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INTRODUCCION

El objeto de este estudio es comprobar el efecto causado
por un lisado filtrado de bacilos entéricos sobre los mismos
microorganismos utilizados en su produccion y asimismo ob-
servar la posible inhibicion del crecimiento IN VITRO al poner
las cepas en contacto con el filtrado.

Se ha utilizado para ¢llo un testigo de caractevisticas dis-
tintas para poder comparar los resultados.

Unicamente se ha desarrollado una parte del estudio tra-
bajando solo con medios de cultivo, es decir “IN VITRO", ya
que no se utilizaron animales para hacer el estudio “IN VI-
AYORN
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GENERALIDADES

Io1 lisado utilizado para el estudio se obtiene del cultivo de
una mezela de Escherichia coli Var, communior, Salmonella

typhosa, Salmonella paratyphi “A” y Salmonella paratyphi
Ill"’.

11 procedimiento para obtener el lisado filtrado es el si-
guien '

a)  Se siemhra en caldo nutritivo una mezela de los ba-
cilos usados.

b) Incubindose a 37CY siendo ésta la temperatura op-
tima para su desarrollo, permaneciendo asi el tiempo necesi-
rio para que el cultivo alcance su maximo crecimiento; ilevan-
dose un control del namero de gérmenes por medio de un
inefelémelro v frazando su grafica correspondiente.

¢) Una vez alcanzado su desarrollo maximo, se lleva a
una temperatura de 70°C durante una hora, enfriando rapida-
mente, v vepitiendo esta operacion cada 24 horas durante 5
diag consecutivos; el objeto de este proceso es matar a los
gérmenes v oasi efectuar 1a lisis de ostos liberando asi las en-
dofoxinag,



d) Una vez realizado ¢l paso anterior, se procede a la
filtracion, que se efectia con un Gooch utilizando vacio y una
atmdsfera estéril, filtrando inmediatamente por bujia para
esterilizar el lisado y evitar nueva contaminacion.

e) Este filtrado se debe conservar a una temperaturi
que fluctaa entre 29 y 10¢C.

Generalidades de los microorganismos gue entran en la
meoducceion del lisado filtrado,

La Escherichia coli dernominada también baeilo eoli, coli-
bacilo o Bacterium coli commune; pertenece a la familia de
las Enterobacteriaceas, al género Escherichia y a la especic
fischerichia coli.

En estado normal se encuentra formande parte de la flo-
'a intestinal en su variedad no patégena; siendo }a variedad
patdégena el agente que origina los estados patolégices en los
individuos parasitados.

Estos bacilos son cortos, generalmente de 2 a 3 micras
gram negativos, ciertas etapas pueden ser movibles presen-
tando flagelos en todo su contorno, pueden encontrarse solos
o agrupados en pares o en cadenas; crecen en los medios usua-
les con gran facilidad, siendo su temperatura aptima 37¢C,
pero pucden cultivarse también a 45°C. Poseen endotoxinas,
exoloxinas y hemolisina. (1), (5).

La Salmonella typhosa llamada también Bacilo de Eberth
Eherthela typhosa o bacilo de la tifoidea, pertenece a la fa-
milia de las Enterobacteridceas, al género Salmonelln y a la
especie Salmonelia typhosa. (1),

Es el causanle de la tifoidea, encontrandose en los indi-
viduos parasitados, en el intestino, higado y sangre.
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La Salmonella paratyphi “A”, conocida como bacilo pa-
ratifico “A", pertenece a la familia de las Enterobacteriaceas,
al género Salmonella y a la especie Saimonella paratyphi “A”,

Es el agente de la paratifoidea, alojandose en forma si-
milar a los tificos (1).

La Salmenella paratyphi “B”, denominada también ba-
ciio paratifico “B”, pertencce a la familia de las Enterobac-
teridceas, al género Salmonella y a la especie Salmonella para-
typhi “B” (1).

