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RESUMEN

El método que mds se usa para la enumeraciéon de microorganismos viables requiere de diluciones seriadas de la
muestra seguida de la dispersién de 50 a 100 pL de cada diluciéon en medio sélido. En general para alcanzar una
buena exactitud las diluciones se hacen por triplicado. Después de un tiempo de incubacién, las colonias se cuentan
y se estima la concentraciéon bacteriana en la muestra original. Esta técnica es relativamente exacta pero tiene la
desventaja de implicar el uso de una gran cantidad de materiales y de tiempo. Recientemente se desarrollé un
método alternativo para la cuantificacién de microorganismos viables llamado “método de la traza de la dilucién”
que reduce el tiempo y la cantidad de materiales. Con esta técnica la muestra con un nimero de bacterias
desconocidas se siembra en una sola placa con agar nutriente. En este trabajo se aplicé el método traza de la
dilucién al control de calidad de bancos de ocho cepas mutantes de E. coli K12 con el objetivo de reducir los costos
y observar si no hay afectacién en la calidad de los resultados. Ademas de las ventajas en cuanto a costo y
simplicidad, se encontré que en el caso de la verificacion de cepas este método permitié una mejor caracterizacién
de las mismas al poder comparar en una misma placa el comportamiento fenotipico de diferentes cepas. El
método propicié ademds tener un criterio acerca de la pureza de los bancos debido a que crecen todas las
diluciones que se hacen del cultivo.
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ABSTRACT

Evaluation of the track dilution plating method in the quality control of mutant banks of Escherichia coli K12.
The most used method for bacterial enumeration requires successive dilutions followed by dispersion of 50-100 pL
of each dilution in plates that contain solid medium. In general, in order to achieve a good accuracy in the determination,
the dilution is made for triplicate. After a time of incubation, the colonies are counted and the concentration of viable
cells in the original sample is esteemed. This technique is relatively exact but has the disadvantage of implying
the use of a great amount of materials and time. Recently, researchers unfolded an alternative method for counting
viable cells, which reduces time and the amount of materials used. This method was termed “method of track
dilution”. In this method all the dilutions of unknown bacteria are inoculated in a single plate. In the Center for
Genetic Engineering and Biotechnology, in Havana, Cuba, the method of track dilution was applied to verify eight
strains of E. coli K12, mutants with the aim of reducing the costs and observe if the quality of the results is not
affected. We found that besides the well-known advantages as for cost and simplicity, in the case of strain verification
this method permitted a better phenotypic characterization of several strains in a same plate. The method allowed
also to have an approach of the purity.

Keywords: bacterial enumeration, E. coli phenotype, single method, E. coli verification

Introduccién

Muchas aplicaciones microbiolégicas requieren de unaadenas que no son separadas por la preparacion, por

determinacion del nimero de bacterias presentes tanto, el NMP es considerado como un estimado de la

una muestra. En un laboratorio especializado del Cedensidad de unidades de crecimiento microbiano por koch AL. Bacterial growth and form.

tro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) demililitro de muestra. La experiencia indica que cuandéew York: Chapman and Hall; 1995

La Habana, Cuba, como parte del control de calidad gara este t_ipo de cheque_o se utilizan dilucio_nes seriad@Swmadigan MT, Martinko JM, Parker J.

los bancos que conforman la coleccion, se verifica lgue permiten el aislamiento de las colonias sobre R%plodgy ;If Nl\(icrﬁfrsg(-]"ii-?s'poﬁf-mdr(En'

viabilidad y el fenotipo de mutantes auxotréficos ysuperficie de un medio con agar, el resultado es magy): Blackwell Scienific Publications;

fermentativos dé&. coli. Este tipo de prueba es muy confiable.

influenciado por la pureza de la muestra y cualquier Existen diferentes métodos de siembra sobre medigs /oomer F Bennet ), Yost R. Overcom-
. 2 ) - i , ing the inflexibility of most-probable-num-

contaminacion puede alterar el resultado. solidos para el conteo total de aerobios, [0S Mas CONOBér procedures. Agron J 1990;82:349-53.
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desarrollado métodos de siembra simplificados con #&lisra [6] pero se diferencia en que una gota de cada
objetivo de reducir la manipulacion [5-8]. dilucion se deja correr por la superficie del agar.

