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INTRODUCCION

En los andlisis de alimentos, especialmente de leche vy agua las
autoridades de Salubridad, dan una tolerdmcia determinada para el ni-
mero de bacterias que se puedan encontrar en los mismos. Dicha tole-
rancia es permitida, porque se ha demostrado que el organismo es capaz
de destruir determinados gérmenes, gracias a sus barreras de defensas
naturales; cuando el nimero de gérmenes es mayor, tales defensas son
insuficientes para contrarrestar una invasién bacteriana masiva, por lo

que puede presentarse una infeccién por gérmenes de una patogenici-
dad no conocida.

En la preparacién de sueros y vacunas, la determinacién del nu-
mero de gérmenes es importante, porque a concentraciones muy altas
pueden presentarse reccciones andiildcticas o téxicas, ya que las bacte-
rias contienen diversas substancias de ngturaleza antigénica muchas de
ellas tézicas; pero deben llevar cantidad) de gérmenes suficiente para in-
ducir al organismo animal a la formacién de anticuerpos.

Por consiguiente el nimero de gémmenes que debe llevar una va-
cung, estd condicionado entre un mdximo y un minimo o sea la canti-
dad maxima suliciente que no llegue a producir reacciones andfildcticas
o téxicas; v la minima para obtener ung éptima respuesta inmunolégica.

Por lo general las vacunas destingdas a aduitos humanos han de
contener un total de 1,0C0 millones de gérmenes por ml. y para ninos la
mitad de esta cifra. (12). (Depende ésto de la virulencia de los micro-
organismos).

Dold (3) sefald, que todos los métodos actuales empleados para
determinar la comntidad de gérmenes gor ml. de una suspensién daban
resultados muy inseguros, por sus mayores o menores errores en la téc-
nica. En dicho trabajo Dold examiné con mucho criterio los diferentes

métodos empleados para el cuanteo directo de gérmenes.

Wilson 1922 (23), Wilson et al. 18935 (24), hizo también un estudio
critico de dilerentes métodos, sefidlando sus principales causas de error.
Fl valor antigénico vy terapéuticd de una vacuna, no reside tnica-
menle en la cantidad de gérmenes, pero ésta debe tomarse en cuenta
para su elaboracidn.

Los gérmenes no se pueden delerminar exactamente, ya que esato
es imposible de realizar, puede corsiderarse tan sélo un metodp e

estandarizacién de vacunas, que permita hacer un sistema convencional
de medida.
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Numerosos investigadores, han propuesto diferentes métodos para
cuanta bacteriona, de los cuales estudié los que parecen dar resultados
mas excactos.

Helber 1904 (7), Petrott Hauser (11)
gue sc cuentan directamente las bacteric
microscopic. Partiendo de la suspensién ¢

» la observacidn al
c una dilucidn co-

nocida, se coloca una gcta en una cimara cuenic-aldbulos o en una
camara especial para contar basterizs. Esta téonica ué introducida pri-
meramente por Glynn v Cecx 1211 (%) o= unz de s mas laboriosas vy

Al

requiere mucho cuidado pero se obticron resul lacterios.

Wright 1902 (25), para obiener un nlirmero 2e gérmenes de una sus-
pensién dada, usé un método on ol =il e relacicnay o] nUmero de als-
bulos rojos que hayv en un ml., con o] niimere de bactarias cbservadas,
después de mezclar lo suspensién oon santre v hacer exlensiones Hnas
en porta objetos.

Otros investivadores, prachcaron ¢l método de Cultive en placas
para cuenta bacteriana, original de Koch (22) este método se lleva a
cabo en cajas de Petri con diferentes medios de cultive, seatn lo exijan
los gérmenes de la suspensién a la que se va o heocer el contaie. Des-
pués de varias diluciones, se siembran e incuban los gérmenes v valién-

dose del aparato cuenta-colonias, se obtiene un resultado relative de
bacterias, tomando en cuenta que cada germen forma una colonia.

Mc Farlend (13), propuso hacer una comparacién, entre la turbidez
de un suspensién estandard de suliato de Baric v una suspensién bacte-
riana. Esta determinacién se llama Nefelométrica v debe ir acompafiada
de un cuanteo, que se hace sicuiendo alauno de los otros métodos.

George Dichtl (2), basé su método en la centrifugacién de canti-
dades determinadas de suspensién bacteriana, en vasos de centrifuga

(o

de Tommsdorff o Rosenthal, determinando e! volumen de las bacterias
sedimentadas.

Hopkingas ]. K. 1813 (8). presentd su método como medio convenien-
te para determinar aproximadamente la cantidad de substancia bacte-
ricna usada como vacuna. Consiste en medir el volumen de bacterias
sedimentadas después de la centrifuaccién. »n un tuko
do; con estos aérmenes hacer ner sustveneidn ol 1°, v comparar con
una tabla de valores auie oste inyests e fetermind vor otros métodos.
Ast se encuentra el niimere e gérmers v s b,

e
' {1 oA suspens:icn a

1%, para cada escecie borcterpinn o

capilar aradua-

Hans Schimidt 1926 (19 + H Sei

A . i3 193G 20y para sus determi-
nadiones centrifuad cantideder dadas de urer o stension e lubos ca-
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pilares, midiendo en un aparato especial la columna de bacterias sedi-
mentadas y ésta misma mds el liquido sobrenadante. Se relacionan fi
nalmente estas medidas, con un factor constante para cada especie bac-
teriana.

Otro modo de controlar el niimero de gérmenes en una vacung,
seria relacionando el porcentaje de proteinas o el Nitrégeno total con el
nimero de gérmenes. Es decir, el resultado obtenido seria constante
para cada caso en particular, segin la especie y la concentracién de
la suspensién, esto se determina por el método de Kjehdahal (9). A la
Secretaria de Salubridad y Asistencia Piblica se reporta este control en
las vacunas lisadas total o parcialmente en las cuales no es aplicable
ninguno de los métodos antes mencionados.

Otros investigadores aplicaron métodos fotoeléctricos, a la deter-
minacién del nimero de gérmenes en suspensiones bactericmas. El apa-
rato o propdsito puede ser un Nefelémetro Fotoeléctrico de Kleimman
utilizado ya desde 1926 por W. Liese (15), en 1930 por W, Strauss {21);
Pulvertaft y Lemon 1933 (18), aplicaron el método Fotoeléctrico en la
determinacién de curvas de crecimiento de distintos gérmenes.

Longsworth 1936 (16), hizo determinacicones bacterianas con un den-
sitémetro {otoeléctrico. L. Csizmas v Jod 1957 (1), determinaron curvas
comparativas entre los resultados obtenidos entre el método Nefelomé-
trico vy fotométrico. Por tltimo el método en el que se emplea el Fotoco-
lorimetro de Lemge (4), para determinar la densidad éptica o porcentaje
de transmisién de luz que deja pasar una suspensién bacteriana dilufda.
Se determinan grdficas para cada germen que resultan de relacionar el
numero de gérmenes calculado por cuenta directa, con la densidad épti-
ca medida en el Fotocolorimetro.

