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1. INTRODUCCION 

1.1 BACTERIA,,S, ANAEROBIAS 

Las bacterias anaerobias se definen como aquellas bacterias incapa-~ 

ces de multiplicarse en presencia de oxigeno. Aunque.se consideran de un 

espectro continuo, desdelos microaerofilicos; microorganismos que crecen 

mejor en una atmósfera con baja coccntración de oxigeno (0
2

), microorga-­

nismos aerotolerantes; bacterias anaerobias que pueden sobrevivir aún con 

cierta concentración de oxigeno (.02), hasta las bacterias anaerobias obli 

gadas estrictas que solo crecen en ausencia de oxígeno. (8,10,19} • 

1.1.1. IMPORTANCIA CLINICA 

Las bacterias anaerobias desempeñan un papel importante en muchas e~ 

fermedades infecciosas de riesgo mortal,las cuales pueden afectar a cual­

quier región anatómica del cuerpo, siempre que las condiciones de poten-­

cial oxido-reductor en los tejidos sean apropiados para ello. (6). 

Las bacterias anaerobias participan comunmente en abscesos de cual -

quier órgano (cerebro,pulmón,hlgado,trompas y ovarios), produciendo acti-

nomicosis,apendicitis,bacteremia,colecistitis,otitis media, infecciones 

dentales, sinusitis y otras infecciones. La mayor parte de las infeccio -

nes anaerobias se deben a bacterias de fuente endógena (la flora normal 

el tracto genitourinario y la piel), aunque también no son menos impar --
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tantes las enfermedades ex6genas causadas por anaerobios; estas incluyen 

el botulismo alimenticio y el de las heridas, la gastroenteritis debido a 

C.perfringens tétanos, mionecrosis clostridial (gangrena gaseosa),celu -

litis crepitante, etc. (8,20,21). 

Los hallazgos o las claves clinicas que sugieren infecciones por baE_ 

terias anaerobias incluyen; lesión muy cerca a una superficie mucosa,det~ 

rioro de la irrigación sanguinea,necrosis tisular, trauma quirúrgico, cr~ 

cimiento de anaerobios o aerobios facultativos.Todo esto tiende a dismi -

nuir de oxidación-reducción, lo que contribuye a formar un medio favora-­

ble al crecimiento anaeróbico. (6,9,21) 

Hace algunos años no se realizaban procédimientos anaerobios en los 

laboratorios por varias razones; los únicos patógenos generalmenle reco- • 

nacidos entre los anaerobios eran unos pocos esporulados, microorganis -­

mas que daban lugar a estados patológicos fácilmente diagnosticados con 

los hallazgos clinicos, además existia.cierta incertidumbre no sólo en 

cuanto a los métodos sino también con respecto a la identificación de los 

mismos. Pero en los últimos años dado a que las infecciones anaerobias no 

son raras.se ha dado un poco de mayor interés a su estudio.(9,20). 

Para la identificación correcta de los microorganismos anaerobios es 

importante considerar una serie de precauciones que se inician desde la 

toma de muestra hasta su total identificación. Es necesario tener cuidado 

de evitar la contaminación con la flora normal, recoger muestras de si.-~ 

tios activos de infección, mantenerlas en condiciones anaeróbias después 

de obtenerlas hasta su inoculación en los medios de cultivo. (3,6,10). 

Las muestras clinicas aceptables para el cultivo de bacterias anae~o 
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bias son; aspirados purulentos, tejido (biopsia, autopsia), liquidas cor­

porales (LCR,pleural,paracentesis,pericárdio,sinovial), .aspirados trans -

traquiales,aspirados pulmonares directos. (8,17,21). 

Las muestras que deben cultivarse rutinariamente para bacterias anae 

rabias son; hisopados de garganta o nasofaringe, hisopados gingivales,es~ 

puto,expectorado,contenido gástrico,contenido del intestino delgado,heces 

hisopados rectales,orina evacuada e hisopados vaginales o cervicales. 

El examan macroscópico de muestras clinicas pueden dar información 

sobre la naturaleza del material recogido; olor fétido,aspecto purulento 

·necrosis de tejido, gas en el tejido o gránulos de azufre, deben sugerir 

la posibilidad de anaerobios.(6,10,18). 

El examen microscópico directo de muestras clinicas permite observar 

el tipo de células presentes, el nGmero y los rasgos morfológicos de los 

microorganismos. Los hallazgos de éste examen microscopico directo que 

concuerdan con Ja presencia de anaerobios incluyen:grandes bacilos gramp!:_ 

sitivos anchos de extremos romos (posible C.perfringens ), bacilos gramn~ 

gativos pleomórficos pálidos que se colorean irregularmente (Bacteroides 

o Fusobacterium ), bacilos gramnegativos palidos, filamentosos de extre -

mas puntiagudos ( F. nucleatum ). (3,20). 

Racimos y cadenas de cocos gramnegativos dentro de un exudado de una 

herida intraabdominal (Peptococcus o Peptoestreptococcus ). 

1.1.2 MEDIOS DE CULTIVO 

El procedimiento critico de la microbiologia anaerobia es el aisla -

' 
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miento. El aislamiento primario de bacterias anaerobias obligadas implican 

el uso de medios nutricionalmente adecuados, suplementados con hemina y ~ 

vitamina K, por ejemplo; agar sangre para anaerobios que contiene; agar -

soya,tripticasa, extracto de levadura, hemina, vitamina K, L-cistina y 

sangre de oveja. Otros medios poseen sustancias reductoras para permitir 

una cierta selectividad, por ejemploel agar anaerobio según Brewer que 

contiene:peptona de caseina,peptona de soya, extracto de levadura,L-ci.st_!. 

na, 0-glucosa,tioglicolato,sodio formaldehido,sulfoxilato y azul de meti­

leno. (14,20). 

MEDIOS SELECTIVOS 

Los medios selectivos son empleados en casos de pequeñas cantidades 

de muestras, dentro de los cuales estan; agar sangre alcohol feniletilico 

y agar sangre paramomicina-vancomicina (inhibe grampositivas), agar yema 

de huevo-neomicina, que es empleado generalmente para el aislamiento de : 

especies de Clostridium pues las reacciones de lipasa y lecitinasa ofre-­

cen buenas caracteristicas diferenciales sólo que éste medio inhibe a di­

versas bacterias gramnegativas anaerobias facultativas. (14,18,20). 

MEDIOS LIQU!DOS 

Existen diversos tipos de medios de cultivo liquidas para bacterias 

anaerobias propios para la recuperación de las mismas,algunos de éstos me 

dios contienen polianetol sulfamato de sodio que es recomendable para 
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ciertas bacterias anaerobias aunque también puede ser inhibidor de algu~~ 

nos cocos anaer6bios. Los medios líquidos más comunmente empleados son: -

caldo soya tripticasa, caldo thiol, caldo columbia,medio tioglicolato, 

caldo infusi6n cerebro coraz6n suplementado con extracto.de levadura pre~ 

viamente reducido y esterilizado anaer6bicamente, caldo peptona con supl~ 

mento y caldo carne picada-glucosa suplementada con vitamina K y hemina • 

El uso de medios de cultivo líquido como la única técnica de cultivo 

anaer6bica no resulta satisfactoria, excepto en el caso de hemocultivo, -

por lo que los medios de cultivo líquido s6lo deben usarse como auxilia-­

res de otros métodos de cultivo anaer6bico. 

Por otro lado el factor fundamental para el éxito de los cultivos 

anaerobios es el transporte de las muestras cuando éstas no pueden ser i­

noculadas inmediatamente, entonces las bacterias deben ser protegidas de 

los efectos letales del oxígeno desde el momento de la obtenci6n de la 

muestra hasta que es colocada en un medio anaer6bio. Un medio de transpo..!:_ 

te anaerobio; consistente en un tubo con doble tapa que contiene co2 o N
2 

libce de oxígeno y un sistema de caldo o agar con indicador. El espécimen 

se inyecta a través de un tap6n de goma evitando la introducti6n de aire. 

El material puede mantener en este medio anaer6bico hasta el momento de ~ 

su inoculaci6n al medio de cultivo, cuando se extrae utilizando una aguja 

y jeringa.Cuando s6lo se puede obtener una muestra por medio de un hisopo 

(aunque menos conveniente), resulta útil un sistema de dos tubos.El hiso: 

po se encuentra adherido al tap6n de goma de un tubo en el que se mantie­

ne una atm6sfera anaer6bia.Después de la obtenci6n del espécimen,se colo­

ca el hisopo en el medio de transporte semis6lido, como caldo infusi6n ce 
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rebro y corazón suplementado con extracto de levadura previamente reduci­

do y esterilizado anaeróbicamente (PRAS). (8,9,10,20). 

