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CAPITULO I 

I N T R O D U C C I O N 

Una ciencia puede progresar tanto como sus .méto
dos lo permitan, por ejemplo, la Microbiología se ha desa
rrollado enormemente gracias a la utilización de los macro
métodos, pero podría evolucionar más rápidamente si se ace~ 
taran y adaptaran técnicas diferentes más satisfactorias, 
que permitieran procesar números cada día mayores de mues
tras, de una forma poco costosa; en el menor tiempo posi-
ble; la miniaturización es uno de los principales caminos -
en esta dirección. 

Algunos de los mayores obstáculos en la propaga
ción del conocimiento acerca de los métodos microbiológicos 
miniaturizados son su propia impalpabilidad así como la po
ca atención que reciben los métodos en general, en la mayo
ría de los libros debido a que frecuentemente una técnica 
nueva es tratada como un adjunto al primer objeto de estu
dio, sin tomar en cuenta que muchas veces es la contribu 
ción más importante. 

Es por eso, que este trabajo pretende proporcio
nar una recopilación y revisión de métodos microbiológicos 
miniaturizados que ayuden a los investigadores a resolver 
problemas específicos, cooperando de esta forma al progreso 

1 
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de la Microbiología, ya que estos métodos incrementan gene
ralmente la eficiencia del trabajo microbiológico ahorrando 
espacio, material, costo y tiempo. Sin embargo, este escri 
to no es un manual de técnicas, sino más bien es un examen 
de ideas que pueden ayudar a mejorar el trabajo microbioló
gico; en él se dan las descripciones de cada técnica de una 
forma lo suficientemente completa para que el lector pueda 
obtener ideas concernientes a sus propios intereses person~ 
les. 

Para limitar este trabajo= a una medida práctica 
se establecieron los siguientes parámetros: 

1.- El método debe presentar algunos grados -
de miniaturización sobre la metodologta ton 
venci.onal. 

2.- El método debe uttltzar células en cree t ...... 

miento o evaluar una propiedad de las cé-
lulas que han crecido 11 en masa 11

; debe ser 
· un método referente a un cultivo. 

3.- El examen de los métodos estará limitado a 
la descripción original de cada método y -
sus principales modificaciones y aplicacio
nes, dando prioridad a aquellas que parez-
can tener mayor potencial en el futuro. 
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CAPITULO II 

M E T O O O S M I N T A T U R I Z A O O S -------..,....-.---.....---

Para facilitar el estudio de los métodos microbio 
lógicos miniaturizados presentados en este capítulo, se hi
zo la siguiente clasificación: 

l. Métodos de tubos pequeños 
2. Métodos de tubo capilar 
3. Métodos de gota pendiente 
4. Métodos de bloque pendiente9 en sandwich y 

similares 
5. Métodos de impronta 

6. Métodos de cámaras de perfusión 
7. Métodos de placas pequeñas en portaobjetos 
8. Métodos de cultivo sobre materiales inertes dife

rentes al vidrio 
9. Métodos de cajas petri 

10. Métodos de difusión en agar 
11. Métodos de tiras de papel y discos 
12. Métodos de substrato en película 
13. Método del asa caliente 
14. Métodos de placa dividida 

15. Métodos de línea de Burri y tubos ovales 
16. Métodos de placa de contacto 



17. Métodos de tuóo y frasco girator1os 
18. Métodos de gradiente 
19. Métodos de detección de reacciones tempranas me

diante isótopos radiactivos 
20. Métodos de cultivo 11 in vivo 11 

21. Métodos de inoculación múltiple 

4 

Es important~ señalar que nos pareció conveniente co
mentar las características más importantes de cada método ~ 

después de su descripción, pero las observaciones generales 
se integran en el capítulo siguiente en donde se discuten ~ 

las posibilidades de su aplicación. 

1. METODOS DE TUBOS PEQUEÑOS.-

Los tubos de Kahn que miden 13 x 100 mm , han si
do utilizados comúnmente para llevar a cabo las pruebas 
de tubos pequeños, no sólo porque permiten mezclar per
fectamente su contenido después de haber añadido célu-
las o reactivos, sino porque además, siguen siendo lo -
suficientement~ pequeños para limitar al medio en un v~ 
lumen pequeño. 

Pueden usarse también, tubos miniatura que miden 
6 x 100 mm , los cuales pueden hacerse con pedazos de -
tubo de vidrio sellados con calor en un extremo. 

En estos métodos, al ser masivo el inóculo conte
nido en volúmenes relativamente pequeños ya sea de reac 
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tivos o de medio de cultivo, se reduce consideraólemen~ 
te el tiempo de incubación. 

A continuación se presenta una lista de pruebas -
que se realizan por el método de tubos pequeños: 

Fermentaciones de carbohidratos 
Cata lasa 
Coagulasa 
Descarboxil asas 
Producción de gelatinasa 
Utilización de citrato 
Sensibilidad a antibióticos 
Producción de H2S 
Indol 
Lipasa 
Rojo de metilo 
Movilidad 
Producción de ácido nicotínico 
Reducción de nitratos 
Fosfatasa 
Hidrólisis del almidón 
Ureas a 
Viabilidad de bacterias 
Ensayos con vitaminas 
Prueba de Voges Proskauer 

Algunas de estas pruebas han sido usadas amplia-
mente~ pero otras nunca han encontrado aplicación fuera 
de la descripción original. Algunas de las pruebas más 
utilizadas son las siguientes: 

1.1 INDOL-

Para estudiar la producción de indol por al
gunas bacterias, Weaver y Arnold pusieron en tubos 
de 10 x 75 mm , 1 ml de triptofano al 0.03%, 1 ml-
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de peptona al Oo1% y 1 ml de K2HP04 al Oo5% en ~ -
agua destilada, pH de 7o4 ; después de que los tu
bos se esterilizan, se inoculan e incuban a 37°C.
Las pruebas positivas se obtienen generalmente en 
un limite de 2 horas y algunas pueden ser positi~
vas en 6 minutoso McClung y Weinberg usaron un p~ 
riodo de incubación de 15 minutos pero dos culti-
vos positivos requirieron de 3 a 4 horas para pro
ducir una micro-prueba fuertemente positivao Des~ 

pués de la incubación se ponen en cada tubo, 4 go~ 
tas de reactivo de Kovac modificado (5 g, de p~di~ 
metil-amino-benzaldehido, 75 ml de alcohol isoam1-
lico y 25 ml de HCl concentrado)o Se ha utilizado 
el substrato en forma de tableta la cual contiene 
1 mg de triptofano, 10 mg de NaCl y 50 mg de fosf~ 
to dicálcico, se disuelve en agua destilada y se -
inocula después el tubo, efectuándose la reacción 
para detectar la presencia de indol después de 4 a 
6 horas de incubación. 

Se ha observado que la fuente del inoculo -
puede afectar la extensión del periodo de incuba~

ción necesario para obtener pruebas positivaso Por 
ejemplo, se encontró que el inóculo que provenfa -
de un medio de agar-glucosa necesitaba más tiempo 
de incubación (2-3 horas) que el que provenfa de -
un medio de agar-suero (1 hora). Para mayor segu
ridad, algunos investigadores utilizaron 4 horas -
de incubación, independientemente de la fuente del 
inóculoo 
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El reactivo de Kovac resultó ser más conve ...... 
niente y sensible que el d~ Enrltch para la detec ... 
ción de indolo 

1. 2 o VO§_Ei _E_ ROS KAQEB_ iVf) o-

Fabrizio y Weaver estudiaron la microprueba
de Voges Proskauer poniendo un medio de cultivo -
con Oo7% de glucosa, 1o0% de tripticasa, Oo5% de 
NaCl en infusión filtrada de carne de caballo, con 
un pH de 6o8o Se colocan 0.5 ml de este medio, y 

se inocula con un cultivo de 10 a 12 noras de incu 
bación. Después se incuba 90 min a 30°C y se le -
añaden 0.15 ml de solución de alfa-naftol al 5% en 
etanol de 95%; se agita el tubo durante 5 segundos 
y luego se le añaden 0.05 ml de solución de KOH al 
40%, conteniendo creatina al 0.3%; se vuelve a agi 
tar el tubo 5 segundos y después de 30 minutos se 
examina para observar la reacción roja de Voges -
Proskauer. Dado que los períodos largos de incuba 
ción antes de la adición de los reactivos o de la 
agitación incrementan la sensibilidad de la prue
ba, se prefieren utilizar 4 horas de incubación p~ 
ra evitar la aparición de reacciones positivas fal 
saso 

l. 3 CITRATO.-

El medio utilizado contiene citrato de sodio 
al 0.5%, KH2Po4 al 0.25% y agar al 0.4%; pH de 6.4 
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Se precalientan en un tuBo 1.5 ml de medto en un 
bafto de agua, y cuando est8n a 37°C se colocan 
3 mm de cultivo joven sobre la superficie del me~ 
dio; después de incubar 2 horas. se añade a cada 't~ 
bo una gota de azul de bromotimol al 0,05%; un co

lor azul indica una reacción positiva. El agar 1~ 
caliza al inóculo siendo más rápidamente detecta 

ble un cambio de pH en los alrededores del inóculo 
que en todo el tubo. 

1.4 FERMENTACIONES DE CARBOHIDRATOS.-

Existe una variedad de microtécnicas para d~ 
terminar las reacciones de fermentación de carbohi 
dratos. Para la de tubos pequeños se utilizan los 
tubos de fermentación de Durham de 8 x 35 mm que ~ 

se llenan a la mitad con agar que contenga 0.1% de 
púrpura de bromocresol y se añaden 2 gotas de sol~ 
ción del azúcar y una gota de la suspensión de cé
lulas en la superficie; se incuba 24 horas a 37°C. 
Bicknell usó un medio semi~sólido para poder detec 
tar la formación de burbujas. 

Davis, simplemente colocó una pequeña canti
dad de carbohidrato sólido en tubos pequeños que -
contenían tubos de fermentación de Durham; añadió 
suspensión de células que tenían un indicador de -
pH, y observó la producción de ácido y gas después 
de 24 horas. 
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Bergquist y Searcy, usaron 0,3 ml de caldo~~ 
rojo de fenal (Difco) y añadieron 1% de carbohidra 
to en tubos de 6 x 50 mm , conteniendo un tubo ca~ 
pilar de 1.4 x 10 mm sellado en uno de sus extre-
mos, para la detección de gas. 

Otras microtécnicas para fermentaciones uti
lizan el substrato en tablet~s, las cuales resul-~ 
tan interesantes porque tienen un gel que permite 
la detección de gas. 

Los métodos de tubos pequeños pueden ser tan sensi 
bles como las macrotécnicas, ya que se han oBtenido re~ 
sultados equivalentes; además de que en el proceso de -
microcultivo pueden hacerse modificaciones tales como 
alargar el período de incubación para obtener un incre. 
mento en la sensibilidad y detectar diferencias cuanti
tativas entre cultivos, los cuales podrían parecer idé~ 
ticos al ser analizados por métodos estándar. 
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2. METODOS DE TUBO CAPILAR.~ 

Cuando los métodos de tubos pequeños son miniaturi 
zados a tal grado que el diámetro del tubo se vuelve lo 
bastante pequeño como para obtener capilaridad, el méto 
do viene a ser un método de tubo capilar. 

La idea no es nueva, ya que en 1873 Klebs usó una 
cámara capilar para estudi'ar 1 a germtnación de una espg_ 
ra, e] crecimiento celular y la formactón de una colo~ 
nia, microscópicamente. 

Algunas aplicactones son las siguientes: 

2.1 PARA EL AISLAMIENTO DE CELULAS INDIVIDUALES.~ 
------.....--.........--~..---........-~.,....-.......-......-..or----..--~or--~...-.-

Este método fué descrito por Hildebrand y El~ 
Brady; en él, 1os tubos capilares se llenan con es 
paras o con suspensiones celulares y después se 
rompen en pedazos conteniendo organismos individu~ 
les que se usan para inocular un medio estéril. En 
lugar de romper el tubo las células pueden ser ex
traídas con una jeringa micrométrica. 

El método es muy satisfactorio para el aisla 
miento de células individuales de anaerobios pero 
tiene algunas desventajas al usarse para aerobios 
porque después de la incubación ocurre un rápido -
agotamiento del oxígeno dentro del tubo; este pro
blema puede solucionarse si se utilizan tubos de 
plástico, permeables al oxígeno, 
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2.2 PARA ESTUDIAR LA MlCROFLORA DEL AGliA.Y'DEL 'SUfto .... 
- - - - - ~ .......- - - ~ - ........-. -:---- ......-. ~ ..-. .....- ~ T- ..--. ~ -r-- ..--- ~ r""" 

Chesters, utilizó un método de tubo capilar 

para estudiar la microflora del suelo y para el -
aislamiento de hongos. Los tubos capilares se se
llan a las paredes de un tubo largo; después este 
tubo grande se llena con medio de cultivo fundido 
y enfriado, y luego se sumerge en el suelo. Los ~ 

microorganismos del suelo crecen a lo largo del e~ 

pilar y se forman colonias dentro del tubo largo ~ 

de donde se subcultivan. 

Adler, en 1966, usó un tubo capilar para el
estudio del quimiotactismo bacteriano, para lo - -
cual colocó cerca de 106 células de E. eoli en un 
extremo del tubo capilar y del otro lado puso una 
fuente de carbón; después selló los extremos del -
tubo con agar y con un tapón de plastilina y obse~ 

vó que las bacterias se movían del punto de origen 
a la fuente de carbón, formándose una o dos bandas 
bien marcadas, lo cual indica la respuesta quimio
táctica. 

2.4 PARA PRUEBAS DE FERMENTACION.---------------

Estos autores determinaron la capaci
dad fermentativa de levaduras mezclando una 
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suspensión de levaduras con suBstrato, de~
jando subir la mezcla por un tubo capilar -
y encajando uno de los extremos del tubo ca 
pilar en un bloque de plastilina sobre un -
portaobjetos. El otro extremo se tapa tam
bién con plastilina y se marca con plumón -
el nivel a donde llega la suspensión; de e~ 
ta manera puede detectarse rápidamente la -
formación de ácido (adicionando un indica-
dor a la suspensión) y gas. 

2.4.2 Méto.9_o_d~ Tr?)ger"-

Troger propuso colocar extracto de le 
vadura, peptona y agar en una caja petri e~ 
locada en un ángulo de 45°; el agar solidi
fica en un extremo de la placa y después se 
inocula. Los tubos capilares, llenos con -
soluciones de carbohidratos se introducen -
dentro del agar inclinado; de esta forma -
quedan inoculados y sellados al mismo tiem
po por el agar, de modo que puede observar
se la acumulación de gas en los tubos. 

2.5 PARA EStUDIAR LOS EFECTOS DE OXIGENO EN BACTERIAS.-

Sherris, describió un método para seguir las 
respuestas de una bacteria móvil encerrada en capi 
lares planos, el cual se usó para el estudio de -
los efectos del oxígeno. 
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Se estira un tubo de vidrio después de ca
lentarlo, haciéndolo con la forma siguiente: r--T; 
e1 capilar plano forma el travesaño. Se une un ex 
tremo del capilar con un tubo de goma a un cilin
dro de gas, mientras que el otro extremo se sos-
tiene por debajo de la superficie de una suspen- -
sión bacteriana; después de que el gas reemplaza -
al aire del capilar, se cierra el cilindro y se 
aprieta el tubo de goma, se separa el cilindro y 

se recoge en el capilar una columna de la suspen
sión bacteriana; después se sellan los extremos 
del tubo y quedan en contacto la suspensión bacte
riana y el gas. Para observar al microscopio se 
puede montar el capilar en una capa de inmersión 
y ver a 50X. 

Clarke y Cowan establecieron que las pruebas de 
tubos capilares eran más simples de llevar a cabo y de 
leer, en comparación con otros métodos para efectuar 
pruebas fisiológicas de microorganismos, pero que en de
terminaciones rutinarias eran mejores las pruebas de tu
bos. 
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3. METODQS DE GOTA PENDIENTE.-

3.1 GOTA PENDIENTE SIMPLE.-- ..... -·-------~-
La preparación de la gota pendiente simple -

es más eficaz si se aplica la gota al cubreobjetos, 
al cual se le ponen 4 gotitas ~e vaselina en cada
una de las esquinas y después se presiona la parte 
cóncava del portaobjetos contra el cubreobjetos, -
haciendo que la vaselina haga contacto con la par
te plana del portaobjetos y que la gota quede aco
modada en la Qarte cóncava. Se invierte la prepa
ración y se le puede poner más vaselina para hacer 
una cámara completamente cerrada, como se muestra
en la siguiente figura: 
Se tienen problemas óp-
ticos debido a que por 
lo menos hay tres .índi-
ces de refracción diferentes involucrados, tomando 
en cuenta que existe una capa de aire. La situa-
ción empeora debido a la curvatura de la concavi-
dad del port~bjetos así como a la curvatura de la 
gotita, por lo que una microscopía realmente buena 
no es posible con preparaciones de gota pendiente
si se utiliza un portaobjetos excavado; en su lu-
gar, se ha usado un portaobjetos plano y el cubre
objetos debe entonces colocarse sobre una platafo~ 
ma de grasa o de plastilina; a veces es recomenda-
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ble un portaobjetos excavado pero con piso plano. 

A ?esar de que este método ha presenta-do a.lg.t!_ 

na.s inconveniencias, se utiliza para muchos propósi_ 
como son: la observación de la movilidad, microcul
tivos para estudiar la relación entre los tiempos -
de generación de células y la temperatura (Barber), 
estudios de la morfolog1a fúngica, prueóas de fer-
menta.ct6nq 

3.1.1 Método de Barber.-----.-..---

Barber, transfirió células individua-
les de un inóculo de gota pendiente a otros 
cubreobjetos para formar cultivos de células 
individuales en gota pendiente, los cuales -
fueron mantenidos a diferentes temperaturas 
por periodos determinados de tiempo. Des- -
puªs hac1a. mortr a las células y las teñía -
ligeramente al inyectar una microgota de - -
azul de metileno y de KOH. 

Entonces los organismos producidos en 
un tiempo determinado fueron contados, y por 
el número y la medida· de las células se cal
cularon los tiempos de generación a diferen
tes temperaturas. 

3.1.2 Método de Blank.---------
Blank, describió una técnica modifica-
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da de gota pendiente para la observación de 
hongos. Se coloca una pequeña gota de sus
penstón de esporas en un medio de cultivo s~ 
bre un cubreobjetos largo de 22 mm y se colo
ca un cubreobjetos pequeño directamente so
bre la gota; el cubreobjetos largo se invier 
te sobre la depresión de un portaobjetos de 
cultivo y se sella en ese lugar. La pequeña 
cantidad de medio disponible limita el creci 
miento micelial, por lo que el crecimiento y 
la esporulación son fácilmente observados. A 
pesar de que este m€todo tiene varias venta
jas sobre la mayoría de las técnicas de blo
que pendiente para el examen de la morfolo
gía fúngica, pocos investigadores lo utili
zan. 

3.1.3 Método de Lindner.-

Lindner utilizó portaobjetos excava-
dos para llevar a cabo pruebas de fermenta-
ción para la identificación de cultivos. Pa
ra ello, se coloca una suspensión de levadu
ras o de otros microorganismos en un medio -
estéril sobre la parte cóncava del portaobj~ 

tos, se le añade una pequeña cantidad desub~ 
trato y se sella con un cubreobjetos y vase~~ 

\ 

lina, sin permitir la formación de burbujas 
de aire. Después de la incubación, la ferme~ 
tación se estima por la medida de las burbu-
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jas de gas bajo el cubreobjetos, Kocwa, 
mezcló las células y el substrato en los de 
pósttos de lo~ portaobjetos excavados, para 

detectar la fermentación de carbohidratos -
como en los métodos de tubos pequeños. Ca
si todas las pruebas de tubo pequeño pueden 
con una pequeña modificación llevarse a ca
bo en portaobjetos excavados o en placas d~ 
sechables. La prueba del portaobjetos para 
la actividad de la coagulasa es el ejemplo
mejor conocido, en este caso se hace una -
suspensión homogénea de una colonia a pro-
bar, en una gota de agua colocada sobre un 
portaobjetos, esparciéndola lo menos posi
ble. Después se mezcla con la suspensión,
una asada grande de Plasma Bacto-Coagulasa 
(Difco) rehidratado o de plasma fresco, y -

se observa que los microorganismos coagula
sa positiva producen un agrupamiento macro~ 
cópico en 5-15 segundos; el agrupamiento r~ 
tardado no indica una prueba positiva. Es~ 

ta técnica es particularmente dtil en la -
identificación presuntiva de estafilococos 
coagulasa positivos . 

. Fonbrune publicó una versión del método ori-
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ginal de Barber, en el cual usó micromanipuladores 
de alta calidad en conjunto con una cámara de acei 
te. Su método fué modificado posteriormente por

algunos investigadores tales como Lederberg y 
Nossal; las variantes son las siguientes: 

Ellos describieron un método para pr~ 
ducir microcultivos en gotas pendientes. Se 
esparce una suspensión diluída de un micro
organismo sobre un cubreobjetos tratado coh 

una película repelente al agua, de modo que 
en el cubreobjetos queden muchas pequeñas -
gotitas, cada una con un borde circular; el 
cubreobjetos se invierte sobre un portaobj~ 

tos excavado que tiene parafina líquida. -
Las gotitas pueden ser observadas durante -
los períodos de incubación de 4 a 5 días; -
cada gotita contiene de ninguna a pocas cé
lulas. 

Consiste en marcar una cuadrícula en
el reverso de un portaobjetos, el cual se -
cubre con aceite de parafina a un espesor -
de 0.5 mm y se coloca una pequeña gota de -
cultivo en el centro de cada cuadro con una 

pipeta capilar; las gotas se esparcen a un 
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diámetro de 0.1 a 0.2 mm , y entonces cada 
una puede examinarse microscópicamente. De 
esta manera se aislan directamente células 

individuales, o bien, se añade una gota de 
medio pequeña y se incuba por más tiempo p~ 
r~ el des~rrollo de mtcrocolontas~ cuando -

la incubación tiene que prolongarse, se in

vierte la preparación del cubreobjetos so-
bre un depósito rectangular lleno de acei
te. 

3.2.3 Método de Micháel.----------
Una gota de aceite de inmersión se es 

paree sobre un portaobjetos para cubrir un
área ligeramente más larga que la de un cu
breobjetos; se coloca una asada de cultivo 

sobre el aceite y se pone un cubreobjetos -
sobre la película; se sella con una presión 
ligera, y entonces la asada de cultivo que

da atrapada en el aceite en forma de muchas 
gotitas pequeñas. Este método es muy bueno 
para el examen microscópico de crecimiento 
temprano y de movilidad, pero no es satis-
factorio para el aislamiento de cultivos 
porque las gotitas se desordenan. 

3.2.4 Método de Nossal.---------

La producción de anticuerpos por las-
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células del nódulo linfático en microgotas 
fué reportada por Nossal, quien resumió un 
nOmero de estudios sobre el efecto de anti

cuerpos sobre la inmovilización bacteriana. 

En esta técnica, se divide un cubreob 
jetos limpio de 1 x 2 pulgadas en 9 rectán
gulos, marcándolos por el reverso con tinta 
china; después se coloca sobre una cámara -
de aceite la cual consta de tres barras de
metal pegadas a un portaobjetos, dejando li 

bre un lado .. 

o . o o o 

cubreobjetos--------+--~ • ._R&o~~~o~~b~ 

aceite mineral 

~nnnngn~ 

porta
-4~-objetos 

El aceite mineral se esparce formando 
una capa delgada sobre la superficie del cu
breobjetos (por la parte no marcada). Con-
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una pi peta de un diámetro de 5 ll m se depo
sitan gotitas de suspensión de células de -
nódulo linfático sobre la superficie del e~ 

breobjetos, sobre la capa de aceite, la ~ -
cual disminuye la evaporación. Es conve- ~ 

niente añadir antes de la incubación una p~ 
queña cantidad de medio a todas las microg~ 
titas. Se invierte el cubreobjetos y el e~ 
pacio se llena con aceite mineral. Se inc~ 
ba la cámara durante 4 horas a 37°C y des-
pués se agregan cerca de 10 bacterias móvi
les a cada gotita, las cuales después serán 
examinadas en intervalos de tiempo determi
nados para ver si existe una inhibición al 
ocurrir la pérdida total--de la movilidad. 

La técnica del baño de aceite se ha -
encontrado apropiada para cultivos de célu
las animales, ya que el acette de paraftna 
es biológicamente neutral y además es per-

meable a los gases permitiendo el intercam

bio de 02 y co2 entre la gotita suspendida 
y la atmósfera. 
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4. METODOS DE BLOQUE PENDIENTE, EN SANDWICH Y SIMILARES.-

Para estos métodos se recomienda incubar dentro de 
una c~mara húmeda, siendo una de las mis usadas la caja 
petri, la cual puede colocarse en bolsas de plástico p~ 
ra disminuir la evaporación, o bien, se le coloca den-
tro agua, papel filtro húmedo, algodón o esponja para -
dar una atmósfera húmeda satisfactoria. Incluso cuando 
se desean varios grados de humedad se adicionan peque-
ñas cantidades de sal al agua, o se usa 20% de glicerol 
en el agua. 

Los portaobjetos generalmente se colocan sobre pi~ 
zas de vidrio o tubo de metal que se encuentran sobre -
el agente humectante. 

A continuación se muestran variaciones en los méto 
dos según sea su uso. 

4.1 PARA MICROCULTIVO DE HONGOS.-

Para cultivar hongos, el medio debe ser li
mitado de nutrientes para impedir que exista un --
crecimiento muy denso del micelio lo cual podría -
obscurecer los detalles de la estructura. 

4.1.1 Método de Duncan.-

En los últimos años del stglo XIX se 
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desarrollaron varios método_s para facilitar 

el estudio microscópico de los hongos. La 
preparación más comúnmente usada fué origi
n~d~ por Duncan, la cual consiste en inocu

lar un bloque de agar de diámetro más pequ~ 
ño que el cubreobjetos, sobre los 4 extre-
mos; se cubre después con el cubreobjetos y 

se incuba en una cámara húmeda. Cuando el
crecimiento ya es el deseado se quita el e~ 

breobjetos y se pone sobre una gota de fluf 
do para montaje, colocada sobre un portaob

jetos para la observación; as1 mismo se pu~ 
de quitar el agar del portaobjetos original, 
quedando una segunda preparación para el es 
tudio. 

También puede usarse el desarrollo o~ 
tenfdo en una caja petrt que teng~ un~ cap~ 

muy delgada de agar~ se corta un bloque y -

se coloca boca abajo sobre un cubreobjetos, 

se le añade una gota de formalina al 10% y 
después de algunos minutos se quita el exc~ 

so de formalina con papel secante, se colo
ca el bloque sobre un portaobjetos y el es~ 

pacio que rodea al delgado bloque se llena 
con medio de montaje. 

4.1.2 Método de Henrfci,-------..-----
En este método, se sella un cubreobj~ 
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tos rectangular a un portaobjetos con una ~ 

gota de cera en cada extremo, dejando un es 
pacio de 1 mm de espesor entre las dos su-
perficies de vidrto. Despu~s se deja co- -
rrer agar inoculado bajo el cubreobjetos -
hasta que se llene una parte del espacio, y 
luego se incuba en una cámara húmeda. 

Esta técnica ha encontrado una amplia 
aceptación. 

4-. L 3 _!:1é!_o~o _d~ HejtmáD_k.Q_vá-~h.r_ová.-

Estos autores utilizaron un doble blo 
que para estudiar la formación de ascosporas 
por Mieno~poAan gifp~eum , para lo cual colo 
caron dos cilindros de agar de 2 mm de alto 
y 5 mm de diámetro, en un portaobjetos, de
jando entre los dos una distancia de 1 cm 
encima de ·los cilindros pusieron una tela 

de crin para conectarlos por un puente, y -

después inocularon un par de cultivos comp~ 
tibles, cada uno en un cilindro. Se cubrió 
la preparación con un cubreobjetos largo y 

se incubó en una cámara húmeda. 

Cooper usa una caja de plástico con -
una tapa que tiene una excavación, para fa-
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cilitar el examen de cultivos de Candida, -
reduciendo el riesgo de infecctónq En este 

caso, el medio de cultivo se esparce sobre 
la superficie interior de la tapa excavada; 
se ponen 0.5 ml de glicerol estéril al 10%
en agua, alrededor de la periferia del fon~ 

do de la caja, y se sella la caja con cinta 

de celofán. Se observan las preparaciones 
con objetivo 45X. En otras ocasiones un -~ 

bloque de agar de 1/4 de pulgada por lado,
y 1/8 de pulgada de espesor se coloca en el 
fondo de la caja de Cooper; después el blo
que se inocula en sus extremos y se vuelve 
a colocar la tapa, presionándola hacia aba
jo, se sella la caja con masking tape o con 

parafina fundida. 

Las limitaciones de los frotis teñidos y -

las preparaciones de gota pendiente para el estu-
dio de la morfolog1a bacteriana fueron registradas 
por Robert Koch, quien recomendó cultivos en port~ 

objetos con medio semi-sólido para examinar micro~ 
cópicamente el crecimiento bacteriano. 

4.2.1 Método de Hill.-
---~......,.---

Siguiendo el trabajo de Kocn, Rtll 
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describió un método de bloque pendiente pa_ 

ra el estudio de bacterias durante el cre
cimiento; parece ser que Hill fué el prim~ 

ro en originar este tipo de técnica, la -
cual sirvió de base a muchos otros méto-
dos. 

En este método, se vierte agar fundi 

do en una.caja petri hasta formar un espe
sor de cerca de 1/8 a 1/4 de pulgada; se -
deja enfriar y después se corta un bloque 
de 1/4 a l/3 de pulgada por lado y del - -
grueso de la capa de agar de la caja pe-
tri. Este bloque tiene una superficie pl~ 
na por arriba y por abajo. Se pone la su
perficie inferior sobre un portaobjetos, -
se prepara una emulsión en agua estéril -
del organismo y se esparce sobre la cara -
superior del bloque. Se colocan el porta
objetos y el bloque en una incubadora a --
370C por 5 a 10 min para secar levemente.
Después se coloca un cubreobjetos sobre la 
superficie inoculada del bloque evitando -
que se formen burbujas de aire. Se quita 
el portaobjetos de la superficie inferior 
y con una asa se dejan correr 2 gotas de -
agar fundido a lo largo de cada lado del 
bloque de agar, ahora colocado sobre el e~ 
breobjetos, para llenar los ángulos entre 
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ambos; este sello evita que se deslice el -

bloque. Se coloca en 'a incubadora 5-10 mi 
nutos para secar el sello de agar; se in-

vierte la preparación sobre una cámara húm~ 

da y se sella el cubreobjetos en el lugar -
con parafina. Puede observarse la prepara

ción en tiempos variables. 