Produce también paratitoidea y se aloja en el mismo sitio
que lcs anteriores.

Las Salmonellas son bacilos cortos, gruesos de 0.4 a 0.6
micras de ancho por 1 a 3 mieras de largo y en cultivos viejos
se pueden ver filamentosos y cortos, son peritricos y muy mo-
viles, desplazindose con movimientos de translacidn, son es-
porulados y no tienen capsula y sélo algunas colonias Lisas
(S) pueden presentarla.

Se tifien facilmente con los colorantes de ani'ina, son

Gram negativos. Todos ellos cultivan facilmente con medios
simples con pH de 6.8 # 7.8 v a temperatura de 20°C o 40°C,
siendo la éntimn do ATVC.

Lxeepto la Salmonelia typhosa, las otras Salmonellas pro-
ducen de manera caracteristica dcido y gas con la glucosa y
maltosa, pero no fermentan la lactosa ni la sacarosa.

Las formas Rugosas (R} de la Salmoneila paratvphi “B”
desarrollaron grandes colonias mucoides cuando sc incuban o

A7°C diciéndose entonces que las colonias son Mucoides o M.
(5).
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MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS

Los medios de cultivo empleados en la realizacion de! es-
tudio fueron:
CALDO NUTRITIVO.

10 g. de Peptona.
5 g. de Cloruro de sodio.
3 g. de Extracto de Carne. (Bovril).
2.5 g. de Glucosa anhidra.

Agua c.b.p. 1000 ml

Se ajusta el caldo a un pH comprendido entre 7 y 8.
a.—Se calienta a ebullicién para disolver los componentes.
h.—Y se hierve durante 15 minutos.

r.—Determinandose la reaccion y se ajusta si es necesavio con
sosa Normal.

d.—Hirviéndose por 15 minutos para precipitar los fosfatos.
¢ —Una vez tibio se filtra por algoddén y papel filtro.

f—Poniéndose en tubos (10 ml. en cada uno) y se esteriliza
en autoclave a 15 libras durante 20 minutos. (2).
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GELOSA NUTRITIVA., (Agar Nutritivo).

5 g. de Extracto de Carne (Bovril).
10 g. de Peptona.

5 g. de Cloruro de sodio.

10 g. de Agar.

Agua c.b.p. 1000 ml. Ajustancdo el pH entre 7 v 8.

El agar nutritive o musgo de Cevlan cs una substancia
de origen vegetal, extraida de ciertas algas marinas: es un
coloide reversible, no tiene ninguna propiedad nutritiva para
lag bactevias, utilizindese s6lo para solidificar los medios do
cultivo; Funde hacia los 93°C v solidifica a mas o menos los
JO0C,

a.—FEn un litro de agua destilada, se ponen los ingredien-
tes, que se pasan a un matraz de bola.

b.—-8e tapa éste con alegodon y se lleva al autoclave a 15
libras por 15 minutos, para disolver bien los ingredientes es-
pecialmente la gelosa.

c.—Se ajusta el pH del medio afiadiendo la sosa Normal
requerida, llevandose a ebullicion el medio por 10 minutos,
reponiendo luego el agua perdida por la evaporacion, con agua
destilada caliente.

d.—FE] medio se filtra a través de alzodon y se distribuye
en tubos de ensaye.

e.—Se esteriliza en autoclave a 13 libras por 20 minutos
(2).
AGAR CON ZUMO DE JITOMATE.

Este medio se emplea para sembrar colonias de Lacto-

bacilos, y consta de los siguientes ingredientes:

D
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400 ml. de zumo de jilomate.
460 ml. de leche.
25 g. de glucosa.
11 g. de agar.
600 ml. de agua destilada.

a.—1 zumo de jitomate de tomates en conserva. Se vier-
te ¢l contenido de una lata en un embudo grande con papel
filtro gruese. Usandose s6lo el filtrado de color amarillo trans-
parente. Se calienta la mezela de jugo de jitomate, la leche v
la glucosa para que se disuelva ésta.

h.—Se agrega el agar al agua y se pone en el autoclave
para disolverlo.