1.1.3 SISTEMAS DE ANAEROBIOSIS 

Las•.bacterias anaerobias requieren medios m1is ricos que los de u~ 

so común, una incubación m1is prolongada, empleandose dos dias generalmente 

para el aislamiento, asi como sistemas de incubación adecuado como son: 

las jarras anaerobias con generador Gas Pak, técnica de evacuación/reem' 

plazo, cajas guantes y tubo arrollado, dan recuperaciones muy buenas. El 

em~leo de estos sistemas exige; a) que los medios sean nutricionalmente ~ 

decuados, frescos y debidamente reducidos b) que el sistema se use adecu~ 

damente y contenga catalizador activo (en jarra o cajas). Los factores -­

que determinan el tipo de equipo a utilizar depende del espacio, número 

de muestras, costo de equipo y de los medios usados. 

La jarra anaeróbica es un recipiente de pl1istico,vidrio o metal con 

cierre hermético, después de cerrar la jarra, el agregado de una mezcla -

gaseosa que contiene bidrógeno (H2) en presencia de un catalizador reduce 

el oxigeno dentro de la jarra formando agua, por ejemplo la jarra Gas Pak 

usa un catalizador que consiste en granos de alúmina recubierta de pala -

dio al 0.5%,éste catalizador es activo a temperatura ambiente.Dicho sis-­

tema usa un sobre generador de hidrógeno (H2) dióxido de carba no (C02), 

que contiene dos tabletas una de 1icido citrico m1is bicarbonato de sodio 

que produce dióxido de carbono, y la tableta de borohidruro de sodio que 
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libera hidrógeno (H2). El sobre se activa por la adición de agua,la cual pasa 

a través de una serie de canales hacia un papel filtro, que regula el flujo -

de agua hacia las tabletas generadoras de gas, proporcionando una liberación 

controlada de gases. 

El hidrógeno generado a partir de la tableta de borohidruro de sodio, se 

combina en presencia del catalizador de paladio con el ox!geao que hay dentro 

de la jarra para formar agua dentro del compartimiento donde est~n las table~ 

tas mientras se coloca la tapa sobre la jarra. Aproximadamente se produce de 

467 % de dióxido de carbono (C02 J a partir de la tableta de ácido c!trico (c6 
H
8

07), más bicarbonato de sodio ( NaHC03), que sirve para.estimular el creci­

miento de algunos anaerobios que lo requieren. 

El catalizador puede ser inactivado por ácido sulffdrico (H2S),cloro (Cl2 

por lo que los gránulos deben reemplazarse cada vez que la jarra se usa con 

gránulos nuevos o rejuvenecidos.La actividad del catalizador puede restaurarse 

calentándolo en un· horno de calor seco a 160-170°C durante dos horas,por lo me 

nos. 

Otras condiciones anaeróbicas pueden establecerse en las jarras con la 

técnica E/R (evacuación/reemplazo), la cual se da por una mezcla gaseosa apro­

piada,formada de:10% de hidrógeno,5 % de dióxido de carbono, 85 % de nitrógeno 

Para llevar a cabo el procedimiento ,es necesario el uso de bolitas reactivas 

de catalizador, se evacua la jarra de 51 a 61 cm de mercurio (hg) y se llena 

con N2, se repite éste ciclo por tres veces y por último se llena con la mezA~ 

cla gaseosa anaerobia. 

Otro tipo de sistema anaerobio es la caja de guantes anaeróbica que con-­

siste en una cámara de gas sellada con puertas en forma de guantes y una cerra 
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dura para la transferencia de materiales dentro y fuera de la c&mara.Una at--­

mósfera que contiene hidrógeno (H2} se hace recircular.a través del cataliza­

dor (paladio} para eliminar el oxigeno del interior de la cámara, colocando 

una bomba de vació, un tanque gaseoso mixto que contiene 85 % de N2,10 % de H2 
y 5 % C02 y un tanque de N2 éste último no es esencial pero ayuda a conservar 

la mezcla gaseosa.Los medios se incuban dentro de un incubador colocado dentro 

de la cámara, o bien toda la cámara puede mantenerse a 35°c. 

Por último, el ststema anaeróbico utilizado en éste trabajo es el de ja-~ 

rra con Anaerocult A. El cual contiene componentes quimicos que proporcionan .:'._ 

na atmósfera libre de oxigeno, Dichos compuestos son : tierra de silice,polvo 

de hierro, ácido citrico y carbonato de sodio, el paquete se activa: ton la adl_ 

ción de agua, la cual pasa a través de un papel filtro que regula el flujo de 

agua controlando la. liberación de los gases, el H2 se combina en presencia del 

catalizador con el oxigeno que hay dentro de la jarra para formar agua, además 

se produce dióxido de carbono (cg2¡ a partir de la tableta de &cido citrico, 

más bicarbonato de sodio (NaHco3¡, contribuyendo al crecimiento·:de algunos a-­

naerobios que lo requieren. La siguiente gráfica describe la proporción de oxt 

geno con respecto al tiempo.(10,16,18,19). 
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La temperatura de incubación comunmente usada para el aislam:ento prima­

rio y el cultivo de casi todas las bacterias anaerobias es de 35°C.Puede cul­

tivarse de 4 a 6 horas en cultivos de caldo enriquecido de carne cocida-gluc~ 

sa y tio~licolato incubados a 46°c en casos d: tratarse de la bacteria llama­

da C.perfringens. 

Los medios de placa en jarra anaeróbica deben incubarse comunme~t~ por-­

lo menos antes de abrir la jarra.Los medios sólid3s de aislamiento primario d~ 
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ben reincubarse durante 5 a 7 d!as, por lo menos.Esto permite la recupe 

ración de los anaerobios de crecimiento lento. 

Si la situación cl!nica justifica el ex§men de las placas de culti 

vo antes de las 48 hrs y si el espécimen es adecuado, se deben preparar 

cultivos por duplicado en jarras separadas, de manera que pueda exami.-• 

narse uno de:ellos a las 12 O 24 hrs, y otro a 48 hrs o mAs .(3,10,20) 
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1.1.5. IDENTIFICACION DE ANAEROBIOS 

Los anaerobios pueden identificarse presuntivamente por medio de ~ 

un. número relativamente pequeño de pruebas que incluyen: 

1) Relaci6n con el oxigeno 

2) Caracteristicas microsc6pica~ 

3) Caracteristicas coloniales 

4) Crecimiento en medio liquido 

5) Caracteristicas Bioquimicas {medios). 

1) Relaci6n con el Oxigeno. 

Para determinar la relación con el oxigeno de colonias en medios 

s6lidos anaeróbicos pueden realizarse: 

a) Una placa de agar sangre anaerobio para incubar anaeróbicamente. 

b) Una placa de agar sangre aerobio para incubar en una jarra de extin­

ción de vela o en un incubador con 5.a 10 % de co2• 

c) Una placa de agar sangre aerobio a incubar en aire ambiente. 

Incubar cada placa 48 hrs como minimo a 35° e o m~s tiempo {5-7 ~­

dfas). 

Registrar la relaci6n con el oxigeno como anaerobio obligado,ana~· 

robio aerotolerante, microaerófilicos o aerobio facultativo como se -­

muestra en el cuadro No. 1 . (7,10,18). 



Microorganismo 

Pseudomona 
aerogtnosa 

Escherichia 
coh 

Cam~ilobacter 
fe us 

Clostridium 
tertium 

Bacteroides 
fragi lis 
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CRECIMIENTO RELATIVO EN 

AGAR SANGRE EN: 

Aire 

++++ 

++++ 

+ ó -

+ 

Jarra 
con 

vela 

++ 

++++ 

+ a +++ 

+ ó ++ 

Sistema 
anaero­
bico 

+ ó -

++ 

:!:: ó + 

++++ 

++++ 

Clasificacion 

Aerobio 
Obligado 

Anaerobio 
Facultativo 

Microaerofi 
lo -

Anaerobio 
aerotolerante 

Anaerobio 
Obligado 

Cuadro No 1. Clasificación de microorganismos,dependiendo del crecí-­
miento relativo en agar sangre a diferentes atmósferas. 
(Lennette,E.Manual of Clinical Microbiology,4a edition 
Washington 1985). 
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2) Caracteristicas Microscópicas 

En relación con la reacción de Gram, la presencia.o ausencia de espo 

ras, movilidad y flagelos son puntos claves. 

Muchos anaerobios obligados clasificados como gram positivos son 

gram-variable. Otros aspectos que se consideran son; forma de células,t~ 

maño, características intracelulares (vacuolas,gránulos etc), ramifica -

cjones,pleomorfismo y disposición de células. (8,20). 

3) Caracteristicas coloniales. 

Observar la superficie del agar para detectar caracteristicas colo­

niales, crecimiento extendido, colonias fluorescentes, color o pigmento , 

elevación,borde,superficie,consistencia, ya que las caracteristicas colE_ 

niales varian en diferentes formulaciones de agar sangre anaerobio.Asi 

como también es útil verificar la presencia de hemólisis. (10,11). 