Esta técnica tiene el inconveniente -
de que las condiciones ópticas son muy po
bres para lo cual primero se debe reducir -

el espesor del bloque de agar a uno más chi 
co de 1 mm y al mismo tiempo se debe redu-

cir el espesor del espacio de aire por deb~ 
Jo de él; se elimina este espacio llenándo
lo con agua o medio nutritivo para formar -

un bloque pendiente con 11quido. 

fondo 

bloque pendiente bloque pendiente· 
con l1quido, 

Las bacterias anaeró5icas también pu~ 

den cultivarse fácilmente en un microculti-
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vo; probablemente fué Hill, el primero en 
cultivar microorganismos anaerobios en cul- · 
tivos de portaobjetos; las preparaciones 
fueron selladas con parafina. Para dar las 
condiciones anaeróbicas, se coloca una pe
queña taza conteniendo pirogalol en la cám~ 
ra húmeda, la cual se cierra herméticamente. 
La cámara más sofisticada, esquematizada a 
continuación, permite la circulación de 
agua y aire alrededor del bloque pendiente 
suspendido. 

sección 
vertical 

e 

-·-·-·- L 

Esta cámara mide 3 1/2 x 2 pulgadas,
Y está hecha de bronce. A; pestaña para -
unir esta cámara a una mecánica; B, torni
llos para ajustar; e, pinzas de apretar p~ 
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ra sujetar los cubreobjetos; O, conductos
que se conectan con la cámara húmeda; E, -
división entre las cámaras; F, bloque de 
agar pendiente; G, cubreobjetos; H~ porta 
objetos pegado a la base de la cámara; I,~ 
cámaras hdmedas; J, termómetro; K, L, tu
bos de entrada y salida para agua tibia; M, 
espacio del agua. La sección vertical es -
una mezcla de varios planos de las seccio-~ 
nes. 

4.2.2 Método de Graham-Smith.------------
En este método se coloca agar fundido 

sobre un portaobjetos estéril y se esparce 

con una aguja tibia, formando una superfi-
cie cuadrada; se deja solidificar y se col~ 
ca una pequeña gota de suspensión bacteria
na sobre la superficie de agar; se cubre ~

con un· cubreobjetos. El exceso dé agar se 
corta y se quita de los lados, despué~ se -
sella el cubreobjetos al portaobjetos con -
vaselina fundida. 

4.2.3 Método de Hewlett.----------
Este método es una forma de bloque 

pendiente en donde el bloque es reducido a 

una capa delgada de agar. En este método -
se vierte una capa delgada de agar sobre la 
superficie de un cu5reo6j etos; después de -

que gelifica, se inocula esparciendo sobre

él una ~equeña cantidad de cultivo dilu1do 
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y se invierte el cubreobjetos sobre una cá
mara húmeda. El resultado neto es un blo
que pendiente muy delgado; el espacio de ai 
re puede llenarse con líquido pero la bacte 
ria puede ser arrastrada con él. El mayor 
inconveniente de este método es la incapaci 
dad visual bajo el objetivo de inmersión, -
ya que la capa de células está usualmente -
fuera de la distancia focal de las lentes. 

4.2.4 Método de Welch.-

En este método se ponen 3 tiras de vi 
drio en un tubo de ensayo largo y se llena· 
a 1/5 parte con agar; se deja enfriar a 45 
oc, se inocula el tubo y se inclina. Las -
tiras de vidrio quedan cubiertas por el -
agar. Para la observación, se saca una ti
ra y se coloca un cubreobjetos sobre el - -
agar que queda de un lado de la tira, lim
piando el otro lado de ella. La ventaja de 
este método es que el tubo sirve como una -
cámara húmeda además de que como la capa de 
agar es más gruesa en el fondo del tubo, ba~ 
ta mover la tira para observar menos colo-
nias. 

4.2.5 Método_d~ !:!_affma!!_ y f.ran~.-

En este método se sumerge un cuoreoo~ 
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jetos de 20 x 30 mm en etanol al 95%, se 
deja escurrir el exceso sobre un papel se-
cante, y después se flamea. Posteriormente 
se inclina el cubreobjetos a 45° y se hace 
rodar una gota de agar caliente sobre la su 
perftcte dejando unq línea delgada de agar. 

en el centro. Después de 1 min que se deja 
secar, se hace correr una gota de inóculo -
por la línea de agar y el exceso se escurre 
poniendo la esquina en un matraz durante 
2-5 min. Después se quitan los extremos de 
la línea de agar con una navaja, dejando en 
el centro un bloque cuadrado de agar de 3 -
mm. Posteriormente el cubreobjetos es in
vertido sobre una cámara, formada por dos -
cubreobjetos separados 1 cm sobre un porta
objetos de vidrio. Se sella la cámara con 
parafina para prevenir que se seque. Se -
puede observar con el objetivo de inmersión 

lOOX. 

Para períodos largos de incubación se 
sella el cubreobjetos al portaobjetos sólo 
por dos lados para permittr el acceso de aj_ 
re y la adición periódica de agua para man
tener húmeda la preparación. También duran 

te la incubación se puede poner en cámara -
húmeda. 
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4.2.6 Método de Orskov.---------

En este método se vierte agar en una 
caja petri estéril hasta lograr un espesor 

de 2-3 mm. Se coloca una gota del inóculo 
en el centro de la placa y se esparce con -
una varilla de vidrio doblada, para lograr 
una inoculación homogénea. Se cortan pequ~ 
ños bloques de agar y se colocan sobre por
taobjetos esterilizados. Después se aplica 
un cubreobjetos en la superficie de cada -
bloque de agar inoculado. 

4.2.7 !1_é!_oQ_o_d~ !n-ªJ~i.-

El agar se aplica al portaobjetos en
tre dos cubreobjetos formando un pequeño t~ 
mulo. La cima del túmulo es inoculada y -

después se pone un portaobjetos para cubri~ 
la, haciendo contacto con la cima. Se se-
lla la cámara con una mezcla de parafina y 

vaselina. Este tipo de preparación es espe 
cialmente útil en estudios fotomicrográfi-
cos del crecimiento de bacterias y levadu-
ras. 

4.2.8 Método de Hort.--------

En este caso, la capa de agar se for
ma al vertir agar directamente sobre el po~ 

taobjetos; después se deposita una pequeña 



33 

gotita de inóculo sobre el cubreobjetos y -
éste se invierte y se presiona sobre la su
perficie de agar antes de que se seque el -
inóculo; por último se sella. 

El cultivo se esparce sobre un cubre

objetos estéril y se deja secar. Después -
se gotea agar con penicilina a una tempera
tura de 45°C sobre el cubreobjetos y se de
ja solidificar; luego, se invierte el cubre 
objetos sobre un portaobjetos y se incuba.
Cuando el cubreobjetos se retira con unos -
forceps, todo el agar se adhiere a él y no 
hay disturbios del cultivo. El cubreobje-
tos con el agar puede fijarse con formalina 
y cuando la fijación es completa puede qui
tarse el agar suavemente, dejando sobre el· 
cubreobjetos una muestra casi inalterada, -

que puede ser teñida. 

Esta técnica puede usarse para estu-
dios de reacciones de especies variadas de 
bacterias a la penicilina, estreptomicina,

terramicina, etc. 

Este método es muy perjudicial para -
las bacterias, ya que involucra dos fuentes 
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de shock. La primera, es el simple proceso 
de secado lo cual es un peligro para la cé
lula, que puede provocarle la muerte; la se 
gunda es el peligro de vertir agar caliente 
a 45°C, ya que esta temperatura excede el -
límite para el crecimiento de muchas espe
cies y pueden morir un porcentaje alto de -
células. El método debe mejorarse, aplican 
do el agar antes de que se seque la góta de 
cultivo, y la preparación debe ser inverti
da sobre el portaobjetos antes de que el -
agar quede solidificado. De esta forma, -
existe un contacto mejor con el portaobje-
tos y el calor del agar puede diseminarse -
más rápidamente. 

4.3 OTRAS VARIANTES.-

Para obtener bloques uniformes con su 
perficies planas, estos investigadores usa
ron anillos de metal paralelos de 2 mm de -
alto cada uno. Cada anillo era bañado en -
cera caliente, se sellaba a un portaobjetos 
y se llenaba lentamente con agar cerca del 
nivel del anillo. Se colocaba una asada 
del inóculo sobre la superficie del agar y 
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despu~s se sellaba al anillo un cubreobje-
tos redondo, presionando el cubreobjetos 
con un anillo de metal caliente. 

4.3.2 M~todo de Hewitt.-

Hewitt mostró que el índice de refra.s_ 
ción de la gelatina al 30% así como su bajo 
punto de fusión la hacían superior al agar· 
como agente solidificante para ciertas in-
vestigaciones, utilizando cultivo en porta
objetos. La resolución incrementada obteni 
ble con gelatina fu~ probablemente una ra
zón del por qué varios investigadores obtu
vieron preparaciones microscópicas muy ade
cuadas así como fotomicrografías. 
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5. METODOS DE IMPRONTA.-

Axelrad en 1903 y posteriormente un número grande 
de investigadores hicieron improntas sobre cubreobje-
tos, de colonias que estaban creciendo en cajas petri, 
las cuales eran teñidas después para el examen micros
cópico; estas preparaciones son ya una técnica acepta
da que sirven para hacer diagnósticos rápidos y sensi

bles. 

5.1 tl_ElOQO~ QE_CQLI_IY.0-1.. QE _AQHISlOJi.-

5.1.1 Método de Lindner,----------
Lindner cultivó una bacteria de la su 

perficie de la lengua con un método de cul
tivo de adhesión. Tocó la lengua con un cu 

breobjetos y la película resultante se dejó 
secar; después lo inundó con agar nutritivo 
y luego lo i~cubó. De esta manera se aisla 
ron muchas microcolonias que se pueden 
transferir para estudios posteriores. 

Se esparce un cultivo sobre un cubre
objetos y se deja secar; luego se vierte -
agar fundido y a 45°C sobre el cubreobjetos, 
se deja solidificar y después se invierte -
el cubreobjetos sobre un portaobjetos. Des 
pués de obtener crecimiento se quita el cu-
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breobjetos con unos forceps y se fija toda 
la preparación con formalina. Puede quita~ 
se el agar suavemente dejando sobre el cu-
breobjetos un patrón de la bacteria. 

5.1.3 Método de Dobell.-
-~------

Dobell estudió amibas colocando cubre 
objetos sobre cultivos; las amibas se enja~ 
bran sobre el cubreobjetos y se adhieren al 
vidrio, después se levanta el cubreobjetos 
y se fijan y tiñen las amibas. 

Mejoraron la técnica anterior para lo 
cual se pone una gota de agar no nutritivo, 

caliente, sobre un cubreobjetos cuadrado; -
inmediatamente se tapa con un cubreobjetos 
redondo más pequeño; se quita después el e~ 

breobjetos redondo, dejando una película -
delgada de agar sobre el cubreobjetos cua-
drado. Este Oltimo se invierte sobre un -
portaobjetos excavado, lleno con un cultivo 
en medio líquido. El fluído extra se quita 

con un papel filtro y después se invierte -
la cavidad del portaobjetos; se incuba a --
370C durante un día. El cubreobjetos se -
quita después de la incubación, se fija y -
se pone en alcohol al 90% por 24 horas, des 
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pués se cambia gradualmente a agua. Se des 
pega con una aguja la pel1cula de agar alr~ 
dedor de la periferia, quedando una capa de 
amibas. que penetraron a tr~vés del agar y -

quedaron adheridas al vidrio durante el pe
ríodo de incubación a 37°C. 

5.2 PORTAOBJETOS ENTERRADO O TECNICAS DE INMERSION.-

Estas técnicas fueron descritas para el ex~ 
men microscópico directo de organismos en el sue
lo. La tierra fué mezclada con gelatina u otro -

-agente para facilitar la fijación de los microor~ 
ganismos al portaobjetos para los procesos de tin 
ción subsecuentes. 

5.2.1 Método de Casida.-

Este método para aislar células di-
rectamente de la tierra se basa en la ob-
servación de que la microflora del suelo -
puede ser teñida con naranja de Acridina. 

La tierra se tiñe con naranja de Acri 
dina y se esparce sobre la superficie de -
una película de agar, colocada sobre un -
portaobjetos. En algunos casos los porta
objetos se incuban hasta que se forman mi
crocolonias. La transferencia de una célu 
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la individual o de una porción de la micro 
colonia se lleva a cabo sacando fuera la -
pequeña cantidad de agar sobre el cual se 

quedaron las células; entonces las células 
se colocan sobre un medio en cajas petri. 

5.2.2 ~é!o~o_d~fh~lQd~"-

Cholodny dejó cubreobjetos sumergidos 
en agua y estudió las bacterias que se - -
adherían. Enterró cubreobjetos en el sue
lo por períodos suficientemente grandes -
(arriba de varias semanas), entonces los
microorganismos del suelo podían crecer y 
adherirse al cubreobjetos en un arreglo na 
tura1. Este método ha sido muy usado para 

el estudio de la flora del suelo, especial 
mente en relación a la patología de las -
plantas. Fué utilizado para obtener im- -
prontas de cu1tivos de microorganismos en

la vecindad inmediata de las raíces, colo
cando portaobjetos estériles directamente 
por debajo de la semilla de modo que al -
crecer, las raíces hacían contacto con los 

portaobjetos. 

5.2.3 Método de Kriuchkova.-----------
Muchas modificaciones de la técnica 

anterior fueron reportadas por varios in--
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vestigadores, por ejemplo, Kriuchkova hizo 
películas de agar que contenían varios nu
trientes antes de enterrar los portaobje-
tos. También utilizó otros materiales, t~ 
les como la celulosa para enterrar, y des
pués sometía las preparaciones a un examen 
de laboratorio. 

5.2.4 Método de Thornton.----------
Thornton usó placas de inmersión pr~ 

tegidas para el aislamiento de microorga-

nismos, especialmente para los hongos del-
que 

una -

suelo. Estas placas son portaobjetos 
tienen una capa de agar, ajustados a 
caja de Perspex de paredes delgadas. 

hacen orificios de 5 mm de diámetro en 
Se -

la 
tapa de Perspex, la cual cubre, pero no to 
ca la película de agar. Las placas de in~ 

mersión así protegidas se incuban en el -
suelo. Se obtienen las colonias del inte

rior. 

5.2.5 Método de La Touche.-----------
Consiste en una 11 trampa'' de portaob

jetos, la cual se hace uniendo con un alam 
bre dos portaobjetos excavados que contie
nen colocadas pequeñas cantidades de agar
en sus concavidades. Se ponen con las ex-
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cavaciones opuestas entre si, y se deja un p~ 
queño hueco entre los portaobjetos, en donde 
crecen los hongos del suelo para acercarse al 
medio de cultivo de las cavidades. 

5.2.6 Método de Sewe11.-
-------~ 

Este es otro m~todo de portaobjetos --
trampa para el aislamiento de hongos. Sumé
todo consiste en sellar a una tira de Perspex 
de la medida de un portaobjetos, otras tres -
tiras de Perspex de 1/8 x 3/32 x 1 pulgadas:
una en cada extremo y la otra a una pulgada -
del extremo. Se esparce el agar sobre la ti
ra de Perspex y después se cubre con un por
taobjetos estéril. El montaje se sujeta con 
dos clips y después se entierra. Posterior-
mente se recuperan los portaobjetos y las pe
queñas secciones del agar para recuperar a --
1 os hongos. 

Ellos hicieron un método muy simple, de 

entrampamiento con un hueco. Se ponen dos -
portaobjetos juntos, con ligas de hule, éstos 
se encuentran en contacto en un extremo pero 
se dejan separados en el otro por una ft5ra -
de vidrio de 0.7 mm de grueso. El micelio se 
esparce de un extremo del portaobjetos hacia 
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la cavidad durante el entierro de los porta~ 
oBjetos, 

El obtuvo muestras de vida acuática mi 
croscópica sumergiendo cajas de plástico 11~ 
nas de portaobjetos limpios en el medio am-
biente deseado. A las cajas se les quitan -
los lados para exponer lo más posible los 
portaobjetos a. sus a 1 rededores. Como 1 as bi 
sagras y los broches se daftan con el agua de 
mar, se defien sujetar las cajas con una 
cuerda nylon que las mantenga por debajo de 
la superficie del agua. 

5.3 PRUEBAS DE GERMINACION DE ESPORAS.-

Un método miniaturizado en condiciones 
naturales en el campo, es el sugerido por -
Reddick y Wallace para evaluar la efectivi-
dad fungicida de los aerosoles. Los portaoQ 
jetos o cubreobjetos se rocían con algún ae
rosol que tenga el compuesto a evaluar; des
pués se colocan esporas secas de Ventunia -
~naequ~ sobre la superficie del vidrio en 
una gota de agua para germinar y se evalúa -
microscópicamente el progreso de la germina-
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ción de la espora en comparación con un con
trol. 

5.3.2 Método de Horsfall.-

Mejor& el método anterior, ya que como 
las gotas de agua no se esparcen uniformeme~ 
te sobre las superficies de vidrio, el prop~ 

so un método de recubrimiento del portaobje
tos con nitrato de celulosa, obteniéndose de 
esta manera gotas uniformes de 7.5 mm de diá 
metro. 

5.4 COLECCION DE ESPECIMENES CON CINTA DE CELOFAN.-

5.4.1 Método de Edwards.-

Edwards reportó un método de contacto
con cinta adhesiva para colectar espec1menes 
de hongos. Unas tiras de.acetato transparen 
tes y engomadas, se presionan contra el área 
por examinar y después se presionan sobre un 
portaobjetos de vidrio estéril para el tran~ 
porte al laboratorio. Puede cortarse un pe
dazo de la cinta y echarse dentro de un tubo 
de caldo o colocarse sobre una placa de - -
agar, o bien, teñirse directamente. Para -
evitar pérdida de la imagen debido a que las 
propiedades ópticas de la cinta celofán son-
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inferiores a las del vidrio, se sujeta la -

cinta con la parte adhesiva hacia arriba en
un portaobjetos, se pone una gota de lactóf~ 
nol y luego se colocael cubreobjetos. La
cinta de celofán puede ser.ctnta Scotch. 
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6. METODOS DE CAMARAS DE PERFUSION.~ 

Las cámaras de perfusión pueden definirse como mé
todos de microcultivo en los cuales el nutriente se su~ 
ministra en una solución que puede cambiarse, ya sea in 
termitentemente o continuamente, por un sistema de flu 
jo. 

A pesar de que la mayoría de estas técnicas fueron 
diseHadas para el cultivo de células animales, muchas -
son igualmente aplicables para el cultivo de muchas el~ 
ses de microorganismos que tienden a adherirse a super
ficies sólidas. Somerson se dió cuenta de que Mycopla~ 
ma se adhiere a superficies de vidrio bajo ciertas con
diciones de cultivo por lo que esos microorganismos pu~ 
den ser tratados de igual forma que los 'cultivos de te
jidos. Así mismo, se ha observado una tendencia de mu
chos otros microorganismos a adherirse a superficies de 
vidrio; las bacterias superiores, en particular, son dó 
ciles para el estudio en cámaras de perfusión. 

En muchas ocasiones se han utilizado las cámaras -
de perfusión para estudiar los efectos de algunos com-
puestos químicos sobre las células. 
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6.1.1 Cámara de Mackaness.-----------

Mackaness diseñó una cámara que permi
te la observación de una población de macró
fagos; el medio puede cambiarse sin pérdida 

de células y pueden hacerse fácilmente prep~ 
raciones teñidas permanentemente. 

La cámara consta de una pieza de Pers-
pex de 2 x 1 1/4 pulgadas con 2.2 mm de esp~ 
sor, a la cual se le hace un orificio cen- -
tral de 12 mm de diámetro. La superficie de 

cada lado de la apertura es ensanchada y av~ 

llanada a un espesor de 0.35 mm para poder -
ajustar cubreobjetos estándar de 7/8 de pul

gada, dejando entre los dos cubreobjetos un 
espacio de 1.5 mm; después se fija un anillo 
pequeño de Perspex de 6 mm de diámetro al cu 
breobjetos del fondo con parafina (punto de 
fusión de 56 °C). Se hacen otras dos perfo
raciones en el lado que se comunica con la -
cámara, las cuales son tapadas con dos alfi
leres de acero inoxidable dentro de una cuña 

del Perspex. 
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En este esquema se muestran los detalles de 
la construcción de la cámara de Mackaness. 

A la izquierda se observan los componentes -
de la cámara de Mackaness, y a la derecha se 
encuentra ya armada. 
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6.1.2 Cámara de Harris. --------

Harris modificó la cámara de Mackaness 

para permitir una oxigenación adecuada de -
las células durante varios días. Se trata -
de una cámara con dos estratos, la cual inv~ 

lucra el uso de 3 cubreobjetos. Las medidas 
se 

Burbuja 
de aire 

1 

1 

1 
1 

1 1 
Ir 1 
,-,t~ 

La suspensión celular 

1¡ 11 
l¡ 11 
11 ¡1 
1 f311 
1 TGI 
M+~ 
16 
se introduce den-

tro de un compartimiento, el más bajo, form~ 
do por A y B; entonces las células se asien
tan y se adhieren a A. Después se cambia el 
medio, se quita el cubreobjetos By se sella 
el cubreobjetos C. Se introduce más medio -
de cultivo a través de los hoyos perforados 
hasta que se llene la cavidad de la cámara -
excepto por una burbuja de aire, grande, que 



se deja. Esta es de tal medida que no debe 
permitir la invasión sobre el cubreobjetos

A. La burbuja de aire es de 95% de o2 y 5% 
de co2; se sellan los hoyos perforados. La 
cámara se une a una placa giratoria la cual 
se coloca a 1 rpm, haciendo que la burbuja· 
dé vueltas en redondo. 

6.1.3 Cámara de Pulvertaft.-----------
El construyó una cámara simple de un· 

portaobjetos de Perspex, al cual le hizo un 
foso de 3 mm dé espesor en una de las su-
perficies, dejando un pilar central de 6 mm 
de diámetro. Se perforaron dos canales de· 
un extremo a otro del portaobjetos conecta

dos con el foso, como se observa en la pági 
na siguiente. 

L~s ~élulas para el cultivo deben col~ 
carse directamente sobre el pilar central,
en una forma de cultivo fluído. Se aplica 
un cubreobjetos el cual se sella con parafl 
na. 
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Uno de los canales laterales se tapa 
con una tirita de madera imp~egnada con ce
ra y el foso se llena con medio de cultivo. 
Después se tapa el otro canal, cuando el f~ 

so está lleno a la mitad de su capacidad. -
Los cultivos pueden alimentarse en cualquier 
momento, quitando los tapones de los cana-
les y sacando por un lado el medio viejo. 

6.2 CAMARAS DISE~ADAS PARA UNA PERFUSION CONTINUA.-

6.2.1 Cámara de Pomerat.-

Pomerat describió una cámara bastante 
simple que consiste en dos cubreobjetos se
llados juntos con cera, dejando un espacio 
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pequeño entre ellos. La perfusión se -
hace sellando dos tubos delgados que -

sirven como conductos de entrada y sali 
da, colocados en lados opuestos. El cu 
breobjetos del fondó es considerableme~ 
te más largo y la parte que sobra se fi 
ja con pegamento a la base de un bloque 

de acero inoxidable para dar mayor rigi 
dez y facilitar su manejo . 

...,. 
tuho ./ 
de-/ 
sali 
da. cera 

cámara 
de 
per
fusión 

cubreobjetos 
40 x 50 mm. 

para la unido con 
preparación cera. 
del cultivo 
en gota 
pendiente 

cultivo 

Perspectiva de la cámara de Pomerat arma 
da. 

Esta cámara se ha usado en estudios 

del efecto del 32P sobre las células vi-
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vientes de la epidermis humana adulta. 

6.2.2 Cámara de Rose.-

Una cámara laminada con cinco ca-
pas fué descrita por Rose. Las capas -
constan de una placa de acero, cubreobj~ 
tos, empaques de goma, cubreobjetos y -

placa de acero. Esta cámara puede arma~ 
se y esterilizarse para tenerla así alma 
cenada y lista para su uso. 

Tiene dos placas de acero inoxjda
ble de 2 x 3 x 1/8 pulgadas, cada una -
con un orificio central de 1 1/16 pulga~ 
das de diámetro, biselado a un ángulo de 
45°. Cada placa tiene 4 orificios y la 
de arriba tiene un hueco para adaptar la 
cabeza de los tornillos planos, que se -
atornillan dentro de los orificios de la 
placa del fondo. El centro de la cámara 
está hecho de goma látex de 2 x 1 3/4 x 
1/8 de pulgada, con un orificio central. 
Cuando está armada la cámara, las placas 
de acero prensan dos cubreobjetos de 50 
x 43·mm sobre las superficies externas
de la pieza central de látex. El apreta 
do final de los tornillos debe hacerse -
después de la inserción de una aguja No. 
25 de 1/2 pulgada a través del borde del 
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empaque de látex, para permitir el equi
librio de la presión de la cámara. La -
inoculación de la cámara ya armada puede 
hacerse inyectando a través del empaque; 
alternadamente se coloca la célula en la 
cámara armada inyectándola, pero si la ~ 

muestra es demasiado grande como para p~ 
sar por la aguja es preferible colocarla 
dentro de la cámara antes de colocar el 
cubreobjetos superior y después se arma. 
Esta cámara puede estar unida a frascos 
de suministros con pocas agujas las cua
les se unen después a tubos. 

La construcción simple de la cáma
ra de Rose, así como su fácil manejo han 

hecho muy popular este diseno~ 

6.2.3 fá~aE_a_d~ ~_ke~ y_ fioQ_r~.-

Esta cámara consiste básicamente -
en 2 anillos de metal que engranan al -
atornillarse. Cuando se atornillan jun
tos ellos comprimen un anillo de silicón 
entre dos cubreobjetos, como en la cáma

ra de Rose. El empaque puede ser atrave 
sado. El diámetro del exterior del ani
llo de goma y de los cubreobjetos es de 
25 mm. Su uso es similar al del método 
de Rose. 



54 

También es muy similar a la de Rose, -

pero en lugar de tener una parte interior de 
goma la tiene de araldita. Los tubos de en
trada y salida son tubos perforados de acero 
inoxidable, delgados, que se ercajan en la -
araldita. El sello entre la parte interna -
de la araldita y los cubreobjetos se hace -
con vaselina. 

6. 2. 5 fá!!!_a.!:_a_ d~ Ioy y -ª._a.!:_d~wj_l.-

Toy y Bardawil establecieron los seis 
requerimientos mínimos para una cámara de -
perfusión apropiada, que son: 

- Diseño simple y fabricación barata. 
Facilidad para cargarla rápidamente 
con un personal experto. 

- Facilidad para cambiar el medio. 

- Que esté libre de contaminación y-
no sea tóxica. 
Facilidad para observación microscó 
pica y fotografía. -

- Facilidad para desmontarla, así co
mo para limpiarla y esterilizarla. 

Esta cámara consiste de tres piezas: -
(a) es una placa para cubrir, con aperturas 
para la ventana superior y para dos tubos a 
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través de los cuales es perfundido el medio. 
(b) es una placa en la parte interna que si~ 
ve como soporte para el cubreobjetos. (e) -
es una placa que sirve de fondo con una ~ -
apertura para la ventana inferior. Los tu
bos se pegan con cemento y las ventanas de -
cubreobjetos se fijan en ~u lugar con una -~ 

mezcla de parafina y cera de abejas. 

'1 

.. #::tt.$ 
64 ~-m-S:J.s'q'T 

kradio r -i 
.__--+-~...J ~dia (d) 

4 

(e) 

Cámara de Toy y Bardawil. (a) placa que cu-
bre. (b) placa central. (e) placa del fon
do. (d) conducto. (e) cámara armada, (1,
tapón de goma; 2, conducto; 3, placa (a);
-4, placa (b), 5, placa (e); 6, sello de ce
ra; 7, células; 8, cubreobjetos) y (f) -
perspectiva de la cámara. Las dimensiones -
están en pulgadas. 
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Se han dado dos variaciones del dise
ño básico, las cuales se muestran a conti-
nuación: 

Cámaras de Toy y Bardawil. La de la izquier 
da fué diseñada para cubreobjetos de 7/8 puT 
gadas; y la de la derecha para cubreobjetos
de 11 x 50 mm. 

El inóculo se coloca sobre cualquiera 
de las ventanas de la cámara según lo requi~ 
ra la mtcroscop!a. 

Las capas de la cámara están hechas de 
plexiglas y las superficies se pegan juntas 
aplicándoles primero etileno diclorado para 
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formar una película superficial de plexiglas 

parcialmente disuelto; después las partes -
(a), (b) y (e) se sujetan juntas bajo pre-

sión. Después de pocos minutos, los dos tu
bos deben pegarse a la armadura. El solven
te superfluo se volatiliza en la incubadora. 
La esterilización se hace con rayos X o ul-

travioleta. 

6.2.6 Cámara de Christiansen.-------------
Esta cámara fué diseñada para usarse -

con una incubadora; puede ser de plástico o 
de vidrio. La cámara de plástico se constru 
ye de una hoja de plástico acrílico de 1/4 -
de pulgada, plexiglas, con las dimensiones -

que se muestran en el siguiente esquema: 
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TI~p-· ,~7-~~-:~--~ 

,;, v1~sta del extremo 

+-> 
O) 

}? pl~taforma tibia 
~ o tubo <;te. 

. termometro I \ pla·¡~t~l~CQ~_ L.;,-~~~~ 
/ \. / 

{e) 

p 1 attna del 
microscopio 

~'\:'X--..-~·\,,, .y/V.,...,'"T'"'-"/.1~ 

Cámara de Christiansen. (a} perspectiva; (b} 
dibujos generales; (el corte de la cámara ya 
armada y puesta en el microscopio. 