El método mas usado para la enumeracion de uni- En este trabajo se modificé el método de la traza de
dades formadoras de colonias (ufc) incluye dilucioneka dilucién en dos aspectos: el tipo de placa de siembra
seriadas del cultivo seguidas de la dispersion dempleado y en que la técnica se aplicé no sélo para el
50-100pL de cada dilucidn sobre la superficie de urrecuento de gérmenes como describieron sus autores
medio con agar. Para alcanzar una buena exactitud €no también a la verificacion de mutantes auxotréficos
la determinacidn, la dilucién se realiza por triplicadoy metabdlicos d&. coli[5].

[4]. Después de un tiempo de incubacién, las colonias El objetivo de este trabajo es aplicar el método de
se cuentan y se estima la concentracion bacterias@embra “traza de la dilucién’en las determinaciones
para la muestra original. Esta técnica es relativamentke control de la calidad de los bancos de cepas que
exacta pero tiene la desventaja de implicar el uso dienen un nimero de 1Qfc/mL y que se realizan de
una gran cantidad de materiales y de tiempo. Paratina en el laboratorio de la coleccion central de
eliminar esta desventaja Miles y Misra describieromicroorganismos del CIGB. La verificacion de ocho
en 1938 un método donde se inocula sobre la superfirutantes sirvié para evaluar los resultados.

cie de la placa una sola gota de cada dilucion la cual A pesar de que para las determinaciones del control
tiene un volumen aproximado de 30 de la suspen- de la calidad la concentraciéon de la muestra que se
sion celular; de esta forma en una placa se siembramplea es superior en tres o cuatro 6rdenes de magni-
cuatro diluciones [6]. tud con relacién a las muestras para la cual el método

Otro método desarrollado es el de conteo de plajue se aplica fue descrito, el interés de lograr reduc-
cas en espiral [7, 8] donde se usa un dispensadodn de los costos y una mayor simplicidad en las
mecanico que inocula una muestra liquida sobre eterminaciones sin afectar la calidad, motivé a los
superficie de agar en placas de 100-150 mm siguieautores a la realizacion de esta investigacion.
do una distribucion en espiral. En el método el vo, . ,
lumen de muestra dispensado decrece a partir Materiales y Métodos
centro hasta los extremos a medida que ocurre Tdas las cepas que constituyen la coleccién del |
rotacion de la placa sin hacer diluciones previas deoratorio y que se utilizaron en este trabajo SOn American Public Health Association
la muestra. La concentracién microbiana es detemutantes derivados d& coli K12 que se encontra- ‘:;Il;t’gfz:fj':yd;:ggi:?\fgs‘:l:‘Zf::";'l‘;
minada por el conteo de las colonias en la parte dmn conservadas por ultracongelacion en glicerol gnerican Public Health Association; 1993.
la placa donde éstas sean mas facilmente contable80 °C. Sus caracteristicas genéticas y fenotipicas s
y se divide por el volumen dispensado en ese sectdescriben en la Tabla 1. |
de la placa en que se cuenta. Este método tiene ven- .. .
taja solo si la concentracién celular no excede deonfeccion de los bancos de trabajo 9. Hill CW, Harnish BW, Transposition of
5x 1¢ ufc/mL ya que a estas concentraciones eEn todos los casos las cepas provinieron de un bangeromosomal segment bounded by re-
necesario realizar diluciones adicionales que permprimario conservado en medio Luria-Bertani (LB) [4 gzzf;‘:{‘;;’gj“]g‘;’;‘ﬁ;’;,Ejj'};_’;;’"" coli-4
tan el conteo. Este método es utilizado para la evauplementado con glicerol al 15% conservado a -70 °C. Y ‘
luacién de pureza en muestras con bajo contenid®e inocularon 100L de cada cepa en erlenmeyers cor9- Yanish-Perron, Viera J, Messing J. Im-