¢.—Se ajusta la reaccion de la mezela del zumo de jito-
mate a 6.8 antes de anadir el agar. Se filtra por papel; y el
pH definitivo después de esterilizar debe ser aproximadamente
de 6.2.

d.——Se juntan ambas mezclas cuando todavia esian ca-
lientes. filtrandose después por algodon. Distribuyéndesa en
tubos y esterilizandose en autoclave a 121°C (15 libras) du-
ante 8 minutos. Sacandose del autoclave lo mas pronto po-
sible (2},
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METODOS DE DETERMINACION Y DESARROI.LO

TICNICA PARA OBTENER UNA GRAFICA MICROBIANA
N FOTOCOLORIMETRO.

Para llevarla a cabo se efectiian los siguicntes pasos:

a).—A cultivos liquidos que contengan una mezcla de los
bacilos en estudio, se ponen a Baiio Maria a temperatura de
60 a 65°C durante una hora, con cbjeto de inactivar los ba-
cilos.

b).—-Fstos tubos se centrifugan sacindose a continua-
cién el ligquido sobrenadante que corvesponde al medio de cul-
tivo; y ¢l sedimento que estd formado por las bacterias en es-
tudio s lava con suero fisiologico hasta que no queden trazas
del medlio,

¢).—Una vez lavados los bacilos se transficren a un ma-
traz de 10 i, aforandose con suero fisiologico hasta la mar-
a del matraz,

d).—Al folocolorimetro (Hellige Clinicol modelo 900 B)
se le adapta ol filtro de 660 mp y se ajusta a 10047 de trans-
mitancia con suero fisioldgico: a continuacion se foma la lec-
fura correspondiente a los bacilos emulsionados en los 10 ml.
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de suero fisiologico, anotiandose esta lectura que se toma como
la maxima turbidez.

e).—De la emulsion anterior se hacen dilucioncs al doble,
sacando la mitad de su volumen y completando con suero fi-
siologico para que quede la cantidad original; leyéndose cada
una en el fotocolorimetro y anotandose su correspondiente lec-
tura,

f).—Se toma de la dilucién menor una gota con la que
se llena la camara cuenta glébulos: observandose al microsco-
pio y contando los bacilos que se encuentren en la cuadricula
correspondiente para la cuenta de globulos rojos; efectuin-
dose ¢sta en cinco cuadritos.

g).—-Una voz efectuado el cuanteo de bacilios, se hace el
siguiente calculo: se multiplica la cantidad de bacilos obteni
da por 0.000 253, que corresponce al volumen de los cinco cua-
dros contados, luego se multiplica por 4 000, cantidad que
corresponde al volumen que hay en un mm?, y a su vez se mul-
tiplica por la dilucién de la muestra con la que se hizo la cuen-
ta; v a partir de este valor se sacan los valores corresion-

dientes a las subsiguientes diluciones.

h).—Se traza una grafica trazando en el ¢je de las abs-
cisas la lectura correspondiente a la transmitancia del foto-
colorimetro y en cl eje de las ordenadas se marea la cantidad
de bacilos que se encontraron en cada una de las diluciones.
Il namero de bacilos encontrados en la dilucion minima se
va duplicando para obtener asi el ntmero de las siguisntes
ailuciones.

El Totocolorimetro debe tener el [iltro correspondiente a
660 mp. por ser ol maximo v el mds conveniente para la de-
ferminacion. que es nefelométrica.

-
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La grafica nos revela el resultado de la determinacion an-
terior,

CONTROL BACTERIANO DEL LISADO FILTRADO

Este control se efecttia sembrando las cepas en estudin
en caldo nutritivo (método ya indicado); y se saca cada 21
horas una muestra que se deposita en la celdilla del fotocolo-
rimetro, se toma la lectura viendo en la grifica el namero de
bacterias correspondiente, obteniéndose en esta forma la cur-
va de crecimiento de Jos mismos.