Es importante determinar una grdfica para cada especie bacteria-
na por lo siguiente:

lo.—Porque todos los gérmenes tienen distinta mortologia.
20.—Porque son de distinto tamano.
3o.-—Porque tienen variable densidad éotica

Atendiendo a todas estas investigaciones hice este trabajo, en el
que estudié comparativamente varios métodos. Busqué también como
aplicar los elegidos, a la determinacién del nimero de gérmenes en va-
cunas mixtas, va que debido a la comgosicién de éstas, se encuentran
en ellas gérmenes de distinto tamafio, forma y cantidad; esta diversidad
de factore 5, complica la determinacién porque todos los métodos se re-
fleren a und sola clase de aérmenes.

l.a presente tesis tiene vor chijcto encontrar un método que propor-
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cione mejores resultados, por sus pocos errores de técnica, menos labo-
riosidad y rapidez al efectuarse.

En el capitulo que sigue explico con amplitud algunocs de los mé-
todos descritos.



l.—MATERIAL
Y
METODOS
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| —METODOS DIRECTOS.
A.—Método de Wright (25). (11).

a).—Sobre una pipeta capilar se hace una senal a la distancia de
2.5 cm. de la punta v al otro extremo se fija una pera de goma.

b)Y —Se desinfecta un dedo v se pincha.

c).—Aspirese con la ripeta capilar, una solucién de citrato sédico
hasta la marca sefialada  Absérbase una cantidad de aire v luego la
sangre que salaa del dede. haste alcanzar la senal marcada. Introdu-
cir nuevamente clao de aire. para separar la solucién v recoger de la
suspensién bacteriana hasta la sefal.

d).—Expllsese el contenido de la pipeta sobre un vidrio de reloj,
mézclese bien expirando v expeliendo el licuido una docena de veces.

e)—Hdoanse dos o tres extensiones finas, como si se tratara de
preparaciones sanguineas

f).—Se secan al aire y se fijan con solucién saturada de cloruro
mencirico.

g).—Se lavan v se tifnen con fucsina fenicada dilﬁidcr (1:10), de
dos a cinco minutos.

h).—Se lavan con acua vy se secan.

i).—Sdlo se examinan las preparaciones satisfactorias, que presen-
ten bacterias y alébulos uniformemente repartidos y no tengan grumos
bacterianos.

Con el objetivo de inmersién se cuentan las bacterias y los glébu-
los en 500 campos, andtense separadamente las bacterias y los hematies
v al final obténaase el total de unos y otros.

Ejemplo:
Se han contado 560 hematies v 1.0C0 hacterias.

Un ml. de sanare contiene arroximadamente 5,000 000 de glébulos
tojos. Como se usd el mismo velumen de sangre y suspension de gér-
menes. lenemos aue un milimetre cibico de suspensién tendra:

SC00 000 X 1000 ,
— . eime.. = I0CCOCCO de aérmenes por mm’, O sea
500 10 CCO 000 000 de gérmenes por cm’.
B.—Método de la Camara de Recuento (11), (7).

a) —Mediante pipetas estériles, se colocan en un pequefio tubo de
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ensaye estéril, 0.1 ml. de la suspensién v 4.9 de solucién salina fisiolé-
gica (lo cual d& una dilucién al :£C). Mézclese bie

b
b).—Se aspira la suspensién hasta la marca .5 de una pipeta de
recuento de leucocitos.

c).—Se aspira hasta la sencl 11, el colorante ciguiente {se consigue
ast una dilucién 1:20):

Cristal violeta (golucidn alcohdlica saturada) 10l
Agua (recientemente destilada) 170 ml

d).—Se rosa una banda eldstica por las puntas de la pigeta v se
agita durente dos minutos por lo mencs Lu 2 i4n no dekbe dejcrse

en reposo.

e).—Se desprecian algunas gotas scbre un trozo da napel filtro (que
se lleva a una solucién desinfectante) v se coleca una acta en el centro
de la camara de recuento de Helber o el conta@or para bacierias de
Petroff Hausser (procurando esté bien limpia para evitur particulas de
polvo).

1).—Se le adapta con exactitud un cubre objetos de precisién.

g).—Déjese en reposo durante 15 minutes

h).—Con un objetivo del nimero 6 y un ocular del namero 4 se
cuentan las bacterias de 20 cuadradoes por lo menos, enfocande a dife-
rentes niveles para incluir las que no se haven sedimentado.

i).—S5i el nimero de gérmenes fuera demasiado arande para un
recuer.}to exacto (las diferencias de un cuadrado a ctro no deben pasar
de 10%), se repite la operacién con diluciones al 1-10C v 1:2CC,

j).—El ntimero total de bacterias en 20 cuadradoes se divide por 20
para hallar la media de cada uno.

k).—Para obtener el numero de gérr ilucié
se multiplica por 400 C00 CCC. Es decir nenes por mi. de o diluacn

1/20 mm X 1/20 mam X 1/75C mm = 1/20 CCC mm® (contenido
en | cuadrado).

1720600 X 1/20 (dilucion de la mietq) — 1406 060 m!
sea 17400000 000 m prretal = 14LOUE mt o

1)—Si se usé una dilucién origine! d

50 para hall 1 nt ; I'8 g nouinphea ademds
por a hallar ef numero de aérmernoes de lg o ceneen sin diluir,

m).—-Si se utiliza la pireta de hematios se e . susrenscn sin
diluir hasta la senal 05 v colorante haste i seRal 1) fpene o) obte
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niéndose asf una dilucién 1:260. Se agita cuidadesamente, se desechan
las primeras gotas y se pone una en la cdmara cuenta gldbulos. Se
gjusta el cubre objeto v se deja reposar por 15 minutos para que sedi-
menten las bacterias. Se cuenton los gérmenes contenidos en 10 a 20
cuadrados y se calcula segin la siguiente {érmula:

Nuamero-de bacterias contadas X 20 X 20 000 0G0

Nimero de cuadros pequefios contados
bacterias por ml.

n).—Tanto la cdmara de recuento como los cubre objetos se sumer-
gen en una solucién de cresol al 2% cuando menos 5 minutos antes de
secarse, haciendo lo mismo con las pipetas.

2.—METODO DE CULTIVO EN PLACAS PARA CUENTA BACTE-
RIANA (14).

a)—Se prepara una suspensién de gérmenes.

b).—En matraces estériles se colocan 99 ml. de solucién salina
fisiolégica en cada uno de elles.

c}.—Agitar vigorosamente la suspensién y transferir un ml. al ma-
traz de dilucién No. 1 (dilucién 1:100).

d).—Agitar y pasar un ml al matraz de dilucién No. 2 (dilucién
1:10 000).

e).—Del primer matraz tomar un ml. y 0.1 ml. Llevarlos a dos tu-
bos con medio de cultivo sin solidilicar (a una temperatura de 40° a
45° C)). Agitar fuertemente para revolver los gérmenes con el medio y
pasar rapido a dos cajas de petri estériles, las que se rotulan con 1:100
y 1:1 GO0 respectivamente. Después de agitar la dilucién No. 2, se pasa
también un ml vy 0.1 ml. a dos cajas (siguiendo los mismos pasos) y se
rotulan con 1:10CCC vy 1:1CC CCO.

f).—Segquir haciendo diluciones tomando en cuenta la concentracién
de la suspensién de modo que las colonias que van a crecer sean en
namero tal, que se puedan contar {dcilmente.

g).—Incubar las cajas en posicién invertida durante 48 horas o el
tiempo que sea necesario para su desarrollo.

h).—Fn un aparato cuenta-colanias se observa el crecimiento de
los gérmenes tanto en la surerficie como en el interior del medio cultivo.

i) —E! ntimero de colonias contadas, por la dilucién marcada en la
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caja nos dd la cantidad de bacterias per ml. de la suspensién, partien-
do de que cada bacteria {forma una colonia.