59 

Se graban dos ranuras sobre el lado de 
arriba del bloque, extendiéndose de la aper
tura circular a 20 mm de cada extremo del -
bloque. En esos puntos, cada ranura se une 
a una perforación de l/16 de pulgada hacia -
arriba y hacia afuera a través del bloque. ~ 

Se pegan dos canales de desague en la parte 
superior. E1 fondo de la c§mara se forma -
uniendo un cubreobjetos delgado a la base, -
con lo cual quedan encerradas las ranuras y 
los orificios del bloque de plástico. El -
cultivo se adhiere al cubreobjetos superior, 
el cual cubre la apertura circular entera. 

Una cámara de vidrio del mismo diseño 
puede hacerse esmerilando los hoyos y ranu-
ras en un portaobjetos de 1 mm de espesor. -
Los tubos de entrada y salida se colocan en 
bloques de vidrio más delgados. La cámara -
de vidrio puede esterilizarse en autoclave,
mientras que la de plástico requiere de ra-

yos ultravioleta. 

6.2.7 Cámara de Schwobel.-

Schwobe1, describió una cámara de pe~ 

fusión de acero inoxidable y un sistema re-
servorio de medio que utilizó para el estu-
dio de células de tejidos. Se hizo un apara 
to de vidrio con el mismo diseño básico. La 
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versión de este esquema consiste esencialmen 
te de una cámara de cultivo (U), formada por 
dos cubreobjetos sellados a la cima y al fo~ 

do de una sección de tubo· de vidrio de 30 mm 
de diámetro. El espacio entre los dos cubr~ 
objetos es empacado con fibra sintética. 
Dentro de la pared de la cámara sobre un la
do, está unido un tubo de 4 mm de diámetro,
(R) por el cual puede introducirse la mues-
tra; además están opuestos dos tubos más pe
queños (L) de 1.5 mm de diámetro que sirven
para entrada y salida de medio del reservo-
rio (V). 

La velocidad de flujo del medio, está 

determinada por la velocidad a la cual se -
permite que el gas sea colectado en el reser 
vorio, y ésto se controla por una pinza de -
presión simple en la línea de gas (G). El -
medio que sale puede colectarse bajo la cam

pana de vidrio (A). 
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Cámara de Schwobel y sistema de suministro -
de medio. U~ cámara de cultivo; R, tubo pa
ra introducir muestra; L, tubos de flujo de 
medio; V, reservorio de medio; G, tubo de
entrada de gas con filtro; A, campana de vi 
drio protegiendo el extremo del tubo de flu~ 
jo de salida de medio. 

Ware y Loveless diseñaron para la ela
boración de una película biológica en un fil 
trado de aguas sucias, una cámara de perfu-
sión en la cual se permite que los organis--



microreser
vorio de en 
trada 

mas fluyan a través de un canal poco profun 
do formado por un portaobjetos y un cubreo~ 
jetos. Este "microfiltro" fué construido -
pegando dos tiras delgadas de vidrio a un -
portaobjetos y poniendo un cubreobjetos co
mo técho de la cámara. Se pegan anillos de 
vidrio sobre cada extremo para formar rese~ 
varios, para anadir y quitar el liquido ~e 

perfusión como se observa en la siguiente -
figura: 

entrada 
: salida por succión 

cámara 
microfiltro 

La velocidad de flujo a través de la 
cámara, se determina por la capacidad de -
fluido en el reservorio, la cual se contro
la por si misma mediante una válvula elec-~ 
tromagnética operada a través de un inte- -
rruptor, con electrodos en el reservaría. -
Se coloca en un microscopio de contraste de 

fases. 
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6.2.9 ~á!!!a.!:_a_d~ .lhQ.m-ª.s_y_C!:_a!!!e!:_.-

Esta cámara está formada por dos pla
cas de aluminio de 1/8 de pulgada de grueso 
y 57 x 57 mm, atornilladas juntas, las cua
les ejercen presión sobre empaques de goma 
que por sí mismos hacen presión sobre cubr~ 
objetos de poliestireno. Estos últimos en
cierran una unidad central de lucita de --
1/16 de pulgada de grueso, horadada para -
llevar dos agujas hipodérmicas como apertu
ras de entrada y salida de la cámara cen- -
tral. 