4) Crecimiento en Medios Líquidos 

Observar el crecimiento en medio liquido de tioglicolato enriqueci­

do de 24 a 72 hrs. Notando la rapidez ( rápido,moderado,lento) y el as -

pecto del crecimiento, producción de gas y olor. 

5) Caracteristicas Bioquimicas (medios) 
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- Reacci6n en agar yema de huevo (lecitinasa,lipasa,prote6lisis). 

- Producci6n de indol, ácido sulfidrico (H2s) y ureasa. 

- Hidr6lisis de esculina y almid6n. 

- Fermentaci6n de hidratos de carbono ( glucosa,manitol,lactosa, 

sacarosa,maltosa,xilosa,salicina,glicerol,arabinosa,manosa, -

ramnosa,trehalosa). 

- Reducci6n de nitratos. 

Acci6n sobre l.a leche-hierro (prote6lisis de proteinas lácteas ) , 

gelatina (hidrólisis), carne cocida (digestión de particulas ) 

( 9, 11,20). 
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1.1.6. microorganismos anaerobios empleados 

1 • 1 • 6 . 1 • BACTEROIOES 

Son bacilos no esporuldos,anaerobios obligados que a menudi son muy 

pleomorficos. 

Morfolog!a: bacilos no m6viles, se tiñen ligeramente,gramnegativos,­

rectos o ligeramente curvos, la colonia es irregular, en el caso de 

B. melaninogenicus,son pleomorficos de coloraci6n uniforme gramnegativos 
\_ 

(8,10,11). 

Crecimiento y Metabolismo: crecen bien anaer6bicamente en agar san­

gre y en medios enriquecidos que contienen peptona y extracto de levadura 

las colonias son en su mayoria circulares, enteras,convexas,semiopacas o 

brillantes, de 0.5 mm-3 mm, (10,20). 

En medios l!quidos el crecimiento de bacterias causa enturbiamineto 

y con frecuencia un sedimento que puede ser homogéneo.fibroso o filamento 

so. 

Crecen mejor a 37°c, con pH aproximado a 7, su metabolismo energéti­

co es pr~cticamente desconocido, hay evidencia de que B.fragilis tiene un 

tipo primitivo de sistema de transporte de electrones con citocromo liga­

do a la reducción de fumarato, otros parecen ganar energ!a de la transfe­

rencia de electrones de hidr6geno o formato a fumarato (11,19). 

Tienen necesidad obligada de vitamina s12 ,el crecimiento se estimula 

con hemina y bilis, el amonio es la fuente de nitr6geno preferida en lu-­

gar de los aminoacidos, as! como un hidrato de carbono fermentable es e--
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sencial para un buen crecimiento. 

Los productos de fermentación incluyen combinación de 8cido acético, 

18ctico,succinico,propiónico,isobutirico,isovalérico y fórmico. 

1 • 1 • 6 • 2 • CLOSTRIDIUM 

Son bacilos esporulados anaerobios y aerotolerantes que tieneo._am -

plia distribución.Como los Clostridium, son miembros de la microflora 

normal del intestino, su presencia en una muestra clínica no implica nece 

sariamente un estado patológico. 

Clostridium perfringens se encuentra en gran var.iedad de cudros cH­

nicos, desde una contaminación de una herida hasta mionecrosis traum8tica 

o no traum8tica colecistitis gangrenosa, infección postaborto,hemólisis in 

travascular, neumonia necrosante, epiema y enteritis necrótica. Es uno de 

los microorganismos que es causante de gangrena gaseosa en un 80% . 

El crecimiento satisfactorio se realiza en agar sangre anaerobio y 

medio de yema de huevo para la busquedad de producción de lecitinasa fos­

folipasa o lipasa. 

El crecimiento se presénta durante 2-7 dias a 35°c aunque dos dias 

son suficientes si el crecimiento es r8pido.Es recomendable cultivar di-­

chas bacterias en carne cocida para determinar la presenota, posición y 

forma de los esporas, aunque para la identificación de éstos se determinan 

los hidratos de carbono fermentados.determinación de productos metabóli~~ 

cos asi como pruebas de toxinas para la identificación plena de algunas 

especies de Clostridium. 
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También puede realizarse una identificación presuntiva por medio de­

reactivos comerciales de anticuerpos fluorescentes, asi como caracteristi 

cas microscópicas y macroscópicas de crecimiento (morfologia colonial,he~ 

molisis etc. ) (10,11,20). 
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1.2. INFORME BREVE SOBRE E.L PULQUE 

-ll.2.-'- DEFICTNION. 

El pulque es un lfquvdo blanco,vfscoso,dulce,con bajo contenido alcE_ 

holico y con cierto sabor ácido,obtenído:. por la fermentación de agua -­

miel, el cuál es el jugo que se obtiene del maguey. (2). 

1.2.2. IMPORTANCIA. 

Esta bebida posee importancia desde varías puntos de vista como son; 

geográfico,econ6mico,bioqufmico y sanitario. 

Desde el punto de vista geográfico tiene importancia el hecho de 

que esta planta.vive con poca cantidad de aguaanual.esto es, el maguey se 

desarrolla en zonas semidesérticas de la antiplanicíe mexicana donde no 

se cuenta con suficiente agua.Evita el desgaste de las tierras inhibien-­

do la erosión al mantenerse las plantaciones en buen estado todo el tiem­

po. Ligado a esto está el lado económico del.maguey. 

El pulque posee múltiples sus.tanelas como vitaminas.sales minerales, 

aminoácidos esenciales, y una pequeña cantidad de protefnas,que son re-­

queridas para la dieta del ser humano,por lo que al proporcionar estas 

sustancias al organismo,éste podrfa ser menos susceptible a diversas en­

fermedades como: la anemia por deficiencia de ácido f6lico y de hierro, 

proporcionando mayor estabilidad en las reacciones corporales. 
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1.2.3. ORIGEN DEL PULQUE. 

Antes del descubrimiento de América, los habitantes del centro de la 

República ya aprovechaban el maguey de diferentes formas tales como en la 

elaboración de sus chozas,fabricación de hilos,tejidos,escudos,sandalias 

El principal producto que se obtenía de éste era el pulque, que se . 

les daba a los reyes y personas de gran autoridad,pues su consumo no era 

permitido para todos. En la sociedad de los indfgenas,habfa grandes casti_ 

gos que se aplicaban a la gente que negociara clandestinamente con este 

liquido. 

Con la llegada de los españoles, el sonsumo de pulque se extendió a~ 

pliamente y se reglamentó su comercio. Las autoridades españolas intenta­

ron varias veces restringir el aomerciode éste y hasta prohibirlo entre 

los indios, pero al no lograrlo,crearon nuevas reglamentaciones para su 

comercio. 

El origen etimológico de la palabra pulque tiene varias posibles ra! 

ces.El nombre de pulque entre los mexicanos era "iztacoctli" o sea vino 

blanco y cuando se descomponfa se le conoc[a como "octli-poliuqui", y co­

mo esto sucedfa fácilmente, se piensa que los que lo vendfan pronunciaban 

la palabra poliuqui,derivandose de ésta la palabra pulque que en la actua 

1 idad se maneja. 

Por otro lado se propuso que dicha palabra es voz araucana derivada 

de pulqui, una bebida preparada de algarroba mientras que muchos piensan 

que es de origen antillano. 

En el siglo pasado el pulque despertó interés para su investigación, 
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por el hecho de que se obtenia de un jugo natural de los magueyes llamado 

aguamiel y que fermentaba por si sólo con microorganismos aut6ctonos.Apa.!: 

te de ser un liquido embriagante, se le conocian propiedades nutritivas -

en la alimentación mexicana. 

Desde 1964 se iniciaron las primeras investigaciones microbiológicas 

continuando en 1919 con un an~lisis quimico y bromatológico. (2,12). 
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1.2.4. c o M pos I e J o N DEL pu L Q u E 

La composición qufmica y bromatóiogica del pulque varia dependiendo 

del lugar donde se encuentre; sea tinacal,aduana o pulquería.aunque para 

la realización de los estudios se hace una media de tales variables por -

lo que las siguientes tablas presentan de manera general la composición 

del mismo. 