También se pueden contar los gérmenes que hava en un centime-
tro cuadrado en varios camrpos, sacando después un promedio y multi-
plicando por la superficie de la caja.

Hay una modificerion a este mé:occ. electuada por Miles y Misra
1938 (17), preparando primerc el med.c ce cultive cclecandeln en las
cajas de petri en forma estéril, una vez solidificade chadir 0.5 ml de
cada dilucién extendiéndolo uniformemente per toda la superlicie del
medio. Seguir despaés la misma técnica

3).—METODO NEFELOMETRICO DE MC FARLAND (13).
Preparacién del Stendard McFarland para nefelémetro.

a).~—Se toman 10 tubés de ensaye o ampolletas de la misma me-
dida. Marcarlos del 1 al 10.

b).—Hacer una solucién acuosa de 1% de cloruro de Bario Q.P.

vy poner en el tubo No. 1, 0.1 ml; en el No. 2, 0.2 ml.; etc. Aumentando
en cada tubo (0.1 ml.

¢).—-Anadir suficiente solucién de dcido sulfurico Q. P. al 1% hasta
que el volumen total de cada tubo sea de 10 ml.

" d).—Cerrar los tubos con {lama.

e).—Cuando se agita fuertemente el precipitade de sulfato de Ba-
rio, que se formé en los tubos (blanco vy fino), cada tubo tendrd una den-
sidad diferente, cumentando de | hasta 10. La densidad de cada tubo
corresponde aproximadamente a las suspensicnes de bacterias como
sigue:

No I.—  3GO 00C 000 No. V1--1800 CCO GO0
No. I.— 600 006 000 No. VIL.—2 100 000 C0U
No. IlI.— 900 0CC 000 No. VII1.—2 400 CCO COO
No. IV.—1 20000 C00 No. 1X.—-2 700 0CC GO0
No  V.--1500 GCO GO0 No.  X.--30C0 CCC GO0

Cuando las vacunas son prépqrudos en cultivos a base de caldo,
segun el método del Kolmer, el nefelémetro tendrd que ser preparado
con dcido sulftrico de 1% en caldo para comparar mejor el color del
altimo
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METODO.

a).—Se coloca un ml. de la suspensién bacteriana en un tubo de
ensaye del tamano de los del nefelémetro,

b).—Diltyase con 4 ml. de solucién salina fisiolégica,

c).—Agfitese bien y hdgase la comparacién con los tubos del nefe-
l6bmetro.

d).—Cdlculo. El niimero de bacterias representado por el tubo del
nefelémetro a que corresponda la densidad de la suspensién bacteria-
na, se multiplica por el valer de la dilucién de ésta.

4. —METODO DE HANS SCHMIDT. 1926 (19).
a).—Preparar la suspensién de gérmenes,

b).—Aspirar | ml. de Mercurio en un tubo capilar adapténdole uno
perita de goma.

c).—Agitar bien la suspensién y aspirarla después del mercurio.
d).—Tapar con lacre el lado del mercurio.

e).—Después de tarar los tubos, centrifugar una hora de 6 000 a
8 000 revoluciones por minuto.

{}—Colocar el tubo en el aparato de Schmidt (quedando el lacre
a la izquierda).

qg).—Poner el aparato en cero.

h).—Con el tornillo izquierdo, poner la raya negra entre el mercu-
rio y los gérmenes.

i).—Dar la vuelta al tornillo derecho, hasta donde termine la colum-
na de gérmenes (lg), tomar la lectura y regresar con el tornillo a cero.

j).-—-Poner la rava neara entre el mercurio v la columna de gér-
menes.

k).--La tuerca negra se lleva hacia la derecha, hasta donde ter-
mine la columna de la suspensién (ls).

1).--Tomar la lecturc, haciendo lo mismo con los cuatro tubos para
sacar un promedio.

m).--La determinccion de la cantidad de gérimenes por ml. se hace
empleando la siquiente {drmula:



ig X Fk
F, = -
Is
F, = Concentracién de la suspensién.
lg == Lectura de la columna de gérmenes.
Is = Lectura de la columna de suero.
Fk = Factor especifico rara cada qermen.

Esta térmula se deduce sabiende que, a una concentracién deter-
‘minada, la relacién de la coclumna de gérmenes v la columna total del
liguido después de la centriluaacién, es constante; ya que si varia lo
concentracién de gérmenes variard también la relacién entre las dos
columnas.

Se hicieron muchas determinaciones ¢ suspensiones de gérmenes
cuya concentracién va se conocia por otros métodos.

Ejemplo 1.
a).—Estreptococos.

Concentracién de la suspensién 26.6381 X 10°

lectura A = 1g 0.70 v 1s 80
lectura B = 1o 072 v 1s 73
Ig 0.70
A = = —— = (.00875
s 80
Ig 0.72
B = = - == 0.0093
Is 73
Sacando promedio de A y B tenemos: 0.009025.
Ejemplo 2

b). —~Estreptococos.
Concentracién de la suspensién 5015 x 10°.
Lectura A = la CHS v 1s 68

la g11s
A == e omm . = (CClieY
Is 68

En el ejemplo | a la cencentracion ae 26.6380 X 10° la relacién
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entre las dos columnas serd 0.009025. Buscando la relacidn que hay
entre lo concentracién de la suspensién de gérmenes y el resultado de
relacionar las dos columnas tenemos:

26.638C 295C
¢.ccoe?
En el efjemplo 2 a la concentracién de 5.0615 X 16° la relacién re-
lacién resultante entre las dos columnas serd&:

5.018 2950

0.00169

Este niimero 2950 es icual al del ejemplo 1 y es igual al Fcrctor
para los Estreptococos seatn la tabla de Schmidt.

Ejemplo 3.
a).—-H. Pertussis.

Concentracién de la suspensién 44.5771 X 10°

Lectura A = lag 54 v 1s 77
Lectura B = 14 53 vy s 74
lg
A = - = 007C
s
lg
B = «r—e = 0.071

s
Promedio: =— 0.0705.

Relacién de la concentracidn de la suspensidon de gérmenes v el
resuliado de relacionar las dos columnas tenemos:

44.5771 6323

- e e

00705
Ejemplo 4
b)- -H. Periussis.
Conceniracidén de la susgensidn 51.21 X 10°

lectura A = lg 058 v 1573
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lg 0.59

A = —— = ————— = [(.00808
s 73

Relacién de la concentracién de la suspensién de gérmenes, a la
relacién entre las dos columnas:

5121 6323

0.00808

El nGmero 6323 es iqual en los dos ejemplos v es el Factor vara
Heméphilus pertussis seqgtin la tchla de factores de Schmidt.

Asil vemos que la relacién que havy enire la concentracién de la
suspensién de gérmenes v la relacién gue resulta de relacionar las dos
columncs a distintas concentraciones, es la misma y constante v equiva-
le al Factor esrecificc de cada germen.

Asf es como se pueden determinar los factores de la tabla de
Schmidt. Tedo esto puede expresarse en la sicuiente [érmula:

F. F, X Is
Fk = i i = Fk = —m—
lg la
(— -)
ls
Fk = Factor especifizo para cada agermen.
F, = Concentracién de la suspensién de gérmenes.
lg = Lectura de la columna de gérmenes.
s = Lectura de la columna de suerc fisiolégico.