"'---placa de aluminio 

<$>---empaque de goma 

~- ---cubreobjetos de 
~ poliestireno 

~~~- - unidad central 
de Lucita 

~---cubreobjetos de 
~ poliestireno 

~---- d ~ ~~empaque e goma 

~..,¡---placa de aluminio 
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El sistema consiste en una BomBa que 

impulsa el aire 6 co2 a travªs de un ftl~~ 
tro Swfnney con una membrana Millipore, p~ 
ra dar un gas estéril, a un reservorio de· 
medio encerrado y de este modo desplaza al 
medio, el cual fluye a la cámara de perfu~ 
sión. Al ser controlable la velocidad de 
flujo del gas, también se controia el flu
jo del medio. El flujo de salida se reci
be en tubos de salida estériles. 

6.2.10 Cámara de Carter.-

Carter diseñó una cámara simple y 

eficiente, la cual consiste en un anillo -
doble de acero inoxidable unido permanent~ 
mente a una placa base de vidrio con resi
na epoxy. Los dos anillos concéntricos es 
tán separados por un canal anular. Y an-
tes de que se coloque el cubreobjetos, se 
aplica aceite de silicón pesado (viscosi-
dad 10,000 es) inyectándolo con jeringa al 
anillo de afuera. El cubreobjetos es cua
drado porque sus esquinas facilitan su co
locación. Se ponen pinzas para oprimir al 
cubreobjetos firmemente contra el anillo -
interior. Una extensión corta de tubo de 
acero inoxidable da acceso a la cámara. 
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6.3 CAMARAS CON SOPORTE DE MEMBRANA CELULAR.-----.------------------
El diseño de cámaras de perfusión para el 

estudio del crecimiento de bacterias gira alrede

dor del problema de un soporte adaptable para las 
células~ ya que a veces la observación cont1nua -
de células microbianas es casi imposible a menos 
que se utilice una forma de soporte para ellas. 

6.3.1 Cámara de Hartman.----------

Describió una forma de convertir una 

rejilla para muestras de un microscopio -
electrónico en microcámaras múltiples, - -
usando Formvar (polivinilo disuelto en etl 
leno diclorado) como membrana de canten- -
ción. Se sumerge la rejilla de muestras -
en una solución de Formvar al 0.2% en eti
leno diclorado, se reposa un instante en -
papel filtro y se coloca sobre un cubreob
jetos. Después se coloca una gota de ino
culo sobre la rejilla, quitando el exceso 

para que el nivel del flu1do quede justo -
por debajo de la superficie de la rejilla. 
Si la superficie de la rejilla está moja-

da, la segunda membrana no se adhiere ade
cuadamente. El piso de la cámara se forma 
sumergiendo el cubreobjetos en una membra~ 
na previamente moldeada sobre vidrio y se

parada con agua. El cubreobjetos se in--
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vierte después encima del pozo de un port~ 
objetos especial, y los bordes se sellan 
con cera, excepto en los canales laterales. 
El portaobjetos que se usa es el de Fisher 
Littman, el cual tiene un pozo plano. Los 
canales de entrada y salida están dentro 
de la superficie para comunicarse con el 
pozo. 

Esta técnica de la rejilla, podría 
aplicarse fácilmente a una u otra de las 
cámaras de flujo, aunque existen varios 
problemas asociados con esta técnica: pri 
mero, se debe asegurar que el etileno di
clorado no se quede en las membranas para 
que no esté en contacto con el inóculo; s~ 
gundo, debe mostrarse que los solutos a 
ser perfundidos son capaces de pasar a tr~ 
vés de una membrana plástica, para que así 
puedan estar en contacto con las células; 
tercero, existen deficiencias ópticas que 
resultan de la curvatura de las membranas· 
Formvar. La curvatura de las membranas -
ejerce su acción como lentes que refractan 
la luz a menos que el medio que las rodea 
sea del mismo índice de refracción que la 
membrana. 

6.3.2 Cámara de Vischer.-

Vischer, diseñó una cámara de perf~-
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sión hecha de plexiglas; ªsta tenfa un -~ 

anillo interno, sobre del cual se coloca
ba el cubreobjetos que tenia el inóculo;
el anillo se comunica con una cámara re
servoria que lo rodea, como se observa en 
la figura de la página siguiente. 

Las células son retenidas sobre el 

lado inferior del cubreobjetos con una 
membrana Formvar, ya que el inóculo celu
lar se coloca sobre el cubreobjetos y se 
incuba una hora para permitir que las cé

lulas se adhieran a la superficie del vi
drio. Después se sumerge el cubreobjetos 
con células en una solución salina que 
tiene una membrana Formvar flotante en la 

superficie, se lleva hacia arriba el cu-
breobjetos para que el vidrio quede en- -
vuelto con esa membrana, quedando atrapa
das las células entre el cubreobjetos y -

la membrana. 
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: 14 mm di ametro 7 mm altura: 
~38 mm diámetro y 5 mm altur~ 
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~portaobjetos de 26 x 76 mm---_.._~ 

Cámara de Vtsc~er. 

Después se coloca la preparación so

bre el anillo interno de la cámara, ponie~ 
do el lado de la membrana hacia abajo. Sin 
duda, este método es muy útil para las cé
lulas de tejidos y para aplicarlo a bacte
rias debe tenerse c.uidado de que no sean -
arrastradas al poner la membrana, por lo -
que este proceso debe hacerse rápidamente. 
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6.3.3 Cámara de Powell.---------

En 1951, Harris y Powell, publicaron 
el diseño de una cámara, la cual utiliza -
una membrana de celulosa (celofán} como -r 

membrana semi-permeable de soporte para -
bacterias, en un sistema de flujo cont1nuo. 
Los organismos apoyados sobre la superfi-
cie de la membrana son alimentados por de
bajo de la misma, y se utiliza iluminación 
vertical para la observación. 

Powell, en 1956, reconoció serias li 
mitaciones en esta cámara porque la ilumi~ 
nación vertical es inadecuada y provoca -

cierta evaporación en la superficie del e~ 

lofán, originando cambios locales en las -
concentraciones de solutos disueltos. En 
la siguiente página se observa un modelo -
más sofisticado descrito por Powell en - -
1956; el diseño mecánico complicado de es
ta cámara está dictaminado por dos condi-
ciones: 

1 Debe ser lo suficientemente del
gado para trabajar entre un con
densador y un objetivo y permi-~ 
tir una apertura de iluminación 
adecuada. 

2 La membrana de celofán debe es--
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tar tensa y plana para prevenir -
la distorsión del rayo de ilumina 
ción de contraste de fases. 

D 

(a) 

Cámara de Powell mejorada (1956). (a} pro~ 
yección isométrica. (b) sección esquemáti
ca central con un condensador (A) y un obje 
tivo de inmersión (D). (B) es la membrana
de celofán y (C) un cubreobjetos. 

Las partes componentes de la cámara -
se muestran en la proyección isométrica (a) 

del esquema de esta página. El piso de la 

cámara está formado por un cubreobjetos (A) 
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pegado con cemento dentro de un armazón ca 

nico de acero inoxidable (B). En lados 
opuestos de la superficie externa del arm~ 

zón, están los canales (C}, a lo largo de 
los cuales fluye el medio dentro y fuera -
de la cámara. Este armazón está insertado 
por debajo dentro del cuerpo principal de 
la cámara (D), también de acero inoxidable 
de modo que los canales (C) están regula-
dos con canales (E) en la superficie infe
rior del cuerpo. El armazón se mantiene -
en posición con un anillo que se cierra, -

la arandela angosta (G) se cierra en el -
hueco cuando el anillo para cerrar está -
apretado. En sus extremos inferiores, los 
canales (E) se comunican con tubos (H) pa

ra la conexión con la bomba para que circ~ 
le el medio. Los lados y el piso de la cá 
mara, tienen pasajes para el ingreso y - -

egreso de líquidos. La cámara se cierra -
por una membrana de celofán (I) extendida 
sobre el cono (J); el volumen de trabajo
es de 3 mm de espesor y 15 mm de diámetro. 
La membrana se sujeta entre las arandelas 

de polivini1o en su perímetro y por el anl 
llo de cojinete (K) sobre la supeficie (L). 

' Esta superficie está sobre el mismo plano 
que la cara superior del cono (J). El hue 
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co anular entre (J) y (L) se conecta a una 
bomba de vacío por el tubo (M}. El celo~ 

fán se 11 eva hacia abajo dentro del hueco 
hasta que la tensión radial es aproximada
mente uniforme y la superficie de la mem
brana (J) es tirante y bastante plana. El 
arreglo para estirar la membrana es neces~ 
rio porque el celofán es muy elástico ~ se 

. . 

arruga instantáneamente sobre lo mojado. 
Una vez que ha sido estirado satisfactoria 
mente permanecerá así mientras no se permi 
ta que se seque, Los tubos de acero inoxi 
dable (H) y (M) son soldados suavemente en 
el cuerpo. 

Para operar esta cámara se requiere 
precaución y destreza. Powell describió -
una bomba que impulsa aire, construida de 
vidrio, para que el medio sea bien aireado, 

Todas las piezas del aparato, 
que van a estar en contacto con la solu~ -
ción nutriente, se esterilizan antes y se 
mantienen a la temperatura a la cual van a 
éultivarse los organismos de prueba. 
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la forma de usar la cámara de Powell s~ -
describe a continuación: El tubo de vidrio 
de flujo (A) se inserta en el cuello del -
frasco reservorio (B) y el tapón (C) se e~ 
loca en su lugar. La sección de goma (D) 
del tubo de flujo se sella en el lugar ad~ 
cuado bajo los cilindros de presión (E) de 
la bomba (P). La cámara de cultivo se qul 
ta del recipiente en donde se mantenía es

téril. después de haber estado en autocla
ve, y el tubo de goma (L) se conecta al 
conducto de vacío (M) de la cámara. La lf 
nea de vacío de goma (L) se conecta por 
una válvula a una bomba Geissler. Inserta 
das en la línea de vacío está una llave de 
vidrio con tres pasos, ligeramente engras~ 
da y capaz de regular efectivamente el ni
vel de presión en la línea (L). 

b) f_a_ca_m~n!_ai:_ _la_m~mQ_r~n~.-

La linea de vacfo (L} se bloquea 
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volteando la llave; un disco de celof~n se 
coloca cuidadosamente con unos forceps, en 
el centro de la cima de la cámara. Se co~ 
loca inmediatamente la arandela soBre el ~ 

disco y se fija apretando el tornillo para 
cerrar la cámara. En ese momento el disco 
de celofán debe estar sin arrugas, ya que 
lo arrugado indica una colocación incorrec 
ta de la membrana. Si la colocación es co 
rrecta, se va abriendo la llave fracciona
damente hasta que la membrana quede tensa 
y estirada. 

El motor de la bomba se conecta en
tonces sobre la bomba de medio, a lo largo 
del tubo de flujo, cuidando de que no se ~ 

formen burbujas; para ello, se estira el -
tubo para que las burbujas suban al extre
mo abierto del tubo. Después el extremo ~ 

abierto del tubo de flujo se conecta al t~ 

6o de metal para salida, mientras que el -
tubo de vidrio de salida se coloca en el -
frasco de salida (Q). 

e) f_a .r:_a_ e~ tir-ª._r _1-ª._ me!!}_bra!l_a.-

La bomba se pone a una velocidad 
de.flujo de 100 ml/h y tan pronto como el 
medio que fluye dentro hace contacto con -
el celofán, se abre gradualmente la llave 
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durante 2 seg. Si esta operación está ~ ~ 

bien hecha, la flacidez de la membrana 
cuando está mojada se corrige y se nivela 
bajo la fuerza del vacío. Una vez que la 
membrana está estirada correctamente, per~ 
manecerá tensa a menos que se 
interrumpa la línea de vacío. 
que el medio fluya lentamente 
brana durante una media hora. 

seque, o se· 
Se permite· 

bajo la mem
La inocula .. 

ción se lleva a cabo permitiendo que una ~ 

gotita muy pequeña en una pipeta, toque la 
membrana. La pipeta no debe tocar la mem
brana porque se raya fácilmente. Se apli
ca un cubreobjetos con forceps, y se monta 
la cámara en la platina del microscopio. 

6.3.4 f_á!!!_a.!:_a_d~ Q_uxb~r,t.-

Se ha visto que la cámara de Powell 
no tiene posibilidad de controlar la temp~ 
ratura, y su construcción es complicada de 
bido a su gran número de componentes, por 
lo que Isaac en 1975 describió una modifi
cación de la cámara de Powell, en la cual 
se simplifica la construcción al reducir -
el número de componentes, pero tampoco pu~ 
de controlarse la temperatura. 

Más tarde, en 1977, Dux5ury descri-
bió una nueva cámara en la cual el opera- .. 
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dor puede cambiar la temperatura, y 1 a c'om 
postctón del medi'o de crectmiento con fa"Ci' 

lidad" 

La construcción de esta cámara, -
se presenta en la figura de la página si
guiente" La base de la cámara (A) está -
formada por un cubreobjetos estándar No"l, 
de 10 mm de diámetro el cual está pegado -
con epoxy en una entrada que hay en el fo~ 
do de una placa base de acero inoxidable -
(B)o 

Los tubos de entrada y salida de me
dio de cultivo (c1 y c2) son agujas hipo-
·dérmicas pegadas dentro de unas ranuras -
que están dentro de la placa. La cámara -
se cierra con una membrana de celofán, ci~ 
cular (O) sobre la cual se apoya un anillo 
de goma colocado centralmente" El campo~..-· 

nente (F) también de acero inoxidable, se 
ajusta sobre (B), debe ser bien adaptado a 
x1 y X2 (pequeños rectángulos de goma) pa
ra asegurar la simetría concéntrica alrede 
dor del centro de la cámara. La cubierta 
de agua se cierra con una cobertura de - -
perspex (H) y se sella con un empaque de -
película (G)" Cuatro tornillos (I) mantie 
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nen unidas las partes. Se incorpora un tu
bo de vacío (J) para estirar la membrana. 

El diseño circular de la cámara permi 
te que las tres secciqnes principales sean 
montadas en diferentes posiciones gracias a 
lo cual los tubos de entrada y salida, así 
como el de vacío, pueden acomodarse en dife 

rentes formas. 

(a) sección frontal; (ó 1 plano. 



(e) 

Utl 

(d) l 
1 
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1 '"'·· 1 
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0 33.2 
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l1l ••.• 
ll!o 

(e} mitad de la sección; (d) detalle -
de la sec 
ción cen
tra 1. 

Todas las partes que están en contacto -

con el medio de cultivo pueden ser esteriliza
das por separado en el autoclave (121°C duran
te 15 minutos). La cámara en general mide- -
63.5 mm de diámetro x 14 mm de alto. 
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b.l Preparact6n de las membranas celo~ 

fán: 

El celofán comercial contiene plas 
tificantes que pueden inhibir alg~ 
nos microorganismos. Por lo que ~ 

resulta aconsejable hervir los di~ 
cos de celofán en agua destilada -
durante una hora para quitar esos 
compuestos. 

Las membranas pueden meterse en -
autoclave (121°C/15 min), y luego 
se almacenan mojadas hasta que se 
requiera su uso. 

b.2 Para estirar la membrana y sellar 
la cámara: 

Cuando se moja el celofán, se a·rru 

ga instantáneamente por lo cual es 
necesario aplicar vacío para esti
rarlo de manera uniforme y lograr· 
así una superficie plana, tal como 
en la cámara de Powell. 

Los detalles de la inserción del -
tubo de vacío, así como las opera
ciones para estirar y sellar la --
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membrana, se muestran en la figura 
de la págtna siguiente. 

Aplicando el vacío por (J), el ce
lofán se une periféricamente a (X), 

y se arrastra dentro de la depre-
sión anular (i) como se observa en 
el inciso b) de la figura. En es
ta etapa no hay presión sobre la -
membrana por parte del anillo y el 
celofán se desliza entre la placa· 
base de metal y la goma. Debido a 
la compresión del anillo en la - ~ 

apertura entre (ii) e (iii), como· 
se observa en el inciso e) de la -
figura, se desplaza el celofán - • 
creando un sello hermético en (iii) 
para la cámara. Los tubos d~ me-
dio se unen a la éámara y después· 
empieza el flujo de medio. · 



(a} 
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(bJ 

(e) 

1 

b.3 Abastecimiento de medio: 

Para reducir la flexibilidad de la 
membrana provocada por la presión -
del medio liberado con bombas peri~ 
tálticas, se usa una bomba electro
lítica para impulsar el medio a la 
cámara. Una bomba conveniente de -
este tipo, puede construirse con 
una jeringa de plástico de 5 ml la 
cual se conecta al reservorio de me 
dio a través de un filtro de membra 
na como se observa en la siguiente 
figura: 



filtro 

)"'" 
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reservorio 
de medio 

cámara 

El flujo de medio es directamente· 

proporcional á la cantid~d de co
rriente que pasa a través del cir
cuito cuando está regulada con un 
resistor de 2 Kn. Usando electro 
dos de alambre de platino, de 17 
mm de largo y 8 mm de lado, así e~ 
mo agua acidificada con H2so4 como 
electrolito, el medio fluye entre 
1.5 ml/h (5 mA) y 90 ml/h (150 mA). 
Sin embargo, a altos valores de e~ 
rriente (cerca de 100 mA) se gene
ra un calentamiento considerable,
que puede deformar el plástico; en 
tal caso, se puede substituir por 
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una jeringa de vidrio. La capaci~ 
dad de la bomba depende del volu-~ 

men de agua para la electrólisis.
Aproximadamente 2 litros de gas se 
generan por cada ml de agua. Un -
medio alternativo puede pasarse a 
través de la cámara reconectando -
diferentes reservorios de medios. 

b.4 Control de la temperatura: 

El control de la temperatura se 

lleva a cabo usando una cobertura· 
de agua conectada a un circulador 
de agua con temperatura controlada. 
Este método de control es barato,

y permite al operador modificar la 
temperatura rápidamente durante un 
experimento, lo cual significa -
que los experimentos pueden lleva~ 
se a cabo en un laboratorio normal. 
Cuando la cámara se mantiene a ba
ja temperatura (bajo l5°C) por pe
ríodos prolongados puede ocurrir -
una condensación o existir humedad 
atmosférica sobre los componentes 
metálicos, pero ésto puede quitar
se con papel filtro de vez en cuan 
do. 



b.5 Inoculación: 

La membran~ se inocula con la sus
pensión de bacterias deseada, usan 
do una varilla de vidrio estéril, 
para reducir el riesgo de pinchar 
la membrana. Después se cubre la 
muestra con un cubreobjetos esté
ril de 10 mm de diámetro 

Cámara de Duxbury armada. 

b.6 Observación: 

Se utiliza un microscopio de con
traste de fases. Se pueden usar 
objetivos de inmersión. 

84 
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Esta cámara se uttltzó para obser-
var el desarrollo de AkXhno6aQt~ ~ 

giobifioJt.YYI,()., en 10 horas; y después· 
se le cambiaba el medio por uno que 
tenfa caldo nutritivo pero con penl 
cilina, para ver el efecto de la p~ 
nicilina en las células. 
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7. METODOS DE PLACAS PEQUEÑAS EN PORTAOBJETOS.-

7.1 PARA CONTEO Y LOCALIZACION DE MICROORGANISMOS ----------------------
VIABLES.-----

7.1.1 M~todo de Frost.---------

Frost propuso que el examen bacterio
lógico de la leche podía efectuarse en un -
tiempo más corto si se ponía ésta sobre un 
portaobjetos en lugar de inocularla en ca-
jas petri, siendo que en pocas horas podían 
contarse las microcolonias formadas sobre -
los portaobjetos. 

En el proceso de Frost, se pone 0.1 -
ml de leche en agar nutritivo y se esparce 

esta mezcla sobre un área de 4 cm2 en un -
portaobjetos; luego se incuba de 3 a 8 ho-
ras en una cámara húmeda, se deja secar al 
aire y se fija a la flama para después po-
der teñirlo y efectuar la cuenta. 

Para llevar a cabo la tinción, se co
locan los portaobjetos dentro de una solu
ción al 10% de ácido acético glacial en eta 
nol al 95% durante un minuto para prevenir 
que el fondo tome una coloración espesa; se 
tiñen en azul de metileno (1:4) durante 3 -
minutos y se decoloran con etanol al 95% du 
rante pocos segundos; se dejan secar al ai-
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re. También puede hacerse una tinción de -
gram. 

A este método se le han hecho varias 
modificaciones para efectuar cuentas de ba~ 
terias del agua, helados y mantequilla, así 
como de levaduras y mohos de la mantequilla. 

7 .1.2 ~é_!o_Q_o_d~ fs_ia.!?_rQ_ots_y_B.Q_l.l_e!!_.-

Ellos usan un portaobjetos especial -
que tiene una porción central ~levada para 
soportar el cultivo mezclado con medio de -

cultivo en un área definida. Con este méto 
do se reduce la pérdida de la película de -
agar durante el teñido y el lavado. 

7. l. 3 ~é_1o.9_o _ d~ y_ a!!_ Q_ i j_ e!!_.-

En este método se colocan con una pi_ 

peta capilar 0.05 ml de leche sobre el por
taobjetos; se incuba 16 horas a 28 oc y se 

cubren después con un cubreobjetos cuadric~ 
lado para poder contar las colonias bajo un 
objetivo 40X. 

7.1.4 Método de Rowell.-

Rowell hizo otra modificación del mé-
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todo de Frost, para determinar el nQmero 

de organismos viables en el jugo de nara~ 
ja; para ello, se coloca un portaobjetos 
estéril sobre la superficie de una capa -

de agar estéril contenida en una caja pe
tri. Después se vierte una capa delgada 
de agar inoculado sobre la placa, la cual 
permanece húmeda por la profundidad del -
agar. Luego se incuba y se corta esa ca
pa, se seca y se tiñe para contar las co~ 
lonias. 

7.1.5 Método de Malecki.----------
El método de Malecki consiste en es 

parcir agar en tres áreas circulares de -
1 cm2 en un portaobjetos; se deja solidi
ficar el agar y se le ponen después, en -
dos de esas áreas, 0.03 ml del material -
por analizar y en el tercer círculo se po 
ne líquido solo, estéril, para que sirva 

de control. Después de incubar de 4 a 8 
horas, se tiñe de igual forma que en el -
método de Frost. 

Se han hecho comparaciones entre 

los métodos de placa pequeña y los méto-
dos de placas estándar, observándose mu
chas ventajas en las microplacas, tales -
como que el método es muy rápido, simple, 
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ya que sólo se necesita material de vi- -
drio y medio de cultivo; las placas se -
pueden guardar fijadas permanentemente, -
la cuenta de microorganismos concuerda 
con la técnica estándar. Sin embargo, mu 
chos investigadores han considerado que -
este método por ser microscópico resulta 
molesto y pesado para el personal del la
boratorio en exámenes de rutina, además -
de que requiere de una mayor habilidad p~ 
ra efectuar las cuentas. Es por eso, que 
Humphries inventó un equipo para contar -
automáticamente las microcolonias; consi~ 
te de una pieza ocular que cuenta más de 
1000 objetos por hora mediante dos conta
dores electrónicos; uno que registra la -
medida del objeto y otro que registra el 
número contado. 

7 .1.6 Méto.Q_o_d~ f_o.?_tga!_e_y_Coo~.:-

Se coloca sobre un portaobjetos un 
anillo de metal de 20 mm de diámetro y 1 
mm de espesor. Adentro se le vierte agar 
fundido, el cual después se inocula con -
un volumen conocido de la muestra; se ca~ 
loca un cubreobjetos para cerrar el ani-
llo y se incuba. Debido a que se conocen 
el área de la superficie del agar, el área 
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del campo microscópico y los factores de -
dilución, se puede calcular el número o el 
porcentaje de bacterias viables por campo, 
que son aquellas que forman microcolonias. 

7.1.7 Método de Taubeneck.-

En este método, se esparce una pelí'
cula Formvar sobre un portaobjetos que ti~ 
ne un enrejado; al retirar la película, és 
ta conserva marcada la cuadrícula del por
taobjetos. Después se adhiere la película 
a un cubreobjetos el cual se coloca sobre 
superficies de agar inoculado que están en 
portaobjetos, de esta manera resulta más -
fácil la localización de las colonias. 

7.1.8. Método de Hort.-

Hort propuso el uso de cubreobjetos 
estériles que tienen anillos diminutos cor 
tados con diamante, luego se pone un culti 
vo diluido en el centro de cada anillo; se 
coloca el cubreobjetos sobre una película 
de agar en un portaobjetos y se examina el 
contenido de cada anillo. 
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CROORGANISMOS.-

Engelbrecht, se dió.cuenta de la utilidad
del cultivo en microplaca para la determinación rá 
pida de las actividades fisiológicas de las bacte
rias y Hartman efectuó las pruebas de indol, rojo 
de metilo y Voges Proskauer en placas pequeñas. ~~ 

Por ejemplo, en la prueba del indol en agar-tript~ 
na al 1%, los resultados positivos aparecieron en 
1 1/2 a 4 horas, mientras que en el método están-
dar con caldo triptona al 1%, se necesitan de 5 a 
12 horas. De igual manera, una prueba de reduc- -
ción de nitratos en placa pequeña, con KN03 al 0.2% 
en el agar da resultados positivos en 1 l/2 a 15 -
horas; mientras que en el método estándar usando ~ 

KN03 al 0.1% en caldo se requieren de 4 a 20 horas 
de incubación. 

La producción de actdo y gas por las bacte
rias, fué observada por Bronfenbrenner y Schlesin
ger en placas pequeñas. La cavid~d de un portaob
jetos excavado estéril, se llena con agar conte-
niendo el carbohidrato de prueba y un indicador de 
pH; y se cubre la preparación con un cubreobjetos
estéril; se incuba y se observa la producción de -
ácido y gas. 

Los procedimientos generales para casi to-
das las pruebas de placa pequeña fueron esencial--

·, 
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mente idénticos: se funden tubos con medio de cul
tivo y se mantienen a 45°C. Los portaobjetos ya -
limpios se almacenan en etanol al 95%. Para prep~ 
rar la placa pequeña se saca el portaobjetos del -
etanol, se drena el exceso de alcohol, se flamea -
el portaobjetos y se pone sobre una placa tibia.-
Se ponen de una a ocho gotas de medio sobre el po~ 

taobjetos, se deja que el agar se ponga semi-sóli
do y después se coloca en el agar una asada de cal 
do de cultivo de 6 a 24 hrs. Después, la prepara
ción se coloca en una cámara húmeda para meterla a 
la incubadora. 

7.3 OTRA TECNICA DE CULTIVO EN PORTAOBJETOS.-___ .,.....__~---------....------
7.3.1 Método de Hort.-

Se vierte agar muy caliente sobre un 
portaobjetos colocado en una caja petri, a 
fin de obtener una capa delgada, la cual se 
deja solidificar, y después sobre la pelíc~ 
la de agar se pone cultivo 11quido diluído, 
encima se coloca una pieza de celuloide per 
forado, estéril, y encima de ésta, un cubr~ 
objetos estéril. Cada perforación viene a 
ser una cámara húmeda diminuta. Este méto
do sirve para aislamientos de células indi
viduales. 
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Los métodos de placa pequeña, ofrecen cier
tas ventajas en la identificación de cultivos, ya 
que permiten grandes ahorros: 

del 20 al 50% en el tiempo de incubación; 
un 50% en el tiempo de preparación; 
un 25% en el espacio de mesa de trabajo; 
un 75% en la cristalería necesaria; 
un 50% en el espacio de incubadora requeri
do; 
un 75% en los reactivos para efectuar las 
pruebas. 

Además se puede hacer una deshidratación p~ 
ra conservarlos permanentemente. 



94 

8. METODOS DE CULTIVO SOBRE MATERIALES INERTES DIFERENTES 
AL VIDRIO.-

Como ya se mencionó, los métodos de impronta con-
sisten en que los microorganismos se adhieran a algún -
objeto inerte para que después puedan ser estudiados; -
en esta sección trataremos este tipo de métodos pero en 
materiales inertes, diferentes al vidrio. 

8.1 CULTIVO SOBRE CELOFAN Y OTRAS MEMBRANAS.---------------------

Estos autores observaron que si se p~ 
nen discos de celofán sobre la superficie -
de un medio de cultivo sólido, se difunden 
a través del celofán los elementos necesa-
rios para el crecimiento de microorganismos, 
los cuales crecen sobre la superficie del -
disco. Después, cuando ya existe crecimie~ 
to, se quita el disco del medio de cultivo, 
se esteriliza con vapor de formalina y se
monta para preservarlo permanentemente. Es 
te método se aplica al estudio de la germi
nación de esporas fúngicas, especialmente.
Tales técnicas, usando celofán y otras mem
branas, también son aplicables para el est~ 

dio de propiedades morfológicas de bacte- -
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rias en general (Reed y McKercher}, actino
micetos (Hopwood} y mixomicetos (Daniel y -
Baldwin). 

8.1.2 Método de Hillier.-

Hillier creció los microorganismos di 
rectamente sobre membranas de colodión, las 
cuales se colocan sobre medio sólido o flo
tando en medio líquido. 

8.1.3 Método_d.§_ va.!!_ lterso.!!_ y_ Ruys.-

Ellos crecieron Mycoplasma sobre mem
branas de colodión colocadas sobre una su
perficie de agar-triptona; las trazas degra 
sa del agar-triptona se quitan con éter de 
petróleo, y después se vierte sobre la su-
perficie de agar una solución de colodión ~ 
al 0.5% en acetato de amilo para formar la 
membrana. 

Las membranas de nylon y ésteres de celulo
sa son menos satisfactorias que las de celofán, -
porque esas membranas no permiten el paso del me
dio a menos que haya líquido en ambos lados. 

8.2 FILTROS DE MEMBRANA.-

El procedimiento de filtros de membrana pa-



ra el cultivo de microorganismos, es una técnica ~ 

aceptada generalmente. 

Estos autores cultivaron al microor-
ganismo sobre un filtro puesto en contacto 
con una superficie con nutrientes; después 
se quita el filtro, se seca y se ti~e la -
preparación para hacer la observación mi-
croscópica. 

Este método, se emplea especialmente 
para determinar bacterias en el agua de mar. 
Es importante hacer notar que aunque el - -
agua y otros líquidos son fácilmente filtra 
bles, existen otros que no lo son, y que a~ 
túan como moléculas grandes, tal es el caso 
de la leche, la albúmina de huevo y el esp~ 

to; por lo que para resolver este problema, 
se diluyen antes de filtrarlos, o se les -
adiciona un surfactante y se filtran a 45°C 
obteniéndose una buena recuperación de bac
terias, 

8.3 ENTIERRO EN EL SUELO.-

Como ya se mencionó en el capítulo de 
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métodos de impronta, Cholodny enterró peda~ 
zas de papel filtro unidos a portaobjetos -
de vidrio para estudiar los efectos de enri 
quecimiento sobre la flora del suelo. 

8.3.2 Método de Kuzniar.-

Kuzniar, colocó pedazos de papel fil
tro de peso conocido sobre placas de vidrio 
y enterró las placas por un año para deter
minar la cantidad de celulosa descompuesta. 

8.3.3 Método de Tribe.-

Tribe combinó las técnicas de cultivo 
en celofán y entierro en el suelo. Su méto 
do consiste en lavar pequeños pedazos de e~ 
lofán que se colocan sobre cubreobjetos y -
después se entierran. Los cubreobjetos se 
usan para localizar la preparación ya que 
ésta permanece en el suelo por varias sema
nas. También propuso un 11 Sandwich 11 de 3 C-ª._ 

pas de celofán que se entierra en el suelo; 
al sacarlo se quitan después las dos capas 
externas del celofán y se deja la central -
que es la que contiene el micelio de hongos. 

8.4 CULTIVO EN SACOS DE DIALISIS Y BOLSAS DE PLASTICO.----------------------------
El cultivo de microorganismos en sacos de -



98 

membranas permeables es importante porque pueden 
observarse interacciones entre dos organismos, o -
bien pueden obtenerse condiciones anaeróbicas. 
Posteriormente, en el capítulo de métodos de culti 
vo 11 in vivo 11

, se nombrará un experimento importan
te hecho por Metchnikoff·en donde se usaron sacos 
de colodión de 3-4 ml de capacidad (capítulo 20.) 

8.4.1 Método de Freter~-

Freter estudiando los antagonismos 
bacterianos, cultivó una cepa en una bolsa 
de diálisis suspendida en medio de cultivo, 
después quitó la bolsa e inoculó el medio -
gastado con una segunda cepa de prueba. 

8.4.2 Método de Kneteman.-

Kneteman colocó películas de plástico 
como barreras de oxígeno sobre las placas,
para mantener la anaerobiosis. La penetra
ción del oxígeno a través de las membranas 
de plástico puede evitarse poniendo encima 
capas de agar inoculadas con un microorga~
nismo aerobio o bien, incorporando al medio 
que se puso encima, un compuesto químico 
que se combine con el oxígeno. 
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9. METODOS DE CAJAS PETRI.-

El desarrollo de las cajas petri de plástico, 
con paredes delgadas, planas y translúcidas, ha fa
cilitado la observación microscópica del crecimien
to del microorganismo sobre medios sólidos sin te-
ner que Rreparar cámaras en portaobjetos. Básica-
mente, el cultivo de la caja petri es simplemente -
un tipo de cultivo más grande que el de bloque de -
agar, lo cual permite una preparación rápida y un -
área mayor en donde pueden crecer diferentes especí 
menes. 

Las microcolonias que se están desarrollando 
sobre la superficie de agar de una caja petri, pue
den observarse directamente con microscopio de con
traste de fases con lentes de alto poder, o bien, -
bajo el objetivo de inmersión cubriendo primero el 
desarrollo con un cubreobjetos. Si se requiere, -
pueden cortarse pequeños bloques del agar y se pue
den hacer preparaciones improntas sobre los cubreob 
jetos las cuales después, se fijan y se tiñen. 

Mahoney y Chadwick describieron un método rá
pido para medir la sensibilidad a antibióticos, ba
sado en la inhibición de la formación de microcolo
nias sobre la superficie de placas de agar que con
tienen antibiótico, encontrando que se obtenían bu~ 
nos resultados en comparación con las pruebas en --
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las que se usaban discos. 

9.1. Método de Hiller.-

te) 

Hiller describió un método que permite el 
estudio del desarrollo de microcolonias en mi- -
croscopía electrónica después de un período de -
observación en microscopía de luz. 

I 
(l) 

Como se muestra en este esquema, la super
ficie de una placa de agar, muy delgada se inun-