. . . . . roved M13 phage cloning vectors and
de microorganismos como en leche, alimentos y co400 mL de medio LB y se mantuvieron a 37 °C y'iosf strains nucleotide sequences of the
méticos [7, 8]. 250 rpm de agitacion durante 6 h para propiciar @\13mp18 and pUC19 vectors. Gene

En 1997 Jett y colaboradores [5] desarrollaron unrecimiento. Los cultivos se centrifugaron a 3 200 rprﬁ%s;”: 103-99.
método para el conteo de las células viables en mueahirante 10 min. El sobrenadante se decantd en condli-Carlioz A, Touati D. Isolation of super-
tras gastrointestinales de roedores, al que llamaron “treiones estériles y el precipitado se disolvié en 50 mpxide dimutase mutants in Escherichia coli

15 superoxide dimutase necesary for aero-

za de la dilucion”. Este método es similar al de Miles yle medio LB con la adicion de glicerol al 15%. Labic life? EMBO J 1986;5:623-30.

6. Miles AA, Misra SS. The estimation of
the bacteriocidal power of the blood. J Hyg
5?38:38:732-49.

Association of Official Analytical
Chemists (VA). Official methods of analy-
sis. Arlinton: The Association; 1990.

Tabla 1. Descripcién de las caracteristicas genéticas y los fenotipos que se verificaron de las cepas de E. coli K12
utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo Fenotipo* Referencia
W3110 trpC F-, trpC, mcrA, mcrB in (rrnD-r' rnE) No crece en ausencia de triptéfano 9
XL-1 Blue (F proAB lacl"ZAM15, Tn10) endA,, hsdR,, (r,, No crece en ausencia de tiamina. No degrada 4
m,*), supE,, thi-1, X, recA,, gyrA,,, relA,, la lactosa
GC366 (F proAB lacliZAM15 ) dan13::Tn9 A(lac-proAB) No degrada la lactosa y es resistente al 1
clorafenicol
F, hsdRyq (r¢;2, myi,*), supE, supF, lacY, galK,, No crece en ausencia de metionina. No
LE392 N 10
metB,, trpR, tonA degrada la lactosa, ni la galactosa
X No crece en ausencia de leucina. No degrada
MC1061 F, araDy s, Afara-lev)sqs, galE,s galk, la lactosa, la galactosa, nila arabinosa y es 4
A(lac)X,,, rpsL, hsdR,, mcrA, mcrB; . .
g resistente a la estreptomicina
No crece en ausencia de leucina y prolina. No
F, hsdSy, (rg, mg), aral4, proA,, lacY,, galK,, degrada la lactosa, arabinosa, galactosa,
RRI ' . . 4
rpsl,o xyl5, mtl1, supE,, mcrA*, mcrB xylosa y manitol y es resistente a la
estreptomicina
No crece en ausencia de leucina y prolina. No
HB101 F, hsdS,, (rg, mg), recA,; aral4, proA,, lacY,, degrada la lactosa, arabinosa, galactosa, 4
galKy, rpslyy, xyl5, mtl1, supE,, mcrA*, mcrB- xylosa y manitol y es resistente a la
estreptomicina
IM101 (F' traD 3, proAB laclqZAM15) A(lac, proAB), thy, No crece en ausencia de tiamina. No degrada 10

supE

la lactosa

*Fenotipo verificable por crecimiento en placas que contienen medios agarizados.
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mezcla se dispensoé en volimenes de 1 mL en viales cepa a verificar y galactosa, arabinosa, xilosa o manitol

2 mL y se conservé a -70 °C hasta su uso. a una concentracion final de 0,2%. Los medios disefia-
e s dos para cada chequeo y las cepas sembradas en cada

Ver|f|CGC|<'?r,1 de la viabilidad por el método medio se describen en la Tabla 2.

de extension en placa Todos los experimentos se replicaron tres veces.