Como lo que se desea conocet es lu concentracién de la suspen-
sién, centrifugamos la suspensién problema para conocer la longitud de
las columnas. Despejamos F, que es la concentracién:

la X Fk

ls

Aplicacién del Métedo de Hans Schmidt para determinacién de
cuenrta bacteriana en Vacunas Mixtas,

a). Se determinag el porciento de sedimentacien, centrifugande la
vacunc mixta v relactenania ol sedimento cen el louide total,
b) — Tedricamente se pucde determinar ¢! yorciento de sedimenta-

cién v después se comrara con el porciente cneontrade précticamente
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para saber si la vacuna mixta preparada estd correcta.

Ejemplo.

Determinacion del porcentaie ~e sedimentacion tedrico tomando en
cuenta el nimero de zérmenes por.m! de una vacuna mixta.

Vacuna Gornocdecica Mixta

Férmula Concentracién
Neisseria aonorrhoeae 0.4 X 10°
Escherichia coli 0.4 X 10°
Streptococcus niemoliticus 0.1 x 10°
Staphvylococens aureus 0.1 X 10¢

Neisseria gonorrhoeae.

Factor = 1662
F, = 0.4 X 10°
Is - 80
lg = 7
Férmule:
lg X Fk
F, = .ov
s
Fi. XX Is
Despejondo lg = —— .
Fk
3.4 X 80 0.0192
osead la = - e e e
1662
Escherichia coli
Fk = 1380
F. = 04X 10°
s = 80

la =
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Férmula:
F. X 1s
lg = ————
Fk
04 X 80 0.231
O sea =—
1380
Estreptococcus -hemoliticus.
F, = 0.1 X 1C°
Fk = 295
1s = 80
lg = ?
Férmula:
F, X 1s 0.1 X 80
lg = = = 0.0027
Fk 2950
Staphylocecus aureus.
Fk = 3500
F, = 01 X 10°
Is poumcd 80
la = ?
Férmula:
F, X 1s 0.1 X 80
lg = ———n = e = (00228
Fk 3500

Como ya se vié anteriormente lg es el sedimento; va mezclada la
vacuna y centrifugada, su sedimento seria la suma de todas las 1g, asf
fenemos: '

N. agonorrhiceae 0.0192
F. coli £.0231
Streptococcus {.CC27
S aureus 0.CC28

N 04781
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Sacando el porcentaje de sedimentacién:

80 0.04781
100 X
x = 0.0597° de sedimentacién para la vacuna gonocdecica

Mixta.
Determinacién de Factores especiales para cada Vacuna Mixta.

Puede determinarse un Factor constante especial cara cada vacuna
mixta aplicando la siquiente férmuler

F, Xls 1.0 X 80
Fk o= oo = o _— = 1702.12
la C.047

F, = Concentracién tolal de todos los gérmenes en la vacuna

mixta.
ls = Liquido total de la columna de suerc en la vacuna mixta.
lg = Total de la columna de todos los gérmenes en la vacuna

mixta.

1702.12
El Factor para la vacuna Gonocédecica Mixta es ——— e
Para sacar la concentracidén usamos la {érmula:
lg X Fk
FI = —m— ————
1s
Datos obtenidos de la centrifuaccién:
la = 0050
lS == 80
Fr = 1702.12
Substiluvendo
0.050 X 1702.12
F, == come oo = 1 083

80

Esta vacuna tendrd una conceniracidn de 1.063 W 10* de aérme-
nes ror ml

Cuando las vacunas estzn muyv diluidas se necesita centrifugar,
peraue b columna de cérmenes soria demasiado pequena v dificultaria
la lecture, conduciende A 'in error inavor.
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Asi se determinaron para cada vocuna mixia sus porcentajes de
sedimentacién v un lactor especilico pora cada una en particular. segun
su lérmula vy concentracién. Se puede determinor la concentracidn de
cada una de las vacunas mixtas va envasadas v contrebr el nhmero de
gérmenes aue levan las ameclletas antes de solir ol vente,

S DETEEMINACION LE NITRCGENC FIREOQTEICO ° 1Al POR
METOPRO PE KIELDAHL COMO CONTREOL EN CUEI‘~ETA BAC-
TERIANA &

Por Kieldail s
protéico. Precipitune

el Aetermino E;ZOI( Woo W o

de: deide fr' 1o

ro acético al o5 qdc:minc:z:u.- clométedo e el
siguiente:
<) — Tomar ¢ e 1 I

mavyer de 300 ml carero : Yoo ; sole i elore azétic
para prevenir lo evaporacidn excesiva durante ol calentomienio, colo-
carle al matraz un tapon heradade provisto de urn tuko de vildiio de 60
cmn. de largo Gelricerante de aire).

Y. Calentar ¢ bane maria o 100 C durante 5 minutcs, enfriarlo
rdpidamente.

¢).—Filtrar y lavar el prec ide con auua libre de amoniaco. Re-
coger las aauas del filirado y el hitrado v llevarlas a un volumen cono-
cido (1C0 ml.). Mezclor kien v tomar de agut una cantidad alicusta a la
cual se le determina el nitréoeno vor el métode de Kieldahl

METODO

En un balon para Kjeldalhl, se coloca la muesira exactamente me-
dida, agrexar sulfate de Sodio (anhidre 0 P, sulicto de Copre Q. Py
10 ml. de dcido sulltrico concentrado, unas perias de vidrio para reaular
la ebulliciédn. Este matraz se caliente lirec amento. colccdandele inclina-
do y con un cmbudo pequeno e¢n i toce ol colentamente debe durar
mds o menos una hera con ebullicién lenta ane termira cuando I sola-
cion del matraz se aclara v toma un coler el palide se deja endriar y
siv le vereaan 200 ! de caua destilada. Se anaden 30 ml de hidréyido
dee Soho concentrado vose deehlon roommnoade oY sloeds

A ep an metract-

1o aue contenaa M0 ol de ocedke bar A s e o e ndi-
cador
Chanddo terrmina b destiloascsn Aol oot ve Sbe con soide Clerhi-

drice de nermalidad eoneeide
Ejemplo:

Cantidad de o muestra ©8 ml



Normalidad del HCl 0.11.
cc X N X Me X 160
BV = gr/100 ml.

cc = Cantidad de HCl que se gasté en titular el destilado
N = Normalidad del HCL.
M = Cantidad de muestra.
Me = Miliequivalente sl Nitrégeno.
Substituyendo:
Si usamos 5 ml 4= HC! tendremoes que:
S ml X 0.11 3 CCl4 X 160
cee e e e e e o o . == Nitrégeno no protéico
8.5
Restando el Nitrégeno no protéico del Nitrdgeno tolal, obtendremos
el Nitrégeno protéico.

Este método se puede aplicar en vacunas lisadas parcial o total-
mente ya que debe clarnos pera esa vacuna a esa conceniracién, un va-
lor constante v ¢ no lo d4, es indice de que hay mds o menos gérmenes.

6. -METOZO FOTOCOLORIMETRICO PARA CUANTEO
BACTERIANO POR MEDIO DE GRAFICAS (4).

