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INTRODUC 1 O N 

~n los análisis ~e alimentos, especi !mente de leche y agua las 
autoridades de .salubridad, dan una !oler ncia determinada para el nú­
mero de bacterias que se puedan encont ar en los mismos. Dicha tole­
rancia es permitida, porque se ha demostr do que el organismo es capaz 
de destruir determinados gérmenes, grac'as a sus barreras de defensas 
naturales; cuando el número de gérmene es mayor, tales defensas son 
insuficientes para contrarrestar una inva ión bacteriana masiva, por lo 
que puede presentarse una infección po gérmenes de una patogenici­
dad no conocida. 

En la preparación de sueros y va unas, la determinación del nú­
mero do gérmenes es importante, porq e a concentraciones muy altas 
pueden presentarse reacciones anaíilácti as o tóxicas, ya que las bacte­
rias contienen diversas substancias de n turaleza antigénica muchas de 
ellas tóxicas; pero deben llevar cantidad de gérmenes suficiente para in­
ducir al organismo animal a la formaci n de anticuerpos. 

Por consiguiente el número de gé menes que debe llevar una va­
cuna, está condicionado entre un máxi o y un mínimo o sea la canti­
dad máxima suficiente que no llegue a roducir reacciones anafi!ácticas 
o tóxicas; y la mínima para obtener un óptima respuesta inmunológica. 

Por lo general las vacunas destin das a adultos humanos han de 
contener un total de l ,GCü millones de . érmenes por ml. y para niños la 
mitad de esta cifra. (12). {Depende és o de la virulencia de los micro­
organismos). 

Dold (3) señaló, que todos los étodos actuales empleados para 
determinar la cantidad de gérmenes or ml. de una suspensión daban 
resultados muy inseguros, por sus m ores o menores errores en la téc­
nica. En dicho trabajo Dold examinó con mucho criterio los diferentes 
métodos empleados para el cuanteo d recto de gérmenes. 

Wibon 1922 ('.1.3), Wilson et al. l 35 (24). hizo también un estudio 
critico de diferentes métodos, señalan o sus principales causas de error. 

El volor antigénico y tcrapéutic de una vacuna, no resido únictx· 
mente en la cantidad de gérmenes, ro ésta debe tomarse en cuenta 
para su elaboración. 

Los qérmones no se pueden de erminar exactamente, ya que esto 
es imposible de realizar, puede cor siderarse tan sólo un métod? de 
estcmdarización de vacunas, que perr ita hacer un sistema convenc1onal 
de medida. 
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Numerosos investigadores, han propuPsto di1erc-ntes métodos rxrra 
cuanta bacteriana. de los cuales estudió b:; que p:::irecen dar resultados 
más excctos. 

Helber 19G4 (7), Petro!l Hcuser ( 11) ctr:Js e:n;=-le~:;-o;-¡ rnó!odos en 
que se cuentan directament-:-' la;; b:::cte;iw:. ::-:c<licmto la oL:~é:rvr:,.:!Sn al 
microscopio. Partiendo do le sus¡xms:6r: ele: ::C:rr:1C:x·s c: ur:r: dih.1ción co­
nocida se coloca una aot:::i en ur:r: c::ncrcr c~Jc::t~:_r:)/:bulos o en una 
cámar~ especial para contar baste:ri:::s Este: tó::::~:ca it:é: introduc'.d::i pri­
meramente por Glynn "/ Co: l?l l (~\ n;c u:::; d•: hs rr/1s lc:toriosas y 
requiere mucho cuidcdo r~<:;ro se obticr.-c·:: rc·:;t:!tr:+:·s ::1·::: sr:~is'.c:ctcrios. 

Wright 19C·2 (25), parn obtener ur; ::úr::c·ro (:e c:ó:-:;•er-:es de una sus­
pensión dada, usó un m6toclo c·n r-] ·-··:·:! s•· r•·!·:c:s;,:-; d r.ú::1f'·ro d,-, c:l5-
bulos rojos que hoy 0n un mi .. c::::-i 01 nú:::crc: r!<:_. bcctc·rias observc:das. 
después de mezclar le: Scis¡::r·risión :·-:·:; ::é::;·:r•· ·.: '.:c:c•·r c·:-:tcn~:".)ncs :!n'.Js 
en porta objetos. 

Otros investiaadores, oracticGron t·l :nótodo :J,, Cultivo e11 placas 
para cuenta bacteriana. oriainal ele' KoC:: ('.'.7.l este mf!odo se lleva a 
cabo en cojas ele Pctri con eli!crentcs mccl'.os di:' cultivo, seaún lo exijan 
los gérmenes ele la suspensión o b que se ve. e;: !~cccr el conto;e. Des­
pués de varias diluciones. se siembrc:n o incubon !os :::érmenes y volién­
dose del aparato cuenta-colonias, se obfüme un resultado relotivo de 
bacterias. tomando en cuenta que cada oermen forma una colonia 

Me Farland (13). propuso hacer una comparación, entre Ja turbidez 
de un suspensión estandard de sulfato de Bcrir, "/ una sus¡:ens!6n bacte­
riana. Esta determinación se llama Nefelomótriccr y debe ir acompañada 
de un cuanteo, que se hace siauiendo clauno de los otros métodos. 

George :Dichtl (2), basó su método en la centrifuqación de canti­
dades determinadas de suspensión bacteriana. en vasos de ccntrífuqa 
de Tommsdorff o Rosenthal. determinando e! volumen de las bacterias 
sedimentadas. 

Hopkings ]. K. 1913 (8). ¡:resento su r:1etoelo como medio convenien­
te para determinar aproximadr.mente lu cantidad de snbstancio bacte­
riana usada como vc:cuna Co:1sistP en r:-icelir el volumen de bacterias 
sedimentados después dt> lci ,_·c:1tri!u~1r::c:6r: .. ~n ll:l tute c:::r<lor nrc:dua­
do; con estos ciérrnencs h.:wr·~ · 1ry~ sustY:·n~ié:-n c:l ¡ º 

0 
v ~omparar con 

una tabla de volorcr: 01H: •·:;tr· mv":'!' 1·:·i·-~ !0t·':-::1¡nó 'CO:- ctr:Js métodos. 
As\ se encuentra cl rn·~lli•·;c. ·!" c:•':-r:1c'l1• :1 ,,., .... :, 1 :-.- .-.:. , ... : ~::s¡:_~r.s:ón al 
l 0

;. para cada cs¡x·r:-1r' \ .. :<·t0:-1.:::: 

l-kms Schm1dt ¡q?,L (\~l\-. f! Se!::.:::: 1~1~,c: ·,!'.C! ! .. ''.:r~-: su~: Jetermi­
nac"i0nes ccntri!u0ó ,·c:r:tick:dc·:: · hdc~ d(· c:r.r: s<1'.~Cx,: 1 ~'.-::-: ci: tu bes ca-
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pilares, midiendo en un aparato especial la columna de bacterias sedi­
mentadas y ésta misma más el llquido sobrenadante. Se relacionan fi­
nalmente estas medidas, con un factor constante para cada especie bac­
teriana. 

Otro modo de controlar el número de gérmenes en una vacuna. 
serla relacionando el porcentaje de proteinas o el Nitrógeno total con el 
número de gérmenes. Es decir, el resultado obtenido seria constante 
para cada caso en particular. según la especie y la concentración de 
la suspensión, esto se determina por el método de Kiehdahal (9). A la 
Secretaria de Salubridad y Asistencia Pública 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
minación del número de gérmenes en suspensiones bacterianas. El apa­
rato a propósito puede ser un Nefelómetro Fotoeléctrico de Kleimman 
utilizado ya desde 1926 por W. Líese (15), en 1930 por W. Strauss (21); 
Pulvertaft y Lemon l 933 { 18), aplicaron el método Fotoeléctrico en la 
determinación de curvas de credmiento de distintos gérmenes. 

Longsworth 1936 (16). hizo determinaciones bacterianas con un den­
sitómetro fotoeléctrico. L. Csizmas v Joó 1957 (l). determinaron curvas 
comparativas entre los resultados obtenidos entre el método Nefelomé­
trico y fotométrico. Por último el método en el que se emplea el Fotoco­
lorímetro de Lange (4), para determinar la densidad óptica o porcentaje 
de transmisión de luz que deja pasar una suspensión bacteriana diluida. 
Se determinan gráficas para cada germen que resultan de relacionar el 
número de gérmenes calculado por cuenta directa, con la densidad ópti­
ca medida en el Fotocolorímetro. 

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

1 o.-Porque todos los qérmenes tienen distinta morfologia. 
2o.-Porque son de distinto tamaño. 
3o.--Porque tienen variable densidad óoticc 

Atendiendo a todas estas investiqaciones hice este trabajo, en el 
que estudié comparativamente varios mótoclos. Busqué tambión como 
aplicar los elegidos, a la determinación del número de qérmenes en va­
cunas mixtas, ya que debido a la composición de éstas, se encuentran 
en ellas gérmenes de distinto tamaño, forma y cantidad; esta diversidad 
de factorL ;, complica la determinación porque todos Jos métodos se re-
fieren a unG sola clase do aérmenes · 

La presente tesis tiene oor cbi0to 0ncontrcrr un método que propor-



-4-

cione mejores resultados. por sus ¡:;ocas t:rrores de técnica, menos labo­
riosidad y rapidez al efectuarse. 