Es de importancia para esta determinacion tomar cf pHld
del cultivo, ya que los gérmenes que lo integran son suscepti-
bles a tales cambios,

PROCEDIMIENTO DE LOS DISCOS DI PAPTL.

a).—Para la ejecucion de este método se preparan discos
de papel fitro Whatman nam. 2, cortandolos en circulos con
un diametro de 10 a 12 mm.: los que se esterilizan en una caja
Pehii a calor seco.

h).—Por otra parte se siembra en una caja Petri que
contenga gelosa; en el caso de que los bacilos en estudio se
encuentren en medio solido, se utiliza gelosa solidificada y s
siembra por estria,

En cambio, si los gérmencs se encuentran en medio li-
miido, se toman partes alicuotas de ¢ste y siembran en gelosa
sin solidificar, logrando asi emulsiones de los bacilos con el
medio que posteriormente solidifica.

¢).—Con unas pinzas flameadas con alcohol, se introdu

19



cen varios discos de papel dentro de pequenos tubos estériles
que contengan el Jisado o bien diluciones en éste con caldo
nutritive, utilizandose también un tubo testigco con caldo solo.

d).—Por medio de pinzas estériles se sacan los discos de
papel ya mojados, depositindose ¢stos con cuidado sobre las
placas de agar recientemente sembradas.

e).—-Dispuestas Jas cajas Petri como va se indico, se incu-
han a 37C al cabo de 24 o 48 horas, observandose las placas
para ver si ha habido inhibicion de las colonias que se en-
cuentran alrededor de los discos de papel (2).

PROCEDIMIENTO DE LAS COPAS DE OXFORD.

a).—Para su realizacidon se siembra en caldo simple cada
uno de los microorganismos por estudiar.

b} .—Se lictan tuhos aue eontongan gelosa nutritiva va-
ciandose el contenido de cada uno en una caja Petri y antes
de que solidifique el medio se siembran las cajas con el medio
‘e cultivo yva indicado, usando para ello pipetas de 1 ml. v po-
niendo en cada una 1 ml, del cultivo que contenga los géirme-
nes, emulsionandolos bien con 1a gelosa.

c).——Una vez sembradas las cajas se procede a poner en
eada una, tres a cuatro cilindros de Oxford que se calientun
1n poco en su base, colocandose por medio de unas pinzas
rameadas sobre la superficie de la placa, procurando gue no
queden muy hundidos en el medio, pero si lo suficiente para
que no se derrame el liquido en el periodo de incubacion.

d).—Ya pucstos los cilindros en el medio sembrado, se
procede a llenarlos con el lisado filtrado por medio de pipetas
capilares; poniendo en cada caja lisado de diferente dilucion.
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e).—Dispuestas las cajas Petri como ya se indicod, se in-
cuban a 37°C durante 24 a 48 horas, después de las cuales se
ohscrvan los resultados obtenidos. El halo de inhibicion debo
estar en relacidn directa con la dilucion del lisado (2.

T"REPARACION DE UN ANTIGENO PARA PRUEBAS DE
AGLUTINACION,

a).--Para su obtencién se parte de un cultivo de E. coli,
5. typhesa, S, paratyphi “A", v S, paratyphi “B™; oste medio
de cultivo se calienta durante una hora a bafic maria a la tem-
peraturn de 60 a 63°C para matar los microorganismos.

b).—-Una vcz muertos los bacilos se centrifuzan los iuhos
de cultivo, extrayendo por medio de pipetas capitares el ealdo,
e introduciendo en ellos unas cuentas de vidrio para homoge-
neizar ol sedimento, que se lavarda con suvero fisioldgico hasta
oue no quede rastro del medio de cultivo: lograndose ésto por
meaio de agitacion con las perlas de vidrio v adicion de su~rao
fisiclézico: secuida de contrifugacion y extraceion del liguido
sobrenadante. Repitiéndose esta operacidn cuantas veees cof
necesaria.