Este métosdn es mixto ya que se necesita que intervengan en é! dos
métodos:

) —-Despucs de wrerorar v suspensién hacemos las diluciones
sicuienties 1200 1050 1200 (eon selucién saling {sioldaica)l,

b).--Procedemes -l micrezmopio ror método directo, 32
cuadritos pemieiis 3 ~~mnosz, usondo la edmara de Helber,
repilinr i~V meieoe enedre veces on oada dilucidn, con eohieto de sacar

und maorih e orimdlione

& - Fl ntiriose Ao adrmensn que se encueniran en la siscensién lo
sabrorne s cecevia ey sicaionte Srmualen

No de adrmrnes W dhasian ~0 00 CEC 00O
e e e - - e == No. de gémenes/m]
No. de cuadros contades



Normalidad del HCI1 0.11.
cc X N X Me X 100

— e == g7/ 100 ml
M
cc = Cantidad de HCl que se gasté en titular el destilado
I = Normalidad del HCL
M = Cantidad de muesira

Me = Miliequivalente el Nitrdgeno.
Substituyendo:
Si usamos 5 mt de HCl tenriremos que

Sml )(011 \<(‘C4>< ICO
S . - == Nitrégeno no protéico
0.5

Restando el Nitrégeno no protéico del Nitrégeno total, obtendremos
el Nitrégeno protéico.

Este método se puede aplicar en vacunas liscdas carcial o total-
mente ya que debe darnos para esa vacuna o esa conceniraciéon, un va-
lor constante v si no lo d4, es indice de que hay mds o menos gérmenes.

METOZO FOTOCOLORIMETRICO PARA CUANTEO
BACTERTANO POR MEDIO DE GRAFICAS (4).

Este métodr es mixte ya que se necasita que intervenaan en él dos
métodoes:

a) -—Despuds de vrencror 1A sus p@n:m“ hacemos las diluciones
siguientes: 1:200, 1'250 1:200 (con aolucidn saling fisiol ufﬂcrx)

b).—Procedemos a contor 1 micrasnopio ror método directo, 32
cuadritos peguencs on disiintos ~~moos, usando la cdmara de Helber,
repifiends o) ~onvtere cniettre veces on cadna Adilucidn, con obieto do sacar
una mesticr Sriimdiions

). —El ntirero de cédrmensn que se ansuentran en la suscension lo
sabremee necmicla e siengionte fPrmnic

~ TR CES 000

No. de adrmrnos W e

No. de cuadroc contades

= No. de gémenes/ml
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Deduccién de la férmula.

El volumen de ki camara de Helber es de €02 mm® o sea cada
cuadrite pequefio ticne un mm® de superiicie por 0.02 de preiundidad,

dd por resultado 002 mm? = éste cauivale o 1780 demm’

Cuéniese ¢l nimero de aérmencs i 57 euardritos v ealeilese cuan-
los Lay oo ¢ CMultindguess Lor 400, que o5 ¢l nuinero
de cuadrites gue hay on pt e i 1780 de
mra?, s~ mnhtivlice: por U ones por mm?
ast tencmos:

oy
Bl

Como e nsd uno o
para saber el nGiers
diluir:

i cdemds

ese nnmero,
mmn de la suspension sin

No. de aérms. D 50 X 400 3¢ ditucion

—_— = No.dec cérms./mm?

Simplificando vy transformando a cm®
No. de gérms. 3 26 CCO CC2 X dilucién

32

= No, de gérms./cm’
Ejemplo:

Cuenta bacteriana de una suspension de Brucella:

" No. de Gérms. en 32 cuadros. Promedio
Dilucién - R Co T

1 I 1 v Promedio Germs./10° Final

1.---1:200 156 168 1G9 14¢ 168 21.0
2.--1:200 165 144 123 17¢ 151 18.8
3.- hase 1Y 148 132 120 129 2C.0 12.8
4. -1:250 127 122 129 114 123 19.2
5.--1:300 ] = 106 T 107 2C.0
G- -1:300 13 ¥a

(o ]
~3
<
[en

1C7 20.0
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Ahora sabiendo que la suspensién base tiene 19.8 por 10" o sea
19 BOC GCC CLO cle gérmenes por ml, hacemos diluciones desde 1:5.5, 1:6
etc. aumentando 0.5 hasta llegar a 1:15.C; de este nimero aumentamos
2.5, cuando tenemos va una dilucién 1:20, aumentamos 5.0, v termina-
mos en 1:80.

Calculamos tedricamente la cantidad de gérmenes que hay en
cada una de las diluciones, es decir en un 1 ml hay 19.8 por 10° gér-
menes, hccer una dilucién 1:5.5 equivale a colocar 1 ml. de suspensién
en un volumen de 5.5 ml o sea que el mismo nimero de gérmenes se
encontrard. Calecular cuantos aérmenes habrd por ml. dividiendo:

19.8
e == 36
5.5

Lo que quiere decir que en una dilucién 1:5.5 habrd 3.6 por 10°
gérmenes.

Asl se hace con todas las diluciones. En el Fotocolorimetro, de-
terminamos el porcentaje de transmisién de luz que dejon pasar cada
una de estas diluciones, repitiendo la operacién cuatro veces y sacando
promedio para obtener un resultado mds exacto.

Calibracidén del Fotocolorimetro.

Antes de usar el Fotocolorimetro para cualquier determinacién es
necesario calibrarlo del modo siguiente:

a) —-Introducir un vaso con solucién salina tisiolégica, ajustar los
tornillos a 100, al sacar el vaso la agujo bajard, anotar el nimero que

margue, repitiendo la operacidon 4 veces por lo menos para obtener un
promedio.

b)Y - Ajustar los tornillos al mimero del promedio.

¢} Col=car la suspensidn problema en el Fotocolorimetro después
de diluirlee mAs o menes 10T cseain concontracidn). Anotar el nimero
que marca la aauia

Les cortiocs que @0 rn o canimurcion fueron determinadss per
medio Ao un sictomer e coer e e b rna e aheican son el nl-
mero de cArriren vee 177 e by Sihesioy v os ordenadas o resul-

tado ane nos ot ol Fotaralarimetra b medir estas diluciones

Ast pues, con una cardiica para cada especie bacteriana, solo se
necesita colocar la suspensién problema en el Folocolorimeiro, observar
cucntos adrmenes le corresronden on o ardfica al niimero que marcd
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Y ésta serd la cantidad de bacterias por ml. que contiene esa suspen-
sidn.

Determinacién de cuenta Bacteriana en Vacunas Mixtas por el
Método Fotocolorimétrico.

Después de usar el método de Hane Scunudt para cuente de gér-
menes cn Vaoounas I‘ xics, ze : ¢! método Foto-
cclorimétrico en loes m

Sabiendo ia concentrcdn
Schinidt se !
de aérmenes o nunRra
metro ¢l porcentoie do trans:
de éstas diluciones 4 c'nct"'
s} que las absisas seran o
el método de Schinidil), -
Fotoceloriinet: o, hicromos wne:

ta. Midiends lee valores gue duna ¢

noilets o VECHn L aucien-
do diluciones de ésta para ver les w.lores que d4 en e! Felooelerimetro
una suspension con 1C%, 205, 36 405, v 80+ inencs del corcenigje
normal de cada una, prelongando la curva aumentande estes porcen-
tajes al ntmero normal. Con el obieto de saber cuande una vacuna
tiene mds o menos gérmenes de los que deba llevar

PREPARACION DE UNA SUSPENSION BACTERIANA (10).