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da (a) con agua destilada estéril con ayud~ de ~ 

una pipeta; después se aplica una gota (b) de co
lodión (0.5-1% en acetato de amilo) y se esparce 
rápida~ente. Se evapora ~ompletamente el solven
te ya que es un inhibid6r del crecimiento; se in
clina la placa para quita~ completamente la capa 
de agua, quedando (e) la pelícu'la de. colodión te!!_ 
dida sobre la superficie del agar. (d) se aplica 
una pequeña gotita de suspensión'en agua o salina 
del microorg·anismo de prueba, y ?e incuba (e) -la 
prepa~ación como es requerido. (f) Cu~ndo el cre
cimiento ha llegado a la etapa des.eada determiná!!_ 
dolo con microscopía de luz, (g) s~ separa ~n-- .
área escogida del agar y la membrana y (h) ·se ha.;.. 
ce resbalar la tajada del agar bajo una superfi-
cie de agua destilada, de tal maner·a que la· mem.;.. 
brana flota sobre la superficie, llevando a· los 
microorganismos so'bre su lado superior. (.a mem
brana flotante se recubre después con una malla -
enrejada apropiada para la microscopía electróni
ca. (i) Se quita cualquier éxceso pe agUa de aba
jo con un papel filtro y se vuelve a examinar ba
jo el microscopio de luz (j) antes del tratamien
to para la observacjón en el microscopio electró
nico. 

También es posible hacer crecer las bacterias so 
bre películas de celofán extendidas sobre la superficie 
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de una caja de agar. En todos estos casos es necesario 
conservar la humedad del medio.ambiente porque de lo -
contrario muchas. especi e.s tienden .a formar una col o ni a • 
ru~osa y dura. La técnica de disco~ de celofán permite 
transferir los organismos de un tipo de medio a otro, ~ 

con un·mfnimo rompimiento.de las células. Para fa6ili: 
tar las observaciones, las rejillas se marcan sobre. el 
celofán con una navaja. 
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10. METODOS DE DIFUSION EN AGAR.-

Beijerinck se dió cuenta de que al poner gotas de 
soluciones nutrientes o nutrientes sólidos sobre la su
perficie de placas sembradas con bacterias, levaduras y 
mohos, se difundían en el medio permitiendo zonas de -
crecimiento del organismo; incluso observó que las sus 
tancias tóxicas para el microorganismo, producen áreas 
claras alrededor del sitio de establecimiento. Esta -
propiedad de las sustancias, de difundirse en una zona 
limitada del medio agarificado, permite la utilización 
de varias de esas sustancias en una placa de tamaño nor_ 
mal lo cual constituye una miniaturización especialmen
te útil ya que además de que la cantidad de medio utili 
zado por prueba es muy pequeña, la manipulación es muy 
sencilla y el material usado, muy poco. 

Beijerinck fué el precursor de un gran número de 
métodos de difusión en agar, para determinar los reque
rimientos nutricionales de microorganismos, para prue
bas de inhibición del crecimiento, pruebas de enzimas, 
etc. 

Existen varias formas de poner las sustancias que 
van a servir para el experimento, por ejemplo: se pue
den poner pequeños cilindros llenos de antibiótico so
bre placas de agar sembradas, éstas se incuban y se ob
servan zonas de inhibición, siendo su diámetro propor-
cional a la concentración del antibióticoo Otros auto 
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res han usado discos de papel saturados con antibiótico 
y a partir de esta técnica surgieron los multidiscos -
que se utilizan actualmente para pruebas de rutina. Pa · 
ra estudios de microdifusión en gel, Feinberg utilizó
una máscara de plástico con perforaciones pequeñas para 
la aplicación de la muestra; la máscara de plástico li
mita el contacto entre el agar y la muestra. 

Las pruebas de difusión en agar no están limita-
das al uso de cajas petri, ya que por ejemplo, Epstein 
ha usado recipientes de uso doméstico, cubiertos con t~ 
pas de vidrio, en donde caben ~proximadamente 150 zonas 
de crecimiento. 

A continuación se presenta una lista parcial de -
pruebas de difusión en agar: 

-Enzimas: 

-ami lasas 
-arabinasa 
-celulasa 
-colinesterasa 
-fosfatasas 
-lecitinasa 
-hialuronidasa 
-penicilinasa 
-ureasa 

-Otras propiedades fisiológicas: 

-producción de acetoína 
-producción de ácido 
-ácido glutámico 
-cistina 
-histidina 
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-i sol eucina 
-leucina 
-metionina 
-fenilalanina 
-serina 
-triptofano 
-fermentación de carbohidratos 
-producción de indol 
-rojo de metilo 
-hidrólisis de la urea 
-vitaminas: biotina, ácido nicotínico, ácido 

pantoténico, riboflavina, tiami
na, B12 . 

-Voges Proskauer 
-antibióticos 
-toxinas microbianas 

10.1 PRUEBAS CON ANTIBIOTICOS Y OTROS COMPUESTOS INHI 
--------------~---------

BIDORES.-

El método del disco de papel impregnado con 
antibiótico, para pruebas de sensibilidad, ha si
do adoptado por muchos investigadores y por lo -
tanto ha tenido múltiples modificaciones. 

10.1.1 Método de McDaniels.-

McDaniels solucionó el problema de 
hacer una prueba de sensibilidad sobre
muchos cultivos. Para ello, se coloca -
una tira grande de papel filtro impregn~ 
da con antibiótico, sobre una placa con 
medio de cultivo en la cual se habían --
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inoculado los microorganismos de prueba -
en estrías perpendiculares a la tira de -
papel. 

10.1.2 Método de Scherr.-

Scherr y sus colaboradores efectua
ron muchas pruebas sobre cultivos simples 
utilizando discos con muchos extremos sa
lientes conteniendo un antibiótico dife-
rente en cada extremo; esta técnica se em 
plea ahora rutinariamente, simplificada
por la fabricación comercial de tales dis 
cos con maltiples antibióticos, perfecta
mente estandarizados. 

Pruebas similares a las de la inhibición 
se han desarrollado para detectar y probar una v~ 
riedad amplia de materiales biológicos. Teórica
mente, una difusión en agar para una prueba de -
inhibición o de crecimiento es posible para cual
quier compuesto. 

10.2 PRUEBAS PARA TOXINAS MICROBIANAS.-
------~-~-------

Petri, en 1932, observó que se formaba un 
halo alrededor de las colonias de meningococo que 
crecían sobre una placa de agar a la cual se le -
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había añadido suero antimeningococo. El halo re 
presenta una precipitación específica formada por 
la interacción del anticuerpo en el suero con el 
antígeno específico del microorganismo. A partir 
de esta observación, se han ideado numerosas pru~ 
bas, especialmente para toxinas microbianas. 

Ellos introdujeron un método de di
fusión en agar para detectar la toxina -
producida por Cl. ~po~agen~. La antito
xina se incorpora al medio de cultivo. 
Después de una incubación apropiada se ob 
serva un anillo opaco alrededor de las co 
lonias toxigénicas, tal como se forma en 
el proceso de Ouchterlony. Cl. tetanl y 

Cl. batulinum incluso han sido identifi
cados sobre este tipo de placas gracias a 
la especificidad de las antitoxinas. 

10.2.2 Método de Elek.-

Se colocan varios organismos de 
prueba en estrías paralelas a una placa -
de medio; se sumerge una tira de papel -
filtro en antitoxina y se coloca perpendi 
cular con respecto a los inóculos. Des-
pués de la incubación, las cepas toxigéni 
cas se marcan visiblemente por el precipi 
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tado formado de toxina-antitoxina. 

10.3 PRUEBAS PARA ENZIMAS.-

Las pruebas de difusión en agar son muy -
convenientes para las pruebas de enzimas por el 
gran número de muestras que se pueden procesar en 
un sólo paso. Las pruebas clásicas para enzimas, 
aunque resultan más precisas, son mucho más labo
riosas. 

10.3 .1.1 Método_d~ !'!_ij_sma.!!_.-

Wijsman usó métodos de di
fusión en gel para estudiar enzi 
mas de la cebada, y utilizó un -
método similar para estudiar ami 
lasas fúngicas. Se coloca el mi 
croorganismo o la preparación de 
la enzima sobre una placa con -
substrato, se incuba y luego se 
le hace fluir yodo para observar 
las zonas de hidrólisis del almi 
dón. Las muestras se pueden po
ner en microgotitas con una pip~ 
ta sobre una placa. Para que no 
interfieran entre sf los halos -
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de los diferentes microorganis-
mos, se hacen primero pruebas pa 
ra ver cuántos caben en cada pla 
ca y además se puede poner una -
mayor cantidad de substrato o -
una menor cantidad de la suspen
sión de microorganismos. 

10.3.1.2 Método de Cook.-

El usó placas de diferen-
tes almidones para identificar -
diferentes tipos de amilasas en 
alimentos. Se inoculan y reve-
lan como en el caso anterior. 

En lugar de inundar las ~
placas de almidón con soluciones 
de yodo para revelar las zonas -
de actividad de la amilasa, ellos 
colocan un pequeño cristal de y~ 
do en la tapa de la caja, se 
vuelve a colocar el fondo de la 
caja y se entibia pasándola so
bre una flama. Entonces el yodo 
se volatiliza hacia el medio. 
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10.3.2.1 Método de Frazier.-

Desarrolló una placa de -
agar-gelatina a la cual se le p~ 
ne una solución de ácido tánico 
al 1% o una solución de cloruro 
mercúrico para desarrollar zonas 
de hidrólisis después de que han 
crecido los microorganismos so-
bre la placa. 

10.3.2.2 Método de Lewis.-
---~----

Estudió la acción de dife
rentes proteasas sobre placas de 
agar con leche, y se observaba -
un aclaramiento alrededor de las 
colonias. 

10.3.3 Método~E._ara_e~ter~sas.-

10.3.3.1 Método de Rath.-

Utiliza una placa con tres 
capas: una capa base de agar con 
agua, después una capa de agar -
nutritivo inoculado, y después -
de que se han formado las colo-
nias, se pone encima una capa de 
agar que contiene el substrato.-
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Los substratos para la detección 
de lipasas pueden ser: etilbuti~ 
rato, tripalmitato, trioleato, -
triacetina, etc. 

10.3.4 Método~ Q_ara_penj_cj_l in-ª.S-ª.S.-

Una prueba para la detección y eva
luación de bacterias productoras de peni
cilinasa se efectúa poniendo las cepas a 
probar sobre un medio de cultivo que con
tiene penicilina y que ya está inoculado 
con un cultivo susceptible a la penicili
na. El cultivo sensible, crece formando 
colonias satélites alrededor de las cepas 
productoras de penicilinasa. 

10.3.4.1 Método de Manson.-

El efectuó otra prueba pa
ra la detección de penicilinasa, 
utilizando una placa de triple
capa de medios; todas las capas 
contienen fuchsina ácida decolo
rada 1:25. La capa base consta 
de 15 ml. de agar al 1.5%. La
segunda es una capa sembrada con 
Ba.Wi.U6 c.ell.e.M ó Ba.Wi.M .ó ubti 

li-6 en 7 ml de agar al 3%; y la 
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altima capa son 7 ml de agar al 
3%. Después de incubar toda la 
noche a 30°C se colocan sobre -
cada placa, 300,000 unidades de 
penicilina en 2 ml. Las colo
nias positivas se vuelven rojas 
en el lapso de 15 minutos debi
do a la formación de ácido peni 
ciloico, mientras que las colo
nias negativas permanecen inco
loras por varias horas. 

10. 4.1 Jié.!o.Q.o_d.§. fl arke_y_S.!e_el.-

Ellos colocan discos de papel que -
contienen los carbohidratos, directamente 
sobre medio sembrado para el estudio de -
reacciones de fermentación. Todos los in 
gredientes se difunden de los discos, pu
diendo dar las reacciones siguientes: co
lor rojo por la formación de acidez, ya -
que el medio contiene rojo neutro; burbu

jas en el agar alrededor de los discos si 
el cultivo produce grandes cantidades de 

gas y ennegrecimiento del medio alrededor 
y abajo del disco por la formación de H2S, 

ya que el medio contiene citrato férrico. 
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Ellos pusieron tres tiras de papel 

impregnado con carbohidrato dentro de ca
da una de dos placas de agar-desoxicolato 
para la detecci6n de bacterias entéricas. 
Las tiras contienen glucosa, sacarosa y -
lactosa en una placa, y en la otra mani
tol, xilosa y arabinosa. Las estrías se 
siembran en forma perpendicular a las ti
ras, poniendo cuando mucho cuatro culti-
vos diferentes por placa; para detectar -
la formaci6n de gas puede cubrirse la ti
ra con un pedazo de vidrio de 11 x 15 mm. 

10.5 r1_EIOQO~ PA.B_A_VlT~MlN~S.l..JiMlNQ.AIIDO~ l f_AITQRES 
DE CRECIMIENTO.--------

10.5.1 Método de Taubeneck.-----------
El hizo un método de siembra de 

productores de aminoácidos usando répli-
cas de placas. Primero se pone material 
para producir cerca dé 30 colonias por -
placa; después se hacen réplicas de la -
placa inicial en placas adicionales con
teniendo precursores de diversos aminoá
cidos. Estas placas se incuban hasta -
que haya crecimiento y después se esteri 
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lizan bajo luz ultravioleta y se cubren 
con agar mínimo sembrado con diferentes 
auxótrofos (microorganismos que requie-
ren aminoácidos). Los auxótrofos crecen 
sólo en áreas sobre las colonias produc
toras del aminoácido requerido; estas -
áreas pueden ser localizadas sobre una -
placa de medio completoo 
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11. METODOS DE TIRAS DE PAPEL Y DISCOS.-

La detección y caracterización de compuestos so-
bre papel~ ha sido conocida desde hace algún tiempo. 
Con el advenimiento de la cromatografía en papel se de
sarrollaron un gran número de métodos para identificar 
compuestos sobre papel para fines biológicos y quími- -
cos. En esta sección se verán varios métodos para la ~ 

localización de enzimas específicas sobre papel, para 
ayudar al recuento de microorganismos de la orina y de 
otros fluidos, así como medio de transporte para prue~
bas de diagnóstico en sistemas microbianos. 

En los ejemplos citados aquí no se menciona a to~ 
dos los microorganismos y sus productos, pero todos son 
aplicables a sistemas microbianos. 

A continuación se muestra una lista parcial de al 
gunas pruebas en tiras de papel para pruebas de identi
ficación de cultivos: 

-fosfatasa alcalina 
-amil asa 
-arginasa 
-cata lasa 
-oxidasa 
-peroxidasa 
-proteinasa 
-ureasa 
-utilización de citrato 
-fermentaciones: glucosa, inositol, lactosa, mal 

tosa, manitol, sacarosa, xilosa~ 
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formación de gas. 
-producción de H2s 
-indol 
-prueba de rojo de metilo 
-reducción de nitratos 
-Voges Proskauer 

11.1 DETECCION DE ENZIMAS.-

11.1.1 !1_étodo_d.§_ Sa~tri_y_Sreeniv-ª_say-ª_.-

Ellos colocaron una gota de sol~- -
ción de substrato y una gota de muestra -
sobre una tira de papel filtro de 3 x 1/2 
pulgadas; el papel se incuba en una jarra 
húmeda, durante 30 a 60 minutos; después 
se examina para ver los productos de rea~ 
ción esperados. De esta manera, se detec 
tan varias h\Qrolasas usando el substra
to adecuado con solución de Fehling y un 
calentamiento. 

Lissitzky determinó rápidamente las 
actividades de preparaciones enzimáticas, 
sumergiendo una tira de papel filtro en -
esa preparación y después en un substrato 
amortiguado. El substrato asciende en la 
tira por acción capilar y los productos -
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de reacción solubles emigran en el fren
te; después de un tiempo deseado se re
vela la tira de papel. 

Las determinaciones de ureasa y 
urea han recibido la mayor atención; 
una tira de papel filtro impregnada 
con urea-fenolftaleína se sumerge en 
una suspensión bacteriana espesa; la ca 
loración roja de la tira indica la pro
ducción daureasa. Esta prueba de urea 
sa se lleva a cabo en un máximo de 2 ha 
ras. 

·11.2 DETERMINACIONES PARA SENSIBILIDAD AL ANTIBIO-

TICO.-

Además de los métodos ya descritos de di
fusión en agar, son útiles los siguientes métodos 
en papel, para determinaciones de sensibilidad a 
anti bi óti cos. 

Un papel con ocho salientes, cada -
una impregnada con un antibiótico diferen 
te, medio de cultivo y trifenil-tetrazo-
lio, se coloca en una bolsita de plástico 
y se sella; para hacer la prueba, se saca 
el papel con forceps estériles y se moja 
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poniéndolo sobre agua estéril por la cara 
inferior durante pocos segundos; después 
se regresa a su empaque de plástico; la -
superficie superior se impregna con el m-ª_ 
terial infeccioso, se cierra el empaque -
de plástico con cinta adhesiva y se incu
ba la preparación a 37°C durante 3 a 12 -
horas. El inóculo no crece ni reduce el 
trifeniltetrazolio en los exfremos que 
contienen antibióticos inhibidores. 

11.2.2 fié_!os!_o_d~ !!_ierin.9_er_.-

Bieringer usó equipos de plástico ~ 
para la determinación de antibióticos; se 
usa una caja de plástico que tiene 28 de
presiones y en cada una de éstas, se pone 
un disco de papel impregnado con medio de 
cultivo, cloruro de trifenil-tetrazolio -
(TTC} al 0.0375% y un nivel alto o bajo -
de antibiótico" Después se inoculan los 
discos directamente con 0.15 ml (3-4 go
tas) de muestra, tal como orina, o de una 
suspensión 1 igeramente turbia .del microor_ 
ganismo de prueba; se pone la tapa a la -
caja y se incuba a 37°C durante 3 horas o 
un poco más. El cambio de color de los -
discos tratados respecto a los discos co~ 
trol, resulta de la reducción del coloran 
te, a rojo formazán, por el metabolismo -
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bacteriano y es inversamente proporcional 
a la eficacia del antibiótico contra el -
organismo de prueba. 

La resazurina puede usarse en cir
cunstancias similares; de hecho, Kanazawa 
encontró que es más sensible que el TTC,

Y resultó ser menos inhibidora que los -
compuestos de tetrazolio para las bacte-
rias. 

11.3 liRA~ DE_P_&~L_COM.Q_IRANSPORIE.-

También se han usado tiras de papel fil-
tro secadas, como medio de transporte para mandar 
especímenes a laboratorios bacteriológicos. 

Los patógenos entéricos y algunas 
bacterias de la cavidad oral sobreviven -
mejor al secado y al transporte por este 
método, que la mayoría de los no patóge-
nos, de modo que se da un relativo enri-
quecimiento en el porcentaje de patógenos. 

Hollinger, aprovechó ésto para el desarr~ 
llo de un procedimiento para recuperar e~ 
treptococos de la garganta. Usó una com
presa de dacrón para el enjugado inicial, 
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la cual se seca y se envía al laboratorio 
en un tubo, o bien, se restrega en una ti 
ra de papel filtro de 2 x 5 cm, colocada 
entre dos tiras protectoras de vidrio, -
las cuales están dentro de una doble pa-
red de lámina de aluminio pesado. Cuando 
se recibe todo el equipo en el laborato-
rio, se extrae la tira y se coloca boca -
abajo sobre la superficie de un medio de 
cultivo con agar; se ponen dos tiras por 
placa. En el procedimiento original, las 
tiras se incuban 18 horas adicionales a -
37°C. En las placas primarias se observ~ 
ron colonias de Stn~pzoeoeeah beta-hemolí 
ticos y de otras bacterias; en las placas 
réplicas se vió lisis debida a la presen~ 
cia de Stn~ptoeoeeUó beta-hemolíticos, -
pero en las placas réplicas nunca se en-
contró StaphyioeoeeUó. 

11.4 OTROS METODOS.-

11.4. 1 r1_étodo _ d~ ~oyer_.-

Este investigador utilizó discos de 
papel filtro para la identificación de mi
croorganismos anaerobios. 

En este método, se inocula la superfi 
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cie de una caja con agar mediante un alg~ 
dón estéril saturado con la suspensión -
del organismo a probar; se seca la placa 
en una atmósfera de N2, y sobre la super
ficie seca se ponen 5 'discos de 6.5 mm de 
diámetro cada uno con un carbohidrato di
ferente, tales como: arabinosa, fructosa, 
glicerol , glucosa, 1 actosa, ma 1 tosa, mani 
tal, sacarosa y xilosa, adicionado de me
dio basal para carbohidratos (Difco); se 
pone también un disco control sin carbohi 
drato, sólo con medio basal. 

Para las pruebas correspondientes -
se aplica al disco caldo indol nitrato 
BBL mientras está caliente, y se seca en 
una atmósfera de N2; para la prueba de hi 
drólisis de la esculina se aplica al dis
co caldo peptona extracto de levadura con 
0.5% de esculina. Los discos pueden alma 
cenarse en atmósfera de N2 a l0°C durante 
2 meses. 

Después, las placas inoculadas y -

con los discos se incuban a 35°C en una -
jarra GasPak. Como el substrato se difun 
de uniformemente del disco hacia el medio 
de cultivo, el crecimiento aparece cir-
cunscrito a la periferia de cada disco. 
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Para leer los resultados de fermen 
tación de carbohidratos, se pone una go
ta de azul de bromotimol al 1% sobre ca
da disco después de haber obtenido un -
crecimiento visible, y el cambio de color 
de azul verde a amarillo se interpreta -
como una reacción positiva. 

Cuando el crecimiento es visible -
cerca del disco con esculina, se le agr~ 
ga una gota de citrato de amonio férrico 
al 1%; un precipitado negro se interpre
ta como una reacción positiva. 

La reducción de nitratos se prueba 
por la adición de una gota de ácido sul
fanílico al 0.8% en ácido acético 5N y

una gota de alfa-naftil-amina al 0.5% en 
ácido acético 5N; el color rojo indica -
una reacción positiva; si aparecen resul 
tados negativos pudiendo ser por la for
mación de otros productos reducidos, se 
pone una cantidad pequeña de polvo de --
Zinc en el disco y la aparición de un c~
lor rojo confirma la reacción negativa. 

La ventaja de este método es la -
flexibilidad con que se pueden seleccio
nar diferentes substratos para probarse; 
además de que resulta ser un procedimie~ 
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to económico, reproducible y fácil de lle 

var a cabo. 

11.4.2 !1_étodo_d.§. la_W-ªJ'D_e.r_-.b.a!!!b~!.. ~o!!}_P~ny.-

Ellos utilizan placas MICRO-ID que 
son charolas comercializadas, las cuales 
llevan incl~idos, discos de papel filtro 

impregnados con diferentes reactivos para 
efectuar pruebas de identificación de mi~ 
croorganismos. 

En 1979 el Dr. Fannin pudo diagnos
ticar un caso de peste bubónica gracias ~ 

al uso de.la_placa MICRO-ID, debido a que 

no requiere de crecimiento para proporci~ 
nar los resultados y entonces no importa 
mucho si la temperatura de incubación no 
es la óptima. Por ejemplo, cuando no se 
tiene idea de qué microorganismo puede -
tratarse, el cultivo se incuba generalme.D_ 
te a 37°C y en este caso resulta difícil 
obtener un buen crecimiento de Y. pe4~ 
porque su temperatura óptima de crecimie.D_ 
to es de 25°C, lo cual no afecta los re~ 

sultados al usar la placa MICRO-ID. 

En identificaciones de rutina para 
la diferenciación entre algunos microorg~ 
nismos la pl~ca MICRO~ID ha presentado --



los resultados siguientes: 

k 
~ REACCION 

lRUEBA 
POS!-

MICROORGANISMO nvA NEGA-
MINI ·nvA 

-
MA 

-

'Voges Proskauer K.pn.eumorúa.e 1:64 
' 

' . --· -

E. eoU -

Nitrato E. eoU 1:128 

-
A. f¡aeea.L{_).¡ 

. -
. -

Feni 1 a 1 a ni na--- -. -
Pll.. vui.gaJ!.-0 

-

Desaminasa 1:16 

-E. eoU 

Indol E. eoU 1:64 

-
K. pn.eumoniae 
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COLOR FINAL 
DE LAS REAC. 
ClONES POST -
TIVAS Y NE:-
GATIVAS. 

Rosa a Rojo 

Amar; n ri p-ª._ 
1 ido. 

Rojo 

Variable de 
incoloro a 
rosa pálido . 

Verde 

Amarillo p-ª._ 
1 ido. 

Rosa a Rojo 

Variable de 
amarillo p-ª._. 
1 ido a na--
ranja. 

--

1 -' 
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i: REACCION COLOR FINAL 

" DE LAS REAC 
1! PRUEBA t~ I CROO RGAN I SMO POSI- ClONES POST ¡; TIVA NEGA-
¡¡ TI VAS y NE:-
;¡ MINI TIVA GATIVAS. 
'! ~1A l. 

H 
;: Orniti no-des- PJt. mUtab~ 1:16 Gris a púrpura 
¡¡carboxilasa 
,¡ 
1' K. - Amarillo 
ti pn.e.wnon.,Lae. 
~ ~ ,. 

i~ 
.Lisina-des- ~~ c.oU 1:32 Gris a· púrpura 

;i carbox i 1 asa 
;t Amarillo 
n PJt. vuigevúó -
t• 
¡1 
1 

ll 
.• 

!t fqa 1 o nato K. pn.e.wnon.,Lae. 1:32 Verde a azula-
:t do 
!! ¡¡ 
B E: 
íi 

c. o U - Amarillo 
¡¡ 
¡: 
·¡ 
1! Ureasa PJt. vuigwr...iJ.> 1:128 Naranja a Rojo 
1 Púrpura 
l 

¡ 
E. c. o U - Amarillo 

1 

! 
i; 
•¡ - -

j¡ Escul i na K. pn.e.wnon.,Lae. 1:256 Pardo a _negro 

l\ 
·-
' - Sin cambio de 

;l E •. c.oU i! color 
!! ... 

.. 1 ! 
; Arabinosa K. pn.e_w¡¡on.,Lae. 1:256Í Amarillo a á m 

1 

1 

-
bar oscuro 

11 

' -
i l' .1 
i 1 

,, 
1 PJt. vulgevúó - Púrpura 

11 1 1 ¡ =--::4 
_ _:::::::;:-·.:::::.;..-.:.:: .. ::...-:;::-..:::::=::-.:; -<-- .. -· - ........ ~~~-
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¡, 
¡' 
! Adoni to 1 K. pne.umo!Uae. 1:128 Amarillo a 
1 

l ámbar oscu 
ro. 

1 

l¡ PJt. 

11 

vuigaM;., - Púrpura 

p 

!lrnositol K. pne.umo 1úae. 1:64 Amarillo a 

11 
ámbar oscu 

H 
ro. 

t¡ 
!¡ PJt. vuigaM;., - Púrpura 
!¡ 
;¡ 
¡, 

11 Sorbí to l K. pne.umo!Uae. 1:256 Amarillo a 
ámbar oscu -

¡ ro. 
1 

l PJt. vuigal1M - Púrpura 

ll 
11.4.3 J1é.!_o_Q_o_c_Q_n_P-ª_t_b_o!_e~ ~R-ª-Pld_I.:_D_Sys.!_e!)}_11 .-

Este método consiste en la utilización 
de 10 tiras reactivas independientes, comer
cializadas por la compañía General Diagnos-
tics, las cuales tienen aplicadas determina
das cantidades de reactivos para la identifi 
cación de microorganismos. 

1 

. 
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La técnica a seguir es la siguiente: 

Efectuar el aislamiento del microorganismo. 

- Extender 1-2 colonias en la tira de cito-
cromo oxidasa (CO) y observar la colora- -
ción de la misma a los 30 segundos. 

- Realizar una suspensión del microorganismo 
(4-6 colonias) en 3 ml de solución salina 
y repartir 0.3 ml de dicha solución en 8 -
tubos diferentes. A cada tubo, colocar -
una tira de los siguientes tipos de Patho
Tec: N (reducción de nitrato); PO (Fenila
lanina desaminasa); U (Ureasa); I (produc
ción de Indol); H2s ; LO (Lisina descarbo
xilasa); VP (Voges-Proskauer) y M (utiliz~ 
ción de Malonato). 

- En otro tubo seco colocar la tira corres-
pondiente a la hidrólisis de la esculina -
(E), previa extensión del germen sobre la 
tira y humidificación de la misma con solu 
ción salina. 

- Incubar los 9 tubos a 37°C durante 4 horas. 

- Observar las coloraciones finales y clasi
ficar al microorganismo según los resulta
dos obtenidos mediante la tabla siguiente: 



' 

co N PD u 

E6 cheM..c.fúa. ca U + ·- ~ - M 

SfU.geUa. éJpp. - + - -
EdwaJLdó.iella. .taJtda.. - + - -

Salmon.ella. éJpp. - + - -
; 

Alúzon.a. fU.n;.,hawil - + - -

C-Wl.obac.teJt 6Jteun.dil - + - + 
; 

c. MV eJt}.¡ lL6 - + - + -

Kte.b¿¡.{.ella. pn.e.umon..<.a.e. - + - + 
: 

K. Jr.fU.n.M deJtoma.:Uó - + - -
K. oza.e.n.a.e. - + - -

Erl-te!w bac.teJt etoac.a.e. - + - + 
i 

i E. aeJtog e.n.e.éJ - + - -
1 E. Uque.óa.ue.n.}.¡ - + - + 
; E. haón..<.a.e. - + - -
j---
: 

' 

E. agglomeJtan.}.¡ - + + -
S eJtJr.a.üa maJLc.eJ.> ce.J1}.¡ - + -

P. 'Lo -i:e.u,!> V ufg aJL.{.}.¡ - + + 

P. tnULab.{.U}.¡ - + + 

P. moJr.ganü - + + 

P. ,'l_e.ftg eJt.{. - + + 

PJr.Ov.{.de.nUa. éJpp. - + + 

+ 90% ó más de los cultivos positivos 
90% ó más de los cultivos negativos 

+ la mayoría de los cultivos positivos 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

-

+ la mayoría de los cultivos negativos. 
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t-1otil idad 
I H:¡¡S LD VP M E 37°C 

+ - + - - - + 

+ - - - - - -
+ + + - - - + 

- + + - - - + 
·-

- + + - + - + 

- + - - + + + 

+ - - - + - + -
- - + + + + -

- - - - + + -

- - + - - + --
- - - + + + + -
- - + + + + + 

- - + + - + + - -
- - + + + - + - -
+ - - + + + + - - - -
- - + + - + + 

+ + - - - + + 

- + - + - - + -
+ - - - - - + 

+ - - - - + + 

+ - - - - - + 

f!OTA: P.l hacer la identificación, las reacciones del tipo_:!:_ ó :¡:- no deben ser valo
radas ~on la misma evidencia que las pruebas absolutamente + y -
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Con el uso de este sistema se presentan 
las siguientes ventajas: 

~ Rapidez: La identificación del 95% de los 

microorganismos se efectúa a las 
4 horas del aislamiento del ger
men. 

- Exactitud: La concordancia en los resulta
dos obtenidos es superior al 97% 

con los métodos clási¿os. 

- Flexibilidad: Evita la obligación de utili 

zar todo el sistema cuando el -
bacteriólogo, sólo desea determi 
nadas pruebas. 

- Estabilidad: Las tiras se someten a deseca 
ción para garantizar su exactitud, 
estabilidad y conservación. 
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12. METODOS DE SUBSTRATO EN PELICULA.-

12.1 Método de Gates.-

Gates fué probablemente el primero en usar 
las placas fotográficás para titular enzimas pr~ 
teolftica~. Usó cámaras pequefias que se llenan 
hasta el borde con solución enzimática y se les 
coloca en la cima una placa fotográfica; las pa~ 
tículas de plata se desprenden de la superficie 
por la acción de la proteasa. 

La actividad de la gelattnasa se esttma ~ 

por la canttdad de. plata liberada en la cámara o 
por la cantidad desgastada de la placa. 

12.2 Método de Davies.-

Davies hizo una modificación del método an 
terior colocando la solución enzimática directa
mente sobre la placa fotográfica del tamaño de 
un portaobjetos y alumbrándola con una linterna; 
se incuba en una cámara húmeda, después de 1 o 
cual se enjuaga y se tiñe con fuchsina o hemato
xilina. Esta técnica puede realizarse debido a 
que la gelatina es una proteína que presenta fá
cilmente la transformación de sol a gel, y como 
existe igual cantidad de agua en el gel como en 
el sol, pueden difundirse los iones a través del 
gel, lo cual se demuestra con el hecho de que
al poner una gota de colorante en la superficie 
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del gel, ésta se difunde. 

Thirst empleó películas de gelattna sobre 
portaobjetos, obteniendo iguales resultados que 
con películas fotográficas. 

12.3 Método de Bond.-

El hizo películas de almidón (2% de almi-
dón más 4% de agar sobre placa~ de vidrio) que -
sirvieron para detect~r con gran sensibilidad 1a 
actividad de la amilasa. También se han aplica
do otros tipos de capas a portaobjetos para estu 
dios del suelo con placas enterradas. 

Sin embargo, no se ha desarrollado todo el pote~ 

cial de las técnicas de substrato en película para la 
Microbiología; más bien se han desarrolla do extensame!!
te los métodos de substrato en película para la locali 
zación histoquímica de las actividades de enzimas. 

Para el microbiólogo interesado en estas técni-
cas, sin duda es fácil adaptar lps métodos histoquími
cos al estudio de microorganismos. 

12.4 Jid"ª-~Jta~ i ón _de 1 ~métod.Q_ si_ e _paog_s!_.-

Me permito proponer la stgutente adapta- -
ción del método de Daoust. 

Se coloca un substrato en película sobre -
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un portaobjetos y sobre él se pone una gota del -
cultivo a probar; pueden probarse hasta 5 ó-6 cul
tivos diferentes en un portaobjetos. Se incuba la 
preparación en una cámara húmeda, y después si es 
necesario, se revela la película con el indicador 
adecuado para el substrato (o productos) de la en
zima en estudio. 

De esta manera pueden detectarse: amilasa, -
proteasa, nucleasa y hialuronidasa, usando pelícu
las de gelatina más el substrato indicado. 

ENZIMA -sUBSTRATO REVELADOR 

ami lasa almidón luqol 

hialuronidasa hialuronato ácido acé-
de sodio tico 2N. 
leche des- no es nece-
cremada. sario, se -

observa --
aclaramien-
to alrede--
dar de las 
colonias. 

proteasas agar con yema no es nece-
de huevo sario, se -

observa un 
halo claro. 

gelatina licuefac- -
ción de la 
_gelatina 

nucleasa ácido nucléico HCl lN. 
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13, METODO DEL ASA CALIENTL ~ 

Dado que la producción de co2 a partir de gluc? 
sa es un dato tan útil en la identificación de bacte
rias ácido-lácticas, se han desarrollado en los ú1ti-
mos tiempos, varios métodos para detectar la produc- -

ción de C02" 

Los macrométodos convencionales son: 

- precipitación con hidr6x1do de Bario, de Wi-
lliams y Campbell. 

= desplaza~iento del tapón de agar, de Gibson y 

Abdel-Malek. 

Describiremos el método miniaturizado del asa ca 
liente desarrollado por Sperber y Swan en 1976~ y ha-
blaremos después de su eficacia frente a estos métodos 
convenci o na 1 es. 

Ya desde tiempos anteriores, Hammer y Baker ha
b1an notado la producción de gas cuando se sumerg1a -
una aguja caliente en cultivos de leche tornasolada; -
Leichmann observó la producción de gas insertando una 
aguja inoculante caliente, dentro de los cultivos en -
suero-gelatina. 

El método del asa caliente se lleva a cabo de la 
siguiente manera: Se crecen los cultivos en el medio 
ADAC que es medio APT de Difco, adicionado de 1% de --



dextrosa ·y 0.5% de acetato de sodio. la composición 
del medio APT es: 

Extracto de levadura- Bacto ..... . 
Triptona ~ Bacto ..... ": .......... . 
Dextrosa- Bacto ......•........... 
Citrato de Sodio ................. . 
Clorhidrato de Tiamina ., ......... . 
Cloruro de Sodio .....•............ 
Fosfato dipotásico .•. ~ ........... . 
Cloruro de Manganeso ··········"··· 
Sulfato ferroso ...•............... 
Sorbitán-Monooleato ........•...... 

7.5 g 
12.5 g 
10.0 g 
5,0 g 
0.1 g 
5.0 g 
5.0 g 
0.14g 
0.04g 
0.2 g 
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Después se incuban a 27°C durante 24 horas; luego 
se sumerge rápidamente en el cultivo un asa calentada -
al rojo vivo, y se observa el desarrollo de gas en for
ma de un flujo de burbujas. Los cultivos negativos se 
vuelven a probar despu~s de 24 horas adicionales de in
cubación. 

Por este procedimiento se ha detectado producción 
de co2 en tod?s los cultivos en los cuales se precipitó 
con Ba(OH) 2; sin embargo, sólo un 55-66% han resultado 
positivos por el procedimiento del desplazamiento del 
tapón de agar. Después de haber probado diferentes ti
pos de asas, se encontró que el alambre de cromo es el 
más satisfactorio. 
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REACCIONES 
POSITIVAS 

