratamiento, que
finalmente serd desechada a los flujos de agua de
desecho como lo sefialan Espinosa y Bermudéz en el
2011, y por ultimo la resistencia bacteriana que
genera el uso antibidticos, mismas que seran
incorporadas al ambiente al momento que se deseche
el agua de los contenedores del agua de los
tratamientos (Cabello 2011).

Las dos formas de administrar el tratamiento a
base del alga O. capillare, resultaron efectivos, al
reducir no solamente la carga bacteriana, sino que
también la cantidad de plasmidos-R presentes en las
cepas aisladas del gusano hasta en un 58%. Al utilizar
el alga de forma libre permitiendo el contacto con el
gusano, resultara ain mas efectiva al lograr la
maxima reduccion de plasmidos-R en menor lapso,
probablemente debido a que el gusano se alimente de
ella. El cloranfenicol, aunque dio buen resultado en el
tratamiento, no elimina del todo la presencia de
plasmidos-R

Estudios resientes indican que mas del 90% de

las bacterias de origen marino son resistentes a mas
de un antibiotico (Acevedo et al. 2015), en el presente
estudio, aunque las cepas bacterianas aisladas fueron
de origen dulceacuicola el 67% de las especies
aisladas portaban méas de cinco plasmidos-R en su
mayoria enterobacterias, lo que indica que las mismas
fueron expuestas a antibidticos en diferentes
ocasiones. Las especies de la familia Vibrionaceae
eran portadoras de maximo dos plasmidos con
excepcion de Aeromonas hydrophila y Vibrio
fluvialis de las que se extrajeron seis y ocho
plasmidos diferentes. Teniendo, por lo tanto, de
acuerdo con Acevedo (2015), un caso de multi
resistencia. Lo que indica que los gusanos Tubifex
habian estado en contacto previo en el ambiente con
diferentes antibioticos, implicando una importante
contaminacion ambiental.

Es notorio el hecho del aumento de los pesos
moleculares frente a la disminucion del nimero de
plasmidos-R, posiblemente por el tiempo (cinco
semanas) durante las que permanecieron las cepas
que sobrevivieron, en contacto permanente con los
antibidticos comerciales que si generan plasmidos ya
gue como lo sefialan diversos estudios (Angulo 2000;
Negrete et al. 2004; FAO 2008), la administracion
continua de antibidticos se ve reflejado en el
incremento del nimero de plasmidos y de sus pesos
moleculares, como estrategias que desarrollan los
microorganismos a las sustancias antibidticas que
pueden dafarlos (Baires 2012).

Los diferentes tratamientos aplicados a
Oedogonium capillare difieren significativamente
entre los otros tratamientos con respecto a su
capacidad de generar plasmidos-R, por lo que se
puede afirmar que Odeogonium capillare es una
estrategia efectiva como purificador natural del
gusano Tubifex dado que disminuye la carga
bacteriana y no propicia la formacion de plasmidos-
R-, por lo que este método puede aplicarse de manera
segura en los centros de produccién o colecta del
gusano Tubifex y de produccién de peces.
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