Para llevar a cabo todos los métodos cntes mencionados se pre-
pararon las suspensiones por el siguiente método:

Se toman cepas recién aisladas que pertenezcan a la lase "S”,
es decir que estén en las mejores condiciones de patogenicidad, toxici-
dad y que sean capaces de producir una éptima respuesta inmunolé-
gica, ast como que su forma y ‘amanc sean normales

a).—Sembrar en botellas esgec.ales con medio de cultivo (colocem-
do las botellas si el medio es sdlido en posicién horizontal).

b).- -Si el medio es sélide, al desarrolle ac sérmenes se le agrega
suficienle solucién salina lisicldaica Aaitande rora desprender el cul-
tivo.

h

¢). Sise emplea waldo éste se centriiting o 20 sluciones ror
minuto, duronte una hora decantande el liccunao rae selrenade v apro-
vechando el sedimento que contienen las bnct;‘xr:']::: pars hacer una

nueva suspension en solucion salina fsicléaic
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_ d).—La suspensién se pasa a un matraz que contenga perlas de
cristal para deshacer los actimulos bacterianos.

e).—Se filtra a través de una gasa estéril.

f).—Para lavar los gérmenes se centrifugan a 3 000 revoluciones
por minuto durante una hora v tirando el sobrenadante se resuspenden
en solucién salina fisiolégica.

g).—Se lleva la suspensién a bafio maria para evitar It autolisis,
que en algunos gérmenes comienza réapidamente (19), es ademds como
precaucién porque a una temperatura de 65° a 68°C se mueren los
gérmenes vy no hay peligro de contaminarse al hacer la cuenta (aqunque
hay dlgunos come los esporulados que necesitan tres calentamientos),
por lo tanto en el método de cultivo en placas no se hace este Gltimo
Paso.
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l.—Resultados de! estudio comparativo con una suspensién de

Staphylococcus aureus por los siquientes métodos:

a).—Método de Wright

Se contaron: 5C0 hematies v 1496 bacterias, usando la férmula

tenemos:

que:

5000000 XX 1496

= 14860000 gérms./mm?
500

14 96C .CC CCC gérms./ml.
Resultado =

b).—Método de la Camara de Recuento

Usando la cdmara de Helber:
Numero de bacterias contadas 43
Multiplicando por 4CC 000 0CC segin la técnica del Kolmer tenemos

17 200 00C 00C gérms/ml.
Concentracidn de la suspensién: =

c).—Método de Cultivo en Placas

Colonias contadas 101
Dilucién marcada en la caja 1:10 0C0 080

10 100 CCO CC0 gérms./ml.

Concentracién de la suspension: =
d).—Método Nefelométrico de Mc Farland

Numero de bacterias representadas por el Nelelémetro =
300 00 CCo
Valor de la dilucién 1:5

15 000 000 GO0 gérms./ml.

Concentracién de la suspensién: =—
e).—Método de Hans Schmidt

Lectura de la columna de gérmenes (lg) 0.38!

Lectura de la columna de suero (Is) 76

Facter constente para Staphylococcus (Fky 3 §CO

Concentracién de la suspensién {F)) !
lg X Fk

Férmula: F, = —
ls
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0.381 X 33500
Substituyendo F, =

76

17.54 X 10°
Resultado = —mm—n

f) —Método Fotocolorimétrico pera cucnteo bacteriano por medio
de grdficas (esta suspensién se usd como base para la formacién de la
grdfica .de Staphylococcus albus v cureus).

Resuliado de la observacién directa al microscopio:

Dilucién |- No. de gémms. en 32 cuadros | o
I II 1 v
1:200 140 159 130 122 137.7
1:2C0 118 116 143 123 125.5
1:250 97 111 111 98 104.2
1:250 96 115 105 96 103.0
1:300 101 99 108 97 101.0
1:300 100 97 167 83 97.0

Usando la {érmula;

No. de gérm. X 20000000 X dilucién

I

Gérms./ml.
32

Substituyendo con 137.7:
137.7 X 20CCC G20 X 200

” = 17200000000 o sea 17.2X 10°

Substituyendo con 1255 = 156 X 10¢
16.2 X 10°
16.0 X 10¢

Substituyendo con 104.2

f

Substituyendo con 103.0

I
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Substituyendo con 101.1 = 18.6 X 10°
Substituyendeo con 97.0 = 18.1 X 10°
Promedio = 17.1 X 1C° Germs/ml

2.—Resultados del estudio comparativo de una suspensién de Bru-
cella abortus por los siguientes métodos:

a).—PResultado de una cuenta Nefelométrica (Nefeldmetro especial
para Brucellas).

20 0CO COO GCO de Gérms.ml.

b).—Método de la Camara de Recuento. Resultado:
Nimero de bacterias contadas 62 (técnica del Kolmer).

62 X 400 GCC 0C0 = 24 800,00C,000 de Gérms./ml.

c).—Método de Cultive en Placas
12 GC0 000 000 de Gérms./ml.

Resultado =

d).—Método Fotocolorimétrico

24 000 000 000 de Gérms/ml.
Resultado = - ———

3.—Resultados del estudio comparative en una suspensién de He-
mophylus gertussis:

a).—-Método de la Cdmara de Recuento

. 123 GO0 GCO CGO de Gérms./ml.
Resuliado: == —— -

b). ——Metodo de Hems Schmiddt

1.6 X 6323 131 000 000 000 de Gérms./ml.
F, = —————— = :

77
c).-- -Métado Fotocolorimétrico

125 CCOCCOCO0 de Gérms./ml.

Resultado =
4 —Se determinaren ardlicas para cuanteo bacteriano de las si-
guientes eorecies de adrmenes

Shiazlla gollinarum
Scalmonella
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Hemophilus pertussis
Staphylococcus aureus
Brucella abortus

5. ~—Resultados obtenidos de la cuenta de gérmenes en una Vacuna
Mixta comparada por los siguientes métodos:

a).—Método de Hans Schmidt
1.172 X 10°

Resultado = -— -

b).—Método Fotocolorimétrico
1.00 X 10°

Resultado = e
c).-—Nitrégeno total por Kjeldahl

Resultado = 0.11 ar.%
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IV.—DISCUSION
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Como ya se dijo, es imposible contar los gérmenes exactamente,
pero dgbe elegirse un método de estamdarizacién, es decir que nos
proporcione cn varias determinaciones aproximadamente los mismos
resultados, ddndonos ademds urne mayor excctitud va que en el fondo
solamente es un pseudo exactitud (19)

Segun los estudios comparativos de Glynn, M. Powell, Armstrong
Rees v Lissat Cex (6), el método de Wright proporciona valores dema-
sxado(bc}os (y esto se ha comprobado prdcticamente), estos autores
cbtuvieron mejores resultadss siauiendo o] método de cuanteo ror el
hemocitémetro

El método de Wriaht (25). es 'aborioso ya que cada persona tiene
distinto nimero de «!étulos rojos por ml. de sangre. En su critica H.
Hopkings (8), orina gue este rrocedimiento es tedioso y tiene serios
errores principalmente porque la acta de sangre usada no sea unifor-
memente extendida v queden capas de acumulamientos celulares, por
ejemplo las suspensiones de Streptococcus que se tienen que agitar fuer-
temente y varias veces para separar los agrupamientos y es casi impo-
sible lograrlo.

El 1étodo de la Camara de Recuento (7), (11}, presenta algunas
de las ... .mas dificultades, sobre todo la presencia de acumulos en la
suspensién, siendo ademds muy laborioso y pesado cuando se tiene que
hacer en gran escala, pero si al hacer las diluciones y agitar la sus-
pensién se tierne el mayor cuidado posible, los errores de éste compa-
rados con diversos métodos llevan a valores que no exceden a 5% de
promedio (19), siendo ast uno de los mds exactos ya que proporciona
resultados muy satisfactorios.