METO DO MEDIO DE CULTIVO Número % 

Precipitación Caldo ADAC 141 100 con Ba(OH) 2 

Asa caliente Caldo ADAC 141 100 

Tapón de agar Agar ADAC y 77 55 
Gelatina V-8 93 66 

Analizando los resultados de esta tabla, puede d~ 
cirse que el procedimiento del asa caliente es tan seg.!!_ 
ro como el método convencional de precipitación con hi
dróxido de Bario, y que es muy conveniente para la de
terminación del co2 producido por bacterias ácido lácti 
cas en un tiempo de incubación corto; es igualmente - -
útil para determinar la producción de co2 por otros mi
croorganismos. 
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14. METODOS DE PLACA DIVIDIDA .... 

La caja de Petri, ha venido a ser un rectp1~ente· 

de cultivo de dimensiones y materiales variados. Aun~ 

que pueden tener medidas diferentes, se na pensado en 
utilizar su espacio interior en forma más económica, -
por 1 o que se ha 'ideado suód ivid irl a. 

14.1 Método de Churchman.-

Churchman insertó tiras de metal en la ca
ja para poder estudiar el crecimiento de una bac 
teria en dos medios diferentes en una misma pla 
ca. 

14.2 Método de Anderson.-

El marcó sectores en una placa individual 
para poder usarla con varias muestras. Este pr~ 
ceso se usa tanto para pruebas rápidas de facto
res de transferencia de resistencia a las drogas 
en Enterobacteriaceae, como para la identifica-
ción de bacterias. 

14.3 !1_é_1odo_d.§. :¿_a_!l.Q_er__ Heyd.§_.-

Este autor ideó una de las formas más 
prácticas de subdividir la caja petri. 

Se colocan 14 anillos de vidrio de 3.2 cm 
de diámetro y 1 cm de alto en una caja petri; se 
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esteriliza el sistema y se llenan los anillos al 
vertir 25 ml del medio con agar en la caja. En 
cada anillo se colocan 0.05 ml de uno de los cul 
tivos en estudio, dejando que se absorban en el 
agarc Se incuba la caja aeróbica o anaeróbica-
mente según se requiera. 

14.4 METODOS DE PLACA DE GOTITA.-

14.4.1 Método_d.§. Bronfe.!lbreD_ner_y_S~hl_e2._inger.

Estos autores describieron un méto 
do de gotita para detectar la fermenta-
ción de carbohidratos por bacterias. 

Se marca el lado externo de la ca
ja con un patrón, o se pone un patrón de 
cartón para depositar las gotitas de - -
agar-carbohidrato caliente en el fondo -

· de la caja petri. Dos gotitas sirven c.Q_ 
mo controles y el resto se inocula con -
un hisopo. Después, se pone una gota -
fresca de agar-carbohidrato sobre las g.Q_ 
titas primarias para obtener una tensión 
ligeramente baja. 

14.4.2 Método de Lindner.-

Lindner usó un método de gotita p~ 
ra el aislamiento de cultivos puros de -
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levadura. Para ello, se diluye una sus~ 

pensión de levadura hasta que cada goti
ta contiene, aproximadamente, una célula 
individual. Después se colocan en el -
fondo de las cajas petri las gotitas de 
esa suspensión; se incuba y se observa -
la formación de las colonias sobre cada 
gota. El proceso se ha modificado _para 
el cultivo en portaobjetos, y entonces -
las gotitas pueden observarse microscópl 
camente. Otro ejemplo de método de pla
ca de gotita es la placa réplica. 

14.4,3 !1_é!_odo_d~ ih~rE_e.!- Pe!_t.fP!!_er_ y_ hlQYs!_.

Estos investigadores utilizaron 
una técnica miniaturizada de gotita la _ 
cual se describe a continuación: 

Se ponen 9 ml de medio de cultivo 
en cada uno de tres frascos con tapón de 
rosca, de una onza de capacidad; se est~ 
rilizan en autoclave y cuando se van a 
utilizar se funden y enfrían a 45°C en 
baño de agua. Con una pipeta insertada 

en el dilutor/distribuidor, como se ob-
serva en la figura siguiente, o con una 
pipeta, se pone 1.0 ml de la suspens1ón 
de la muestra en el primer frasco, se --
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mezcla agitándolo y después se distribu-
yen 5 gotitas de 0.1 ml en la caja petri 
en línea horizontal. 

Después se dejan caer 0.1 ml en el 
segundo frasco con medio de cultivo, se -
mezcla el contenido y con otra pipeta es
téril se distribuyen 5 gotitas del segun
do frasco en la caja petri, abajo de la
primera hilera; y se repite la misma ope
ración para el tercer frasco. Con un po
co de práctica pueden ponerse las gotitas 
en 40 segundos. 

Generalmente si en el método de pl~ 
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cas vertidas se necesitan 48 horas de in
cubación, en el de gotita se requieren de 
20 a 24 horas para que todas las colonias 
tengan una medida contable, como se obser 
va en la siguiente figura: 

Las colonias se cuentan en un aumen
to lOX, ya sea con una lente, el microsco
pio, o con el telespectador como se obser
va en la siguiente figura: 
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Este telespectador es un proyect~r con -
pantalla de vidrio. La caja petti se -
coloca en el espacio para la iluminación; 
la visibilidad de las colonias en las go 
titas es muy buena porque se aumenta su 
tamaño con el aparato, además de que es 
fácil diferenciarlas porque adoptan una 
forma elipsoidal y tienen cierta tenden
cia a verse de color café oscuro. 

Por lo menos se deben contar de 20 
a 30 colonias, o sea que si hay 5 colo-
nias en cada gota, se deben contar las 5 
gotitas, pero si la cuenta es mayor de -
100 colonias por gota entonces sólo de-
ben contarse 1 ó 2 gotas. Se pueden co~ 
tar fácilmente arriba de 200 colonias. 
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Para efectuar los cálculos se toma 
en cuenta un _factor por las diluciones -
efectuadas, ademas de que cada gotita -
contiene sólo Ool ml de la suspensión, -
por lo que la cuenta por ml de esa dilu
ción es la cuenta de la gotita x lOo Por 
ejemplo, si se contaron 25 colonias por 
gotita en la segunda hilera entonces se 
hace lo siguiente: 

muestra en el líquido 
(10g a 90 ml) 

suspensión en el frasco # 1 
(1 ml a 9 ml) 

de frasco #1 a frasco # 2 
(0.1 ml a 9 ml) 

de frasco #2 a gotitas de 
Ool ml 

Factor 
X 10 

X 10 

X 100 

X 10 

Pnr lo tanto la cuenta es la si- ~ 

guiente: 

25 X 10 X 10 X 100 X 10 ~ 2.5 X 106 /ml 
en la muestrao 

En la descripción de esta técnica, 
los factores de dilución son factores de 
lOo De este modo, 1,0 ml transferidos a 

9.0 ml da una dilución 1:10 ; 0,1 ml - -
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transferidos da una dilución 1:91 y no 
1~1000 El error no es muy notable y si 
las diluciones se hacen siempre con el -
mismo factor, ya sea x 10 ó 100, enton~

ces pueden ajustarse los volúmenes de me 
dio en los frascos y se elimina totalmen 
te este error. 

Este m~todo p~esenta las ventajas 
de que puede llevarse a cabo con equipo 
de laboratorio estándar, reduce el gasto 
de material, el tiempo de incubación, el 
trabajo y el consumo de medio de culti-
vo" Además de que el stress térmico es 
menor en la técnica de gotita que en la 
de placa vertida, debido a que el orga-

nismo permanece a 45°C sólo durante 40 -
segundos porque las gotitas al ser libe
radas se enfrían a 30°C en 10 segundos, 
mientras que una serie de placas verti-
das requieren más de 10 minutos para que 
baje la temperatura a 40°C en la mitad -
de las cajaso 

Esta técnica también puede usarse 

para la enumerac1ón de Clostridia spp" -
asf como para aislamientos anaeróbicos -
del intestino; para ello, se colocan las 
placas con las gotitas en una jar~a ana~ 
rábica en donde se pueden colocar hasta 
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40 muestras, mi entras que só! o pueden t,9._ 

locarse de 3 a 4 muestras de placas ver. 

ti das en una jarra anaer-óbica, Sin em-

bargo, existe una desventaja del m€todo 
de gotita para el trabajo anaeróbico y -

es que al tener las gotitas una superfi
cie relativamente grande, permiten una -
aireación rápida que puede dar lugar a -
una oxigenación excesiva de los organis
mos sensibles. 

Para el trabajo anaeróbico se de-

ben tomar las siguientes precauciones p~ 
ra evitar cuentas disminuídas: 

- Afiadir agentes reductores en el medio 
de agar, por ejemplo ácido ascórbico. 

Poner las placas en una caja con hie
lo seco (C02), mientras se vaA acumu
lando las placas suficientes para 11~ 
nar una jarra anaeróbica. 

Renovar el catalizador en perlitas -
(Paladio) de las jarras antes de cada 

incubación. 

Esta técnica de gotita ha sido muy 
util por ser simple, rápida, eficaz y de 
bajo costo, además de que da tan buenos 
resultados como las técnicas de placas -
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vertidas y la de número más probaóle. 

14 o 5 f1ETOQ_O~ Q_E_GQ_T~ INJLA~A.-

Miles utilizó un método de gota en 

placa para llevar a cabo cuentas de colo 
nias; para ello, se deja caer una gota -
del cultivo desde una altura de 2.5 cm ~ 

sobre una placa de agar presecada; de e~ 
te modo la gota se esparce en un área de 

2 l. 5 a 20 O cm . 

El cultivo se pone en varias dilu

ciones y las cuentas se hacen en el área 
de las gotas que contienen el número más 
grande de colonias sin que se vean amon
tonadas o 

14.5.2 Método de Hedberg.-
-----~-.....--~ 

Hedberg utilizó placas de gota que 

tenían agar con agentes antimicrobianos 
para determinar la sensibilidad de los -

microorganismos a los fármacos. Por - -
ejemplo se usan 10 diluciones seriadas -
en caldo de un especimen clínico, tal e~ 
mo el esputo y varias placas con antibi~ 
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ticos diferentes; se coloca una gota de 
0.1 ml de cada dilución sobre cada placa; 
se incuba de 24 a 48 horas a 37°C y se -
hacen las cuentas relativas para ver la 
susceptibilidad a los antibióticos. De 
esta manera se evitan la pérdida de tiem 
po para hacer el aislamiento de un culti 
vo puro 6 la posibilidad de probar un -
aislamiento no representativo. 

En general, las cuentas de gota en 
placa fueron un poco más altas y el error 
estándar fué ligeramente menor que en -
las de cuenta en placa normales. El mé
todo de gota en placa ha sido de uso - -
substancial para una variedad de aplica
ciones, pero no ha sido muy aceptado. 
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15. METODOS DE LINEA DE BURRI Y TUBOS OVALES • .-. 

Estos dos tipos de métodos, al igual que los de 
placa dividida, buscan economizar medio de cultivo pa
ra los casos en que se tienen muestras individuales. ~ 

Ambos son cultivos en tubos de agar inclinado, lo cual 
permite el uso de mayores superficies de agar y su uso 
resulta más conveniente que el de cajas petri dividi-
das en sectores. 

15.1 Método de línea de Burri.-

Burri utilizó un asa con capacidad de 
0.001 ml para sembrar una muestra de leche, en -
estrías sobre una superficie de agar inclinado ~ 

parcialmente seca en un tubo de ensayo. Después 
de incubar 3 días a 30°C efectuó la cuenta de -
bacterias. 

Más tarde Cunningham y Andrews, observaron 
que algunas bacterias que crecen utilizando el -
método de Burri, no desarrollan con el método de 
las placas de agar, incubadas a la misma temper~ 
tura de 37°C. 

Sin embargo, debido a las inexactitudes e~ 
centradas por el método de Burri, éste no ha si
do estimado como un método apropiado para la en~ 
meración de bacterias y resulta adecuado sólo -~ 

cuando no se requiere un alto grado de precisión; 
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algunos investigadores sugieren utilizarlo en ~ 

las determinaciones del número de bacterias 11 re 
lativo 11 en la leche. 

Johns y Desmarais, en 1951 lo usaron para 
observar el nivel de ~ontaminación bacteriana -
de la leche y del huevo líquido; y Ross para d~ 
terminar el contenido microbiano de vegetales -
antes de ser proce~ados. 

15.2 METODOS DE TUBOS OVALES.-------------

Estos autores, modificaron el pro
cedimiento de Burri, ya que mézclaron -
una asada de muestra (con asa de 0.001 ó 

0.01 ml de capacidad) con el agar fundi
do y enfriado contenido en un tubo de e~ 
sayo; después inclinaron el tubo durante 
la solidificación del agar, e incubaron. 
Este método produce un área mayor y faci 
lita el recuento de las colonias. 

Se obtienen resultados similares -
en las cuentas de colonias con los méto
dos de tubos ovales y los de placa están 
dar a la que se le vierte agar; en algu
nas pruebas han resultado ser más bajas 
las cuentas de tubos ovales pero la dife 
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rencia es muy pequeña por lo que quizá 
pueda atribuirse a errores manualeso 

Un análisis estadístico de diferen
cias entre los métodos de tubos ovales y 

los de cuenta en placa estándar mostró -
una mayor concordancia en el de tubos ova 
l e.s. · 

El método de tubos ovales es muy r.§_ 
comendado para efectuar cuentas dé termo
dúricos. 

l5o2.2 Método de Moldavan.----------
Moldavan automatizó el proceso de -

los tubos ovales y describi6 un aparato -
que toma arriba de 400 muestras, funde y 
enfría el medio de cultivo en los tubos -
simultáneamente. 

La cuenta de las colonias en los tubos -
ovales se facilita con un adaptador simple en las 
máquinas contadoras de colonias que existen en -
los laboratorios. 
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16, METODOS DE PLACA DE CONTACTO.~ 

La mayor1a de los métodos descritos para determi
nar la contaminación microbiana de diferentes superfi-
cies caen dentro de tres categor1as~ 

~ métodos de p1 a,cQ. de 
agar 

- métodos de placa de 
agar 

- métodos de filtro -
de membrana 

- compresa de superficie 

- enjuague de s:uperftcte 

~ enjuague de s:uperftcte 

La literatura referente a esos métodos ha sido 
revisada por Walter y por Angelotti; -pero en este trab~ 
jo sólo se describirán ciertas 11miniaturizaciones 11

• 

Describieron un método de placa de agar ~e 

contacto directo con la superficie, en el cual se 
esparce agar estéril sobre un área medida pequena 
de la superficie de prueba; después se cubre el -
agar con la tapa de una caja petri que tiene den- • 
tro un papel filtro húmedo; luego se pone esta 
muestra en una cámara húmeda y se incuba de 16 a 
18 horas a 35°C. Después de la incubación se - ~ 

inunda el aga~ con 233,5-trifenil-2-H-cloruro de 
tetrazolio, para teñtr las colontas; se seca la "" 
preparación y encima se 1e pone una rejtlla de vt 
drio, y se cuentan las colonias con ayuda del mi~ 



151 

croscopioc Se ha visto que este método rinde ~~ 
cuentas mayores que otros de los examinados por 
Angelotti. 

16.2 tl_étodo_d.§. An_g_elottj_.-

Este método consiste en llenar hasta el 
borde con agar, una pequeña copa o una tapa con 
asa para sujetarla, o una caja petri. La super
ficie de agar se presiona contra una superficie 
no porosa la cual se desea examinar; se retira -
el agar, se incuba y se cuentan las colonias. 

16.3 tl_étodo_d.§.!:.its.!SY.-

Litsky sugirió un procedimiento ligera-
mente diferente al anterior, en el cual se corta 
el extremo en donde va la aguja de una jeringa.
hipodérmica de 100 ml, la jeringa estéril se 11.§. 
na con medio de agar, el cual se deja solidifi-
car; con el émbolo se empuja un poco el agar, ha 
ciendo presión sobre la superficie a examinar. -
Se corta la capa de medio inoculada con un cuchi 
llo o una espátula estéril y se coloca en una e~ 
ja petri que se incuba. 

Cate, para este procedimiento usó las cu ... -
biertas artificiales de embutidos, como recipi'en 
tes para los ciltndros de agar. 

Otra variante de este método consiste en -
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colocar el agar en jeringas o tubos de embutidos 
y cortar fragmentos cuya altura sea tgual o ma~ 

yor a su diámetro, de modo que se formen peque~
nos cilindros; éstos se atraviesan por el centro 
de la cara circular y se ruedan con leve-presi·ón 
sobre la superficie a muestrear. Se incuban en 
una cámara húmeda haciendo una marca en el punto 
inicial delmuestreo. Para conocer la superfi-~ 
cie muestreada se calcula el área lateral del ci 
1 i ndro. 

16.4 !1_étodo_d_§_ for9 ·-'"' 

Forg describió un método de tira de papel
agar para contacto directo; se usa una tira de -
papel impregnada con medio de agar húmedo, la 
cual se guarda en un sobre estéril; la tira se -
presiona sobre una superficie como si se estuvi~ 
ra aplicando una venda pequena y después se le
vanta hacia arriba. Se le quita el plástico de 
donde se toma para apoyarla en la superficie, y 
se vuelve a colocar en su sobre original para la 
incubación. El tetrazolio se incluye en el me
dio de cultivo, y entonces las colonias aparecen 
como puntos rojos sobre el papel . 

16.5 !1_étodo_d_§_ ~eidel_y_Pla~c_hk~.-

Seidel y Plaschke, usaron soportes flexi-
bles e impregnados con agar para el cultivo, de 
modo que las superficies a estudiar no tuvieran 
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que ser necesariamente planas, Ellos usaron tn· 
cluso una pel1cula de rayos-X como soporte flexi 
ble para ciertos estudios, 

La cinta de celofán se ha usado más bien -
para colectar especímenes de hongos, para estu-
dios de células y morfolog1a de esporas y se re
comendar1a usarla como soporte flexible para el 
estudio de la contaminación microbiana de super
ficies. Se puede pensar que alguno~ adhesivos -
apropiados facilitarían la recolección de micro
organismos de superficies no porosas, así como -
de superficies húmedas, 
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17. METODOS DE TUBO Y FRASCOS GIRATORIOS.-

17.1 Método de Esmarch.-

Un año antes de que Petri anunciara su in
vento, Esmarch describió el método de tubo gira
torio que presenta varias ventajas sobre la caja 
petri. 

En este método, se mezcla el inóculo con 
agar fundido y enfriado, y se rueda el tubo mie~ 
tras solidifica el medio para formar una capa -
delgada sobre la pared interna del tubo. 

El tubo giratorio da economía de espacié>,
material y tiempo en comparación con el método -
de la placa a la que se le vierte agar. Además, 
existe menos riesgo de contaminación y menor -
problema de que se reseque durante una incuba- -
ción prolongada; algunos autores, entre ellos -
Wilson, han encontrado más fácil el recuento de 
colonias en tubos que en cajas. 

17.2 !1_étodo_d~ Ge~ y_ Th.Q_mE_son.-

Debido a que algunos investigadores habían 
tenido dificultad para obtener una distribución 
satisfactoria del agar sobre las paredes interio 
res del tubo, Gee y Thompson hicieron unas má-
quinas que basadas en la fuerza centrífuga, re
suelven este problema. Constan de un tubo que 



155 

gira rápidamente para distribuir el medio sobre 
las paredes externas, mientras se le· enfría para 
apresurar la solidificación del medio. 

17,3 fié!_odo_d.§. ti_uD._dln_g_er_y_~o.§.ciel.-

Estos autores hicieron un aparato con 12 -
tubos giratorios para formar capas de agar nive~ 
ladas sobre las superficies internas de los tu
bos, colocados horizontalmente. 

17.4 Método de Tai.--------

Describió una máquina que nace girar 7 via 
les pequeños, mientras que los enfría con .agua. 
Estos frascos, aún siendo más pequeños, propor-
cionan un área superficial 0.5 veces mayor que 
la placa petri estándar de 9 cm de diámetro. 

Michaesls, Hylkema y Barclay, describieron 
aparatos para sujetar los tubos giratorios a lo 

largo del campo microscópico, pudiéndose obser-
var de esta manera, todas las colonias más cerca 
namente. Tai y Heyningen, proyectaron una ima-
gen sobre la pantalla para hacer cuentas de col~ 

nias de frascos giratorios, y pudieron contar -
arriba de 2000 colonias de E~eh~ehia eoli por 
frasco. 

Los métodos de tubos giratorios han servido para 
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el aislamiento de bacterias anaeróbicas, principalmen
te de las de la panza de rumiantes, sembrando en me- -
dios de agar pre-reducido. También han servido en la 
investigación de las bacterias de lácteos, asf como en 
la estimación del número de bacterias viables que pe~ 
manecen después del tratamiento con bactericidas. 

Wilson sometió el método de tubo giratorio a un 
examen riguroso, obteniendo cuentas más altas, aproxi
madamente en un 5%, en comparación con las placas ver
tidas; ésto se debió probablemente a que en los tubos 
giratorios se mezcla mejor el inóculo con el medio -
porque se disuelven los grupos de bacterias. 

Wood encontró que el método de tubos giratorios 
en determinaciones de E. eoii en el agua, rinde cuen-
tas iguales o mayores que las obtenidas por el procedl 
miento del número más probable. 

La aplicación más grande y la más investigada, -
de los tubos giratorios han sido en bacteriologfa de 
lácteos, incluso Mulquiny los utilizó para efectuar 
pruebas de la pasteurización de la leche en un labora
torio con buenos resultados. 
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18. METODOS DE GRADIENTE.-

S~ybalski preparó placas de agar con un i~ 
cremento proporcional gradual de concentraCión -
de antibiótico a lo largo de un eje horizontal. 

Las placas se preparan vertiendo dos capas 
de 20 ml de agar. La primera capa de agar sim-
ple se deja solidificar con la caja inclinada, -
permitiendo que s~ cubra todo el fondo pero que~ 
dando en un extremo una porción muy gruesa del 
agar. La segunda capa, con el antibiótico se -
vierte después· de haber colocado la caja en una 
posición horizontal. El antibiótico difunde ha
cia abajo, de modo que se diluye en proporción -
al grueso de las capas de agar, y se establece -
una concentración uniforme del gradiente durante 
la posterior incubación. Por medio de capilares, 
se ponen hasta 10 estrías de las suspensiones e~ 
lulares, paralelas al gradiente de concentración 
sobre cada placa; ésto hace que el método sea mi 
niaturizado. 
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Agar 

+ 
Antibiótico 

Las células resis~entes al antibiótico ere 
cen en forma confluente en la zona de bajo cont~ 
nido de antibiótico pero también forman colonias 
en el otro lado. Las colonias resistentes pue-
den volverse a estriar en la zona de mayor cont~ 
nido de antibiótico para obtener cultivos incre
mentados en resistencia .. 

Este método se usa para comparar la resis
tencia de algunos cultivos a los anttbióticos; -
Szybalski le dió este uso con óptimos resultados 
y se ha encontrado que ello se debe a que en es
ta técnica no influyen los coeficientes de difu
sión de los antibióticos que en cambio, en prue
bas de difusión en agar, hacen necesaria la uti
lización de curvas de calibración para cada anti 
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biótico. Se usa también para hacer pruebas semi 
cuantitativas de inhibidores microbianos y para 
el estudio de factor~s de crecimiento. 

18.2 Método de Link.-

Para observar la interacción de dos anti-~ 
bióticos, Link incorpora un antibiótico primario 
dentro de la placa gradiente, y un antibiótico -
secundario impregnado en una tira de papel fil-
tro de 0.4 x 8.5 mm; se ~olqca la tira a lo lar
go del gradiente del antibiótico primario. Con 
ello, el antibiótico secundario difunde de la ti 
ra en el gradiente de concentración: . 

De esta manera pueden determinarse las ac 
ciones antagonista, indiferente, aditiva o siner 
gista de los pares de antibióticos. En la si- -
guiente página se muestra un esquema que ejempli 
fica este método. 

Agar i l Agar con 
---~?;::::;:=~%$% ~ 4-4-- ant i bi óti co ~~--- primario 

sin 
Antibiótico 

- + Tira de papel 
con el anti-
biótico secun 
dario 
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Sacks preparó una placa de gradiente de -
pH, para lo cual incluyó K2HP04 en la capa más 
baja de agar, y KH 2Po4 en la capa de arriba. 

El pH en un rango de 5.6 a 7.8 puede dete~ 
minarse en cualquier posición de la placa, colo
cando tiras de papel indicador de pH sobre la s~ 
perficie de agar. Otras combinaciones buffer -
pueden usarse para diferentes rangos de pH. Pa
ra examinar el efecto de pH sobre la acción antl 
biótica se vierte una capa gruesa de agar, cont~ 
niendo antibiótico. También se puede colocar un 
papel filtro impregnado con antibiótico sobre la 
placa de gradiente de pH, y se cubre con agar 
i.noculado. 

Existen otras aplicaciones de este método, 
por ejemplo si la cama de la superficie contiene 
0.2% de almidón soluble y se pone un organismo -
de prueba en estrías, paralelamente al gradiente 
de pH, puede determinarse el pH óptimo para la -
producción de amilasa después de inundar el cre
cimiento con una solución de yodo. 

Battley y Bartlett reportaron que el méto
do de Sacks presenta las inconveniencias de que 
se necesitan altas concentraciones de buffers p~ 
ra mantener apropiadamente los gradientes, y de 
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que el gradiente no permanece estaóle por más de 
dos di'as. 

18.4 M~todo de Zack.-

Este investigador propuso hacer un gra- -
diente de pH, pasando una corriente eléctrica dé 
bil a través de un medio de agar; entonces los 
iones hidronio e hidroxilo emigran a los electr~ 
dos de carga opuesta produciendo un gradiente de 
pH. 

Estos autores hicieron gradientes de pH en 
escalones en los 4 cuadrantes de cajas petri; e~ 
locaron en cada cuadrante, medio inoculado con -
un pH ligeramente diferente. 

18.6 Método de Halldal .-

Halldal estudió el crecimiento de las al-
gas en gradientes cruzados de intensidad de luz 
y temperatura para lo cual hizo un aparato para 
producir tales gradientes. 

18.7 Método de Link.~ 

Link describió un método para demostrar el 
sinergismo entre dos agentes antivirales en una 
prueba de placa de gradiente. En una placa ino-
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culada se colocan en forma de V; dos· ttras de pa 
~ 

pel, cada una impregnada con un compuesto dife-
rente. La interacción puede notarse a lo largo 
del área interna de la V, dado que la concentra
ción de cada compuesto se reduce conforme aumen
ta la distancia entre las tiras. 

18.8 Método de Herrmann.-

Estudió la mutación de poliovirus segan su 
resistencia a la guanidina usando frascos como -
placas. Para ello, se inclinan los frascos que 
contienen monocapas de células infectadas por vi 
rus las cuales después se cubren con medio de -
agar que contiene Guanidina a la concentración -
límite más baja; se deja solidificar el agar y

después se colocan los frascos sobre una superfj_ 
cie plana; después se añade una capa de medio de 
agar con Guanidina a la concentración límite más 
a 1 ta. 

Usando esta misma técnica se puede determj_ 
nar la actividad de una variedad de substancias 
antivirales contra diferentes virus. 

En el aislamiento de bacterias de fuentes natura 
les en medios selectivos, el contenido de inhibidor de 
éstos puede ser demasiado alto para aislar el microor
ganismo deseado o demasiado bajo para evitar la proli
feración de los contaminantes. Cuando se trabaja con 
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muchas muestras, no es posible hacer varias prueóas P! 
ra cada una, por lo que el uso de placas de gradiente 
constituye una alternativa de miniaturización para en
contrar la concentración de inhibidor en el medio se
lectivo, que permita el aislamiento. 

Cabe decir que aún no se ha explotado todo el p~ 

tencial de las placas de gradiente. 
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l9o METODOS DE DETECCION DE REACCIONES TEMPRANAS MEDIANTE 
ISOTOPOS RADIACTIVOSo-

19.1 Método de Levin.---------

Levin efectuó un trabajo sobre el desarro
llo de pruebas rápidas para bacterias coliformes, 
usando medios de cultivo adicionados de isótopos 
radiactivoso El método consiste en adicionar un 
substrato de 14c en el medio; se inocula en la -
forma usual y se incuba en un sistema que permi
ta atrapar el 14co2 producido para determinar su 
radiactividad. Levin fué el primero en usar es
te tipo de método para las determinaciones de ru 
tina de cultivos bacterianos. El 14co2 se detec 
ta mucho más fácilmente que el gas acumulado en 
los tubos de Durham. 

Esta técnica se ha usado también para est~ 
diar la acción de compuestos antimicrobianos, mi 
diendo su producción de 14co2 cuando se incuban
en presencia del agenteo Levine y Watts usaron 
esta técnica para probar la actividad de la his
tidina-descarboxilasao 

Para atrapar el co2, se usa la modifica- -
ción de Roth, para lo cual se forma un cilindro 
con una tira de 1 x 3 cm de papel filtro Whatman. 
El cilindro se sujeta firmemente con el extremo 
de un clip de alambre y lo que queda del clip se 



165 

endereza y se introduce a través del centro de -
la tapa de un bote de polietileno, de modo que 
el papel quede suspendido, hacia el interior del 
bote, sin tocarlo. El papel se sumerge en hidró 
xido de hiamina y se deja secar. 

Para la prueba, se coloca la tapa sobre el 
bote que contiene la mezcla de reacción; se incu 
ba y se para la reacción inyectando HCl 6 N por 
un costado del recipiente de polietileno; se se
lla el orificio del recipiente con cinta adhesi
va y se deja media hora; después de ello, se - -
abre el recipiente y se transfiere el papel fil
tro a un vial que contiene flufdo centelleante -
para elusión y subsecuentemente se determina la 
radiactividad. 

19.2 Método de Macleod.-

Macleod describió un método para detectar 
células viables. El cultivo se incuba con 32P -
y se colecta sobre filtros de membrana para medi 
das de radiactividad. La incorporación de 32P ~ 
es proporcional a la cuenta de células viables. 
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20. METODOS DE CULTIVO "IN VIVO" 

20.1 Método de Metchnikoff.-

Metchnikoff fué probablemente el primero -
en usar las técnicas de cultivo "in vivo" minia
turizadas, para resolver un problema práctico; -
él observó que el vibrio del cólera ejerce sus 
efectos nocivos "in vivo" por la producción de -
una toxina soluble; empleó dos sacos de colodión 
de 3-4 ml de capacidad, estériles y llenos con -
medio de· cultivo. En uno de los sacos inoculó -
células de V.ibJr.J..o c.hoieJLa.e., muertas con clorofor:_ 
mo, y en el otro, un cultivo viable del patógeno. 
Después, cerró los sacos y fueron colocados y -
mantenidos en el peritoneo de cobayos. Los sín
tomas de cólera se presentaron solamente en los 
cobayos que contenían el saco con el cultivo via 
ble de V.ibn.io c.hoieJLa.e.. 

20.2 !1_étodo_d~ Tsujj_.-

Tsuji cultivó el bacilo tuberculoso en cá
maras formadas con pequeños vidrios de reloj, e~ 
biertas con papel filtro y papel pergamino sost~ 
nidos en su lugar con una placa de plástico y un 
hilo. Se implantan de 6 a 8 cámaras de 2 x 2 cm 
dentro de la cavidad peritoneal de cada conejo.
En 4 días se alcanza el equilibrio entre el con~ 

tenido de proteínas del suero del conejo y de la 
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cámara interior. Cuando se ha sustituido el pa
pel pergamino por celofán, la difusión cruzada -
se ha limitado al paso de sustancias de peso mo
lecular relativamente bajo. 

Bajo estas condiciones se ha logrado cultl 
var el bacilo tuberculoso de aves pero no el de 
bovino ni el del humano. 

20.3 Método de Fina.-

La miniaturización también se ha empleado 
para estudios de la Microbiología de la panza de 
rumiantes, sólo que usando cámaras más grandes -
que las que se implantan dentro de los tejidos. 

Fina puso filtros pegados en conos para la 
salida de gases de fermentación y los insertó en 
la pared de la panza de rumiantes. Más tarde, -
hizo algunas modificaciones, proponiendo diseños 
de acero inoxidable equipados con salidas de - -
gas, en los que se podía acomodar una gran vari~ 
dad de filtros de membrana, discos de cerámica, 
vidrio poroso, etc. Las membranas más frágiles 
se protegen mediante un enrejado de acero inoxi
dable. 

20.4 t!_étodo_d.§.. fl.:_Sha~_ly.-

El-Shazly también usó tubos de diálisis li 
gados.en ambos extremos para efectuar investiga-
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ciones en la panza de rumiantes. Los sacos se -
colocan en un cilindro protector formado por una 
rejilla de alambre o de plástico. 
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2lo METODOS DE INOCULACION MULTIPLEo-

La Microbiología ha avanzado gracias al estudio 
cada vez más profundo de las actividades de los micro
organismos y sigue necesitando de este tipo de estu- -
dios tanto para su desarrollo, como para su aplicación 
en beneficio del hombre. 

En este campo, la miniaturización ha contribuido 
enormemente con dos de los principales desarrollos en 
la tecnología de esta ciencia. 

Primero, se han producidó una serie de procesos 
más veloces que las técnicas convencionales para el 
examen de las características y propiedades de los 
cultivos. 

Segundo, los procesos se han adaptado para el e~ 

tudio de números cada día más grandes de cultivos de 
microorganismos, utilizando los métodos de inoculación 
múltiple. 

A través de la automatización es posible combi-
nar estos dos desarrollos por lo que ahora se procesan 
grandes números de cultivos rápidamente. 
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21.1 METODOS DE REPLICA EN PLACA Y METODOS RELACIONA-
DOS.-

• 

Estos investigadores utilizaron cua 
drados de terciopelo de 12 cm de lado, -
los empacaron en cajas petri y los esteri 
lizaron en autoclave; después colocaron -
un cuadrado con el pelo hacia afuera so-
bre una madera cilíndrica o un soporte de 
corcho de 9 cm de diámetro y lo sujetaron 
firmemente en ese lugar con una pestaña -
de metal ó con un aro. Posteriormente, -
invirtieron sobre la tela, una placa con 
agar que tenía las colonias iniciales, y 
ejercieron una presión digital ligera pa
ra transferir el crecimiento. En la tela 
quedó entonces el patrón para transferir 
una réplica del inóculo a placas subse-
cuentes. 

El uso del terciopelo para hacer ré 
plicas de placas se volvió muy familiar -
para la mayoría de los bacteriólogos. A 
partir de esta técnica se desarrollaron -