¢} .—Habiéndose logrado el prso anterior s2 hace una dilu-
cion con suero fisioldgico hasta que la turbidez del liquido se
aproxime a la cantidad de bacterias vequerida (3000 millones
por ml.), utilizando para ¢sto la grafica microhiana anterior-
mente descrita.

d).—Para conservar este antigeno se le agrega una so-
lucion de Merthiolate; poniendo 10 ml de solucidon (1:1000)
por 90 ml. de suspension bacteriana, dando asi, una concen-
fracion final de 1:10,000 del conservador antes indieado. (2).
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PRUEEAS DE AGLUTINACION MACROSCOPICA.

a).—Para su reaiizacion se disponen de 10 pequeios tu-
bos de ensayvo dispuestos en una gradilla,

b).—Se pone (.5 ml. de solucién salina fisiolGgica par-
tiendo del segundo tubo.

¢).—Se agrega 1 ml. del lisado filtraco en ! primer tubo.
sacandose de este 0.5 ml. que se pasan a! segundo tubo, se agi-
tan v se sacan de éste 0.5 ml. gue se ponen en el tercer tubo
v asi sucesivamente hasta llegar al tubo numero nveve dol
cual se descartan los 0.5 ml. que le correspondian al tubo 10:
debido a que este tubo lleva los (.5 ml. de suero fisioldgico.

d).—A cada tubo se le anad-s 0.5 ml del antigeno bhien
agitado. mezclandose con el resto del liquido.

e).—Estos tubos se meten a bano maria a 32¢C durante
15 a 20 horas. observando despuds los vesultados cbtenidos
(2,

METODO POR INHIBICION DI CULTIVO
EXN MEDIO LIQUIDO.

a).—Este se efecttia haciendo una siembra inicial en cal-
do nutritivo:; realizandose con cada bacteria por separado e
incubandose el medio durante 24 horas a 37°C.

bY.—S8e disponen pequenos tvbos de easaye: en el prime-
ro de los cuales se ponen 5 mb: en ol segundo 2.5 ml: en el
tercero 1.25 ml.: v en el cuarto 0625 mi. de iisado filtrado.
Completando el volumen de los tubos 1 5 mlb. con caldo nu-
tritivo: v poniende en el vltime de elios unicamente calcdo.

a9
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RESULTADOS

CONTROL BACTERIANO DEL LISADO FILTRADO

Al efectuar la prueba para determinar la curva de creci-
miento se obtuvieron como promedio los datos que a continua-
cion se sefialan:

Lectura del Foto- Num. de Bacterias

Dias pH colorimetro por mm’
1 T T8 75 mil
2 K B 90 mil
3 ) 40 2R0 mil
4 7.5 35 325 mil
) S 23 460 mil
6 8 14 690 mil
T 8.5 10 050 mil

Observandose que el crecimicnto bacteriano on los pri-
meros dias es lento, pero despuds aumenta hasta aleanzayr su

maximo desarrollo.

|
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METODO DE LOS DISCOS DI PAPEL.

En las pruebas cfectuadas por este procedimiento hubo
inhibicién minima del crecimicnto bacteriano alrededor de los
discos. Esta inhibicion se efectia en 2! periode comprendido
entre 24 v 48 horas después de sembradas las cajas Petri con
E. coi, 8. typhosa, S, paratyphi “A", S, parathyphi “B”, v una
mezc'a con todos cllos; v usando comn testigo otra mezcla de
lactobacilos (Lactohacillus acidophilus de Moro v Lactobaci-
tius bulgaricus de Griziveft).

n

i halo de inhibicion es1da comprendido ontre cero vy &5 mm
dependiendo este halo de la dilucion del filtrado.

La siguionte tabla muestra un proniedio de ln zona de in-
Hicion del lisado filtrado.