ANALISIS DEL PULQUE (2) Cant. en 100g 

ENERGIA 43 Kcal 

PROTEINA 0.4 g 

GRASAS 

CARBOH IDRA TOS 1.1 g 

CALCIO 12 mg 

HIERRO 0.7 mg 

TIAMINA 0.02 mg 

RIBOFLAVINA 0.02 mg 

NIACINA 0.4 mg 
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COMPOSICION QUIMICA DEL PULQUE (5,15) 

DENSIDAD a 15º 0.992 

GRADO DE ALCOHOL 7.9 % 

. ACIDEZ TOTAL EN ACIOO LACTICO 0.39 % 

EXTRACTO SECO A 10ºc 1.65 % 

CENIZAS 0.30 % 

PROTEINAS TOTALES 0.345 % 

GOMAS 0.66 % 

SACAROSA 0.04 % 

AGUA 94 % 

SALES MINERALES 0.32 % 

NITROGENO PROTEICO 0.03 % 

NITROGENO DEºAMINOACIDOS 0.01 % 
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NITROGENO DE AMINOACIDOS AROMATICOS 0.081 % 

GLICERIDOS 0.00 

GLUCIDOS 9.5 % 

VITAMINA C 6.5 Ul/ml 

VITAMINA B 25-30 UI/ml 

ANALISIS MICROBIOLOGICO (2) 

TINACAL ADUANA PULQUERIA 

BACTERIAS X 106;m1 64 36 15 

LEVADURAS X 106/ml 166 115 61 

COLIFORMES FECALES % 

EN TOTAL DE MUESTRAS 22.2 32 5.3 

ANALIZADAS 
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CONTENIDO DE AMINOACIDOS EN EL PULQUE (12.13). 

LISINA 

TRIPTOFANO 

HISTIDINA 

FENILALANINA 

LEUCINA 

TREONINA 

METIONINA 

VALINA 

ARGININA 

ANALISIS QUIMICO (2) 

TINACAL 

pH 3.98 

VISCOSIDAD (~entipoises) 9.12 

SACAROSA mg/100 ml 114.4 

ALCOHOL % en Vol ºGl 5.56 

ADUANA 

3.73 

13.83 

97.33 

7 .16 

Cant. en 1009 

3.43 g 

0.57_ g 

1.0 g 

2.38 g 

2.23 g 

1.36 g 

0.15 g 

1.40 g 

2.32 g 

PULQUERIA 

3.84 

3.075 

85.36 

6.33 
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CONSTITUYENTES NUTRITIVOS DEL PULQUE (2,5,15}. 

COMPONENTES Y FACTORES NUTRITIVOS 

humedad 

PROTElNAS 

BIStlIZAS 

CALCIO 

FOSFORO 

FIERRO 

CAROTENO (PRO-VIT A) 

TIAMINA (VIT B1) 

RIBOFLAVINA (VIT B
2

) 

NIACINA 

VITAMINA C 

CARBOHIDRATOS TOTALES 

Cant~ en 100 g 

98.3 g 

0.37 g 

0.24 g 

11.0 mg 

6.0 mg 

0.70mg 

O.O mg 

0.02 mg 

0.03 mg 

0.35mg 

5.1 mg 

0.08 g 
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2. FUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL TEMA 

[as bacterias anaerobias se definen como aquellas incapaces de 

multiplicarse en presencia de aire, por lo que es necesario tener una ba­

ja tensi6n de oxigeno y bajo potencial de oxido-reducci6n para el buen 

desarrollo de éstas.(20). 

Las bacterias anaerobias, en el hombre, predominan normalmente en la 

cavidad oral, en el tracto gastrointestinal sobre todo en el colon,donde 

exceden en número a las coliformes en por lo menos 1000:1, en los orifi-­

cios del tracto genitourinilrio y en la piel. (7). 

Anteriormenteno se le daba importancia a esta clase de bacterias por -­

que la mayorra de las infecciones producidas por bacterias anaerobias in­

cluyen también bacterias aerobias,identific~ndose éstas últimas sin difi­

cultad, en tanto que las bacterias anaerobias por su dificultad de culti­

vo e identificaci6n no se tomaban en cuenta. En la actualidad se le ha da 

do una importancia considerable pues los cuadros clinicos que se presen __ 

tan por causa de bacterias anaerobiasson muy graves. Siendo de las princ_!:. 

pales infecciones; mionecr6sis (gangrena),tétanos,aborto séptico,gastroe_!!. 

teritis,endocarditis,mionecrosis clostridica,meningitis,osteomielitis,sf­

nusitis y otras. (8,9,10,12). 

Como se observa, el disgn6stico de bacterias anaerobias es de gran 

importancia para el establecimiento de un tratamiento oportuno y adecuado 

Por otra parte, el pulque posee sustancias nútritivas como; vitaminas 

(tiamina,ribofla~ina,vitamina C), aminoacidos (lisina,triptofano,histidi­

na,fenilalanina,leucina,metionina,valina,arginina),proternas, carbohidra-
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tos etc. Y sustancias reductoras, por ejemplo; ácido ascórbico,niacina, 

algunos carbohidratos,etc. Sales minerales (cálcio,fósforo,hierro}, su~ 

tancias que lñe dan sus propiedades caracter!sticas , por lo que puede 

ser utilizado como un medio de cultivo adecuado para bacterias anaerobias 

As! como un factor de enriquecimiento para el desarrollo de microorganis­

mos exigentes. 

El empleo de este medio de cultivo reducirfa los costos debido a qu_e 

el pulque es un projucto netamente mexicano y se encuentra en abundancia 

en casI toda la República Mexicana, a un costo relativamente bajo. (2,3, 

4, 12, 15). 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El diagnóstico de infecciones producidas por bacterias anaerobias 

implica un alto costo y un mayor trabajo, por lo que no en todos los _ 

laboratorios se trabajan estos microorganismoscon un buen margen de segu­

ridad,es decir, que se dan falsos positivos o bien falsos negativos. 

Usualmente se emplea una c~mara formada por un recipiente cerrado -

en el cual se coloca una vela encendida que consume el oxigeno contenido 

en el recipiente produciendo una atmósfera parcial de co2 que favorece _ 

el crecimiento de bacterias anaerobias facultativas sin desarrollarse 

crecimiento de bacterias estrictamente anaerobias como es el caso de bac­

teroides. 

Por lo que se pretende formular un medio de cultivo altamente·reduc~ 

ter que favorezca el crecimiento de las bacterias anaerobias a un costo 

menor en comparación con los medios de cultivo usuales,facilitando el -

estudio de este tipo de microorganismos sin muchas complicaciones y en 

las condiciones de cualquier laboratorio. 

' 
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4. O B J ET I VOS 

1.- Observar el desarrollo de los microorganismos en un medio s6lido de 

pulque. 

2., Adecuar el medio s6lido de pulque a las condiciones de microorganis­

mos exigentes. 

3,- Formular un medio de cultivo para bacterias anaerobias utilizando -

pulque. 

4.- Disminuir los costos para el diagn6stico de infecciones bacterianas 

anaerobias 

5.- Realizar un estudio comparativo del medio de cultivo formulado con 

respecto a medios usuales • 

5. H I PO T E S I S 

Si el medio formulado tiene las caractereristicas nutritivas y re~~ 

ductoras adecuadas se fomentar~ el desarrollo de bacteria anaerobias , 

ñogrando con ello una mayor seguridad en el diagnético de infecciones 

por microorganismos anaerobios • 
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6 . MATERIAL y EQUIPO 
Material Biológico: 

Cepa pura de Clostridiuin sp 

Cepa pura de Clostridium histolyticum 

Cepa pura de Escherichia coli 

Cepa pura de Neisseria sp 

Cepa pura de Pseudomona aeruginosa 

Cepa pura de Proteus vulgaris 

Cepa pura de Staphylococcus aureus 

Cepa pura de Estreptococos hemoliticos 

Equipo: 

Agitador mec&nico para tubo de ensaye, Vortex/ Genie modelo 

K-550-G. 

Balanza analitica METER modelo H-80 

Balanza granataria CHAUS, modelo Florham Park 

Contador de colonias SOL=BAT, modelo No 432 

Espectrofot6metro BAUSH ANO LOMB, modelo Espectronic 20 

Incubadora MAPSA, modelo EC-334 

Microscopio AMERICAN OPTICAL,modelo One-ten. 

Refregerador Mabe, modelo Space linea. 

Material de vidrio. 

Cajas Petri 

Pipetas graduadas 

Pipetas pasteur 
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Portaobjetos 

Recipiente para anaerobiosis 

Tub0s de ensaye 

Vasos de precipitado de diferente·. capacidad 

Colorantes 

Cristal violeta 

Lugol 

Alcohol-acetona 

Safranina 

Verde brillante 

Medios de cultivo: 

Base Agar Sangre (Merck) 

Peptona de Caseina para bacteriología (Merck} 

Glucosa para bacteriologia (Merck) 

Agar Brewer para anaerobio (Merck) 

Agar alcohol feniletilico 

Caldo tioglicolato 

Solventes 

Acetona (Merck) 

Agua destilada 

Alcohol etilico absoluto (Merck} 

Eter etílico anhidro 
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Pulque 

Soluciones y Reactivos: 

Solución de Hidróxido de sodio 2N. 