muchas otras, basadas en ella y ofrecien
do diferentes ventajas según el caso. Es 
te método fué usado en algún tiempo para 
determinar la contaminación bacteriana de 
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las telas, poniéndolas en contacto direc
to con la superficie de agar. 

2L L 2 Método_d~ Parry.-

Parry utilizó una forma de contacto 
directo para replicación en el estudio de 
la actividad bacteriostática de algunas -
cremas antisépticas. Su método utiliza -
unos botes de unos 3 cm de diámetro, lle
nos hasta el borde con agar estéril. Es
te medio se inocula por réplica colocando 
el bote directamente sobre la superficie 
de un medio de agar con varias colonias a 
probar. Una vez inoculado se cubre con 
papel seda y se le quita el exceso de hu
medad con papel filtro; se coloca la cre
ma antiséptica sobre el papel seda y se 
deja así durante 1 a 2 horas para permi-
tir que difundan los agentes bacteriostá
ticos de la crema hacia el cultivo, a tr~ 
vés del papel de seda; luego se retira el 
papel con la crema y se incuban los botes. 

Pará determinar que la inhibición -
del desarrollo por el efecto de los anti
microbianos fué únicamente bacteriostáti
ca, se vuelven a replicar los botes sobre 
placas de agar. 



172 

21.1.3 Método de Harris.-----..-----
Harris combinó el método de gotita 

con el de terciopelo, en el cual se pone 
una placa de agar sobre un patrón que tt.~ 

ne marcados 25 puntos; después se cortan 
en el agar 25 discos con.un tubo de vi~·~ 
drio estéril de 8 mm de diámetro; se in
vierte la placa y se quita el agar que r~ 
dea a los discos con un alambre estéril, 
quedando los discos adheridos a la placa. 
Se inoculan los discos con una gotita de 
un cultivo diferente para cada uno y des~ 

pués, utilizando el método del terciope-
lo, se transfieren esos cultivos a otras 
placas marcadas con patrones similares al 
de los discos. 

Este método tiene la ventaja de que 
los discos están separados y entonces los 
productos metabólicos se quedan limitados 
en cada uno de los discos. 

21.1.4 Método_de An~gno~tQ_Poulo.§_ y__ WoQ_dQi.!J_e.-

La técnica del terciopelo se usó p~ 
ra estudiar la asimilación y utilización 
de ácidos orgánicos y aminoácidos; con e~ 
te método se pueden inocular 5 ó 6 y has
ta 10 placas a partir de una placa inicial, 
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Muchos investigadores, como Anagno~ 
topoulos y Woodbine han hecho modificaci~ 
nes del mfitodo que permiten la inocula- -
ción de números mayores de réplicas a pa~ 
tir de un sólo inóculo. Ellos idearon la 
replicación con presión controlada que -
permite la producción de 25 réplicas de 
una ·placa 11madre 11

, sin embarrar los fon-
dos de las placas con sólo tener capas de 
medio de grosor uniforme. El replicador 
se usa para depositar células sobre la su 
perficie de agar de cajas petri, en estu
dios sobre la resistencia al calor. Tam
bién puede replicarse la placa inicial p~ 
ra hacer 5 ó 6 placas 11madre 11

, a partir -
de las cuales se inoculan series de pla
cas. 

21.1.5 Método de Neal .-

El proceso de replicación fué semi
automatizado por Neal, quien arregló un
bote tapado como instrumento para presio
nar. Este bote es de hierro galvanizado 
y tiene soldadas unas uñas de latón de 
1.3 cm de largo, de modo que se inclina -
este instrumento sobre tubos con cultivos 
para tomarlos con las uñas y después ino
cular las placas. 
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21.1.6 Método de Watt.-

Watt describió un método de automa
tización, en el cual una caja petri se in 
serta dentro de una envoltura de perspex; 
accionando el microswitch de un motor se 
hace.descender un brazo de inoculación-
con más de 28 alfileres inoculantes para 
sumergirlos en tubos llenos con inóculo; 
después se mueve el brazo hacia la caja -
petri, se hace descender para inocularla 
y se levanta. La placa se inocula en 6 
segundos y después sale mecánicamente de 
la capucha de perspex. Una segunda placa 
inicia de nuevo el ciclo. Los alfileres 
inoculantes pueden ser substituídos por -
tubos de acero inoxidable conectados a 
un vacío múltiple. 

La cantidad de inóculo que deposi-
tan los aparatos de inoculación puede co~ 
trolarse y hacerse lo suficientemente pr~ 
cisa para que puedan efectuarse determin~ 
ciones cuantitativas miniaturizadas; en -
estos casos se emplean generalmente agu-
jas de 2 mm de diámetro que depositan - -
0.0006 ml, por ejemplo. 

Para verificar su precisión, el apa 
rato se llena con colorante y se inocula 
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en placas de agar; después se disuelven ~ 

los discos de medio en agua hirviente y -

se determina la concentración de coloran
te espectrofotométricamente. 

Holliday usó una pieza de zinc pesa 

do, a la cual se le soldan por la parte -
superior, una agarradera y por la infe- -
rior, 25 tornillos. El instrumento se e~ 
teriliza sumergiéndolo en alcohol y fla-
meándolo. Con ese instrumento se inocula 
una placa principal con medio de cultivo 
completo y después de obtener crecimien-
to, se inoculan con el replicador 12 pla
cas de medio mínimo, cada una suplementa
da con 6 factores de crecimiento. 

21. 1.8 Método_d~ Ma~sey_y_M-ª-ttoD._i.-

Hicieron un replicador confiable y 
fácil de operar, que consta de 25 pipetas 
Pasteur de cerca de 2 mm de diámetro exte 
rior en la punta; las pipetas se sujetan 
en un estante formado por dos hojas de 
acero inoxidable montadas sobre un bloque 
de madera de 5 cm de espesor. Las hojas 
tienen orificios que en la superior son 
de 7 mm de diámetro y en la inferior de 3 
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mm. Se colocan en los orificios las pi
petas Pasteur de 9 pulgadas de largo, y 
se sujetan verticalmente. El inóculo se 
pone en 25 tubos de 13 x 150 mm y se ca~ 
gan las pipetas por capilaridad. Se ino 
cula en placas previamente secadas dura~ 
te 24 horas para evitar que se quiebre -
el agar durante la inoculación. 

Los métodos descritos anteriormen
te presentan ciertas ventajas sobre el -
método del terciopelo, ya que se puede -
hacer un número grande de réplicas en -
tanto que con el método del terciopelo -
se replica un número limitado de una p1~ 
ca princ.ipal. 

Ellos usaron replicadores que te- -
n1an alrededor de 7,500 alfileres, para~ 
asegurar que ninguna colonia sobre la pl~ 
ca 11madre 11 quedara sin replicar. 

Este tipo de replicador presenta di 
ficultades de uso ya que las colonias pu~ 
den mezclarse dado la proximidad de los -
inoculas o puede dificultarse la diferen
ciación de colonias cercanas. 
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21.1.10 Método de Mandell.-

Mandell estudió las mutantes de -
bacterias auxotróficas con un replica-
dor que consta de 37 alambres de tung~ 
tena de 2 pulgadas de largo, encajados 
en un bloque de plástico. Los alambres 
se esterilizan a la flama, se enfrían y 

luego se introducen dentro de una serie 
de pequeños viales que contienen los -
factores de crecimiento. Se pica con -
los alambres una placa de 9.5 cm de di! 
metro que contiene medio mínimo y el -
inóculo. Se incuban las placas toda la 
noche y se cubren con 10 ml de medio mí 
nimo adicionado de 0.1% de cloruro de -
trifeniltetrazolio (TTC) y se incuban -
otras 2 ó 3 horas, Una respuesta posi
tiva de crecimiento se observa como un 
punto púrpura alrededor del sitio de la 
picadura. 

1 eres, 

Uno de los factores más importan
tes en el desarrollo de las microtécni
cas en placas o bandejas, ha sido el d~ 

sarrollo de aparatos de inoculación múl 
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tiple que permiten transferir cultivos 
de placas principales a medios sólidos 
ó líquidos. 

Estos aparatos~ con cabezas ó pun 
tas de alfileres salientes se hicieron 
inicialmente insertando alfileres de -
acero inoxidable de 27 mm de largo den
tro de una plantilla de madera, plásti
co ó metal. 

El aparato de cabezas de alfile-
res es el más adecuado para introducir 
cultivos a un medio líquido o para ino
cular superficies de agar planas, en -
tanto que el aparato de puntas de alfi-
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leres se usa para picaduras en medios 
sólidos ó semi-sólidos. 

Los procesos de inoculación se -
llevan a cabo usualmente bajo una camp~ 
na, mantenida previamente a un nivel de 
contaminación bajo con radiaciones ul
travioleta. Los resultados de las pru~ 
bas preliminares indican que tada cabe
za de alfiler libera cerca de 0.0006 ml 
y cada punta libera 0.0002 ml. El apa
rato ya cargado se utiliza como se ob-
serva en las siguientes figuras: 

Inoculación de 96 cultivos sobre una 
placa de agar. Esta placa fué secada -
toda una noche a 37°C antes de ser ino
culada. Después se invierte y se incu
ba. 
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Inoculación de 96 cultivos dentro de me 
dios líquidos. 

A continuación se describen algu
nas de las pruebas para las cuales se -
utilizan más los multi-inoculadores. 

1.- Detección de Indol. Se llenan 
los pozos con caldo triptofano, -
después de un período de incuba-
ción de 2 a 6 horas, se transfie
ren dos gotas de reactivo de Ko-
vac a cada depósito con una pipe
ta Pasteur; si se forma una capa 
roja en la superficie del caldo, 
la prueba es positiva, 
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2.- Rojo de metilo. Se llenan los p~ 
zas de la placa de microtitula- -
ción con caldo MR-VP y se siem- -
bran con el aparato de inocula- -

ción múltiple de cabezas de alfi
leres; después de incubar se pone 
el reactivo de rojo de metilo en 
cada pozo. Una coloración roja ó 
rosa, indica una reacción positi
va. 

3.- Prueba de Voges-Proskauer. A 1 a 
placa ya inoculada e incubada se 
le añade en cada pozo una asada 
de alfa-naftol, seguida de una de 
KOH, con un asa de microtitulación 
de 0.05 ml de capacidad. Esta -
técnica da los mejores resultados 
para detectar la presencia de ac~ 
til-metil-carbinol. Una prueba
positiva se observa por la forma
ción de un color rojo ó rosa en -
el pozo. 

4.- Pruebas SIM. La producción de -
H2S e indol y la movilidad se pu~ 
den probar con muy buenos result~ 
dos mediante microinoculadores 

con puntas de alfiler. 
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La producción de indol y la movi
lidad pueden detectarse en 8 horas y la 
producción de H2S después de 12 horas-
de incubación. 

. 
Estos investigadores consideraron 

que el replicador de tercicipelo trans--
fiere demasiado inóculo al medio de - -
prueba, y ento~ces disenaron un replic~ 
dor en el cual se usaba espuma pl~stica 
para la inoculación. 

La base del replicador es de per~ 
pex, mide 100 x 100 x 10 mm y tiene 20 

horadaciones de 3.2 mm de di~metro, se
gún el esquema (a) de la figura siguie!!_ 
te: 

-1--~G 

-+---A 

o o. o 

(o) 
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Con este arreglo queda una dista~ 
cia de 14 mm entre los hoyos. El esqu~ 

ma (b) muestra el montaje del replica-
dor. Los tubos replicadores son pipe-
tas Pasteur con un calibre (B) los cua
les están ftjados a la base con unos -
tornillos de 25.4 mm de largo (C), cada 
uno asegurado por la parte inferior de 
la base (D) con una arandela y una tuer 
ca (E). 

Dentro del tubo replicador se in
serta un tapón de espuma de polieter 
(F) de 8 mm de diámetro, previamente e~ 
terilizado en autoclave dentro de un bo 
te cerrado. La constricción del cuello 
(G) de la pipeta permite que el tapón -
sobresalga por el extremo final del tu

bo" 

El replicador se guarda invertido 
sobre un vaso de precipitados con alco
hol para usarse, se flamea el extremo -
del tubo y despu~s se inserta el tapón 
cle espuma con ayuda de unos forceps es
t~riles. 

Con pipeta Pasteur estéril se co
loca una gota de cada suspensión de mi-
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croorganismos sobre un sitio ya asigna~ 
do de una caja petri de plástico esté-
ril, que se coloca sobre el patrón de
los orificios mostrado en la figura - -
(a). De este modo, la compresa de esp~ 
ma del replicador queda alineada sobre 
las gotas, las cuales se absorben a la 
espuma al presionar ligeramente el re-
plicador. Después ei replicador carga
do se presiona sobre la superficie de 
30 medios de cultivo diferentes. Si se 
están usando más medios, puede volver a 
cargarse el replicador inmediatamente -
con un segundo 11 poo1 11 de 20 gotas, pre
viamente preparado en otra caja petri. 

Estos investigadores describieron 
un inoculador con múltiples jeringas, -
que permite inocular más de 100 placas 
en 15 minutos, con una reproductibili-
dad excelente, simplicidad de diseño, -
fácil construcción, costo mínimo y re-
querimientos de mantenimiento insignifi 
cantes. 

El aparato consta de 6 componen-
tes, como se muestra en la siguiente fi 
gura: 
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Los componentes de este inoculador son los
siguientes: 
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MEDIDAS cm) 
C0~1PONENTES CLAVE largo ancho alto 

Soporte A 25.5 36.0 10.5 

Placa frontal 
de protección B 1.6 34.5 7.8 

Sujetador de 
jeringas e 23. o 26.5 1.2 

Placa de presión 
de las jeringas o 23.0 26.5 1.2 

Retenedores E 21.5 3.5 1.2 

Esponjas semi-
circulares ~- F - - 3.6 

Para armar el inoculador de Kaneko y 
Franklin, la placa de presión de las jerin~ 
gas O se inserta dentro de la caja A. El -
sujetador de jeringas e se coloca sobre la 
placa O, de modo que los cuatro postes de -
las esquinas de esta última se ajusten den
tro de los cuatro hoyos de la placa C. Las 
esponjas semi-circulares F sobre la placa O 
actúan como resortes. Las jeringas de 3 ml 
se sujetan en posición vertical con las pu~ 
tas hacia arriba y los émbolos sobre la pl~ 
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ca D. Las pequeñas marcas negras, en los 
extremos de la placa e son marcas de pre- -
sión hechas por los tornillos grandes que 
la sujetan. Los retenedores E se ponen en 
su lugar después de que se han hecho los -
ajustes iniciales con el tornillo de pre-
sión, de modo que todas las gotas sean de -
la misma medida. La placa B, actúa como un 
protector contra contactos accidentales con 
la placa C. El aparato se limpia con un d~ 
sinfectante, regularmente durante Slt uso, y 

ocasionalmente se esteriliza en autoclave. 

Inoculador de Kaneko y Franklin armado 

Para efectuar la inoculación, se pone 
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una suspensión bacteriana en cada una de -
las jeringas de 3 ml ;. se les quitan las -
burbujas de aire y se insertan en uno de -
los orificios de la placa C. Se colocan -
en su sitio los retenedores C. La placa D 
se coloca sobre la cima de los émbolos de 
las jeringas, y se le aplica presión para 
liberar gotita~ de las jeringas. La uni-
dad formada por C, D y E, se invierte y se 
inserta dentro del soporte del inoculador 
A. Las dos piezas de madera E, se retiran 
cuidadosamente y la placa B se coloca al -
frente de A para sujetar el sistema. Las 
primeras gotitas se ajustan con los cuatro 
tornillos de presión colocados en las es
quinas. La inoculación se lleva a cabo co. 
mo se muestra en la siguiente figura: (Pág. 
189). 

Una de las ventajas de este método,
es que la superficie de agar no es tocada
por el inoculador, por lo que no es neces~ 
rio flamear, enfriar ó sumergir repetida-
mente para esterilizar. Además, debido a 
la posición invertida de la placa durante 
la inoculación se reduce la contaminación . 
por el ai~e, resultando ser un inoculador 
muy eficaz y seguro. 
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ta caja petri que contiene el m~dio 
se sujeta sobre el inoculador; las go 
tas se recogen sin hacer contacto en~ 
tre el inoculador y el agar. 

Borje Lindstrorn describió una 
nueva técnica para recoger las colonias 
bacterianas así corno un nuevo tipo de -
replicación. 

Todo el si sterna sonsta de: unas -~ 

perlas de vidrio, un aparato recogedor, 
un tamiz y un nuevo tipo de replicador. 

El aparato recogedor mostrado en 
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la figura A(b), consiste en un tubo de 
vidrio ligeramente encorvado en la pun
ta más estrecha y con un orificio late
ral que puede conectarse a una fuente -
de vacfo mediante un tubo de plástico. 

Fig. A 

Con el aparato reco·gedor conectado 
al vacío se aspira una perla de vidrio -
estéril para lo cual se tapa con un dedo 
el hoyo lateral del tubo. Luego se su
merge la perla en una colonia, e inmedi~ 
tamente se transfiere a uno de los hoyos 
del tamiz, colocado sobre una placa de 
agar nutritivo. Cuando la parte de la -
perla que. lleva el inóculo sale a través 
del tamiz y toca la superficie del agar 
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nutritivo, se destapa el hoyo lateral -
del aparato, quitando el dedo para tñt~ 
rrumpir el vacío. La perla se deja en 
el tamiz y el procedimiento se repite -
con otras perlas de vidrio y otras co
lontas. El hoyo lateral del aparato -
permite al operador regular el vacío -
con la presión del dedo. Si el aparato 
recogedor se contamina, puede sumergir
se en etanol y flamearse. 

El tamiz de perlas mostrado en la 
figura A(a) de la página anterior, tie
ne 100 hoyos de 3.5 mm de diámetro, que 
acomodan perlas de vidrio de 3 mm de -
diámetro. Tiene tres patas de metal en 
la periferia, para fijarse a la placa -
de agar nutritivo y permite sacar las -
perlas, invirtiendo la placa. La parte 
inferior central del tamiz está excava
da a un espesor de 0.5 mm para prevenir 
la formación de una película de humedad 
entre el tamiz y la superficie de agar 
nutritivo. 
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tubo de metal 

"t L.~r ... ~~ *, w Jj.. .u. 
7 3.5 2 

El tamiz puede acomodar 100 perlas 

sobre una placa individual. Después de 
que los cultivos deseados se han inocul~ 
do en la caja madre mediante las perlas 
inoculadas, éstas y el tamiz se quitan -
fácilmente, colocando la tapa de la caja 
petri sobre la placa'''inoculada e invir--

-

tiéndola. Como el tamiz tiéne 3 patas -
metidas en el agar, se golpea suavemente 
sobre el fondo de la placa para qui_tarlo. 
Las perlas y el tamiz se esterilizan des 
pués lavándolos en etanol y flameándolos. 

Con las colonias que aparecen en -
.esta placa 11madre 11 y usando el-replica-
dor descrito a continuación, se puede h~ 
cer un número enorme de réplicas de muy 
a 1 ta cal i dad. 

El replicador requiere de una fuen 
te de vacío que proporcione una succión 
uniforme sobre toda la superficie de la 
placa 11madre" y en lugar de terciopelo -
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se utilizan papeles filtros estériles y 

húmedos para dar una superficie tersa. 

El replicador, como se observa en 
las figuras By C está hecho de polivi
nilo y tiene 2 anillos del mismo mate-
rial, uno para sujetar la tela soporte 
en su lugar y el otro para fijar el pa
pel filtro de 9 cm. 

Fig. B 



a ni 11 o 
interno de 
polivinilo 

anillo-----' 
externo de 
polivinilo 
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tela soporte 
rejilla der-----papel filtro 

drenaje 
,..-----tubo de meta 1 

Fig. e 

Primero se-colocan dos papeles 
· ' fi 1 tr6s secos, de 7 cm de diámetro so-

.. r&f~ 

bre la tela soporte del replicador, co
mo se observa en la figura C, para ab-
.sorber 1 as trazas de humedad del papel 
filtro esterilizado de 9 cm.de diámetro 
y para prevenir una contaminación por 
la fuente de vacío. El papel filtro h~ 
medo de 9 cm de diámetro se fija en su 
lugar con un anillo externo de polivini 
lo. Después se invierte la placa "ma-
dre" sobre el replicador y se hace un -
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contacto uniforme aplicando una succión 
ligera, como se observa en la figura B; 
se elimina el vacfo y se retira la pla
ca 11 madre 11

; todas las colonias encon-
tradas en la caja 11madre 11 son transferj_ 
das al papel filtro; después para inoc~ 
lar las placa~, se invierten sobre el -
replicador. 

Unido al anillo externo de polivj_ 
nilo, se encuentra un tubo met~lico que 
automáticamente hace una marca de refe
rencia en la superficie del agar, para 
mostrar la orientación de la placa 11ma~ 

dre 11 y la de las réplicas. 

El tamiz permite la inoculación -
de 100 colonias diferentes y se ha vis
to que la combinación de tamiz y repli
cador en un método dan resultados muy -
satisfactorios, como se observa en la -

figura! 
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En este ejemplo, se transfirieron 
coloni,'as de E.6c.he1UcJzia. c.aU medtante 
perlas de vidrio y tamiz, a una placa -
de agar nutritivo y se incubó a 37°C du 
rante 4 horas; después se usó esa pl~ca 
11madre 11 en el procedimiento de réplica 
descrito. 

En esta figura las placas son: 

A. Placa 11madre 11 después de 4 horas 
de incubación a 37°C. 

B. Placa principal después de la re
plicación y otras 5 horas de incu 
bación a 37°C. 

C. Quinta réplica después de 5 horas 
de incubación a 37°C. 

Por supuesto, el tiempo de incuba 
ción, depende de los rangos de creci- -
miento de las bacterias empleadas en el 
experimento. 

Este tipo de replicador da exce-
lentes resultados pudiendo efectuarse -
aproximadamente 20 réplicas sucesivas. 

También con este método, es posi
ble replicar colonias muy pequeñas, ade 
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m8s de que raramente se observan colo~~ 
ntas embarradas unas con otras por 1 o .. 
que este método puede ser muy útil en 
Microbio logra. 

21.2 METODOS DE DILUCION CON ASA~ PIPETAS GOTERAS Y 
OTRAS COSAS PARA TRANSPERENCIA.DE.CULTIVOS ... 

Berridge utilizó un método de ino 
culación para hacer transferencias rápi 
das, que consiste en tener un cilindro 
de platino de 3 mm de largo y 2 de diá-

. metro, con paredes de 0.2 mm de espesor, 
soldado a un alambre de platino de 0.5 

mm de diámetro en un ángulo recto con 
el eje del cilindro; este dispositivo 
es más exacto y requiere menor habili
dad en su uso que el asa estándar de -
0.01 ml. 

Las asas estándar ó calibradas se han 
usado por mucho tiempo en bacteriolog1a de la 
leche, para hacer diluciones ó para inocular -
tubos, botes ó placas. Su uso genera resulta-
dos menos exactos que los obtenidos con pipe-
tas, pero salva el problema de tener que hacer 
diluciones, lo cual consume tiempo. La estan 
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darización de estos métodos·, en todos sus deta~ 
lles es muy importante; por ejemplo, la cant'f ... .,.. 
dad de muestra recogida por un asa depende del 
ángulo. A 28°el asa actúa como una cucfiara y 
translada más muestra que cuando se saca en un 
ángulo de 90°. 

Takátsy diseftó un asa espiral ·
que se flamea para esterilizarla y se 
enfría antes de ponerla en contacto con 
la superficie de un fluTdo, el cual -
llena el espacio encerrado por el . es
piral y se mantiene ahT por la tensión 
superficial; de esta manera, se pueden 
transferir volúmenes relativamente - ~ 

grandes (0.025 a 0.2 ml} de fluido. 

Este tipo de asas ha sido muy 
usado para hacer diluciones en estu- -
dios serológicos y virológicos, así co 
mo para la transferencia rápida de pa
ramecios para su observación en el mi 
croscopio. 

21.2.3 Método de Cook_y Yousef.-
...--....---...----T"'"""" ~---

Ellos usaron agujas hipodérmicas 
sobre las pipetas para gotear. Se po
dían usar diferentes medidas de agujas 



para obtener una variedad en las medh
das de la gota. Tambi€n diseAaron un -
aparato para sujetar varias pipetas de 
goteo para hacer inoculaciones múlti- -
ples. 

21.2.4 Método de McGuire.-

McGuire utilizó palitos aplicado
res para transferir el inóculo de tubos 
de fermentación primarios a tubos de -
confirmación, en pruebas como el análi
sis de·coliformes del agua. Se introdu 
ce un palito dentro del tubo primario -
de fermentación, se retira y luego se -
sumerge en el fondo de un tubo confirma 
tivo; se agita suavemente y se desecha 
el palito. 

En comparación con las pipetas y 

asas, los aplicadores dan el número más 
alto de confirmaciones en la transferen 
cia de inóculo; por otro lado, con pali 
tos ó con pipetas las transferencias se 
hacen en la mitad del tiempo requerido 
para hacerlas con asas. Los palitos 
también son adecuados para la transfe-
rencia de colonias de una placa a otra. 
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Mucnos de los métodos descritos en la sec 
~ 

ci6n 21.1 pueden uttltzarse en la fnoculaci6n -
de tubos y bandejas, por lo que en esta secci6n 
se mencionarán algunas técntcas adicionales pa~ 
ra el manejo de nameros grandes de cultivos. 

Ellos usaron una placa de alumi-
nio con 25 perforaciones en cada una de 
las cuales se pone un vial de fondo pl~ 
no. Los viales llenos con medio s6lido 
o líquido se inoculan con una serie de 
25 cultivos dtferentes con un inocula-~ 

dor multipuntos. Para detectar el gas, 
se cubre el agar con un cuadro pequeHo 
de vidrio o de plástico que mida de 4 a 
6 mm ó con un disco para atrapar burbu
jas. 

21.3.2 Método_d~ fochy_K"ª-.Pla.Q_.-

Ellos construyeron una placa de -
plástico con 25 cavidades, la cual se 
ajuita en el fondo de una caja petri. 

Para efectuar determinaciones de 
sensibilidad al antibiótico, se ponen -
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O. 05 ml de. una sol uci'ón de 1 a sustanci'a 
en cada cavtdad y se seca la placa. Las 
placas ya secas se pueden almacenar por 
periodos 1 argos de ttempo, y para rea"-1 i' . ..--

zar la prueba se ponen 0.2 ml de caldo 
de cultivo con aproximadamente 105 bac
terias/ml en cada cavidad; se incuba la 
placa y se leen los resultados. 

Estos investigadores describieron 
un aparato de inoculación simultánea p~ 
ra series de tubos de cultivo; consiste 
en una placa con 60 agujas de 4 pulga-
das de largo y 3/16 de grueso, alinea-
das con los tubos de cultivo; los tapo
nes de los tubos se levantan todos a un 
mismo tiempo para que las agujas ya car 
gadas inoculen el medio líquido ó semi
sólido. Para enjuagar las agujas se -
usan unos tubos intermedios con solu- -
ción estéril. 

21.3.4 Método_d§. -ª_ear.9_i§..-

Beargie miniaturizó el método de 
dilución en tubo para determinar la su~ 
ceptibilidad de las bacterias a antibió 
ticos; usó placas con lunares en lugar 
de tubos de ensayo. Las diluciones del 
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antibiótico hechas en el medio de culti 
vo líquido, se ponen en las depresiones 
y después se inocula. Se cubre la pla
ca con una envoltura de plástico que se 
presiona alrededor del borde de cada de 
presión; se incuba 18 horas a 37°C y se 
leen los resultados. 

Este método es de igual exactitud 
y más rápido y económico que el método 
de dilución en tubo. 

Las bandejas de vidrio ó de plástico -
grandes con muchas cavidades han sido muy úti-
les en estudios serológicos, ya que las dilucio 
nes seriadas se pueden hacer muy rápidamente, -
reduciendo los problemas del manejo de materia
l es. 

Rutinariamente se utilizan placas de mi 
crotitulación con 96 cavidades, i las cuales se 
les ponen 0.2 ml de medio de cultivo. Se usan 
cubiertas para evitar la contaminación y retar
dar la evaporación durante el almacenamiento e 
incubación de las placas. Para observar los re 
sultados se busca la aparición de turbidez. 

Por ejemplo, cuando se inoculan las ca
vidades con cultivos de Staphifloeoee~ a~e~ ó 

de E~eh~ehia eoli usando de 0.05 a 0.2 ml, -
se obserya una turbidez definitiva en tan sólo 
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2 horas de· incubación a 37 °C. .Con vi ene usar ·-
0.2 m1, pues aunque los volúmenes menores dan·
turbidez en menos d~ 2 horas, también presentan 
más fácilmente 1 os problemas de evaporación. 

· Como se muestra en 1 a siguiente tab1 a, el 
crecimiento visible ocurre mucho más rápidamen
te en los depós_itos de placas de microtitula- -
ción que en volúmenes más grandes de medio en -
tubos de ensayo. 

Recipiente Volumen 
de cultivo (ml} · o 

0.05 + 
Pozos de 0.10 + una placa 
de micro- 0.115 -t-
titulación 0.20 -

0.25 -
(1)1.30 -

Tubo de 0.50 -
ensayo l. 00 -

5.00 -
10.00 -

- Turbidez no visible 
+ Turbidez ligera 
+ Turbidez definida 
++ Muy turbio 

Tiempo (horas 
1 2 ') 

.J 4 8 20 

+ + ++ ++ ++ ++ 

+ + ++ ++ ++ ++ 

+ + ++ ++ ++ ++ -
+ + + ++ ++ ++ 

+ + + ++ + ++ 

+ + + + + ++ - -
- - + + + ++ 

- - - + + ++ 

- - - + + ++ 

- - - - + ++ 
-

' 
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Para llenar las placas puede usarse una 
variedad de pipetas automáticas y para efectuar 
las pruebas de carbohidratos se pone, después -
de la inoculación una capa de mezcla en partes 
iguales de aceite mineral-Amojell (aceite ameri 
cano); esta capa sirve para dar condiciones ade 
cuadas para la fermentación para atrapar el gas, 
ya que reduce la permeabilidad al oxígeno y no 
provoca inhibición del crecimiento. 

Estos investigadores utilizaron -
una microtécnica mecanizada para la ti
pificación serológica de cultivos de -
E~eh~ehia eoti; diseñaron un gotero -
mdltiple que consiste esencialmente de 
120 jeringas de acero inoxidable sujet~ 
das verticalmente en un armazón espe-
cial, ~e modo que las agujas queden en 
la mitad de los pozos. Este aparato, -
puede distribuir 120 antisueros difere~ 
tes dentro de los 120 pozos de una ban
deja. 

Para llenar primero las jeringas 
se coloca el bloque (a) de la figura de 
la página siguiente, el cual tiene 120 
reservorios de 2.5 ml, sobre la placa -
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base (b). Después, la placa base y el 
bloque se levanta con la manija (e) y -

entonces las agujas (d) se sumergen en 
el fluido, mientras que los émbolos (e) 
de las 120 jeringas (f) están conecta-
dos a una placa transversa 1 (g), 1 a - -
cual puede levantarse o bajarse por me
dio de 2 motores eléctricos (h) que es
tán en 1a cima del aparato. Los moto-
res son operados con un switch princi-
pal (j) y dos botones para movimientos 
hacia arriba (k) y hacia abajo (1). 

Gotero múltiple de Guineé y Hansen. 
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Después de haber llenado las je-
ringas se coloca una bandeja (m) sobre 
la placa base (b}, se levanta y se col~ 
ca en la posición adecuada con la pala~ 
ca (n)~ quedando el fondo de los pozos
a 2 mm de la punta de las agujas, por -
lo que las gotas formadas en las puntas 
fluyen dentro de los pozos. 

Se oprime el botón de inicio (p)
Y se baja la placa transversal para que 
cada jeringa libere una dosis igual, de 
0.05 ml. Después, la bandeja se reem-
plaza por una vacfa y se repite la ope
ración. Las jeringas se limpian colo-
cando un reservorio (r) sobre la placa 
base3 de 500 m1 con solución salina fe
nolada al 0.5% y 1% de glicerol para 1~ 
bricación. 

Después de llenar las bandejas 

con los antisueros mediante el gotero -
múltiple, se les añaden con pipeta 0.05 
ml de la suspensión del antígeno, o sea 
del cultivo por identificar, previamen
te teñido con violeta de genciana para 
facilitar la lectura de las aglutinaci~
nes; se incuba toda la noche a 37°C y -
después se observan las aglutinaciones 
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mediante la 11 caja de lectura 11 mostrada
en este esquema. 

, .• :·· 
~· 

En esta caja, se coloca la bandeja 
(a) sobre una pl~taforma transparente 
(b) en donde está escrita la tabla de 
los sueros en una forma inversa. La - -. 
fuente de luz (e) proyecta las reaccio-
nes en el espejo inclinado (d). 

Si las aglutinaciones son positi--
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vas se titulan entonces con el autotitu 
lador II de Canalco programado para di
luir el antisuero de 1:10 a 1:5,120, -
Los antígenos se adicionan con una pip~ 
ta. 

Esta microtécnica muestra varias 
ventajas con respecto a los métodos co~ 
vencionales, ya que por ejemplo se re
quiere una cantidad muy pequéña de anti 
sueros y antígenos, un menor espacio en 
el laboratorio y menor tiempo. 

Estos investigadores utilizaron -
placas de microtitulaci6n de 96 pozos -
para el aislamiento de Chtamydia tnaeho 

m~ de conjuntivas infectadas. 

En los métodos convencionales se 
utilizan cubreobjetos redondos de 12 a 
13 mm de diámetro, y tubos de ensayo i~ 
dividuales, por lo que el manejo de un 
número grande de tubos a 1 mismo tiempo 
es limitado en la etapa de centr-ifuga-
ción. Es por esta éausa que se pensó -
en hacer los aislamientos primarios de 
Che.amycUa .tltaehom~ en placas de mi--
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crotftulación de 96 pozos, pre~esterflt 

zadas, conteniendo c~lulas BHK-21 en mo 
nocapa sobre cubreobjetos redondos de 5 
mm. Se pueden efectuar 384 pruebas (4 
x 96) en cada centrifugación utilizando 
este método de microcultivo celular. 

21.3.7 Método~d.§. !'1_il_kin~ y_ !'1_alker.-

Estos investigadores desarrolla-
ron un micrométodo para la identifica-
ción de 48 bacterias anaeróbicas en pl~ 
cas de microtitulación, basándose en su 
patrón de fermentación de carbohidratos. 

Los carbohidratos que ellos prue
ban son: almidón, amigdalina, arabino-
sa, celobiosa, esculina, fructosa, glu
cosa, glucógeno, inositol, lactosa~ mal 
tosa, manitol~ manosa, melobiosa, rafi
nosa, ribosa, salicina, sorbitol, saca
rosa y xilosa. 

Primero se distribuye el medio de 
cultivo a 70-80°C adicionado del subs-
trato, en los pozos de las placas de mi 
crotitulación, mediante una jeringa au
tomática de 5 ml, conectada a un distrl 
buidor que tiene 8 salientes para llenar 
una fila de 8 pozos, con 0.25 ml de me-
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dio en cada uno, como se observa en la 
figura de la página siguiente. 

Despu~s se incuban las micropla-
cas durante toda la noche a 37°C, para 