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



11.-MATERIAL 

y 

ME TODOS 
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1.-METODOS DIRECTOS. 

A.-Método de Wriaht (25) (11) 

a).-Sobre una pipeta capilar se hace una señal a la distancia de 
2.5 cm. de la punta v al otro extremo se fija una pera de qoma. 

b) -Se desinfecta un dedo \" se pincha. 

c).-Asplrese con la ¡::ipeta capilar. una solución de citrato sódico 
hasta la marca señalada Abs6rbase una cantidad de aire y luego la 
sangre que salaa del dedo. hasta alcanzar la señal marr.:ada. Introdu­
cir nuevamente clero de aire. pera separar la solución y recoger de la 
suspensión bacteriana hasta la señal. 

d).-Exoúlsese el contenido de la pipeta sobre un vidrio de reloj. 
mÉzclese bien expirando y expeliendo el líquido una docena de veces. 

e).-Háaanse dos o tres extensiones finas. como si se tratara de 
preparaciones sanquíneas 

f).--Se secan al aire y se fijan con solución saturada de cloruro 
mercúrico. 

g) .-Se lavan y se tiñen con fucsina fenicada diluida (1: lG). de 
dos a cinco minutos. 

h).--Se lavan con aaua y se secan. 

i) .-Sólo se examinan las preparaciones satisfactorias, que presen· 
ten bacterias y alóbulos uniformemente repartidos y no tengan grumos 
bacterianos. 

Con el objetivo de inmersión se cuentan las bacterias y los glóbu­
los en 5Cü campos, anótense separadamente las bacterias y los hematies 
y al final obténaase el total de unos y otros. 

Ejemplo: 

Se han contado SCCl hematíes y l .OCO bacterias. 

Un mi. de sanare ccntiene aproximadamente 5,000 000 de glóbulos 
rojos Como se usó el mü:rr:o volumen de sangre y suspensión de gér­
menes. tcn0r:oos que un mil':-:10tro cúb\co de suspensión tendrá: 

5 r::no oc.o X 1 CüO 

500 

B.-Método de la Cámara 

l G C'C~ OCü de aérmenes por mm3
, o sea 

1 C CGO 000 OüO de gérmenes por cm1
. 

de Recuento ( 11). (7). 

a).-Mediante pipetas estériles. se colocan en un pequeño tubo de 



-- 8 -

ensaye estéril, O.l mi. de la suspensión '', 4.9 de, ~olución salina fisioló-
1 d ' l'I ., 11.cr) ~1,,,-,...1r.c:0 P'"'D gica (lo cua a una e I uc1on a .v~ . ···-"-~'--- ·-· 

b).-Se aspira Ja suspensión hasta la marca C.5 de une pipeta de 
recuento de leucocitos. 

c).-Se aspira hasta la señal J 1. el colo:::::nte siauientL' (se c:onsigue 
asl una dilución 1:20): 

Cristal violeta (solución c!cohó!:cc sa:ursdc) 
Agua (recientemente dest!!adc) 

le ::11. 
! :r ::11 

d).-Se rxisa una }:;ende c!ásti:"c ¡~e: lc:s p':::tc:s de le pi~-:::ta :: se 
agita durante. dos minutos por lo me::cs L'J "..i:h.:c:-::':r. r:c debe dejarse 
en reposo. 

e).--Se desprecian c:lgunos ~otc:s sob:-e c:n !rezo cjr. ccpcl !iltro (que 
se lleva a una solución desinfectante) y se colee'.::: ur.:=: e: eta en el co::t:o 
de la cámara de recuento de Helber o el con:a"::Jo:- ;xircr i::c:::'.crias de 
P-etroff Hausser (procurando esté bien limpie ¡:::-c:rG f'\'it::.:r ¡:x::-tículas de 
polvo). 

f).-Se le adapta con exactitud un cubre ob1etcs de· precisión. 

g).-Déjese en reposo durante 15 minutos 

h).-Con un objetivo del número 6 v un oculcr del número 4 se 
cuentan las bacterias de 20 '.:'lladrados ¡xi; lo me-nos. enfocando a dife­
rentes niveles para incluir las que no se hayan sedir:-ientado. 

i).-Si el número de gérmenes fuera dc:r:1csiacb arande p::ra un 
recuento exacto (las diferencias de un cuadrado a ctro no deben :¡:c:3or 
de lo%). se repite la O¡'.:€ración con diluciones al l · J ce y 1 :2CC. 

j).-El número total de bacterias en 20 cuadrados se divide por 20 
p:rra hallar la media de cada uno 

k).-Para obtener el número de aérrnenes por mi de la dilución 
se multiplica por 40ü COO GCO. Es decir 

1/20 mm X 1/20 r!1m X l 1SC mm= 1120 cec mmi (contenido 
en J cuadrado) · 

1 /20 OüO X 1120 (dilución uc• la niix•tal = 
sea 1/400 000 OüO rn! · · · 

1 ).-Si se usó una dilución onamu! J,_~ ! ·'.:-.1., ~;(· r:.·:!t!'.•!icCJ cdcmás 
por SO para hallar el número de riór:nor:r_•s ck· !CJ :·;;:·~-•:·::::c·n· :;:n c!!luir. 

m).--Si se u~iliza le: pi¡:.<::'.u de b.:::;< :tín:: ::L· , :··.: :~::~:; sus;:cr:s:én si:: 
diluir hasta la sena! O 5 v colorante hoste: le: ~e~, ;; l ~ l 1 r•::~é. e\ obt0-
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niéndose asi una dilución 1:2C.O. Se agita cuidadosamente, se desechan 
las primeras gotas y se pone una en la cámara cuenta glóbulos. Se 
ajusta el cubre objeto v se deja reposar ¡:or 15 minutos para que sedi­
menten las bacterias. Se cuentan los gérmenes contenidos en 10 a 20 
cuadrados y se calcula según la siguiente fórmula: 

Número·de bacterias contadas X 20 X 20 000 noo 
Número de cuadros pequeños contados 

bacterias por ml. 

= 

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

2.-METODO DE CULTIVO EN PLACAS PARA CUENTA BACI'E­
RlANA 04). 

a) .-Se prepara una suspensión de gérmenes. 

b).-En matraces estériles se colocan 99 ml. de solución salina 
fisiológica en cada uno de ellos. 

c).-Agitar vigorosamente la suspensión y transferir un ml. al ma­
traz de dilución No. l (dilución l:lOü). 

d).-Agitar y pasar un mi. al matraz de dilución No. 2 (dilución 
l:ll) 000). 

-e).-Del primer matraz tomar un mi. y Qo. l ml. Llevarlos a dos tu­
bos .con medio de cultivo sin solidificar (a una temperatura de 40° a 
45° C.). Agitar fuertemente paro revolver los gérmenes con el medio Y 
pasar rápido a dos cajas de petri estériles, las que se rotulan con 1:100 
y 1: l C.00 r~spectivamente. Después de agitar la dilución No. 2, se pasa 
también un ml. y 0.1 ml. a dos cajas (siguiendo los mismos pasos) y se 
rotulan con l:WCCü y l:lGGCüO. 

!).-Seguir haciendo diluciones tomando en cuenta la concentración 
de la suspensión de modo que !os colonias que van a crecer sean en 
número tal, que se puedan contar fácilmente. 

g).-lncubar las cajas en posición invertida durante 48 horas o el 
tiempo que sea necesario poro s11 desarrollo. 

h).-En un aparato cuonta-colonias se observa el crecimiento de 
los gérmenes tanto en la su¡:--crficlc como en el interior del medio cultivo. 

i) -El número de colonias contadas. por la dilución marcada en la 
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caja nos dá la ccmtidad de bacterias po; ml. de la suspensión, partien­
do de que cada bacteria forma una colonia. 

También se pueden contar los gérmenes que hava en un centlme­
tro cuadrado en varios cam¡:;os, sacando después un promedio y multi­
plicando por la superficie d0 la caja 

Hay una modificcr.ión a este mé '.:x::c. efectuada ror Miles y Misra 
1938 (17), pre;xucmclo prir:.orc el n:c:i.o c:o -:;; :'.L·:c ccloc:'mc.iob en !as 
caja.-s de pctri en forma estéril, una vez so!idi~icccic a::1adir 0.5 mi. de 
cada dilución extendiéndolo uniformemente pcr toda la superficie del 
medio. Seguir des¡::<L1és la misma técnica 

3).-METOOO NEFE1..0METRICO DE MC FARLAND (13). 

Preparación del Standard McFarland oara nefelómetro. 

a) .--Se toman 1 O tubos de ensaye o ampolletas de la misma me­
dida. Marcarlos del 1 al 10. 

b).--U-lacer una solución acuosa de 1 % de cloruro de Bario Q. P. 
y poner en el tubo No. l. Ü'.l ml.; en el No. 2, 0.2 mi.; etc. Aumentando 
en cada tubo 0.1 ml. 

c).-Añadir suficiente solución de ácido sulfúrico Q. P. al l % hasta 
que el volumen total de cada tubo sea de l Ü' ml. 