Solución salina 

Solución de ácido clorhidrico 

Solución de ácido bórico 

Solución azul de metileno 0.58 % 

Sulfato de cobre 

Oisodíohidrógeno fosfato 

Carbonato de sodio 

Bisulfito de sodio. 
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7. METODOLOGIA Y RESULTADOS 

La metodologia descrita a continuación es la que se realizó, para -

lograr los objetivos~planeados . En cada una de las etapas se daran los 

resultados ya que como es una formulación, la siguiente etapa depende de 

los resultados de la etapa anterior.Presentando la discusión.de los mis­

mos en el apartado correspondiente del presente trabajo. 

PRIMERA ETAPA 

En ésta se desarrollaron los primeros ensayos para la obtención de 

un soporte de crecimiento. 

La preparaci'ón de los medios fué la siguiente; se pesa cada. una 

de las sustancias participantes en la formulación del medio de cultivo, 

posteriormente son disueltas con la base de pulque correspondiente, aju.?_ 

tando el pH (pH=7), lo m~s exacto posible, a continuación es calentado a 

ebullición durante 5 minutos aproximadamente, en seguida es esterilizado 

en autoclave a 15 libras por 1~ minutos,por último es vertido a cada una 

de las cajas de petri (proximadamente 20 ml). 

Los medios elaborados fueron inoculados con diversas cepas puras 

tales como: 

Estafilococos hemoliticos 

Estreptococos hemoliticos 

Pseudomona aeruginosa 

Proteus vulgaris 

Neisseria ~ 



Clostridium perfringens 

Clostridium histolyticum 
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Bacteroides .?.Q 

Escherichia coli 

Asi también cada uno fué incubado en condiciones de aerobiosis y a­

naerobiosis.Los sistemas para incubación de anaerobiosis fueron: 

(#) Jarra con vela (presión parcial de co2) 

(&) Jarra con Anaerocult A. 

1.- El primero de los medios fué constituido de 

Agar-agar 

NaOH 2N. 

Pulque 

1.5 % 

2.5ml/50ml 

47.5 ml 

gelificante 

neutralizante 

nutriente 

2.- El medio No.2, sé vari6 el porciento de agar-ager. 

Agar-agar 

NaOH 2N. 

Pulque 

1.7% 

2.5ml/50ml 

47.5 ml 

3.- Para el medio No. 3, se obtuvieron fracciones de pulque por cen-­

tri fUgaci6n (3000 rpm durante 5 minutos):pul'que liquido (sobrenadante) 

y sedimento de pulque (el cual contiene en mayor proporción células) , 

ambas fracciones se compararon con el pulque completo,formulandose los 

siguientes medios. 



Agar-agar 

NaOH 2N/50 mi 

Pulque (47.5ml) 

(a) 

1. 7 % 

2,5 ml 

completo 
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(b) 

1.7 % 

2.5 ml 

liquido 

(c) 

1.7 % 

2.5 rnl 

sedimento 

Cada uno de los medios se realizó ajustando a pH=6 y otra serie 

fué ajustada a pH=7 y pH=8 

Para producir un poco de mayor enriquecimiento se adicionó al medio 

peptona de caseína y glucosa,varfando la concentración de cada una de e­

llas,continuando las diversas fracciones del pulque. 

Medio No 4 A B e o 
/\gar-agar 1.7% 1.7% 1.7% 1.7'.t: 

Peptona de 

caseina 0% 0.5% 1% 1.5% 

NaOH 2N/50ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 

Pulque 

completo 47.5ml 47.5ml 47.5ml 47.5ml 
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Medio No.5 A B e D 

Agar-agar 1.7% 1.7% 1.7% 1.7% 

Peptona de 

caseína 0% 0.5% 1% 1.5% 

NaOH 2N/5D rnl 2. 5rnl 2.Srnl 2. 5rnl 2. 5rnl 

Pulque 

liquido 47.5rnl 47. 5rnl 47.5rnl 47.5rnl 

Medio No.6 A B e D 

Agar-agar 1.7% 1.7% 1.7% 1.7% 

Peptona de 

case1na 0% 0.5% 1% 1.5% 

NaOH/50rnl 2.5rnl 2.5rnl 2. 5rnl 2.Sml 

Pulque 

sedimento 47.5ml 47.Sml 47.5ml 47.5ml 

Medio No.7 A B e D 

Agar-agar 1. 7% 1.7% 1. 7% 1.7% 

Peptona de 

caseina 0.5% 0.5% 0.5% 0.5% 

Glucosa 0% 0.5% 1.0% 2.0% 

NaOH 2N/50rnl 2.5ml 2.Sml 2.5ml 2.5ml 

Pulque . 

completo 47.5ml 47.5rnl 47.5rnl 47.5rnl 
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Medio No.8 A B e D 

Agar-agar 1. 7% 1.7% 1.7% 1.7% 

Peptona de 

casel:na 1.5% 1.5% 1.5% 1.5% 

Glucosa 0% 0.5% 1.0% 2.0% 

NaOH 2N/50ml ·2.5ml 2,5ml 2.5ml 2.5ml 

Pulque 

liquido 47.5ml 47.5ml 47.5ml 47.5ml 

Medio No.9 A B e o 
Agar-agar 1.7% 1. 7% 1.7% 1.7% 

Peptona de 

casel:na 1% 1% 1% 1% 

Glucosa 0% 0.5% 1% 2% 

NaOH 2N/50ml 2.5ml 2_.5ml 2.5ml 2.5ml 

Pulque 

sedimento 47.5ml 47.5ml 47.Sml 47.Sml 

Para determinar que fraccci6n de pulque era mejor a la constitución 

del medio, se realizaron los mismos medios antes indicados aunando las -

variables de pulque fresco y pulque refrigerado para ver si la refriger~ 

ci6n afecta las propiedades de éste. 

' 
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Medio No.10 A B e o 
Agar-agar 1.7% 1.7% 1. 7% 1.7% 

Peptona de 

caserna 0.5% 0.5% 0.5% 0.5% 

Glucosa 0% 0.5% ~ .0% 2.0% 

NaOH 2N/50ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 

Pulque 

fresco 47.5ml 47.5ml 47.5ml 47.5ml 

Medio No.11 A B e o 
Agar-agar 1.7% 1.7% 1. 7% 1.7% 

Peptona de 

caseina 0.5% 0.5% 0.5% 0.5% 

Glucosa 0% 0.5% 1.0% 2.0% 

NaOH 2N/50ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 

Pulque completo 

refrigerado 47.5ml 47.5ml 47.5ml 47.5ml 

Medio No.12 A B e o 
Agar-agar 1.7% 1.7% 1.7% 1. 7% 

Peptona de 

caseina 1.5% 1.5% L5% 1.5% 

Glucosa 0% 0.5% 1% 2% 

NaOH 2N/50ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 

Pulque liquido 

fresco 47.5ml 47.5ml 47 .5ml 47.5ml 
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Medio No 13 A B e D 

Agar-agar 1. 7% 1.7% 1. 7% 1.7% 

Peptona de 

caserna 1.5% 1.5% 1.5% 1.5% 

Glucosa 0% 0.5% 1.0%. 2.0% 

Na~ 2N/50ml 2.sm1 2,5ml 2.5ml 2.5ml 

Pulque liquido 

refrigerado 47.5ml 47.5ml 47.5ml 47.5ml 

Medio No.U4 A B e D 

Agar-agar 1.7% 1. 7% 1.7% 1.7% 

Peptona de 

caserna 1.0% 1.0'X. 1.0'X. i.0% 

Glucosa 0% 0.5% 1.0% 2.0% 

Na0-1 2N/50ml 2.5ml 2.:,; .•.l ~.5ml 2.5ml 

Medio No.15 A B e D 

Agar-agar 1.7% 1.7% 1. 7% 1.7% 

Peptona de 

caserna 1% 1% 1% 1% 

Glucosa 0% 0.5% 1% 2% 

Naol'1 2N/50ml 2.5ml 2,5ml 2,5ml 2.5ml 

Pulque sedimento 

refrigerado 47.5ml ll7.5ml 47.5ml 47.5ml 
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RESULTADOS DE LA PRIMERA ETAPA 

Cada uno de los resultados esta dado con respecto al medio que se­

senala, el cual se describió anteriormente. 

Los resultados reportados estan dados con la siguiente relación. 