verificar la esterilidad y para secar-
las ligeramente; antes de inocularlas
se meten en una cámara anaeróbica. Se 
inoculan las placas con los cultivos ya 
crecidos a probar; después se cubren -
con una tapa de plástico estéril para -
reducir la contaminación cruzada de los 
pozos, asegurándola con cinta adhesiva; 
se perfora la porción de la tapa corre~ 
pondiente a cada pozo con la punta de -
un alfiler para permitir el escape dé -
los gases producidos durante la fermen
tación. Se colocan las placas una sobre 
otra en una cámara anaeróbica y se in
cuban a 37°C durante 3 días. 

La fermentación se detecta con un 
indicador colorido como rojo de fenal -
al 0.2% ó con un pequeño electrodo para 
medir el pH. Este método tiene un 97%
de seguridad en·la reproductibilidad -
además de ser muy económico, por lo que 
resulta muy útil para los laboratorios 
que necesitan identificar un número - -
grande de anaerobios a un mismo tiempo. 
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Jeringa automática de Wilkins y Walker 

El replicador utilizado para la -
tra~sferencia de 48 cultivos de bacte-
rias anaeróbicas en una placa de micro
titulación fué diseñado también por Wil 
kins y Wal ker9 y presenta las s.iguien-
tes ventajas: 

- es pequeño y apropiado para usarlo -
dentro de una cámara anaeróbica. 

- es lo suficientemente simple y esta
ble para ser operado fácilmente. 

- es capaz de inocular el agar por pi
cadura en lugar de hacer una inocula 
ción superficial. -

- tiene un grado bajo de contaminación 
- puede esterilizarse fácilmente. 

En la siguiente figura. se mues--



tra el replicador completo, visto de 
frente: 
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El replicador tiene una cabecera 
con 96 clavitos como se observa en la -
parte ~erecha de la siguiente figura. -
Se carga con el in6culo introduciendo -
cada clavito en un cultivo bacteriano -
distinto. 
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Los cultivos se encuentran en los tubo~ 
de vidrio de la placa principal mostra
da en la siguiente figura~ 
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Para cubrir los clavitos se usa -
la placa-escudo que se muestra en las -
siguientes figuras; este escudo inter-
viene sólo cuando los clavitos no son 
empujados dentro de los tubos de inócu
lo ó dentro de los pozos con agar; sir
ve para evitar la contaminación de! un 
clavo a otro, para asegurar un alinea-
miento exacto de la cabecera con los tu 
bos de inóculo y con los pozos de las -
placas. 

Vista de la placa
escudo unida a la 
cabecera; los cla
vitos se prolongan 
fuera de la placa. 

Vista de la placa
escudo unida a la 
cabecera; los cla
vitos están cubier 
tos por la placa. 

El proceso general se lleva a cabo 
dentro de una cámara ana.eróbi ca. Se 

prueban 48 cultivos al mismo tiempo, de
jando 48 pozos sin inocular como contro
les de esterilidad del medio. 
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Mediante el uso de ptpetas Pas- -
teur se llenan los 48 tuóos con los inó 
culos, y se usa una tapa de plástico e~ 
téril para cubrir la placa principal -
cuando no se estén llenando los tuboso 

La alineación exacta de la cabece 
ra y la placa principal que contiene -
los tubos de inóculo, se lleva a cabo -
insertando una placa de microtitulación 
sobre cada lado de la placa principal -
sobre la bandeja del replicador y se -
ajusta su posición mediante tornillos -
encontrados en los extremos de la bande 
ja; con ésto quedan alineados lateral-
mente los componentes del aparato. El 
alineamiento del frente con la parte -
posterior se logra ajustando ·los dos p~ 
sadores que corren a lo largo de la ba
se y que están unidos al fondo de la -
bandejao Después de que las placas han 
sido alineadas, se procede a la inocul~ 
ción, para lo cual se pone sobre la ba~ 
deja del replicador y a la derecha de -
la placa principal, una placa que con-
tenga el medio de cultivo, como se ob
serva en la siguiente figura: 
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La placa principal se empuja firme~ 
mente contra la placa del medio de culti
vo y la cabecera del replicador se baja -
lentamente para cargar los clavos con - -
in6culo. La placa a ser inoculada se usa 
para empujar la placa principal contra el 
tornillo de ajuste del otro extremo de la 
bandeja, quedando ast altneada la placa -
de medio para la inoculación. Se baja -
suavemente la cabecera hasta que la plac~ 
escudo haga contacto con la placa de - -
prueba y luego se acaba de bajar la cabe
cera para empujar los clavos dentro de - ... 
los pozos. Este procedimiento se repite 
para cada substrato a probar. 

Este tipo de replicador puede uti-
lizarse para muchos otros procedimientos 
que necesiten inoculaciones múltiples re
petidas y también puede utilizarse aeróbi 
camente, lo cual resulta ser más fácil. 

21.3 .8 Méto.Q_o_ d~ ~tar_g_el,_Thomp~o!!_,_Pl:!_ill.iP~· Lom 
bard_y_Dow~ll.-

Estos investigadores utilizaron dis 
cos de papel impregnados con un substrato 
bioquimico, como una microtécnica para la 
caracterización de bacterias anaer6bicas. 
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Estos discos se colocan dentro de los po
zos de una placa de microtitulación y se 
inoculan con 0,05 ml de una suspens-t6n e~ 

lular. En los discos de urea y de H2S se 
adicionan 0.1 ml de aceite mineral esté-
ril. 

Se colocan las placas inoculadas en 
una jarra GasPak ó en una cámara anaeróbi 
ca con un alto grado de humedad para evi
tar que se sequen lps discos. Los resul
tados se reportan después de 48 horas de 
incubación; el cambio de color de los di~ 
cos se compara con la reacción de color -
estándar y si el dtsco está incoloro a -
causa de la reducción del indicador por -
el cultivo, se ponen de 1 a 2 gotas de s~ 
lución acuosa de rojo de fenol ~1 0,025% 

para permitir la detección de acidez. 

La reducción de nitratos se prueba, 

añadiendo 1 6 2 gotas de reactivo A para 
nitratos (ácido acético-sulfanílico) y 1 
ó 2 gotas de reactivo B para nitratos (di 
metil-alfa-naftilamina) al disco con me-
dio de nitratos. 

Al disco con medio SIM para la de-
tección de indol y H2S, se añaden 4 gotas 

del reactivo de Kovac para detectar la 



presencia de indol, 

Para probar la descomposición del -
peróxido de hidrógeno, se adiciona H2o2 -
al 3% en un pozo que contiene suspensión 
celular, 

Una de las principales ventajas de 
este sistema es su flexibilidad y versati 
lidad para utilfzar una gran variedad de 
substratos; de hecho este método se utili 

za con magnificas resultados para efec- -
tuar las siguientes pruebas: indol, pro-
ducción de H2S, hidrólisis de esculina, -
reducción de nitratos, catalasa, y ferme~ 

tación de: arabinosa, glicerol, glucosa, 
lactosa, maltosa, manitol, manosa, sacaro 
sa, salicina y xilosao 

El 93o8% de los resultados obteni-
dos concuerdan con los de pruebas conven
cionales y solamente las pruebas de tndol 
H2s y reducción de nitratos concuerdan en 
un 90%, 

Estos investigadores utilizaron una 
microtécnica para determinar el número -
más probable de microorganismos del suelo 



220 

que oxidan al amoniaco. 

Se coloca una alícuota de 0.05 ml -
de medio de amoniaco-carbonato de calcio 
dentro de cada uno de los pozos de una mi 
croplaca estéril de 8 x 12 pozos. 

Posteriormente, se n&cen dtluctones 

seriadas con asas calibradas que liberan 
0.05 ml. Las asas se colocan dentro de
los 8 pozos previamente inoculados, se gl 
ran r~ptdamente y se pasan a los siguien
tes 8 pozos en donde otra vez son girados 
rápidamente. Esta operación se repite -
hasta completar la serie de diluciones en 
toda la pl&c&. E1 result&do son 12 dtlu~ 

ciones seriadas cada una con la mitad de 
la concentración de su antecesora, con 
ocho réplicas de cada dilución. 

Despuªs se cubren las placas con -
una tapa de polipropileno y se incuban d~ 
rante 3 semanas. Al término del periodo 
de incubación3 se colocan las placas en -
un cuarto a temperatura ambiente y se les 
añade un indicador (difenilamina al 0.2% 
en H2so4 concentrado) para probar la pre

sencia de nitratos y/o nitritos. Un co-
lor azul en la reacción indica que se han 
formado estos productos finales y por lo 
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Microplaca con asas calibradas de dilución 

tanto, los pozos que lo presentan se consi 

deran positivos. 

Las tablas de NMP para esta técnica 

utiiizan tres datos: P1, P2 y P3 que indi 
can: 

el número de pozos positivos -
en la mayor dilución en la - -
cual todos los pozos son posi
tivos (P, = 8) ó el número de 
pozos positivos en la dilución 
con el mayor número de pozos -
positivos. 
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el número de pozos pósi 
tivos en la dilución si-~ 
guiente a la de P1 o 

~ el número de pozos positi
vos en la dll ución siguie.!!_ 
te a la de P2• 

Con la combinación P1 , P2 y P3 se 
busca en las tablas el NMP para la mues
tra y el dato obtenido se multiplica por 
el factor de dilución de la fila de P2;
como cada dilución representa la mitad 
de la anterior, los factores de dilución 
(inversos de las diluciones) son: 

2 para la primera fila 
4 para la segunda fila 
8 para la tercera fila 

16 para la cuarta fila 
32 para la quinta fila 
64 para la sexta fila 

128 para la séptima fila 
256 para la octava fila 
512 para la novena fila 

1024 para la décima fila 
2048 para la undécima fila 
4096 para la duodécima fila 

Finalmente, como el volumen de inó 
culo empleado en cada caso es de 0,05 ml, 
se multiplica por 20 para obtener el nú
mero más probable por ml de la suspen- -
sión originalo 
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Por ejemplo, en la siguiente figu

ra tenemos que: 

pl = 8 

p2 =. 6 

p3 = 8 

dilución 

) 

El factor de dilución correspondie~ 

te a la fila de P2 (6a. fila) es 64. 

Se busca en la tabla el NMP para 8 
6 4 que es 1.565 como se observa en la -

tabla puesta a conti~uación. 
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TABLA DE NUMEROS MAS PROBABLES 

pl p2 p3 
error 

p1 Pz p3 
error 

Nt·1P estQndar N~1p estandar 
T o o 0.037 1.000 6 1 4 0.570 0.311 
2 o o 0.077 0.708 6 1 5 0.635 0.299 
2 o 1 0.117 0.578 6 2 o 0.397 0.361 
2 1 o 0.118 0.578 6 2 1 0.455 0.342 
2 1 1 0.160 0.501 6 2 2 0;515 0.326 
3 o o 0.121 0.579 6 2 3 0.579 0.312 
3 o 1 0.163 0.502 6 2 4 0.645 0.300 
3 o 2 0.206 0.449 6 2 5 0.715 0.289 
3 1 o 0.165 0.502 6 3 o 0.462 0.342 
3 1 1 0.208 0.499 6 3 1 0.524 0.326 
3 1 2 0.253 0.411 6 3 2 0.589 0.312 
3 2 o 0.210 0.450 6 3 3 0.657 0.301 
3 2 1 0.256 0.411 6 3 4 0.728 0.290 
3 2 2 0.302 0.381 6 3 5 0.803 0.281 
4 o o 0.168 0.502 6 4 o 0.533 0.327 
4 o 1 0.213 0.450 6 4 1 0.599 0.313 
4 o 2 0.259 0.411 6 4 2 0.668 0.301 
4 o 3 0.306 0.382 6 4 3 0.742 0.291 
4 1 o 0.216 0.450 6 4 4 0.818 0.282 
4 1 1 0.262 0.412 6 4 5 0.901 0.275 
4 1 2 0.310 0.382 6 5 o 0.608 0.314 
4 1 3 0.360 0.358 6 5 1 0.680 0.302 
4 2 o 0.265 0.412 6 5' 2 0.755 0.292 
4 2 1 0.314 0.382 6 5 ·' 3 0.835 0.283 
4 2 2 0.365 0.358 6 5 4 0.919 0.276 
4 2 3 0.416 0.338 6 5 5 0.101 0.269 
4 3 o 0.318 0.382 7 o o 0.347 0.386 
4 3 1 0.369 0.358 7 o 1 0.404 0.362 
4 3 2 0.422 0.339 7 o 2 0.463 0.343 
4 3 3 0.477 0.322 7 o 3 0.525 0.327 
5 o o 0.221 0.451 7 1 o 0.410 0.363 
5 o 1 0.269 0.412 7 1 1 0.470 0.343 
5 o 2 0.319 0.383 7 1 2 0.534 0.327 
5 o 3 0.370 0.359 7 1 3 0.601 0.314 
5 o 4 0.423 0.339 7 1 4 0.671 0.302 
5· 1 o 0.272 0.413 7 1 5 0.746 0.292 
5 1 1 0.323 0.383 7 2 o 0.478 0.343 
5 1 2 0.375 0.359 7 2 1 0.543 0.328 
5 1 3 0.429 0.340 7 2 2 0.612 0.315 
5 1 4 0.484 0.323 7 2 3 0.684 0.303 
5 2 o 0.327 0.383 7 2 4 0.760 0.293 
5 2 1 0.380 0.360 7 2 5 0.841 0.284 
5 2 2 0.435 0.340 7 2 6 0.926 0.277 
5 2 3 0.492 0.323 7 3 o 0.552 0.329 
5 ; ~ 0.550 0.309 7 3 1 0.623 0.315 

" ll :!R!1 11.:!60 7 3 2 0.696 0.304 
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CONTINUACION 

pl p2 p3 N~1P error pl P.2 p3 NMP error 
. e.~taildar. estandar 

5 3 1 0.441 0.340 7 3 3 0.775 0.294 
5 3 2 0.499 0.324 7 3 4 0.858 0.286 
5 3 3 0.559 0.310 7 3 5 0.947 0.278 
5 3 4 0.622 0.298 7 3 6 1.042 0.272 
5 4 o 0.447 0.341 7 4 o 0.634 0.316 
5 4 1 0.507 0.324 7 4 1 0.710 0.305 
5 4 2 0.568 0.310 7 4 2 0.790 0.295 
5 4 3 0.632 0.298 7 4 3 0.877 0.287 
5 4 4 0.699 0.288 7 4 4 0.969 0.280 
6 o o 0.280 0.414 7 4 5 1.068 0.273 
6 o 1 0.332 0.384 7 4 6 1.176 0.268 
6 o 2 0.386 0.360 7 5 o 0.724 0.306 
6 o 3 0.442 0.341 7 5 1 0.808 0.296 
6 o 4 0.500. 0.324 7 5 2 0.896 0.288 
6 1 o 0.336 0.384 7 5 3 0.992 0.281 
6 1 1 0.391 0.361 '1 5 4 1.096 0.275 
6 1 2 0.449 0.341 7 5 5 1.209 0.270 
6 1 3 0.508 0.325 7 5 6 1.332 0.266 ... -~--- ----
7 6 o 0.825 0.298 8 4 3 1.054 0.287 
7 6 1 0.917 0.290 8 4 4 1.171 0.282 
7 6 2 1.018 0.283 8 4 5 1.301 0.278 
7 6 3 1.126 0.278 8 4 6 1.444 0.274 
7 6 4 1.244 0.273 8 4 7 1.607 0.272 
7 6 5 1.376 0.269 8 5 o 0.870 0.302 
7 6 6 1.523 0.266 8 5 1 0.972 0.295 
8 1 o 0.495 0.346 8 5 2 1.085 0.289 
8 1 1 0.564 0.330 8 5 3 1.208 0.284 
8 1 2 0.637 0.317 8 5 4 1.346 0.281 
8 1 3 0.714 0.306 8 5 5 1.500 Ó.278 
8 1 4 0.796 0.296 8 5 6 1.679 0.277 
8 2 o 0.574 0.331 8 5 7 1.886 0.277 
8 2 1 0.648 0.318 8 6 o 0.999 0.297 
8 2 2 0.728 0.307 8 6 1 1.117 0.292 
8 2 3 0.812 0.297 8 6 2 1.248 0.288 
8 2 4 0.903 0.289 8 6 3 1.396 0.285 
8 2 5 1.001 0.283 8 6 4 1.565 0.283 
8 2 6 1.106 0.277 8 6 5 1.760 0.283 
8 3 o 0.662 0.319 8 6 6 1.993 0.285 
8 3 1 0.744 0.308 8 6 7 2.279 0.288 
8 3 2 0.831 0.299 8 7 o 1.153 0.295 
8 3 3 0.925 0.291 8 7 1 1.293 0.291 
8 3 4 1.027 0.285 8 7 2 1.452 0.289 
8 3 5 1.138 0.279 8 7 3 1.636 0.289 
8 3 6 1.259 0.275 8 •7 4 1.855 0.291 
8 3 7 1.395 0.271 8 7 5 2.124 0.294 
8 4 o 0.759 0.310 8 7 6 2.465 0.301 
8 4 1 0.850 0.301 8 7 7 2.921 0.312 
8 4 2 0.947 0.293 
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El número encontrado en la tabla se ~ 

multiplica por el factor de dilución: 

1,565 x 64 ~ 100.16 que es el número más pr~ 

bable en 0,05 ml de suspensión; se multipli~ 
ca este dato por 20 para obtener el número -
más probable en 1 ml del inóculo original, 

20 X 100,6 = 2,003,2 

El NMP/ml de la suspensión original es 
2,003,2 

La técnica de microplaca da números 
probables más altos que los de la técnica de 
tubos convencionales pero presenta varias 
ventajas: 

- facilidad con la que pueden proce~
sarse grandes números de muestras, 

incremento de la precisión 

- ahorro en equipo, reactivos y espa
cio para la incubación, 

La técnica también se ha usado para p.2_ 
blaciones desnitrificantes y puede adaptarse 
para otras determinaciones, usando diferen-
tes tipos de medio de cultivo, 
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Estos investigadores hicieron un -
micrométodo visual para medir los efec-
tos de agentes antifúngicos sobre la ge~ 
minación y so5re el crecimiento de los 
hongos. Este procedimiento se ha ensay~ 
do con griseofulvina como agente antifQ~ 
gico y con T~Qhophy~on m~ntag~ophy~eó ~ 

como microorganismo de prueba, obtenién
dose mejores resultados que con la prue
Ba estándar 5asada en la determinación -
del peso del micelio seco. 

Los pasos del micrométodo son: 

1.- Se preparan soluciones de agarosa 
SeaPlaque al 0.2% y 0.8%; se hie~ 
ven y se enfrían; se mantienen a -
45°C. 

2.- Con una jeringa automática de 50~1 

se coloca en el centro de cada po
zo de una placa de microtitulación 
de fondo plano, una gota de 1 ~1 de 
la solución de agarosa al 0.8%. Es 
ta gotita aumenta la adherencia de 
las esporas suspendidas en agarosa. 
Se usan 5 pozos para cada dilución 
de prueba, pero no se trabaja con 
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los pozos perifértcos de la placa 
ya que en ellos la evaporación es 
diferente a la del resto de la pl~ 
ca, de modo que se dispone de 60 -
pozos en cada placa. 

3.- Se coloca la placa de microtitula
ción con las gotitas de agarosa s~ 
óre una placa calentadora a 45°C y 

se pone la tapa de la placa tange~ 
cialmente para ayudar a la evapor~ 
ción, Cuando las gotitas están ca 
si secas (cerca de 30 minutos), se 
retira la microplaca de la placa -
calentadora y se deja a temperatu
ra ambiente. 

4.- Se añaden 10 ~lde una suspensión ~ 

con 2.4 x 106 esporas/ml a. 70 lll
de la solución de agarosa al 0.2% 
y se colocan 2 lll de esta suspen
sión de esporas en el centro de e~ 
da pozo previamente cubierto con 
la agarosa. Cada gotita de 2 ~1 

contiene 600 esporas. 

5.- Se coloca la placa de microtitula
_ción sobre una superficie nivelada, 
a 4°C durante 30 minutos para que
solidifiquen las gotitas. 
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6.- Se hacen diluciones del agente an~ 
tifúngico en el medio de cultivo y 

se ponen 0.1 ml de cada dilución -
en un pozo. 

Los pozos control reciben sólo 0.1 
ml de medio de cultivo. 

7.- Se incuba la placa de microtitula
ción a 30°C. 

8.- Se observan los resultados en tiem 
pos determinados para examinar: 

8.1 -Germinación: examinar 100 es
poras en cada uno de 3 pozos 
de la misma dilvción y se - -
cuenta el número de esporas -
con y sin túbulos de germina
ción. 

8.2 -Longitud de las hifas: usando 
una escala en el ocular, se -
miden las hifas primarias que 
estén creciendo de 20 esporas. 

8.3 -Crecimiento total de hifas: -
Usando una rejilla ocular con 
100 cuadros, se cuenta el nD
mero de cuadros ocupados con 
elementos hifales. Se cuen-
tan 5 rejillas en diferentes 
pozos de la misma serie. 

8.4 -Esporulación: se observan dia 
riamente los cultivos para de 
tectar la formación de esporas. 
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Se pueden obtener los siguientes datos: 

Tiempo y concentración del 
agente que reducen la germin~ 
ción de esporas. 

Mínima concentración del age~ 

te que· afecta la longitud de 
las hifas en 24 horas. 

Mínima concentración del age~ 

·te que inhibe el crecimiento 
visible. 

Alteraciones en las hifas y/o 
en las esporas y concentracio 
nes a las que se presentan. 

El micrométodo es más seguro y sen 
sible que el método convencional ya que 
permite detectar un crecimiento tan pe-
queño que no es medible por el método -
convencional y permite detectar altera-
ciones morfológicas. 

Además, económicamente hablando, -
la prueba del micrométodo cuesta 80% me
nos que las pruebas de macrométodos; el 
tiempo requerido para llevarlo a cabo es 
hasta un 80% menor, ya que los resulta-
dos pueden obtenerse en 18 a 48 horas, -
mientras que con el método convencional 
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se requteren de 5 a 6 dfas. 

Se ha visto que algunos métodos de 
inoculación múltiple sobre placas de - -
agar individuales, presentan la desvent~ 
ja de la difusión de los metabolitos a -
través del agar, así como el esparcimie~ 

to de algunas de las colonias sobre la -
superficie de agar; es por ésto que Ha
rris diseftó un método para inocular una 
serie de discos de agar en una caja pe
tri, ya que había observado la necesidad 
de separar los recipientes para el culti 
vo. Más tarde, Goodfellow y Gray hicie
ron unas cajas petri subdivididas en co~ 
partimientos separados, las cuales se -
producen ahora comercialmente; además -~ 

describieron un método para distribuir -
el medio de cultivo rápidamente en las 
cajas petri divididas así como un inocu
lador múltiple automático para la trans
ferencia simultánea de 25 cultivos den-
tro de estas cajas. 

La caja petri subdividida es de -
plástico y tiene 25 compartimientos, ca
da uno con medidas internas de 19 x 19 x 
18 (espesor) mm. Las dimensiones tota--
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les son 106 x 106 x 21 mm cuando la tapa 
está en la posición más oaJa. La tapa -
puede levantarse 2.5 mm rotándola 90°. 

Caja petri subdividida de Goodfellow y Gray. 

Para ubicar cada subdivisión de la 
caja se le hace a ésta una marca de refe 
rencia sobre una esquina de la base. Los 
compartimientos se llenan con 2 ml de m~ 
dio (líquido, sólido ó semi-sólido) usa~ 
do jeringas de 50 ml como se observa en 

la siguiente figura: 
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Este proceso es más rápido que el 
llenado con pipeta. Las placas con el 
agar :e secan a 45°durante 45 minutos y 

se preincuban a 25°C durante 24 horas -
antes de la inoculación. El inoculador 

es el siguiente: 
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El inoculador consta, como se oBserva 
en el esquema siguiente, de una viga que ~

porta dos series de 25 asas inoculantes de 
alambre. Esta viga es operada por dos mót~ 
res que le dan movimientos de rotación, as~ 
censo y descenso. Las asas pueden deslizar 

se libremente. Montado en la base están -
una batería de mecheros de gas que reciben 
una mezcla de gas/aire y una lámpara piloto 
para encender los mecheros. (Diagrama pági
na 235, especificaciones a continuación). 

A. C~j~ que contiene motores, circuitos - -
eléctricos y controles gas/aire; B. motor -
para que gire la viga (2 l/4 r.p.m.}; C. -
caja subdividida con medio sin inocular; D. 
asas inoculantes, descansando sobre la su-
perficie del agar; E. Apertura para per~i
tir la entrada de la óandeja~ F. Viga en la 
posición baja; G. Clavillo para controlar 
el motor de la viga que la hace girar; H. 
Cobertura por encima del astil que impulsa 
y del mecanismo de ascenso de la viga; I. 
Placa para transporte; K. Astil que impul
sa; L. Tornillo que se levanta; M. cober
tura; N. guías da las asas inoculantes; R. 
bandeja para acarrear la caja subdividida; 
S. placa basal; T. caja subdividida conte-
niendo 11 cultivos madre 11 de bacterias; U. -
motor de la viga para el ascenso y descenso 
de la misma. 
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Una de las cajas petri contiene un~ -
serie de 11 CU1tivos madre 11 de aislamientos -
bacterianos y 1a otra tiene agar ó medio en 
caldo sin inocular. El aparato completo se 
cubre con un caparazón de aluminio como se 
observa en la figura siguiente: 

Este a,pa,ra,to ttene ventanas laterales 
de perwex y en el techo ttene una chtmenea 
para la extracción del calor de los meche-
ros. Una hendidura en la viga por detrás -
de los mecheros permite la entrada de aire 
para compensar el perdido por la chimenea.

La esterilidad de la cabina se mantiene con 
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dos lámparas u.v. colocadas oajo la co6e~t~ 
ra; éstas se dejan toda la nocne antes de 
usar el inoculador. 

La operación del inoculador es muy -
simple y comprende sólo 2 etapas importan-
tes en cuanto a la serie de 25 asas: 

1) esterilización.- Con una serie de 
asas directamente sobre los meche
ros, se oprime el botón de 11 encen
dido de mechero 11

• Este acciona al 
piloto y a las válvulas de gas y 
aire, además de hacer funcionar el 
motor contador de tiempo; el pilo
to se mantiene encendido y después 
de 10 segundos que es el tiempo de 
esterilización de las asas, el mo
tor de tiempo corta el suministro 
de gas/aire. 

2) inoculación.- Después de dejar que 
se enfríen las asas durante 4 se-
gundos, se oprime el botón de 11 gi
rar11 y la viga se mueve 90° en el 
sentido de las manecillas del re
loj, llevando las asas cerca de 
los 1tultivos madre 11

• Entonces se 
hace funcionar el botón correspon-
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dtente y comienzan a óajar y su6ir 

las asas dentro de los 11 Cultivos -
madre 11

• Cuando están en la posi-
ción más baja, un microswitch hace 
funcionar un circuito que hace que 
las asas cargadas con inóculo aban 
donen esa~caja petri. En la posi
ción más alta, se vuelve a activar 
el motor para girar la viga y en-
tonces se voltea 90°; en esta posl 
ción las asas pueden ser esterili
zadas si es necesario, ó girar - -
otros 90° si se oprime nuevamente 
el botón de 11 girar 11

, de modo que 
las asas queden sobre la placa con 
medio sin inocular. La operación 
automática del motor de la viga 
que la sube y baja, deposita el 
inóculo sobre el medio. Si el me
dio es sólido las asas se quedan -
sobre la superficie y su filamento 
resbala libremente hacia dentro. -
Finalmente cuando la viga ha sido 
levantada otra vez, el motor gira 
la viga y regresa las asas a los -
mecheros. Después pueden incubar
se las placas. Este procedimiento 
se repite para otras placas que --
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contienen diferentes medios de pru~ 
ba. 

Con este método no se han observado -
contaminaci6n aérea ni contaminaci6n cruzada 
de bacterias como se observa en la siguiente 
figura en donde se inocularon cuatro de los 
compartimientos de la placa sobre agar-almi-. 
d6n, y no hubo contaminación cruzada en los 
compartimientos adyacentes. 

Comparaci6n con las técnicas de inoculación 
convenc'tonales: 

En el cuadro mostrado en la página si 
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guiente, se estima el tiempo utilizado por 
un operador en llevar a cabo cinco pruebas 
por medio de inoculaciones múltiples y con
vencionales sobre 215 cultivos. 

Aunque la mayor1a de los métodos son 
adaptables a ~na inoculación múltiple, alg~ 
nos se efectúan mejor por los métodos con-
vencionales, por ejemplo aquellos en donde 
se involucran la producción de gas 6 com-
puestos volátiles. 
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Ir-
1 INOCULACION INOCULACION 
1 MULTIPLE CONVENCIONAL 

OPERACION 
TIEHPO TIEMPO 
(min) % (mi n) % 

l. Preparación de medio 145 15.1 150 2.8 
2. Enjuague y secado de los 

tubos limpios. - - 165 3.1 
3. Distribución del medio -

para la esterilización 36 3,8 173 3,2 
4. Tapado de los tubos y 

frascos. 6 0.6 825 15.5 
5. Esterilización del medio 20 2.1 140 2.6 
6. Distribución de medio en 

las placas, y adición de 
componentes termo-lábi--
1 es. 165 17.2 210 4.0 

7. Secado de las placas de 
agar. 19 2.0 45 0.9 

8. Rotulamiento de las pla-
cas y tubos. 130 13,5 195 3.7 

9. Inoculación del medio --
1 

con las bacterias, y - - 1 

transferencia del medio 
inoculado a la incubado-
ra. 179 18.6 1 337 25.1 

10. Preparación de la hoja -
de resultados. 20 2.1 20 0.4 

11. Preparación de reactivos 30 3,1 35 0.7 
12, Observación de cultivos 

1 
y registro de resultados 140 14.6 550 10.3 

13. Limpieza de tubos, fras-
cos y otros objetos de -
vidrio. 40 4,2 1 440 -zr.I 

14. Eliminación de las ca--

1 
jas petri de plástico : 30 3,1 35 0.6 

---
TW1PO TOTJI.L UTILIZADO 960 min 5 320 min 
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CAPITULO II I 

P O S I B I L I D A D E S D E 

La aplicación de los métodos miniaturizados, cada día 
más perfeccionados, no sólo sería de gran importancia para 
la economía de México al reducir el costo de los métodos -
por la utilización de cantidades muy pequeñas de los mate
riales, sino que sería un gran beneficio para el hombre ac
tual porque el diagnóstico de algunas enfermedades puede oó 

tenerse más rápidamente al efectuar la identificación de -
los microorganismos en poco tiempo . 

. De hecho, muchos de los métodos ya mencionados se es
tán aplicando actualmente y con muy buenos resultados por-
que se han ido mejorando y adaptando según las condiciones 
de cada laboratorio. Pero hay a 1 gunos métodos: que han sido 

abandonados porque presentaban algunas dificultades; me pe~ 
mito sugerir que se sigan investigando y modificando para -
contrtfiutr así al desarrollo de la Microbiología. 

Por ejemplo, una de las mayores dificultades en los -
métodos de cámaras de perfusión, ha sido que la irrigación, 
provoca un desplazamiento de las células, a menos que éstas 
se encuentren firmemente adheridas a un substrato; ya que 
las células bacterianas no se adhieren bien al vidrio por -
las fuerzas de tensión superficial causadas por la pared e~ 
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lular. Esto no ocurre con las cámaras de perfust6n uttltza 
das para estudios de células de tejidos, por lo que se ex~~ 
plica la rápida evolución de este tipo de cámaras en ese~ 

campo, en tanto que el estudio de bacterias en cámaras de ~ 

perfusión quedó estancado hace algunos años; y ahora se es~ 
tán haciendo pruebas para encontrar membranas de retención 
celular adaptables a este sistema, las cuales deben reunir 
las siguientes características. 

- Deben ser permeables a los nutrientes requeridos 
por las células, así como a los productos del meta
bolismo. 

- Su fuerza de tensión debe ser lo suficientemente 
grande para qué pueda ser estirada completamente ~

por algun mecanismo. 

Hartman utilizó membranas Formvar (Polivinilo disuel 
to en etileno) para la retención celular pero presentaban -
las siguientes inconveniencias: 

- Había deficiencias ópticas por la curvatura de la -
membrana. 

- Había que demostrar que los solutos a ser perfund1~ 
dos pasaran a través de la membrana para estar en ~ 

~ontacto con las células. 

- Uno se debía asegurar de que el etileno diclorado ~ 

no s~ quedara en la membrana antes del contacto con 

el inóculo. 
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Otros investigadores uttlizaron memoranas de celef~n 
como se ha indicado en el tema de cámaras de perfustan. 

Otro de los problemas comunes en algunos métodos, son 
los de tipo óptico para obtener la máxima resolución post~~ 
ble, en las técnicas que involucran la observación microscó 
pica. 

Las cámaras deben presentar cierta simplicidad para ~ 

la trayectoria óptica, manteniendo el menor número de dife~ 
rentes índices de refracción, ya que por ejemplo, en las ~~ 
preparaciones con membrana húmeda simple entre cubreobjetos 
y portaobjetos, examinadas con objetivos secos, se ven invo 
lucrados 3 índices de refracción diferentes: 

- aire: entre la preparación y el objetivo y 

entre la preparación y el condensador. 
- vidrio: del porta y cubreobjetos 
~ agua: de la membrana interna. 

Esto se puede solucionar usando el objetivo de inmer
sión, para eliminar la interferencia del índice de refrac-
ción del aire. También pueden ocurrir difracciones que di~ 
persen la luz, ocasionadas por rayaduras en el vidrio, par
tículas de polvo ó bacterias muertas encontradas en el me-
dio de agar; si alguna capa es coloreada entonces intervie
ne además la absorción de ciertas longitudes de onda. 

En los métodos de tubos capilares, uno de los princi 
pales problemas es el agotamiento rápido del oxígeno den-
tro del tubo; para poder usar esta técnica con microorga~-
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los cuales son permeables al oxígeno. 
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La dificultad de la medición directa de las dimensio 
nes celulares de muchas células en un experimento se ha ven 
cido utilizando un sistema de filmación permanente para ob
servar todos los cambios en las medidas celulares. 

Muchos de los problemas mencionados previamente ya 
han sido resueltos. Además se ha observado un desarrollo -
enorme, en estos últimos años, de un gran número de métodos 
de inoculación múltiple mecanizados, los cuales han tenido 
mucha aceptación en los laboratorios, ya que realmente per
miten procesar un gran número de muestras de una forma efi
caz, segura, rápida y económica. 

Por lo tanto, se ve que sí es posible la aplicación -
completa de los métodos miniaturizados, adaptándolos claro 
está, a las condiciones de cada laboratorio en particular. 
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CAPITULO IV 

C O N C L U S I O N E S 

Debido a que no se le ha dado la importancia ade
cuada a la descripción de los métodos miniaturizados en la 
mayoría de los escritos Microbiológicos, me parec1o lmpor
tante desarrollar este tema, para que el Microbiólogo cono~ 
ca los métodos que ya existen y no tenga que hacer redescu
brimientos de estas técnicas; con ello, se le evitarán pér
didas de tiempo y se le facilitarán la selección y utiliza
ción de métodos miniaturizados, ya sea en su forma original 
ó adaptados a sus necesidades. 

La literatura sobre este tipo de métodos no es abun~
dante y está muy dispersa, incluso en los Estados Unidos de 
Norteamérica, en donde siempre existe una amplia producción 
de revistas y libros científicos. 

Espero que esta recopilación de los métodos miniaturi 
zados realmente sea de utilidad al lector, ya que las vent~ 
jas que ofrecen sobre los métodos convencionales son magní
ficas. 

Considero recomendable la pronta incorporación de mé

todos miniaturizados a los laborat6rios clínicos y de iden
tificación de microorganismos, para que se trabajen en for
ma paralela a los métodos convencionales durante un tiempo 
tal, que permita la comparación y verificación de la confia 
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bilidad de los mAtados miniaturtzados y la realizactdn de~ 
las adaptaciones necesarias. Esto llevaría a lograr su es

tablecimiento como métodos básicos de rutina en vista de -
sus bajos costos y de la rapidez con que rinden resultados. 
Estos dos factores son de gran importancia tanto para la -
eficiencia del laboratorio clínico en cuanto al diagnóstico, 
como para la economía y máximo aprovechamiento de recursos 
materiales y humanos en todos los casos. 

Así mismo, los métodos miniaturizados son de suma uti 
lidad para impulsar la creación de centros de sistemas com
putacionales para la identificación de cultivos, en los cu~ 
les se tengan archivadas todas las clasificaciones microbia 
nas. Un cultivo desconocido sería dividido en muchas por-
ciones para someterlo a pruebas de propiedades fenotípicas 
mediante métodos miniaturizados y los resultados obtenidos 
serían comparados con los de los cultivos ya identificados; 
ésto sería de gran importancia para el progreso y desarrollo 
de la Microbiología y, por supuesto, para sus aplicaciones 
en beneficio del hombre. 
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