. d).-Cerrar los tubos con flama. 

e).-Cuando se agita fuertemente el precipitado de sulfato de Ba­
rio, que se formó en los tubos (blanco y fino), cada tubo tendrá una den­
sidad diferente, aumentcmdo de 1 hasta JO.. La densidad de cada tubo 
corresp::mde aproximadamente a las suspensiones de bacterias como 
sigue: 

No 1.- 300 000 000 No. vi.-1 800 ceo ooo 
No. 11.-- 60D 000 000 No. VII.-2 l 00 neo DOO 

No. 111.- 900 OCú ().(JO No. vn1.-2 400 cm coo 
No. 1v.-1 200 con ano No. IX.-2 700 000 GOO 

No v. --1 soo ceo ooo No. X.--3 OCO C'GO 000 

Cuando las vacunas son preparadas en cultivos a base de caldo, 
según el mótodo del Kolmer. el nefelómetro tendrá que ser pre¡:x:rrado 
con ócido sulfúrico de 1 % en caldo para comparar mejor el color del 
último 
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METODO. -
a) .-Se coloca un mi. de la suspensión bacteriana en un tubo de 

ensaye del tamaño de los del nefelómetro. 

b).-Dilúyase con 4 mi. de solución salina fisiológica. 

e) .-Agítese bien y hágase la comparación con los tubos del nefe-
16metro. 

d).-Cákulo. El número de bacterias representado por el tubo del 
nefel6metro a que corresponda la densidad de la suspensión bacteria­
na. se multiplica por el valor de la dilución de ésta. 

4.-METOOO DE HANS SCHMIDT. 1926 (19). 

a) .-Pre¡:x:rrcrr la sus¡:ensi6n de gérmenes. 

b).-kpirar 1 mi. de Mercurio en un tubo capilar adaptándole uno 
perita de goma. 

c).~Agitar bien la suspensión y aspirarla después del mercurio. 

d).-Tcxpar con lacre el lado del mercurio. 

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

f.).-Coloccrr el tubo en el aparato de Schmidt (quedando el lacre 
a la izquierda). 

g).-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 ( l g), tomar la lectura y regresar con el tornillo a cero. 

j).-- Poner la ra:ra neqra entre el mercurio y la columna de gér­
menes. 

k).--La tuerca negra se lleva hacia la derecha, hasto donde ter­
mine la columna de la suspensión (!s). 

!).---Tomar la lectura. hnci0ndo lo mi~"mo con los cuatro tubos pma 
sacar un promedio. 

m).--Lc. determinación de la cantidad de gérmenes por ml. se hace 
empl0cmdn kt sic¡uiente fórmula: 
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lg X Fk 

ls 

F, - Concentración de la suspensión. 
1 g Lectura de la columna de gérmenes. 
ls Lectura de 1a columna de suero. 
Fk ·- Fe'.:'tor específico ¡::ara ceda riermen. 

Esta fórmula se deduce sabiendo que, a una concentración deter­
, minada, la relación de le columna de aérmenes y la columna total del 
liquido después de la centrifuaación, es constante; ya que si varia la 
concentración de aérmenes variará taI'.1bién la relación entre las dos 
columnas -

Se hicieron muchas determinaciones e sus¡:;ensiones de gérmenes 
cuya concentración va se conocía por otros métodos. 

Ejemplo l. 

a) .-Estreptococos. 

Concentración de la suspensión 26.6381 X 10 .. 

Lectura A -
Lectura B -

lg 
A -

ls 

lg 
B -

)s 

lg 0.70 y 

19 0.72 y 

0.70 
--------

80 

0.72 
-----

73 

ls 80 
Is 73 

-

-

0.00875 

0.0:093 

Sacando promedio de A y B tenemos: 0.009025. 

Ejemplo 2 

b) .· --Estreptococos 

Concentración de lo !:'ll::;l'l'nsión 5.C 15 X 1 o·' 
Lectura A - lg e 11 ~ \' l s 68 

l C1 o l l t> 
A - -- C CG 169 

ls l'8 

En el eiernplo l a la concentroción cie 26.6380 X lOq, la relación 
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entre las dos columnas ser::'! O.C09025. Buscando la relación que hay 
entre lo concentración de la suspensión de gérmenes y el resultado de 
relacionar las dos coh1mnos tenemos: 

26.G38C 295~ 

En el ejemplo 2 a la concrcmtracién de 5.Gl 5 X lGº la relación re­
lación resultante entre los rlos columnas será: 

5 el~, 2950 

0.00169 

Este número 2950 es iau:-::1 al del ejemplo 1 y es igual al Factor 
para los Estreptococos sPaún la tabla de Schmidt. 

Ejemplo 3. 

a).- -H. Pertussis. 

Concentración de la suspensión 44.5771 X 10°. 

Lectura A la 5.4 y ls 77 

Lectura B - la 5.3 y ls 74 

lg 
A - G.07C 

ls 

lg 
B - - 0.071 

ls 

Promedio: -- 0.0705. 

Relación de la concentro:::ión de la suspens1on de gérmenes y el 
resulta<lo <le relncionar las dos columnas tenemos: 

44.5771 6323 

C' n7C5 

Ejemplo 4 

b).- ·H. Pem1ssis. 

Concentración de la suspensión 51.21 X l 0' 

Lectura A = lq 059 y Is 73 
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lg 0.59 
A = 0.00808 

ls 73 

Relación de la concentración de la suspensión de gérmenes, a la 
relación entre las dos columnas: 

~l.21 6323 

O.OC8CS 

El número 6323 es iqual en los dos ejemplos '/ es el Factor para 
Hemóphilus pertussis según la tabla de :actores de Schmidt. 

Así vemos aue la relación aue :1a·; entre la concentra.ción de la 
suspensión de qé;menes v la rek1~ión que resulta de relacionar las dos 
columnas a distintas conc:entrocior.es. es la misma y constante y equiva­
le al Factor específicc de cado germen. 

Asi es como se pueden cletermina.r los foctores de la tabla de 
Schmidt. Teido esto !JUede expresarse en la siauiente fórmula: 

Fk 
F, 
lg 
ls 

Fk 
F, 

lg 
(----) 

Is 

Fk 
F, X Is 

lg 

Factor específi ;o paro cada qermen. 
Concentración de la suspensión de gérmenes. 
Lectura de la columna de gérmenes. 
Lectura de la columna de suero fisiológico. 

Como lo que se desea conocel' es la concentración de Ja suspen­
sión, centrifugamos la suspensión problema para conocer la longitud de 
las columnas. Despejamos F, que es la concentración: 

lo X Fk 
f. 

¡ ,. 
" 

Aplicación del Método d0 Hans Schmidt para determinación de 
cuenta bacteriana en VacunaH Mixtas. 

a) Se clr.·t 1,'rrninu ··I ¡ '( 1r·ci""k• .-Jt. :;l•dimc·ntocion, n·ntriluuando la 
vacunn rnixtn \' relac'ow:n· iq "! s1-·clir:ll':1t(J ccn •. :1 líquido totcd. 

Ll ~ Tc•óric•rn1 1 ·nll· SL' r1n·dc· deterr11i1,u1 ._,¡ ! crcic·1ito do seJimenta­
ción y después :,0 cc·1r1r· .. 1~~1 coi: «·! pcrc:r':;t(~ , ·nc("t;!;"~:dc prácticamente 
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para saber si la vac11nn mi:·:tn pr0fY1r,<ln está correcta. 

Ejemplo. 

Determinoción del r:orccntn:·~ -!0 sedimentación teórico tomando en 
cuento el número de ::érmrnes ro~~:n! :-lc unr:1 vacuna mixta. 

Vocuna Gonocóccica Mixta 

F6nnula 

Neissena :ionorrhoeae 
Escherichia coli 
Streptococcus iwmolíticus 
Staphylococc11s aureus 

Neisseria gonorrhoeae. 

Factor - 1662 

F, - 0.4 X 10º 
Is - 80 
lg - ? 

Fórmula: 

Concentración 

0.4 X 10• 
0.4 X 10º 
0.1 X 10º 
0.1 X w• 

lg X Fk 
F, 

Is 

Despejando 1 q 

Eschnnch1a coli 

Fk l:iSO 

F. 

Is 

Jq 

IH X \O" 

r;o 

0.4 X so 

1667. 

F, X ls 

Fk 

0.0192 
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Fórmula: 

Jg = 

o sea 
0.4 X 80 

1380 

Estreptococcus ·hemoll ticus. 

F, 0.1 X 
Fk - 295C 
ls - 80 
lg - ? 

f'órmula: 

lg = 

10" 

F, X ls 

Fk 

Staphylococus aureus. 

Fk - 3500. 

F, 0.1 X 10• 

ls - 80 
lg - ? 