El método de cultivo en placas (14), (17). tienen la desventaja de
gue sélo pueden contarse los gérmenes vivos v éstos tardan varios dias
en desarrcllarse - {formar colonias, algunas de las cuales sc 1 tan pe-
quefas gque no es rosible contcrlas. Lo preparacién incorrecta del me-
dio sequn el tiro de bacterics, el no extender o mczclar uniformemente
la suspensién en ¢l medio v ol no sepcrar complelomente los acumulos
de bacterias, son factores que ceontribuven a dar un resultado erréneo.
Por Gltimo las diluciones muy altas no deben tomarse en cuenta, porque
el error se multiplicaria

Entre los mdétodos rara cuenta bacteriana tal vez al ¢ue ms chie-
ciones se le pueden hacer, oa al Nefelométrico de Me Farlend (13). Te-
nerics en primer haar o arrer visual, ol distinto colerido de las sus-
pensiones v de los tukos emplaades, ademds el tipo de iz cue se usa

rara lo lectura

En ¢l método Neielométrico de Mc Farlond tenemos una sola tabla
de valores para todos los aérmencs. cosa que no cs adecuada, yo que
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cada gérmen tiene distinto tamcho v diterente cdensided dptica vy en
suspensiones muy diluidos es imposible ver la diferencia entre un tubo
y otro.

Hans Schmidt (10), orina gue los curmicos sen ds exacies apli-
cando su médtedn, oif-mmn v euencde eo considere 1 hindtesis de que

las hoetarize Bonen forma ealérics 1o cue ruede decirne Gnincmente de
los coces
Er cste mpltods dokor tonerne las annoonte s roTrTiorag
Va-—Leavar varicns voors or adrmones hasio aue guede climinado

todo el medio ¢= o

T pono maria a oS“ o a 68°C

2a.—Llever eneer
parda evitar e cutelicin cne

Aronevos comionna rayvidamente.

En este mdt s :
sién de Staphvlecoczun cursus - e o oslimna de
gérmenas y calcule cuonles coces cabicn en r,‘.lrv, saonndo vromoedio de
un minimo v un mdéximo (rcfiri4ndoze o un minimo crme ol niimero de
cocos que cebrian sin presionarse uncn o loz otror v oun méximo, el nd-
mero de volmenes de un cnco, que caken on ¢l velurmen total de la
columna).

Soeve ’-r‘. T Snmron-

Obtuvo resultades bastante semeiantes ~ntre cnda determinacion,
o

de esta suspensidén hizo & dilucizres. nucvamente tor:niné ¢l nimero
de gérmenes vy obtuvo casi idénticos resultados L = diferencias entre

las contidades de cérmenes opservadas, fL.cron entro 1.6 vy £.2° de las
calculadas, a pesar de les errores previos de la medicién v de la dilu-
cidén. En este trabajo, Schmidt muestra una ardlicy =n la que se vé
claramente que en las suspensiones menos denscs. la diferercia entre

los valores minimo y mdx»imo es menor que en las mds densas, de modo

que se aconseja para este método usar sucrensiones de poca densidad
(pero no demasiada).

Asi pues el cree poder demosirar con estos exrerimentos que el
método trabaja sulicientemente exacto. al cbtener una uniformidad en
las diversas determincciones

Las desventajas vy fallus del métode son las sicuientes:

lca- -Estas mediciones sélo pueden llevarse a cabe en suspensiones
bacterianas no muy diluidas, v cue st se parte do una suerensién de-
asiado diluida. se tropiczn con dificuliades hasadas en los enpilares.
La exactitud del cuanice cumenter coaf e onoste del cnrmilar pero
un capilar demasiado ancosto dismimuye o exactitud, reraue las con-
trifugas en uso no admiten un tuhbo maver de 10 = Feor otro lado os
muy dificil intreducir el mercurio en carilares muv delrades, los me-
jores resultados se obtuvieron usande carilares con un radio de .02 cm.
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' ‘Za.-—Pgra cuantear bacterias que no tienen forma estérica, Schmidt
hizo determinaciones con baciles, tomendo como tipo la Shigella si-

guiendo los mismos pasos que para los Staphylococcus aureus; aquf
encuentra una falla de 103,

En bacilos flagelados se presenta un cumento de volumen, asi
pues también calculd los valores en Salmonella tiphy v comparé con
el méiodo de Wright, obteniendo valores muy aproximados con un error

de 1C% ({en las determinacicnes posteriores comparé con el método de
la Cémara de Recuento).

Por lo que resgecta a las iclics tenemos en primer lugar la eficien-
cia de la centrifuga, ésta no sdlo debe proporcionar la separacién fran-
ca entre los gérmenes y el liquido sobrenadante, sino ademds debe reu-
nir las bacterias lo mds compccto posible para cue dé resultados mds
exactos. Es muy importante dejar parar la cenirifuga lentamente vy no
usar freno. Otra fuente de error se presenta en la desigualdad de los
capilares y la excctitud con que se lea en el micrométrico al medir las
columnas.

Por el método de Schmidt se puede determinar también el
porciento de sedimentacién total que contiene una vacuna mixta y ast
encontraremos un factor especifico para cada una de ellas, aplicando
la térmula que nos dé el niimero de gérmenes por ml. Este méiodo es
aplicable en caso de carecer de un {otocolorimetro, ya que los resultados
que proporciona son bastante exactos porque:

lo—Lleva menos tiempo su proceso que el método de cultivo y
comparado con éste, el de Schmidt cuenta tanto gérmenss vivos como
muertos.

20.—Se evita el errc: visual del método de la Camara de Recuento,
que aungue es muy exacto es laborioso para trabagjos en gran escala.

30.—Este método dd resultados muy constantes obteniéndose uni-
formidad en las diversas determinaciones.

40—En el caso de determinaciones del nimero de gérmenes d v]a-
cunas mixtas, tenemos que por otros métodos es casi imposible lograrlo.

Ahora bicn por lo que corresponde al método de Kjeldahl (9), para
determinccion de Mitréaeno rrotéico y total, no se determina la concen-
tracién de una suspensién, sélo se obtiene un dato digno de toz,nar en
cuenta, cuznds ¢l conlaje kacteriane no puede hacerse por ningin otro
método (lisados y semilisados), no es muy {dcil de efectuarse y requiere
material especial de laboratorio y no es aplicable cuando la vacuna con-
tiene alguna subsiencia que interfiera con la accién del dcido tricloro
cxcético,-porque la oroteina no aleemza a precipitarse.
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. 2d.-—Pc_Lra cuantear bacterias que no tienen forma esférica, Schmidt
hizo determinaciones con baciles, tomemdo como tipo la Shigella si-

guiendo los mismos pasos que para los Staphylococcus aureus; acquf
encuentra una falla de 109,

En bacilos flagelados se presenta un aumento de volumen, asi
pues también calculd los vclores en Salmonella tiphy y compard con
el mélodo de Wright, obteniendo valores muy aproximados con un error

de IC% (en las determinaciones posteriores compard con el método de
la Cdmara de Recuento).

Por lo que resgecta a las fclios tenemos en primer lugar la eficien-
cia de la centrifuga, ésta no sélo debe proporcionar la separacién fran-
ca entre los gérmenes vy el liguido sobrenadante, sino ademds debe reu-
nir las bacterias lo mds compacto posible para que dé resultados mds
exactos. Es muy importante dejar parar la centrifuga lentamente y no
usar frenoc. Otra fuente de error se presenta en la desigualdad de los
capilares y la excctitud con que se lea en el micrométrico al medir las
columnas.