- negativo sin crecimiento 

Medio 

*2 

Medio No.3 

Medio 

A 

± escaso crecimiento 

+ bajo crecimiento 

++ moderado crecimiento 

+++ buen crecimiento 

* medio de cultivo m&s adecuado 

Consistencia 

semi sólido 

s6lido 

Cepa 

E.coli 

Crecimiento 

++ 

pH Cepas Crecimiento aerobio Crecimiento 

anaerobio 

6 E.coli 
C.histolyticum 

*7. E.col i +++ :f:¡, 

C.histolyticum + ++ 

8 - E-COli ++ ++ 

c. histol~ticum + '.++ 
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Medio pH Cepas Crecimiento Crecimiento 
aerobio anaerobio(#) 

6 P.aeruginosa + 

E.col i 
C.histolyticum 

B P.aeruginosa +++ ++ 

E.coli +++ +++ 
*7 C.histolyticuni ++ +++ 

P.aeruginosa ++ + 

6 E.coli + + 

C.histolyticum :!: ++ 

P.aeruginosa ++ + 

E.col i + + 
c *7 C.histolyticum ++ ~-+++ 

P.aeruginosa +++ ++ 
E.coli +++ ++ 

8 C.histolyticum ++ ++ 

Al adicionar sustancias de enriquecimiento como fué .peptona de ca­

seína y glucosa, una vez de haber seleccionado el pH m~s adecuado(pH=7) 

y concentración de Agar-agar(l.7%) los resultados fueron los siguientes: 

1 
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Medio No.4 

Cepa Crecimiento Crecimiento 
aerobio anaerobio 

E.col i + + 

A C.histolyticum 

E.coli ++ ++ 

*B C.histolyticum + 

E.coli ++ ++ 

c C.histolyticum ++ ++ 

~ + + 

D C.histolyticum + 

Medio No.5 
Cepa Crecimiento Crecimiento 

aerobio anaerobio 

~ + + 

A C.histolyticum + + 

E.coli ++ ++ 

*B C.histolyticum ++ ++ 

E.col i + + c C.histolyticum + ++ 

E.coli + + 

D C.histolyticum + + 
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Medio No.6 
Cepa Crecimiento Crecimiento 

aerobio anaerobio 

E.coli + + 
A C.histolyticum + ++ 

E.col i ++ + 

B 
C.histolyticum + ++ 

E.coli ++ .+ 

c C.histolyticum + + 

E.col i ++ ++ 

o C.histolyticum ++ +++ 

Medio No.7 

Cepa Crecimiento Crecimiento 
¡;¡erobio anaerobio 

E.coli ++ + 
A C. hi stolyticum ++ + 

E.col i +++ + 
B C.histolyticum ++ ++ 

E.col i ++ ·'++ 

c C.histolyticum ++ +++ 

E.col i ++ ++ 

o C.histolyticum ++ +++ 
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Medio No.8 

Cepa Crecimiento Crecimiento 
aerobio anaerobio(#) 

E.col i ++ ++ 
A C,histolyticum ++ ++ 

~. ++ ++ 

*B C.histolyticum ++ +++ 

E.coli ++ + 
c C.histolyticum ++ ++ 

E.coli +++ ++ 
D C.histolyticum ++ +++ 

Medio No.9 

Cepa Crecimiento Crecimiento 
aerobio anaerobio(#) 

E.col i +++ ++ 

A C.histolyticum ++ +++ 

E. co 1 i +++ ++ 

*ª C.histolyticum + +++ 

E.coli +++ ++ 
c C.histolyticum + ++ 

E.coli +++ ++ 
D C.histolyticum + +++ 
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En la determinacíón del efecto de refrigeración sobre el pulque y 

fracción de éste en la formulación del medio de cultivo los resultados 

son: 

Medio No.10 

Cepa Crecimiento Crecimiento 
aerobio anaerobio (#) 

E.coli +++ + 
A G.li1Stolyticum + ++ 

E.col i +++ + 

*B C.histolyticum + ++ 

E.coli +++ + 

c C.histolyticum ± + 

E.col i +++ + 

D C.histolyticum + ++ 

Medio No •. 11 

Cepa Crecimiento Crecimiento 
aerobio anaerobio 

E.col i +++ + 
A C.histolyticum + ++ 

E.col i +++ + 
"8 C.histolyticum !" ++ 

E.coli +++ + 
c C.histolyticum + ++ 

E.coli +++ + 
D C.histolyticum + ++ 
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Medio No.12 
Cepa Crecimiento Crecimiento 

aerobio anaerobio 

E.col i ++ ++ 
A C.histolyticum + ++ 

E. col i ++ ++ 
B e. h i sto lyt i cum + ++ 

E.col i ++ +-t-
e C.histolyticum + ++ 

E.coli +++. ++ o 
C.histolyticum + ++ 

Medio No.13 
Cepa Crecimiento Crecimiento 

aerobio anaerobio 

A E.coli + + 
~olyticum· + ++ 

E.col i ++ + 
B C.histolyticum + ++ 

E.coli ++ ++ 
e C.histolyticum + ++ 

E.coli ++ ++ 
D C.histolyticum ++ +++ 
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Medio No.14. 

Cepa Crecimiento Crecimiento 
.aer.obio anaerobio 

E.col i +++ ++ 
A C.histolyticum + ++ 

E.coli +++ ++ 
B C.histolyticum + ++ 

E.coli +++ + 
c C.histolyticum + ++ 

D 
E.col i +++ ++ 
C.histolyticum + ++ 

Medio No.15 

Cepa Crecimiento Crecimiento 
aerobio anaerobio(#) 

E. col i +++ ++ 

A C.histolyticum :t + 

E.coli +++ ++ 
B €"histolyticum +·· ++ 

E.coli +++ + 
c C.histolyticum + ++ 

E.coli +++ ++ 
D C.histolyticum + ++ 
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SEGUNDA ETAPA. OPTIMIZACIDN DEL MEDIO DE CULTIVOL 

En ésta etapa se mejora el medio de cultivo adicion&ndole agentes 

reductores,asi como modificaciones propias para la optimización. 

Los primeros reactivos que se adicionaron en ésta atapa fueron: 

bisulfito de sodio· (NaHso3) como agente reductor (variando la concentr~ 

ci6n de éste), y fosfato &cido de sodio (Na2HP04) como amortiguador , 

utilizando dos fraccciones de pulque, liquida y sedimento. 

Medio No.16 II II I IV V 

Agar-agar 1.7% 1.7% 1. 7% 1.7% 1.7% 

Peptona de 

caserna 1% 1% 1% 1% 1% 

Glucosa 0.5% 0.5% 0.5% 0.5% 0.5% 

NaOH 2N/50ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 

NaHS03 g/dl 0.02 0.04 0.06 o.os 0.1 

Na2HP04 g/50ml 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 

Sedimento de 

Pulque 47.5ml 47.5ml 47 .5ml 47.5ml 47.Sml 
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Medio No.17 11 I Il IV V 

Agar-agar 1. 7% 1 .7% 1.7% 1.7% 1.7% 

Peptona de 

caserna 1% 1% 1% 1% 1% 

Glucosa 0.5% 0.5% 0.5% 0.5% 0.5% 

NaOH 2N/50ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 2.5rnl 

NaHS03 /dl 0.02 0.04 0.06 0.08 0.·1 

Na2HP04g/50ml 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 

liquido de 

Pulque 47.5rnl 47.5ml 47.5rnl 47.5ml 47.5ml 

En el siguiente.medio se· varió la concentración del sedimento de 

pulque,dado a que éste tiene en su mayoria unidades celulares,la varia­

ción de concentraciónse basó en el numero de éstas por mm~centrifugando 

200ml de pulque completo.el sedimento obtenido se diluye con 50rng de 

agua conteniendo 140 000 unidades/rnm3 , el s~~imentode 200ml de pulque 

completo se diluyen en 100ml de agua y se obtienen 60 000 unidades ce­

lulares/mm3,por último el sedimento de 100ml de pulque completo se di­

luyen con 100ml de agua y se obtienen 30 000 unidades celulares/mm3 

el conteo celular se realizó por medio de la camara de Neubauer. 

Esta variación de concentración del sedimento se realizó porque 

se observó un buen desarrollo bacteriano en dicha fracción. 

También se cambia el sistema de anaerobiosis,sometiendo los medios 

de cultivo a una atmósfera anaerobia más estricta.con el sistema de ja-
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rra con Anaerocult A,ya que el sistema de anaerobiosis hasta éste mome!:!_ 

to empleado sólo proporciona una atmósfera parcial de C02, dado que el 

objetivo es el desarrollo de bacterias anaerobias estrictas como es el 

caso de bacteroides. 

Medio No. 18 X y z 

Agar-agar 1.7% 1.7% 1.7% 

Peptona de 
caserna 1% 1% 1% 
Glucosa 0.5% 0.5% 0.5% 
NaOH 2N/50ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 
NaHS03g/dl 0.1 0.1 0.1 
Na2HP04 g/50ml 0.4 0.4 0.4 
Sedimento de 
Pulque 47.Sml 47.Sml 47.5ml 
Contenido de 
u.celulares/mm3 140 000 60 000 30 000 

Los segundos reactivos que se adicionaron en ésta etapa fueron: un 

indicador oxido-reductor;azul de metileno para indicar el grado de re-­

ducción del medio y del sistema de anaerobiosís (1.3ml/50ml al 0.58% ) 

y carbonato de sodio(Naco3) al 20% agregando éste último después de di­

solver y esterilizar el medio para crear una pequeña atmósfera de co2 • 



Medio No.19 

Agar-agar 
Peptona de 
caseina 
Glucosa 
NaOH 2N/50ml 
NaHS03 g/dl 

Na2HP04 g/50ml 
Na2co3 (20%) 
Azul de metileno {0.58%) 
Pulque liquido 

Medio No.20 

Agar-agar 
Peptona de 
caseina­
Glucosa 
NaOH 2N/50ml 
NaHso3 g/dl 
Na2HP04 g/50ml 
Na2co3(20%0 
Azul de metileno {0.58) 
Pulque completo 
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1.7%-

1% 
0.05% 
2.5ml 
0.1 

0.4 
0.5ml 
1.3ml/50ml 
46.0 ml. 