Fórmula: 

F, X ls 

F, X ls 

Fk 

0.231 
------

0.1 X 80 

2950 

0.1 X 80 

- 0.0027 

lg = -------- . - - ·-··· -------- = 0.00228 
Fk 3500 

Como va se vió anteriormente la es el sedimento; va mezclada la 
vacuna y centrifugada, su sedimento sería la suma de !¿das las lg, asi 
tenemos: 

N. qonorrl1oeae 

E coli 

Strcptococcus 

S (l\llC"\IS 

0.019:~ 

C.07.31 

C1 CC7.7 

D.CC7.8 

r 04781 
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Sacando el porcentaje rle sedimentación: 

80 O.C4781 
J('O X 

X 0.0597º'º de sedimentación para la vacuna gonocóccica 
Mixta. 

Determinación de Factores especiales para cada Vacuna Mixta. 

Puede determinarse un Factor constante especial cara cada vacuna 
mixta crplicxmrlo la siauiente fórmula: 

l.O X 80 
Fk ·----··- ---- = 1702.l?. 

la C.047 

F, - Concentración total de todos los gérmenes en la vacuna 
mixta. 

ls Líquido total de la columna de suero en la vacuna mixta. 

lg Total de la columna de todos los gérmenes en la vacuna 
mixta. 

1702.12 
El Factor para la vacuna Gonocóccica Mixta es-------

Para sacar la concentración usamos la fórmula: 

lg X Fk 

ls 

Datos obtenidos de la centrifuaación: 

lg = 0.050 
ls 
Fk 

80 
1702 l?. 

Substituyendo 

o.oso X 1702.12 

80 
1 063 

Esta vacuna tondrá 1inn co11:::enlradón de 1.063 X lC'' de aérme­
nes r·c:· 1'~ 1 

Curmc!o las vac1rnar: cst ~:n muv diluídos se necesita centrifugar, 
porq110 h ::olt 1~nnC'. d·:' :·(·r:r•-:··1w,, "·:·riÓ ·lC'masiodo ¡::equeña y dificultaría 
la lech1,.rr. cr:mducienck' ·• · 111 crrc•r noyor. 
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Así ~e determinaron para c:acia vuc..:una mixta sus rx:ncentojes de 
seclimontnción y un factor específico poro c::ick: una en ¡.:x:1: ticular según 
su fónnulci v concontración. So cuc,cle <lctc·;rrnnr.:r ICJ c:Jncentroción de 
cacle: ¡¡no dr'. !os von.1r1os rnixtns ~·e: c·nv::~:-:_!Cic.::~ ':' c:J;)':·c]::r el núlllero de 
qérrnencs c1ue lk·vcn los nm¡>)l1~'tos c:n!c:.: ck> ::;rk ~-' le vc:n1·'.: 

:, JJETEhMINACJOt~ L·L i·:IThOGLl<C í-í-:OTE!CO Y ·; 0'1 A!. POR 
METODO DE KlELU/\Hl. CQLl.Q COI<TF:OL. EN cuu.:TA BAC-
'[J:i; j j\ ]';.L. t~' 

Por Kieldc;il ~:·~· L.'l!v'-ll: 1.._k·tv: :r1lI> ~: t:l ~.~n~c.:i:-.·:·1 1_: tG~·:..:: ;~:CJ~í~~c··- ":' no 
¡Jroté1cc:> Prcc1;=-:itün,·-lo. k: ·~rc!c:ír:~-- r:it.·r·L· .• :-:~(. '.:r:.c ~~-:~u.:~.:-:--: ·=it: é!c:dc tric1o­
ro acético Gl: ::·e_ Jc:tL'!I!1incr:i·J.~ L. r::~~~)::c ;~,~-:'=~.·~·:c.~:·.•, rnótcdo e.3 el 
siquientc· 

c:l.- Tur:,u: 
rnuycr de 3~[1 r:1! 
para prevenir le evaporo::-ió:1 L'Xce:;,i\·c: durcmtc, ._ .. ¡ c-'.llr:·n1c::i;c,nt.o. colo­
carle ol PlUtJ oz un tc:pón l1crodc.ic.lo ¡:::rovi::to :le: ur: tu Lo uc: v iJ: ic• Je GO 
cm. Je laroo (1elric1erank: de aire) 

b) Ccll·nk:r ;_: bci1•.) ![IÜflCl e: IOC· e d!.1:-..::nk· ':> l!llrIUtC!S enfriarlo 
rápidamente. 

e) .---Filtrar y lavar el prec 1do con auua libre de amoníaco. Re-
coaer las orn1as del filtrado y el lIJlrado y lle;;culo,; o un volumen cono­
cido ( ICO mil. lvlezckn bien y tomar de- cq1;\ une: cr:mtidocl alícuota e la 
cual Sf' le determina el nitró1x•no LO: el método ck K'clclahl 

METO DO 

En un balan paru Kjekiaiil. SL: coloco Ju n1uc·stro exactnmente me­
dido, oqrex:r sulfato de Sodio (on!1i~1rn ._- P l, sul'.c.:to de Ccbre 0. P. y 
10 ml rle úciclo sul!úrico concc:itrrnlo. uno::. ¡.x·rl<.1s ck vidrio ¡-riro reaular 
la ebullición Este matraz se calicntr. !1:c•c ·c:rnontc·. c<_'lcc:Jndclc ~nchna­
do y con un L'l'lbuc!o pequer1o c·n ! : i- cc·c_~ ,¡ cu!t·ntcrn1c·1:t•~ ::,+e ch.irar 
111ás o meno:' unn hcru con d:iullicisn it'ntn 01<(· tc·rn1ir.-1 c:unnJo h ~x1lu­
ció11 dd motroz se ackirc: y tornn un cole· .-:·.:.ul ¡·.:tl1ch ,;;_ ,k·¡ci c-n!riar y 
S<' ¡.. ci.:rc·"(11l ::~e 1111 dP UflllCl destiladc1. Se oñm:!en 3(1 ml ele liiclrc:-:'.do 
d~· Sc•,l10 .. ·t"--;--.cect:-:.-1c10 ,. ~·r·· dl•st!l,: :1,.·;--:~,-~t-··~~!':"· e''. :.!·:-~"t·l,· !...-_, f'r ·1~! ::::--!:-nci-
h' Ullt' C( 1 tltf'!h.ll! ~ ~· !!Jl dt.' .":r· 1

, 1; l· 21 ! -...~ • .. ·'. •Í 

cL1dor 
(~: t< ni,_1l' t ... ··rr!.ir11..1 \ .. : :_!t:~_:!il'1._·1._~ :. _!•-·. 

drico df' 1 !c~·rnolidod C'·~:!!CC"!d(~ 

Ejemplo: 

Cc:ntidud de L: 1:1ul·strl: 2 rnl 
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Normalidad del HCl O. l l. 
ce X N X Me X 1 GO 

-- ------ ----------- -------- - qr/100 ml. 
M 

ce 

N 

M 

Me 

Cantidad de HCl que se aastó en titular el destilado 

Normalidad del HCl. 

O:mtidad rle mu0str<:r 

Milierpiivc.lentc riel Ni tróqeno. 

Substituyendo: 

Si 11samos 5 mi '.)"' HCl tnnri:-emcs que· 

Sml.X0.11 XC.Cl4X lCO 

0.5 
Nitrógeno no protéico 

Restando el Nitréaeno no protéico del Nitrógeno total. oblendremos 
el Nitrógeno protéico. -

Este mé!odo se puede aplicar en vacunas lisadas parcial o total­
mente yn que debe darnos para esa vGcuna a esa concentración, un va­
lor constante y :·! no lo rl6, es índice ele que hay más o menos aérmenes. 

6. -METOf:O FOTOCOLORIMETRICO PARA CUANTEO 

BACTERTANO POR MEDIO DE GRAFICAS (4). 

Este métod0 e::; rn ixto ·:0 a110 sP necesita aue inlervenqan en él dos 
métodos: · . . · 

a) ---Dc~Si'\\(": rl0 r-.r0~-~:·:-ir h s.u.o:¡::P-nsié:-1 '.1acemos las diluciones 
sicn1ir-n:0s l ::rr; 1 '."~.:' 1 :?"'r; r r:on scl11r:-;6n snfüy: fis;o\6a\ca). 

b) - -Proc0rkrnc-; '~t r:::>!'"\!OT _.-,¡ :nicrr'.'r:opio cor método directo, 32 
cuadrito;, ix·:11~t"'Ú~:· .-r: ·-h-.i'. 1 ~!0;, -·~:-:1:-::-0::;, i.1s·::rndo la cámara de Helber, 
rcni ¡;"l'·: - ·. 1 ;---:- 1

1'T· c 1 ,,-·ir,-· ''>?c<f's ·"n c1rlri dilución. con ob:P!o de sacar 

e) - -El n\P"'."'" ·~le ~:¡;r:110n·v; CTUP :"•" nr..::llentron ('n la s1:si::,,nsión lo 
~nbrn~:~r·: ·;··;::~, ;-, !(: :'.;rn1i~·n~1-· '(:.n-;~u1cr 

No. de gérnenes/ml 
No. de cucdrrw. r.ontr.dc:> 

' 



19 ·--

Normalidad del HCl 0.11. 
ce X N X Me X IGO 

gr/100 mi. 
M 

ce Cantidad de HCl que se oastó en titular el destilado 

N Normalidad del HC\. 