Dilucion. Zona de inhibicion.
1 S omm,
1 2 mm.
3 1 mm.
10T 0.5 mm.
Testigo con caldo. No hubo inhibicion,

Testigo con mezcla de
lactobacilos. No hubo inhibicidn,

METODO DE LAS COPAS DE OXFORD.

Al concluir el proceso va descrito, se obtuvo un resuitado
pesitivo, ya que la inhibicion preducida por el lisado alrededor
de las copas, que se encuentran en las cajas sembradas con
E. coli, 8. typhosa, 8. paratyphi “A", 8. paratyphi “BY, v una
mezela con todos ellos: v usando como testigo otra mezcla de
Lactobacilos (Lactobaciilus acidophilus de Moro v Lactobhaci-
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Blus bugaricus de Grigiroll); empleandose gelosa jitomate pa-
r'a su desarvollo.

Esta inhibicion se efectud entre 2.1 y -i8 horas despuss de
sembradas las placas; siendo su halo de cero a 10 mm. alrede-
dor de la copa y la inhibicién proporcional a la dilucion dol
lisado.

La siguiente tabla nos muestra un promedio de la zona de
inhibicion.

Dilucién. Zona de inhibicion,
1 10 mm.
1T:1 7T omm.
1:3 A mm.
1 n Jomnm.
Testigo con caldo. No hubo inhibicion.

Testigo con mezcla de
lactobacilos No hubo inhibicin,

Iiste método dido mejores rosultados debido a que la canti-
daa de lisado filtrado fué mayor nue 'a del métoda anterior.

AGLUTINACION MACROSCOPICA.

En las determinaciones efectuadas para el lisado por este
método se observd aglutinacion en todos los tubos incluyendo
¢l testigo, v Gnicamente se observo una aglutinacion mayor en
los tubos nameros uno que corresponden al lisado puro, des-
cendiendo ésta rapidamente no siendo apreciable parva los fi-
nes que se pretendian,

Se usd como método tentative y no se siguio utilizando
por los resultados dudosos, legandose a la conclusion de que
no podin servir como basce.



INMIBICION DE CULT’IVO EN MEDIO LIQUIDO.

Al efectuarse las operaciones necesarias se obtuvieron co-
mo promedio los siguientes datos:

Escherichia coli.

Dilucion [.ectura en el Foto- Cantidad deBacterias
colorimetro por mm?,
1 57 190 mil.
T 1 35 195 mil.
1:3 33 200 mil,
1:7 32 210 mil.
Pestign 50 220 mil

Salmonella typhosa.

Dilucion Lectura en el Foto-  Cantidad deBacterias
colorimetro por mms?,
1 84 30 mil.
T :1 81 53 mil.
IR 80 60 mil.
T:7 79 70 mil.
Testigo T 90 mil.

Salmonella paratyphi “A",

Dilucion L.ectura en el Foto- Cantidad dePactiorias
colorimetro por mme?.
1 98 5 omil
1 :1 96 10 mil,
T :3 80 70 mil,
1:7 75 90 mil.
Toestigo -0 110 mil,



e e v AR

Salmoneila paratyphi “B”

Dilucion Lectura en el Foto-
colorimetro
1 6
1:1 5
1:3 84
17 83
Testigo 80

Cantidad deBacterias
por mm?.

40 mil.
45 mil.
50 mil.
55 mil.
65 mil.

De lo que se deduce gue hay inhibicion del crecirmiento et

las cepas estudiadas.



CONCLUSION

De todos los resultados obtenidos se llega a la conclusion
de que el LISADO FILTRADO inhibié “IN VITTRO” el cre-
cimiento de la Escherichia coli, Salmonella typhosa, Salimone-
la paratyphi “A” y Salmonelfa paratyphi “B’”; mas no irhibid
el de los Lactobacillus acidophilus de Moro y el dz] Lactoba-
cillus bulgaricus de Grigiroff; pudiendo considerarse activo
para determinados grupes e inactivo para algunos otros.
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