Por el método de Schmidt se puede determinar también el
porciento de sedimentacién total que contiene una vacuna mixta y asi
encontraremos un factor especifico para cada una de ellas, aplicando
la {érmula que nos dé el nimero de gérmenes por ml. Este método es
aplicable en caso de carecer de un {otocolorimetro, ya que los resultados
que proporciona son bastante exactos porque:

lo—lleva mencs tiempo su proceso que el método de cultivo y
comparado con éste, el de Schmidt cuenta tanto gérmenes vivos como
muertos.

20.—Se evita el error visual del método de la C&mara de Recuento,
que aungue es muy exdacto es laporioso para trabajos en gran escala.

30.—FEste método dd resultados muy constantes obteniéndose uni-
formidad en las diversas determinaciones.

40.—En el caso de determincciones del nimero de gér.rixenes a v]cl—
cunas mixias, teneinos que por otros métodos es casi imposible logrario.

Ahora bien por lo que corresponde al método de Kjeldatl (9), para
determinacion de Mitrdueno protéico y total, no se determina la concen-
tracién de una suspenzion, sélo se obtiene un dato digno de torpcu‘ en
cucnia, cucndo ¢l sonlaje bacteriano no puede .acerse gor ningun otro
método (lisados y semilicados), no es muy fdcil de efectuarse y requiere
material especial de laboratorio y no es aplicable cuando ch’vgcuna. con-
tiene alguna substencia que interfiera con la cccién del 4cido tricloro
acético, porque la proteina no cleomza a precipitarse.
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En el método {otocoloriméirico enconiramos las mismas falles que
en la Camara de contaie como sen, la prosencia de ccimuleos en la sus-
pensién, errores de dilucién, ete., va gue en parte la ardiica e hace por
método directo. Per lo que resnecia o 1= loctura que ¢z hace para la
ar&iics en ol lotocclorimetro, se nos pucde prozoniur tombién crrores de
dilucién ademds de irregularidad de vobliaie, o que punde corregirse

2 2. joriade
cmcdic de v remrilerar
por mcdic de un reauleno

Yeovuns ver
germen, ¢l
asi muchcs
as beocteriancs en ~ron ool
en el méicdo de Solimidd
mds fiell oy rfmido, tonis

Vacunoas o

do nara enda
moonto
T cuen-
ciiada

oM

Tomando esto en cuenta, nu

rumerescs investinaderes han arlicado
este método de determinccicnes {oiceléciricas a curvas de crecimiento

A
de distintcs hacterics, haciendo medicienes cada 7V minutos entre ellos
tenemos a R. ] V. Pulvertalt v C. G lemen 1935 (18),

Se pensd como aplicar este métede tara checar el ndmero de gér-
menes que llevan las vocunas mixtas antes de salir o la ventg, tenién-
dose un conirol que olreceria mayer garantia a los consumideres de ta-
les productes. Esto seria haciendo una crdlica para cada vacuna mixta,
en la que puede determinarse el nimero de gérmenes de la suspensién
base (por el métode de Schmidt, pues por el de 1z Camara de Contgje
seria imposible hacer una cuenta exacta de tedoes los gérmenes que con-
tiene una vacuna mixta). Ya con las ardficas terminadas sdlo se nece-
sita introducir la vacuna en el fotocolorimetre, anciar el porcentaie de
transmisién de luz que marca v a este ntimero, ver cuantos gérmenes le
corresponden en la grdficas, la cual est% acondicionada en un minimo
de 50% menos de la cantidad de gérmenes que deba llevar esa vacuna
v un mdximo de 5C% més.
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. En el estudio comparativo de diversos métodos para cuenta bacte-
riana de una suspensién de Staphylococcus aureus se obtuvieron los
siguientes resultados:

a).—Método de Wright 14.96 X 107
b).—Método de la Camara de Recuento 17.2 X 10°
c).—Método de Cultivo en Placas 10.1 X lo*
d).—Método Nefelométrico de Mc Farland 15.0 X 10°
e).—Método de Hans Schmidt 17.54 X 100
f).—Método Fotocolorimétrico 17.1 X 10°

En estos resultados se puede ver lo siguiente: Por el método de la
Cdmara de Recuento (siguiendo la técnica del Kolmer), y por el méto-
do Fotocolorimétrico nos dié casi la misma cantidad de gérmenes; por
por el de Hans Schmidt los resultados son casi idénticos, mientras que
por los otros métodos son variables, dado seguramente a los errores y
fallas que presentan.

Otro estudio comparativo se llevd a cabo en una vacuna contra la
Brucelosis del ganado. Esta se preparé adicionando a la suspensién de
Brucella abortus, gelatina como estabilizador, habiendo quedado a una
concentracién de &0 CCO millones de gérmenes por ml. (cuenta efectuada
en un nefelémetro especial para Brucellas), se colocaron 2 ml. en cada
frasco de 16 ml. y se liofilizé. Dos meses después se agregd a un frasco
5 ml de agua destilada, por lo tanto esta suspensién debe contener
2C CCC millones de gérmenes ror ml

Ahora bien la cuenta de gérmenes in vivo (cultivo en placas), nos
dié 12 C0C millones de gérmenes vor ml. valor bajo que se explica por-
que un 4C% de las bacterias mueren duranie el proceso de liofilizacién
y otro pequeio porcentaje mueren durante el tiempo de almacenamiento
de la vacuna (2 meses).

Segin la gardfica en el fotocolorimetro, nos dié un promedio de
24 CCO millones de gérmenes ror ml (los 4 0C0 millones mds pueden ser
por lo opacidad de la gelatina).

De lea eatudios hechos con vacuna Gonocdecica Mixta tenemos los
siquicntes resultados:

Por el método de Schmidt 1.172 X 10° (cuenta mixta).
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tenana v 4o

2. matode Foilcosloriménios
resultados mds exacios por sus pcoss err
sidad v rapidez cl electucrze

Se llegd a esta conclusicn dezgues ce no
practicos antes mencicnades, tomandc en cuenix
para cuenta bacteriana séle propercicna
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1.—Se redlizé un estudio comparativo con una suspensién de
Staphylococcus aureus por los siguientes métodos:

a).—Métode de Wright.

b).—Método de la Cémcra de Recuento.

c).—Método de Cultivo en Placas.

d).—Método Nefelométrico de Mc Farland.

e) —Método de Hens Schmidt

fy —Método Folocolorimétrico

2.—5e llevé a cabo un estudic comparativo en una suspensién de
Brucella abortus por los siguientes métodos:

a).—Método Nelelométrico (especial).
b).—Métedo de la Cédmara de Recuento.
¢).—Método de Cultivo en Placas.
d).—Método Fotocolorimétrico.

3.—8e estudié comparativamente la cuenta bacterioma de una sus-
pensién de Hemphylus pertussis por los siguientes métodos:

a).—Método de la Camara de Recuento.
b).—~Método de Hans Schmidt.
¢).--Método Fotocolorimétrico.

4 —Se determinaron grdlicas parz cuanteo bacteriano de las si-
gulentes especies:

a).—Shigella.

b).—Salmoenella.

¢).-——Hemorhvlus rertussis.
d).—Stanhylococus aureus y albus.
e) —Brucella aborius.

580 determind comparativamente el niimero de aérmenes en
una vacund: mizta per los sicientes métodos:

a).-—Método de Hans Schmicdt,

b) —Mcdtedo Foloenlorimétrica.

¢).—~Se controld el Nitrdaeno total por Kjeldahl.

d).—Se determiné una gralica para vacuna Gonocdecica
Mixta.
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