M Cantidad de muestra 

Me Miliequivalente :-!el Nitróqeno. 

Substituyendo: 

Si usamos 5 mi de HCl tewi~ernos que· 

5 ml. X 0.11 )< C.Cl4 X lCO 

0.5 
Nitrógeno no protéico 

Restando el Nitréqeno no protéico del Nitróqeno total. obtendremos 
el Nitrógeno protéico. -

Este mé!odo se puede aplicar en vacunas lisodas parcial o total­
mente ya que debe darr-:os pera esa vacuna a esa concentración, un va­
lor constante y :.! no lo cb, es índice de que hay más o menos gérmenes. 

6. -METODO FOTOCOLORIMETRICO PARA CUANTEO 

BACTERIANO POR MEDIO DE GRAFICAS (4). 

Este métod0 es mixto yci qu0 se necesita 011e intervengan en él dos 
métodos: 

a).---Desp11,.;;-. d0 cr0,-:.:r:ir h su:o¡::P.nsién hacemos las diluciones 
siguic-nlcs: 1 :7rr, l ·7Sf' 1 :~rr! t con solw:'ón ~nlins- iü;'olóa\cn). 

b) ---Proced-::mos n c'.)nlor ,,\ :nicr0:cr:or-io ror método directo, 32 
cuadriles rx'quc"úc'~ en d':~i:>,to:. ~~::c~·0:~. 1.1sc:rndo lo cómarn de Helber. 
re¡:-ii!irr· :, ,.1 r~:, 1n•r c11crtrn '.'Pcr·s •"n cn:+-i dilución. c:on ob'P!o do sacar 
una rncriin .~:r'. fnH'~~~c:-~ 

cl.--·El ni'.ir~r,~n r!e r:c~r:iwn·'"" 0w' ""'~ r-.r..::110ntrr-:n 0r. la :.1:sc0nsión lo 
sr1bro:-rrc:~. 1:·-".c~:,-l·: !<-! .r·in11ir:,n\c· ,,~rr.~,1~n· 

No. de qémenes/ml 
No. de cuadros r.on!ndc3 

' 
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Deducción de la fórmula. 

El vc1!umcn de !u c::irnara de Hd!::-u 0s ele C.07. mmi o sea cada 
cuaclritc rPquer10 tiene 1.:'1 1:1m' dt: :3l~rx·;·f:c:c r.or G.G2 de ¡_:,rcfunclidad, 
dá f-X)f !"C~;ultodo Ce:.~ !rdl!: .. 0;:d0 \..'[!l.1iV'J1': :-:.¡ 1 /5=1 ~!(· :~.:11·. 

Cuéntc:;c d núrr:cro d(: nérrn(:r:c:: c::i :;~; C'..!'Ytri'.os ·: c-1)c:'.'ilesc" cuan­
tos :_.,.-_~y , __ -:: c_·:~d:J ucc d•} · ~ 1.c.:· ;.~t:l~:r_,.~íq:_¡r-::-_· ;.,e~ 4~_..~~. que (_·.) c:1 nú1nero 
de cuc(_!:--it:-~:~ (~uc.~ '.:o·.: ~ :; t(_, .. :.-.: k: c:'v: ;:--¡~_;:,~ .. -:.:r:-::~I.'"-· (-s:-:.'. rnidc l /~O de 
rnrn 3, ~:-.·, r:1ulti! ;licr: '. ·.-::-~:· ~:' : ,.,~,-: .:'·~ · :· :·:1!::'.' <.- ::- Jt>: :·'•·n•_:::· :-)C!' 1nm3 

32 

Co1nc ::.:e tL:~: ·.,;.ne: .1 luc:i~r . ;:•_· r:1·_:!t~:.-.l:c·_: (:c: 1::r-~1C.::~ :-·.o:- e~e :-iúrnero, 
petra sol:/.•r el ni'.:::1r:r·: .-1c· :_:l:: !:.-~·;:•::; ce~ ~r,::~ dé: le: susr-ensión sin 
diluir: 

No. ~k oérms. X '.JO X 4~ :· )< diluciói~ 
No. de cérms./mm3 

32 

Simplificando y trcmsformcmdo a cr:i·: 

No. de gérms. X 2G CCO CCQ X dilucién 
...... -·-----------·-~ - - -------·- No de aérms/crn 3 

32 
Ejemplo: 

Cuenta bacteriana de una suspensión de Brucella: 

' No. de Gónns. en 32 cuadros. Promedio 
Dilución 

lI IIl IV Promedio Genns./10• Final 

l.---1 :200 1 ~(j 168 199 l '1 ~1 168 21.G 

2.-. ¡ :?.00 jtjL l•H l?'.l 170 151 18.8 

3. - 1 :251.) 11:i l ·lo !3'.t'. 120 1')(' •• :J '2C.O 19 8 

4.-- !:2Sü l'li l''') l '..'.9 l l·l l ~'.] 19.2 

5. - l :300 ~l8 :'·! lCl 1 ')I le·; ~'.CO 1 .... "1:__: 

G.- 130LJ l 13 121 87 l LA.i IC7 20.0 
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Ahora sabiendo que la suspens1on base tiene 19.8 por 1 Q• o sea 
19 BOC GCO CCO dP. qérmenes por mi., hacemos diluciones desde 1:5.5, 1:6 
etc. aumentando 0.5 hasta l\eaar a 1: 15.C: de este número aumentamos 
2.5, cuando tenemos va una dil11c\ón l :20, aumentamos 5.0, v termina-
mos en l :80. . · 

Calculamos teóricamente la cantidad de aérmenes que hay en 
cede irna de las diluciones, es decir en un l mi. hay 19.8 por 10" gér­
menes, hccer una dilución 1 :5.5 equivale a colocar l ml. de sus¡:Jf'nsión 
en un volumen de 5.5 ml o sea que el mismo número de gérmenes se 
encontrcrá. Cnlculr:r cuentos ciérmcnes habrá por mi. dividiendo: 

19.8 
- 3.6 

S.5 

Lo que quiere decir que r:m una dilución l :5.5 habrá 3.6 por 1 G• 
gérmenes. 

Así se hace con todas las diluciones. En el F~tocolorímetro, de­
terminamos el porcentaje de transmisión de luz que dejan pasar cada 
una do estas diluciones, repitiendo la operación cuatro veces y sacando 
promedio para obtener un resultado más exC1cto. 

Calibración del Fotocolorímet?o. 

Antes de usar el Fotocolorímetro para cualquier determinación es 
necescri0 calibrarlo del modo siguiente: 

a) ---Introducir un vaso con solución salina fisiológica, ajustar los 
tornillos a 100, al sacar el vaso la aguja bajará, anotar el número que 
marque, rtcpiticndo la o¡::cración 4 veces por lo menos para obtener un 
promedio. 

b\.-- A¡ustm los tornill0s nl número del ;:'romedio. 

e) CoJ.-:ccir lo sus¡:cnsi6n problcmo en el Fotocolorímetro después 
de •!ih::rl:-: rw·1~' ;-, :1:c'~''"'·' 1· 1r' .~on 1 '1:: cnnc 0 ntrnción) Anotr.r el número 
quo mnrrn ~n nnuiCl 

L,--f.-; ::r. i:i.:(-~::; ·.1\1f' ;":' - ;i .! c,-:111 1n:t -:ci~)n '.1H:ron d1..:lcn:ii~ .. ;(-},-·~ 'JOr 
n1cdio rlc· un :~i·:lt"ll1í~ ri,. --.·, 1 ·: 

1·'"-' ~ ··:~ 1·1: .• J :··11~: L;~. ch;,i! .... n:~ :on 01 nú-
mor0 ck· : -~::·~·'"'·:· : ,~.· l - · :! .. ' , ·· 1.: ;:'::··'. :1 ·: \e:,; nrdcn-:1ck1:; ..,1 rcsul-
tcdo q\lc• nci.~ d ·1 r·l F2~.-:--l--,J:-.i: l: 1 1("tr.,..,, ~1 !~1.-•, lir t:;,tc~ i..·1ilucion0s 

f\.r;í puc~'. con U!lc: c:ró1ic:o -rmct cada c;,rec!o bacteriana, sólo se 
necesita colocar la sur;pensión problema en el Fotocolorímetro, observar 
cuantns n6rmcn0s lo corrcs;.--on,fr :1 ·'.'n !n circífica Cll número que marcó 
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y ésta será la cantidad de bacterias por ml que contiene esa suspen­
sión. 

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

Después ele usar el n:étodo 00 Hans Sc::::1:c:1 r_.or._: ci<untc ele gér­
menes en Vccunc:s l.~ixtcs ;:e ·;;S~'-1r'"J c:-u:s.· c:':>l:t:::::· e! :;:ét:x.lo Foto­
colorililéhco en les mi:;:·:·,c:s. 