1. 7% 

1% 
0.5% 
2.5ml 
0.1 
0.4 
0.5ml 
1 .3ml/50ml 
46.0 ml 
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Por último se adicionó sangre de carnero en una proporción del 4%, 

para proporcionar la vitamina K y hemina.sustancias necesarias para el 

desarrollo de bacteroides (bacterias anaerobias extrictas),también se -
' variaron algunos reactivos para que sean los minimos necesarios en la 

formulación • 

No.de Medio. 

Agar-agar 
Peptona de 
caseina 
NaOH 2N/50ml 
NaHS03 g/dl 
Na2HP04g/50ml 
Na2co3 (20%) 
Sangre de 
carnero/50ml 
Pulque 
completo 

21 

1.7% 

0.5% 
2.5ml 
0.1 

0.4 
0.5ml 

2 ml 

45ml 

22 

1.7% 

0.5% 
2.5ml 
0.1 

0.5ml 

2 ml 

45ml 

23 

1.7% 

0.5% 
2.5ml 
0.1 

0.4 

2 ml 

45ml 

24 

1.7% 

0.5% 
2.5ml 
0.1 

2 ml 

45ml 

25 

1.7% 

0.5% 
2.5ml 

2 ml 

45ml 

26 

0.5% 
2.5ml 

0.5ml 

2 ml 

45ml 

Nota; es importante en cada uno de los medios ajustar el pH (pH=7) con la 

adición de 2.Sml ± de NaOH 2N en cada uno de los medios de cultivo. 

Al observar desarrollo bacteriano en cada uno de los medios previa­

mente inoculados se realizaron tinci6n de Gram para observar caracter!s­

ticas microscópicas de cada cepa inoculada. 

' 
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Medio No.16 

Cepa Cree imi en to Crecimiento 
aerobio anaerobio(#) 

P.aeruginosa +++(pigmento) + 
C.histolyticum + ++ 

P.aeruginosa +++ + 
II C.histolyticum + ++ 

P.aeruginosa +++ + 
III C.histolyticum + ++ 

P.aeruginosa 
IV C.histolyticum + ++ 

P.aeruginosa 
V C.histolyticum + ++ 

Medio No. 17 

Cepa Crecimiento Crecimiento 
aerobio anaerobio 

P·.aeruginosa +++(pigmento) + 
C.histolyticum ++ +++ 

P.aeruginosa +++ ++ 
I I C.histolyticum + ++ 

P.aeruginosa ++ + 
III C.histolyticum + +++ 

P.aeruginosa 
IV C.histolyticum +++ + 



V P.aeruginosa 
C.histolyticum. 
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++ +++ 

Dada la variación de la concentración de unidades celulares/mm3 en 
la fracción sedimento de pulque, los resultados fueron los siguientes: 

Medio No.18 

Cepa Crecimiento Crecimiento 
aerobiG>:· anaerobio(&) 

X 
S.aureus +++ + 
Clostridium sp + ++ 

S.aureus +++ + 
*Y Clostridium sp + + 

S.aureus +++ + 

l Clostridium sp + ++ 

De acuerdo a los resultados hasta ésta etapa los medios m~s favora­
bles para cada caso fueron: 
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Medio para bacterias aerobias Medio para bacterias anaeroll.i:as 

Agar-agar 
Peptona de 
case!na 
Glucosa 
NaOH 2N/50ml 
NaHS03 g/dl 
Na2HP04g/50ml 
Pulque 47.Sml 

1.7% 

1% 

0.5% 
2.5ml 
0.1 
0.4 
sedimento 
(60 000 u.c/mm3 

1.7% 

1% 

0.5% 
2.5ml 
0.1 
0.4 
l !qu ido y 

completo 

En los siguientes medios sólo se utiliza,pulque completo y liquido 
de pulque. 

Medio No.19 

Medio• No.20 

Cepa 

S.aureus 
C.perfringens 
Bacteroides sp 

Cepa 

S.aureus 
C.perfringens 
Bacteroides sp 

Crecimiento 
aerobio 

++ 

+ 

Crecimiento 
aerobio 

++ 
+ 

Crecimiento 
anaerobio 

+ 

++ 

Crecimiento 
anaerobio 

++ 

+++ 
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Por último,al adicionar sangre de carnero al medio y variando algw-
nos reactivos, los resultados se observan en Jas tablas siguientes. 

CRECIMIENTO AEROBIO 

l'lo.IYleCho 21 22 23 2il •25 ' 26 

Cepa 

Neisseria sp + ± ± ± + + 

E.coli +++ ± +++ +++ ++ ++ 

Klebsiella se +++ ± +++ +++ +++ +++ 

S.pyogenes + ± + + ++ ++ 

s.aureus + + ++ + ++ ++ 

Proteus sp ++ ± ++ +++ +++ +++ 

CRECIMIENTO ANAEROBIO(&) 

No. r;Jea10 21 22 23 2il "'25 26 

Cepa 

Bacteroides se + + + + +++ ++ 

Bacteroides sp + + + + ++ ++ 

Bacteroides se + ± + + ++ ++ 

C.perfringens + + + + ++ ++ 

Neisseria sp + + ++ + 
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De acuerdo a los resultados anteriores el medio de cultivo formula 

do queda constituido de la siguientte forma: 

Agar-agar 1. 7% 

Peptona de 

caseina 0.5% 

NaOH 2N/50ml 2.5ml 

Sangre de 

carnero 4% 

Pulque 

completo 47.5ml 

TERCERA ETAPA ESTABILIDAD DEL MEDIO DE CULTIVO FORMULADO. 

Se colocó un lote de 30 cajas de petri con medio de cultivo for­

mulado en refrigeración a 4°c y en bolsas de polietileno,inoculando a 

diferentes periódos, alo largo de un mes, empleando cepas aerobias es­

trictas: P.aeruginosa ,aerobios facultativos; Estreptococos hemoliticos, 

S.aureus, E.coli, y cepas estrictamente anaerobias como Bacteroides , a­

s! como anaerobios aerotolerantes;Clostridium sp. 
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RESULTADOS DE LA TERCERA ETAPA: ESTABILIDAD DEL MEDIO FORMULADO 

Cepa Crecimiento aerobio 

S.pyo9enes ++ 

S.aureus ++ 

E.coli +++ 

P.aeruginosa +++ 

Cepa Crecimiento anaerobio 

Clostridium sp +.+ 

Bacteroides sp +++ 

Bacteroides sp ++ 

El crecimiento de las diferentes cepas puras empleadas se mantuvo 

durante el periodo de estabilidad del medio formulado. 
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CUARTA ETAPA: REPRODUCTIVILIDAD DEL MEDIO FORMULADO. 

El medio formulado constituido de: 

Agar-agar 1.7% 

Peptona de 

- caserna 0.5% 

NaOH 2N/50ml 2.5ml HapH=7) 

Sangre de carnero 4% 

Pulque completo 47.Sml 

Se elaboró seis veces y se inocularon los mismos microorganismos 

(Bacteroides sp, Clostridium sp ), en las mismas condiciones (37°c , 

48 horas de incubación, en sistema de jarra con Anaerocult A), emplen­

do el mismo tipo de pulque. 

RESULTADOS DE LA CUARTA ETAPA :REPRODUCT!VILIDAD DEL MEDIO FORMULADO. 

Cepa 

Bacteroides sp 

Clostridium sp 

Crecimiento anaerobio 

++ 

++ 

En las seis ocasiones que se elaboró el medio formulado e inoculo 

con las cepas anaerobias estrictas y aerotolerantes,presentaron resulata­

ron resultados similares al expuesto. 
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QUINTA ETAPA: COMPARACJON DEL MEDIO FORMULADO. 

El medio de cultivo formulado antes descrito, fué comparado con 

los siguientes medios de cultivo: Agar sangre,Agar sangre-alcohol fe­

niletilico y el medio anaerobio según Brewer, para observar ventajas y/o 

desventajas. 

RESULTADOS DE LA QUINTA ETAPA. 