Sabiendo l(J ~-.:nc,-.:·ntr·.-:c>:.:~ d0 l;_· \ .. (,~c;_;_r.c ;.-~ .. e~ !I1-:.:<c;·~~c de H. 
Schrn:~lt 2C: ::,~:~_. .... n '. .. :·:·ic.; r~i:1uc:cr.~.<; ~·- 2:·1c ... ,::·.•·::.~·: St_· ' . .::.:!:--:_:l'": ';...~ ;·~ú:·:H~:ro 
de c:órrncne~; :·~· ill;Dr::! t::ri :x1dc: d:l·::·::.,.:·. :.:.·-- .. ~.:;l'."):~ e:~ c~l Fo:cc::;icrí-
1notro el r:orcc ... :!.tci•_) e'.-::: t:-.~n~~~:~~~_;i6r: rj(_· ~~1:: .... ~ _. 1

,.· ·i(:jcn ~uscr e~:.~}! t.~;:a 
de éstas diluciones ¡ c:nctor::<~,:~: Pe:· ·;:1 ;,·1:·t;.::.:~:~: d·~· c-:;o:-~ 1::nr-~r:J•¡'.:, c:1 
ll quE· les ubsi~~c:s s0rc...::: ·:l r:ú::1crc, de· ~!.-';rrr1c~r.s-~: ps: lC.'; (cclc·1!";~0 por 

el método dE> Sch:wit), ·_: \'.-:,. crd,C>r:::id~:,, e: r--·::::-.:'.i~Lio e::• ... ,.,,- ,~~1 el 
Fotocc]urí1:"'t:,-::, Lc_,rc•r:io;:; ~1:;. .. :r.~:i;C":~ c:---:;__:c-c:·_'! ~--·-::·,.~ / ... ! :. 1 

, ., ··:!·1_·: 1'.·:ix­
ta t,1i. ::ond:. ¡,.,_. 1-T·lo•"'s et•· ele· \'"~' ,-,,·c~n: 1 ot·· .. -. ',' \·c·c-•r.-· ._, ic.v·ien-
d~ dil~~ionos d~ Ósto ·¡_~cr~ -~er, l·o:·~;J~~;~·~ ~.;·uc· '.+i- e·:~ e :"r~:t:::~;olc:rin~etro 
una suspensión cor. l C ~~. 2C ~ º, 3C 4C:. , y '.;~. ~:. 1:::?ncs de:l >;:;s:·cen taje 
normal de coda ur.a, ¡:;rolongando lu curvu aumentando estos porcen­
tajes al número normal Con i::·l ob;eto de sooer cua:1do una ,·acuna 
tiene más o menos gérmenes de los que deba llevar 

PREPARACION DE UNA SUSPENSION BACTERIANA (10). 

Para llevar a cabo tocios los métodos antes mencionaelos se pre­
pararon las suspensiones por el siguiente método: 

Se tornan cepas recién aislados que pertenezcan a la fose "S", 
es decir que estén en las mejores condiciones de ¡:;atogenicidad, toxici­
dad y que sean capaces de producir una óptima respuesta inmunoló­
gica, as\ como que su forma y !am:Jn•:; s0ar. normales 

a).---Sunb1cr en botellas f~s¡::e-:_:;ol.::::: con medio de cultivo koloccm­
do las botellas si el medio es sólido en ¡:;osición horizontal). 

b).- -Si el medio es sólidc, al ele~:arrollo cie ~1érn:c:1es se le~ c::..;reua 
suliciente solución salina !isioló;1ic<-:< Ac1it.::rndc• r.·c:~.t desprende: ¿¡ c~l­
tivo. 

e) Si se emplecl L\..Jldo ósltc. ,;(: l'Ptltrii\Ll·; , ' .< i ~·l :· ·:~·lu.:.:10r:.~s i:;or 
minuto, durunte una 1101'.l dc•cantandc f l l!c•:1cíc !tl(• soi_;t.:11ude \' aoro­
vechnndo ul sedimento que contiene1; kw.· L)ncL~r:·:i:o: ;_•:::e: l;c:c~~ ·t!na 
nueva sus¡:;ensión c-n solución salino !ic:iclé:i1cc 
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d).-La suspens1on se pasa a un matraz que contenga perlas de 
cristal para deshacer los acúmulos bacterianos. 

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

!).-Para lava1 los gérmenes se centrifugan a 3 C'Oü revoluciones 
por minuto durante una hora y tirando el sobrenadante se resuspenden 
en solución salina fisiológica. 

g).-Se lleva la suspensión a baño maría para evitar ln autolisis, 
que en algunos gérmenes comienza rápidamente (19). es además como 
precaución porque a una temperatura de 65° a 68°C se mueren los 
gérmenes y no hay peligro de contaminarse al hacer la cuenta (aunque 
hay algunos como los es¡::¡orulados que necesitan tres calentamientos), 
por lo tanto en el método de cultivo en placas no se hace este último 
paso. 



111.-RESULTADOS 
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! .-Resultados del estudio comparativo con una suspensión de 
Staphylococcus aureus por los siguientes métodos: 

a).-Método de Wright 

Se contaron: SCO hematíes ·r 1 496 bacterias, usando la fórmula 
tenemos: 

que: 

socoooo X 1 496 
14 960 000 gérms/mrn 3 

l 4 96C r;cc GCG gérms.1ml. 
Resultado = 

b).-Método de la Cámara de Recuento 

Usando la cámara de Helber: 
Número de bacterias contadas 43 
Multiplicando por 4CC OCO CC(J. según la técnica del Kolmer tenemos 

17 200 000 000 gérms./ml. 
Concentración de la suspensión: = 
c).-Método de Cultivo en Placas 

Colonias contadas lf)l 
Dilución marcada en la caja l: 1 O OCO 000 

to 1 on ceo ceo gérms.lml. 
Concentración de la suspensión: = 

d).-Método Nefelométrico de Me Farland 

Número de bacterias representadas por el Nefelómetro -
3 000 CüO GüO 

V olor de la dilución l :5 

Concentración de la suspensión: -

e).-Método de Hans Schmidt 

Lectura de la columna de gérmenes 
Lectura de la columna de suero 
Factor consiente para Stc¡:-hy!ococcus 
Concentración de la suspensión 

lg X Fk 
Fórmula F, 

ls 

15 000 000 000 gérms./ml. 

(lg) 
(ls) 

(Fk) 
(F,) 

0.381 
76 

3 500 
7 



Substituyendo F, 
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0.38l X 3 500 

76 

17.54 X 10• 
Resultado = 

J).-·Método Fotocolorimétrico perra cuonteo bacteriano por medio 
de grál!cas (esta suspensión so usó co:no b:::ise para la formación de la 
gráfico .de Stophylococcus olbus y cureus). 

Resultado cie lo observación directa al microscopio: 

No. de gérms. en 32 cuadros 
1 Promedio Dilución -------

n rn IV 

]:200 140 159 130 122 l37.7 

1:2CO 118 116 143 123 125.5 

1:250 97 111 111 98 10'4.2 

1:250 96 115 105 96 103.0 

1:300 101 99 108 97 1o1.0 

1 :30.Q wo 97 W7 83 97.0 

Usando la fórmula: 

No. de gérrn X 20 000 0.00 X dilución 
- Gérrns./rnl. 

32 

Substituyendo con 137.7: 

137.7 X 20CCOG'.JO X 200 

32 
- 17 2CO 000000 o sea 17.2X 10"' 

Substituyendo con 125.5 15.6 X lo• 
Substituytmdo con IC4.2 IG.2 X 10• 

Substituyendo con 103.0 - 16.0 X JO.• 



29 ··-

Substituyendo con lOl.1 - 18.6 X 104 

Substituyendo con 97.0 18.l X J0>4 

Promedio = 17. l X lC' Gérms./ml. 

'2.-Resultados del estudio comparativo de una suspensi6n de Bru­
cella abortus por los siguientes métodos: 

a).-?.esultado de una cuenta Nefelométrica (Nefelómetro especial 
para Brucellas). 

20 000 000 OC'J de Gérms.1 mi 

b).-Método de la Cámara de Recuento. Resultado: 
Número de bacterias contadas 62 (técnica del Kolmer). 

62 X 400 O.OC 000 = 24 800,COG,OCO de Gérms./ml. 

c) .-Método de Cultivo en Placas 

l '2 OCD 000 000 de Gérms./ml. 
Resultado = 
d) .-Método Fotocolorimétrico 

24 000 000 000 de Gérms/ml. 
Resultado = ------------------------
3.-Resultados del estudio comparativo en una suspensión de He­

mophylus pertussis: 

a).--Método de la Cámara de Recuento 

123 CCO GCC CCO de Gérms./ml. 
Resultado: = --·-----·· ---· -- ---------
b) .--Método de Hcns Schmidt 

F, 
1.6 X 6323 

77 

e) - -Mél•:Jdo fotocolorimétrico 

131 000 000 000 de Gérms./ml. 
- -------------

12G CCO OCO COO de Górms.jm\. 
ílf:s11\tndo = 
4.-Sc d\c:tcrminorcn cir-:'![i:::os pam cuanteo bacteriano de las si-· 

guien\C";; c·;Tt:cic;; de n'-',:·rnvn.~;; 

Shi(y::l\o gollinarum 
Solrnonella 



Hemophilus pertussis 
Staphylococcus aureus 
Bruce lla abortus 
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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 

i.oo X io• 
Resultado = --------
c).--Nitrógcno total por Kjeldahl 

Resultado = 0.11 gr.% 
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Como ya se dijo, es imposible contar los gérmenes exactamente 
pero d~be elegirse . un método de estandarización, es decir que no~ 
proporcione en vanas determinaciones apro;.:imadamente los mismos 
resultados, dándonos además ;11-:0 mayor exactitud ya que en el fondo 
solamente es un pseudo exactitud (19). 

Según los estudios ::omparativos de Glynn. M. Powell. Armstrong 
~ees ·¡ Lissat Cm: (6). ~l método de Wright proporciona valores dema­
siado bajos (y esto se ha comprobado prócticamente). estos autores 
cbtuvi0ron mejor0:; ~0sultr.d0s ,;'l1:;0ndo <:>l mé!odo rl<> cuanteo por el 
hemocitómetro 

El método de \'!:-1aht (2S). es 1c:borioso ya que cada persona tiene 
distinto número de '.'dóbulos rojos ¡:or ml. de sangre. En su crítica H. 
Hopkings (8), opine c;ue este procedimiento es tedioso y tiene serios 
er:-ores principalmente porque la acta de scngre 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 loqrarlo. 

El 1étodo de la Cámara de Recuento (7). {11), presenta algunas 
de las •.. ,mas dificultades, sobre todo la presencia de acumulos en la 
suspensión, siendo además muy laborioso y pesado cuando se tiene que 
hacer en gran escola. pero si al hacer las diluciones y agitar la sus­
pensión se tier:e 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 así uno de los más exactos ya que proporciona 
resultados muy satisfactorios. 

El método de cultivo en placas (14), (17). tienen la desventaja de 
que sólo pueden contarse los gérmenes vivos y éstos tardan varios días 
en desarrollarse ' formar colonias, algunas de las cuales se. 1 tan pe­
queñcs que no es ¡:;asible con:crlas L:::: ¡:re¡:cración incorrecta del me­
dio seaún el tico de boctorics, el no extender o mezclar uniformemente 
la susrcnsién ~11 el r:10d;o '.I 01 no se¡:::arar com¡:;lctamente los acumules 
de bnctcrins. :'·'.:'n !0c!cr<"s c¡uo ccntribuyc·n a dar un resultado erróneo. 
Por último las dih1cioncs m11·1 altos no deben tomarse en cuenta, porque 
el error so multiplic,--:~íci 

Entre los r:1Ótodos cor:J c:uontG bacteriana tal voz al c:ue m::::; cbie­
cionos se le ¡=uoclcn !:c-:ccr, cé~ r:I Ncíclornétrico de Me Fcrl~rd {13). Te­
ner.tes en p~ir1"r !·1T-:; c·l .:~:m visual. el distinto colorido de les sus­
¡:;cnsionos ':' de los t11roc1;, r:mpJ...,-::rlos. r.rl0rnés el tipo de 111~ au2 se usn 
rara Ja k::turn 

En el método Ncíc!omótnco de Me farland tenemos una sola tabla 
de valores ¡:;ara todos Jos crérmcn0: .. cnsa que no es adecuada, ya que 
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cada gérmcn tiene distinto tcm10ño ·.1 ditoro;itc densidcd óptico Y en 
susi:::cnsiones mu·/ diluklc:s os imp-osibl•_; \·o:- b c!ifcrcncic ('nt:-c un tubo 
y otro. 

Hans Schmidt ( 10). o:::'r'a au•:· lo:; cur:r;f1x,::. r=c :·. :~.''"' C':·:r::c'.cs apli­
cando su r:~tStcC0, r!r·r~"!r~r:· •/ c~!~~·v!0 :0 cc~--:.i:.-l0r0 1o hir:.:.Jt0sis do que 
]CS ~~c-~r.:-:,..fs f~TIC!: :G:··;.~CT r::f0;~c·~ 1:: Cll'"" ':":'i1r·(:•: dcc~:-~0 Ú:-1'.~;-:-:r:~cnte de 
los COCC'S 

En este r::t:·:c,·!·~\, ~~·~·'._::·,:,..:+ '. .. ,..... 1 r --'.: ·.-.~ ..... , ........ - ,r · ,.:" 1 ::; 1 .-·:,·:--c·n-
s;ón de Star..!"'·locn,..... ..... ,,. r·1·rr·u~ ,-1.~tr·~~;~: ... 1 ~ l.-.~--:it 1 1~t r-!,~ 1~! ~--:!~!::.~:(}de 
;érmencs /;';lcul~--~~~,-~n'.~-s c~c;,~, c~:¡;¡~~ ~~: ~ 1 i~ :=r:r:::~~:0 r:c::~é'c!io de 
un mínimo v un móxir:--.o (:-c:ir>~·n ... 1020 e t::: !:1!~:~~-::0 c-:-;-:~ .,J ::(::;c;o de 
cocos auc :::'c:brícn ~·in :xcsic::c:-:~.c ·:1;2'.~ e bs et:-::-:· ·: 1 m r.;:::::·:;r::o. el nú­
mero d.e volúmenes el{; un c0co. mié.' cr:l:cn c:n el ~·clu:·wn total de la 
columna). 

Obtuvo resultadc3 lx.:s!cnt': ~-.n~•P.1oritc~ ,...::t:-c· c::-:~c: .:1ctr:-r.1inación; 
de esto suscensión hizo S c!;luc:r::r0s r.t:c-var:iE:·ntc· cl-::tcr::!inó ol número 
de gérmen¿s y obtuvo ccsi irlónticcs. resultado~; ~e:: c!ifr·rcncics 0ntre 
las cantidades de aérmencs obscrvadc'.' .. fllC'!'C!! •::rt:-c J .6 y S.~º' ele Jas 
calcuk:das, a pesar de les c:-rorcs prc:::-!os de lcr mrdic:é;i v de la dilu­
ción. En este trabajo, Sc'.:rr:idt r:!uestrr: une nrérf:c-: ·:-::n b qee se ·.;é 
claramente que en las suspensiones menos cl0nsc"S la difercr.:::ia ent:-e 
los valores mínimo y máximo es menor que en !c::s más densos. de ;nodo 
que se aconseja para este método usar sw:;-:cnsiones de poco densidad 
(pero no demasiada). 

Así pues el cree poder demo~trcr con estos C'XC-:>rimontos que 0] 
método trabaja sufici0ntemente exacto. al cbtcner una uniformidad en 
las diversas determinaciones 

Las desventajas y falles de,] método son las sinuientes 

la.- -Estas mediciones sólo pueden llevarse, a cc1bc en sus¡x:róoncs 
bactr:rianris no mu·í cliluíclas, \'O c.110 ~~: .~,: ¡·,.,:te· de· u:;n !'ll":··cn~;ién de 
masiado diluida. ~o tror.io¡~r. con di~icnltnr!r"i hr:s8·:k:s 0n les c~:cilcrcs. 
La cxcctitucl c!c·l cuc-:n'~·c nur::cr:t(: :·-·:<:r !::-· ··r: :c?.:c' dr·l c--1r·i!·::·r pero 
un cnrikir dr:·mcrsir::cb unrrostn ·k·::11rn1·;, !·: C:·:c:c:'.tud rr': :1\l(' le:~ cen­
trífuqos en w~o no ac1mitc·n un ti:bo :::··; .. é': d.-. ] C' '.~m [:,: 0tro lado •cS 
muy difícil intrcclucir el mercurio é·n cc:r·!knr·s r:n1-: do!riaclos. ki.s ne­
jores resultados se: obtuvieron u:;ando ccw1h:rs ccn t:n rodio de C C2 cm. 
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2a.-Para cuantear bacterias que no tienen forma esférica Schmidt 
hiz? determinaciones con bacilcs. tomando como tipo la Shigella si­
guiendo los m~smos pasos que para los Staphylococcus aureus; aqul 
encuentra una falla de 1 e~~' 

En bacilos flagelados se pr~senta un aumento de volumen, así 
pues tcmbión calculó los velares en Salmonella tiphy y comparó con 
el método de Wright. obteniendo valores muy aproximados con un error 
de lC ~,º (en les determinaciones posteriores comparó con el método de 
la Cámara de ReC<lcnto) 

Por lo que res¡:(Jcta e: les falles tenemos en primer lugar la eficien­
cia de la centrífugo, ésta no sólo debe proporcionar la separación fran­
ca entre los gérmenes y el líquido sobrenadante, sino además debe reu­
nir las bacterias lo más co:rnpc::cto posible para que dé resultados más 
exactos. Es muy importante dejar ¡:;arar la centrífuga lentamente y no 
usar freno. Otra fuente de error se pesenta en la desigualdad de los 
capilares y la exactitud con que se lea en el micrométrico al medir las 
columnas. 