Debido al factor económico sólo se pudieron comparar por cinco ve­

ces ya que los medios comerciales son muy caros asi como el reactivo p~ 

ra anaerobiosis (Anaerocult A) , obteniendose los siguientes resultados 

Medio 

Agar sangre 

Agar sangre 

alcohol fen i 1-

eti 1 ico 

Agar Brewer 

Cepa 

Bacteroides sp 

Clostridium sp 

Bacteroides sp 

Clostridium sp 

Bacteroides sp 

Clostridium sp 

Medio Formulado Bacteroides sp 
Clostridium sp 

Crecimiento anaerobio 

++ 

++ 

++ 

++ 

++ 

++ 

en las cinco ocaciones los resultados fueron similares. 

(&) 
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9 . A N A L I S I S D E R E S U L T A D O S 

En los pr.imer.os medios (1,2) se varfa la concentración de agar- -

agar para obtener la consistencia del medio, de manera que pueda rea­

lizarse una inoculación normal, lograndose con 1.7% de agar-agar. 

En el medio No. 3 se observó la influencia del pH en el crecimien­

to bacteriano,produciendose mejores resultados a pH 7 y 8,(dependiendo 

del pH requerido para la cepa bacteriana inoculada). 

A partir del medio No. 4 se consideraron las dos fracciones del 

pulque,obtenidas por centrifugación; sedimento y liquido del pulque. 

Ambas fracciones se compararon con el pulque completo añadiendoseles 

peptona de caserna como fuente de protefnas y aminoácidos,obteniendose 

la concentración adecuada de peptona para el enriquecimiento de cada 

una de ellas .Posteriormente se adicionó al medio, un nutriente de fácil 

asimilación como lo es la glucosa, con lo que se obtuvo un mejor desa­

rrollo bacteriano. 

A partir del medio No.10, se comparó el efecto en el crecimiento -

bacteriano al utilizar en el medio pulque fresco y almacenado hasta :. -

tres semanas de refrigeración para conocer si ésta afecta las caracte-­

rfsticas del pulque, obteniendose resultados muy similares, por lo que 

éste factor no influye,siempre y cuando el tiempo de almacenamiento del 

pulque no supere las tres semanas, ya que después de éste tiempo se ini 

cia la descomposición del pulque por fermentación. 

Para otimizar el medio de cultivo, se adicionó un reductor;bisulfl_ 

to de sodio (naHS03) a diferentes concentracione~ siendo la más adecu~ 

da de 0.1g/dl ya que concentraciones mayores inhiben el crecimiento bac 
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teriano aún de aquellas bacterias que necesitan condiciones reductoras. 

Dicha sustancia fué probada tanto en la fracci6n de ~edimento de pulque 

como en la de liquido.De la misma manera se introduce un amortiguador; 

fosfato ~cido de sodio (NaHP04) para mantener el pH constante.después 

de esterilizar el medio y durante la icubaci6n del mismo.Resultando sa­

tisfactoria la concentraci6n de 0.4 g/50 ml de NaHP04. 

Dado a que se observ6 un buen desarrollo bacteriano en la fracci6n 

sedimento de pulque, se vari6 la concentraci6n de éste, probandose;sedi­

mento con un contenido de 140 000 u.celulares/mm3, 60 000 y 30 000 u. 

celulares/mm3 ,en el primer caso el desarrollo bacteriano se extiende en 

gran proporci6n por lo que no permite un buen aislamiento.en tanto que 

al usar sedimento con 60 000 u/mm3 ,result6 ser la concentraci6n m~s ad~ 

cuada pués el aislamiento se observ6 claramente.Sin embargo no es adecu~ 

do el uso de la fracci6n sedimento de pulque para el siste¡_na de incuba-­

ci6n anaerobio al ser comparado con liquido de pulque y pulque completo 

(19,000 u/mm3). 

Como medio indicador de oxidaci6n-reducci6n se adicion6 azul de me-

tileno al 0.58% (1.3ml/50ml) resultando un buen indicador principalemnte 

para observar las condiciones reductoras durante la incubaci6n anaerobia 

s6lo que posteriormente se suprimi6 su uso ya que el color que presenta 

no permite claramente la observaci6n de colonias bacterianas. 

También se introdujo carbonato de sodio al 20% (Na2co3) después de 

disolver y esterilizar el medio de cultivo produciendose pequeñas can­

tidades de C02 quedandose probablemente atrapadas en el medio al solidi 
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fícarse,formando una atmósfera de co2 elemento favorable para el desarro 

llo de microorganismos anaerobios, sin embargo no contribuyó en gran pr~ 

porción al desarrollo de éstos. 

Por último se adicion6 sangre de carnero en una proporci6n del 4% 

ya que las bacterias anaerobias obligadas requieren en su mayoria hemina 

y vitamina K, elemento que podria tomar de la sangre, observandose un 

buen desarrollo bacteriano.También se realizaron algunos cambios en la 

formulaci6n hasta ese momento dada con el fin de observar sí algún ele~: 

mento de la formulación le es mAs o menos favorable tras la adición de 

sangre, adem~s de tratar de reducir el número de reactivos, e incluir ú­

nicamente los necesarios,observAndose efectivamente que algunos elemen-­

tos son poco desfavorables para el desarrollo bacteriano, de esta forma 

quedó formulado el medio con los reactivos minimos necesarios. 

La estabilidad del medio se realizó durante un mes obscrvandose re­

sultados satisfac+.orios,pués dicho periodo supera aún el establecido 

para la mayoría de los medíos comerciales.que en promedio es de tres se­

manas .De igual manera la reproductibilidad del medio es considerada a~­

ceptable, ya que se obsevaron resultados muy similares,debiendo aclarar­

se que un cambio de pH mtnimo,influye en gran proporción para el crecí-­

miento bacteriano por lo que es necesario ajustar el pH del medio de cul 

tivo (PH;7). 

Finalmente el medio de cultivo formulado fué comparado con medios 

de cultivo comerciales como son ; agar para bacterias anaerobias según 

Brewer, agar sangre alcohol feniletilico y agar sangre,observandose re-­

sultados similares al ser comparados con éste a excepción del medio Bre­

wer que no presentó desarrollo bacteriano probablemente peque el medio 

se encontraba muy hidratado. 
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10. e o Ne L u s 1 o NE s 
El medio ideal de pulque formulado esta constituido como si-

gue: 

Agar-agar 1. 7% 

Peptona de 

case!na 0.5% 

NaOH 2N/50ml 2. 5mrt 

Sangre de 

carnero 4% 

Pulque 

completo 47.5 ml 

Los medios de cultivo para bacterias anaerobias no son empl~a 

dos con mucha frecuencia en laboratorios cl!nicos,generalmente por 

el elevado costo de éstos,asf como el sistema anaerobio requerido, 

que en éste caso se recomienda el Anaerocult A por su facilidad de 

uso y efectividad de reducción. 

El medio de pulque formulado podr!a ayudar en algo a solucio­

nar este problema,dado que éste es un producto económico,de f!cil 

obtención etc.Lo que permite bajar considerablemente el costo,com­

parandolo con medios cómo agar sangre y agar sangre alcoholfenil­

etil ico. 

No sólo puede ser utilizado como un medio para bacterias an~e 

rabias sino también es considerado un medio de enriquecimiento pa­

ra el desarrollo de microorganismos exigentes.aunque seria necesa 

río optimizar-el medio y probarlo exhaustivamente con mustras el!-
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ni cas. Este medio fué probado con cepas clínicas de estreptococos 

hemol~ticos sóio que en ocasiones la hemólisis varía sin llegar a 

conocer la causa de dicha variación.Por lo que podría realizarse 

un estudio más amplio al respecto. 

El empleo de sangre de carnero fué necesaria en la formula--­

ción del medio de cultivo pués los microorganismos anaerobios obl.!_ 

gados requieren para su desarrollo hemina y vitamina K,elementos 

que podrian tomar de la sangre. 

Dentro de los resultados-expuestos se observa que uno de los 

medios (No.16-1) es excelente para la obsrvación del pigmento 

oaracteristico de la Pseudomona ~eruginosa, de tal modo que podría 

utilizarse como un medio de identificación de dicha bacteria.De i­

gual forma es un medio lo suficientemente enriquecido para el de-­

sarrol lo de microorganismos que va desde Pseudomonas,que sólo nec~ 

sitan una pequeña fuente de carbono hasta el desarrollo de Bacte-­

roides (microorganismos exigentes en sus requerimientos nutriciona 

les). 

Por otro lado,de acuerdo al estudio realizado con la fracción 

de sedimento de pulque.está siedo empleada en la formulación de un 

medio para urocultivo, como tema de tesis en el laboratorio Central 

de ENEP "ZARAGOZA". 

Por último tanto el medio formulado,como algunos medios expu~s 

tos en éste trabajo podr!an ser empleados como medios de cultivo ca 

merciales, dando resultados similares uno con respecto de otro.Sin 

embargo se sugiere que sea probado el medio de cultivo formulado -

con muestras c!1nicas con el fin de optimlzarlc aúr. m8S'..y podei;> 

utilizarlo con toda confiabilidad. 
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