Por el método de Schmidt se puede determinar también el 
porciento de sedimentación total que contiene una vacuna mixta y asl 
encontraremos un factor específico para cada una de ellas, aplicando 
la fórmula que nos dé el número de gérmenes por ml. Este método es 
aplicable en caso de carecer de un fotocolorímetro, 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 gérmenes vivos como 
muertos. 

2o.-Se evita el erre; visual del método de la Cámara de Recuento, 
que aunque es muy e:xocto es laborioso para trabajos en gran escala. 

3o.-Este método dá resultados muy constantes obteniéndose uni­
formidad en las diversas determinaciones. 

4o.-En el coso de determinaciones del número de gérmenes a va­
cunas mixtas, tencrn:ci:.; que por otros métodos es ccsi imposible lograrlo. 

Ahora bien por lo que corresponde al método de Kjeldahl (9), para 
determincción do l'Jitró:iono ¡:::rotóico y total, no se determina la concen­
tración do una su 0~¡_'Cnsión, sólo se obtiene un dato digno de tomar en 
cuento, cu:=:cd'.J el é:Onlaio cactoriano no puede hacerse ¡::::or ningún ?tro 
método (lisados y so:nilisados). no es muy fácil de efectuarse y requiere 
material especial do laborato:-io y no es apliooble cuando la vccuna con­
tiene alc;una substancia que interfiera con la acción del á.cido tricloro 
acético. -¡:;arque la p;otoina no alcanza a precipitarse. 
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determincc;ón ue l'li\r6:1cno potéico y total, no se determina la cor:cen­
tración do una suspensión, s.':lo se obtiene un dato digno do tomar en 
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En el método fotocolorimét:-ico cr:co:1tra::nos las mismas falles que 
en la Cámara de contaie como son, la :x·::é'oncia de ccúmu\os en la sus­
pensión, errores de dilU:ción, cte., va qc:.0 en ;xrto le: gróLcc: so !-:cce r:;or 
método directo. Por lo quo !"(':::~::;'.:_:¡ e 1-~ Lc'.ur~ que :;:: :-:aes p-:ra la 
~1ré:iic:r e~ c1 fo~cco!0:-~::ict!"0 1 ~E· r!.C':J puc~lr: r::rc·::ntc:- tc::1bi8n errores de 
dilución cd0rr.6-s de i:-:-c:-;t.:l·:-::-idccl de ,;~:1~~:::0. 1·'.) qu0 puc:de: ccz-re~irse 
por :::cdic Cr:-· :1~-: rc~--_; 11!c.~:::r 

ger~1en 1 e:l ::-:~~tcd'J r::-c:~~·::->:-:::-~:~: >:.-::~.1~·-~--:~.'.-~ :: .. :·: :..- ·. ~:·.::-.:J:.c:: .::<:-.~·:::c·:-!~lo 
así r:;.uc::c.:. \"C:r:~:-:~c:-; ;;:<~:~;:~<<:::e·~~:: e_:,...::-:~:·-> :-r_. t:··-:--..·-·:-1 <!ll-:.: ~.._,·_:e·:.'; cu0n­
tas bc:ctor!cr:s::i en s-~r~ c~·:-:-~1~~ ; .... ~:e:-:,,-::: ~:e tc>::c:::; 1.:..·:: ··.~c~r!!r.:::.-:.;·~ c:~cd.:1s 
en e1 mé~c~lo r: 1: s~:~.~:~'::t t:-::~r:;~.2';, c:t:-'.: ~-: ::~{~'::>~:-:) :::-::.c~:lc:-i::1é·~::co es 
més f~_:c~} y r-:1;:·.~o. 
vacunes 1:-:l:-:tcs 

c:y;-;'.) para 

Tomando esto en cL.:o::tc. r:·1:::c:rc:;-: '.' !n-:est!r:adcres :wn ci¡:l:cc:do 
este método de determinccionoc. fotc:o!éctr'.co:-; a c1uvC1s de crecimio:1to 
de distintos hoc!erics. hecien:fo mo:-licicr-'.os cedo 71.1, minutos entre ellos 
ter..emos a R J V Pukc:-toft y C. G. J.c.:::c:: 1936"í13) 

Se pensó como aplic::::r este mótcdo ¡::ere cl1ec::r ol núrne~o de cér­
menes que llevan les vacunas mixtos entes de salir a le vente, tenién­
dose un control que ofrecería maycr garen tía a los consumidores de ta­
les productos. Esto sería hecier..do una gráfica pera ceda vacuna r.iixta, 
en la que puede determinarse el número de qérmenes de la suspensión 
base (por el método de Schmidt, pues por el de \.::; Cámara de Contaje 
sería imposible hacer una cuenta e;.:acta de todos los qérmenes que con­
tiene UY!a vacuna mixta) Yo con las oróficc:s !crmincdas sólo se nece­
sita introducir le vacune en el fotoco!orímotro. :::notar e:l porcentaie de 
transmisión de luz que mc:rca v a este número, ver cuantos gérmenes le 
corresponden en la gráficas, la cual est-:1 acor:dicionada en un mínimo 
de 50% menos de la cantidad de gérmenes que debe llevcr ese vacuna 
y un máximo de 50% mós. 
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En el estudio comparativo de diversos métodos para cuento bacte­
riana de una suspensión de Staphylococcus aureus se obtuvieron Jos 
siguientes resultados: 

a) .-Método de Wright 14.96 X w• 
b).-Método de la Cámara de Recuento 17.2 X w• 

c).-Método de Cultivo en Placas JO..) X 10' 

d).-Método Nefelométrico de Me Farland 15.0 ·X w• 
e).-Método de Hans Schmidt 17.54 X w• 

f) .-Método Fotocolorimétrico 17.1 X w• 
En estos resultados se puede ver lo siguiente: Por el método de la 

Cámara de Recuento (siguiendo la técnica del Kolmer), y por el méto­
do Fotocolorimétrico nos dió 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 llevó a cabo en una vacuna contra lo 
Brucelosis del ganado. Esta se preparó adicionando a la suspensión de 
Brucella abortus, qelatina como estabilizador, habiendo quedado a une. 
concentración de t·O CCO millones de gérmenes por mi. (cuenta efectuada 
en un nefelómetro especial para Brucellas). se colocaron Z mi. en cada 
frasco de 1 O ml. y se liofilizó. Dos meses después se agregó a un frasco 
S mi. de agua destilada. por lo tanto esta suspensión debe contener 
2C COC millones de gérmenes por mi 

Ahora bien la cuenta de qérmenes in vivo (cultivo en placas), nos 
dió 12 GOC millones de gérmene's por ml. valor bajo que se explica por· 
que un 4C% de las bacterias mueren duranie el proceso de liofilización 
y otro pequeño rorccntajc mueren durante el tiempo de almacenamiento 
de la vacuna (2 meses). 

Según lo gráfica en el fotocolorímetro, nos dió un promedio de 
24 ceo millones de gérmenes ¡:::or ml. (los 4 000 millones más pueden ser 
por la opacidad de la qelatina) 

l'e le':; c'st11dio:> h0chos cor: vacuna Gonocóccica Mixta tenemos los 
siquic:itcs resultados: 

Por el método cfo Schmidt l .172 X 1 Q." (cuenta mixta). 
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1.-Se realizó un estudio comparativo con una suspensión de 
Staphylococcus aureus por los siguientes métodos: 

a).-Método de Wrii;rht. 
b).-Método de la Céuncra de Recuento. 
c).-Método de Cultivo en Places. 
d).-Método Nefelométrico de Me Fcrland. 
e). Método de Hans Schmidt 
!).-Método Fotocolorimótrico 

2.-Se llevó a cabo un estudio comparativo en una suspensión de 
Brucella abortus por los siguientes métodos: 

a).-Método Nefelométrico (especial). 
b).-Método de la Cámara de Recuento. 
c).-Método de Cultivo en Placas. 
d) .-Método Fotocolorimétrico. 

3.-Se estudió comparativamente la cuenta bacteriana de una sus-
pensión de Hemphylus ¡:ertussis ¡:or los siguientes métodos: 

a).-Método de la Cómara de Recuento. 
b).-Método de Hans Schmidt. 
c) .---Método Fotoco!orimótrico. 

4.-Se determinaron c¡ráficas par.:: cuanteo bacteriano de las si-
gU1entes especies: 

a) .-Shigelb. 
b).-Salmonclla. 
e) .--Hcmop:wlus ¡:erlussis. 
d).-Staphylococus aurcus y albus. 
e) ---Bru~e !10 abort us. 

5.--Sr~ determinó corn¡:c:rativcmenle el número de aérmenes en 
una vacun;: 1~1::-:tn ppr los sim1icntcs métodos: 

a).--Mf:·toc!n r:!o l-kns Sc:·r:-iidt. 
b) .-Mútcdo Fotoc0lorin,ótrico. 
c).--Sc controló el Nitróncno total por Kjcldahl. 
d).-80 determinó 11na c;ró.!!·::a vira vacuna Gonocóccica 

Mixta 
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