De los bancos de trabajo de todas las cepas se hicie-Se evaluaron los métodos de Miles y Misra 'y el de
ron diluciones seriadas desde' basta 10en solu- latraza de la dilucion y se compararon con el conven-
cion salina (NaCl 0,9%), se tomaron 1fl0de cada cional de extension en placa.
dilucion. Las diluciones 19 10% 10°y 10° se sem- .
braron en placas con ATS y se diseminaron con urffocesamiento de los datos
espatula de drygalsky hasta que se secaron. Las pRara la comparacién estadistica de los datos, viabili-
cas se incubaron a 37 °C durante 18 h, después died y fenotipo de los mutantes, expresados en ufc/mL
este tiempo las colonias se contaron. El numero deobtenidos por los tres métodos de siembra, se utili-
viables se definié como la media de las ufc contadas la pruebd de student.
en cada placa multiplicado por 10 por la dilucién . .,
se expregaron en ufE/mL P P 'Resultados y Discusion

Este chequeo se realiz6 de rutina cada seis meselsaaverificacion de la estabilidad en tiempo real de los
todas las cepas de la coleccidn para evaluar su estat@ncos de cepas es parte del control de calidad de toda

lidad a la conservacion en tiempo real. coleccion. Los métodos, la frecuencia de las verifica-
. Lo ciones y los criterios que se siguen dependen de los

VeI'IfI'CGCIén gle la viabilidad por el método objetivos de cada laboratorio.

de Miles y Misra Por lo general, una consideracion importante es que,

Para la verificacion de la viabilidad se utiliz6 el métodos diferentes métodos de siembra descritos en la litera-
do descrito por Miles y Misra [6]. De los bancos ddura para el conteo de microorganismos son empleados
trabajo de todas las cepas se hicieron dilucionesn el control de calidad aplicado a diferentes materiales
seriadas desde 10asta 10con solucién salina (NaCl como alimentos, cosméticos, medicamentos o residuales
0,9%). Con una pipeta Pasteur se aplicd una gota fi& 7, 8]. En todos estos casos el niUmero de microorga-
cada dilucion sobre la superficie del medio LB. Emismos aerobios contables esta por debajotddd/nL.

cada placa se aplicaron 4 diluciones. Las placas &sste no es el caso que se presenta en la verificacion de
secaron y se incubaron a 37 °C durante 18 h, despugEncos de cepas donde la concentracion celular puede

de este tiempo las colonias se contaron. estar entre £y 10° ufc/mL. De esta manera es que de
e ., . ) los métodos simplificados para la siembra de microor-

Verificacion de la viabilidad por el método ganismos los mas factibles a utilizar en la evaluacion de

de la troza de la dilucion la calidad de bancos (10fc/mL) son el método descri-

Para la verificacion de la viabilidad se utiliz6 el métoto por Miles y Misra en 1938 [6] y el descrito por Jett
do descrito por Jett y colaboradores [5] con las modi colaboradores en 1997 [5].
ficaciones hechas en el laboratorio del CIGB. La aplicacién del método descrito por Miles y Misra,

Para la siembra, el tipo de placa empleado por lastado arriba, debido a la forma de inoculacion sola-
autores de este trabajo fueron redondas de 100 mmmente fue posible sembrar cuatro diluciones por pla-
didametro en lugar de las placas Fafcemegrid™ ca, como ya se ha planteado, y el aislamiento de las
100-15 mm con 13 mm (Becton Dickinson Labwarecolonias fue mucho menor que cuando se utiliz6 cual-
Bedford. MA, EE.UU.) utilizada por los autores quequiera de las otras técnicas comparadas. Esto dificultd
describieron el método. el conteo debido a la agrupacion de las colonias.

De la dilucion de 19se aplicaron 1QL seis veces La aplicacion del método traza de la dilucién dio
en una placa de medio ATS; después de gotear la plaejores resultados, no obstante que se emplearon
ca, se inclind en un angulo de 90° de forma que la gai@s placas petri de 100 mm de diametro las cuales
corrid verticalmente hasta el otro extremo. Las placas
se secaron y se incubaron a 37 °C durante 18 h, des-
pués de este tiempo las colonias se contaron. El nfebla 2. Medios de cultivo para la verificacién fenotipica y cepas sembradas.

mero de viables se definié6 como las ufc contadas en Medio* Cepas
cada traza mu|tip|icad0 por 100 por la dilucidon y se M9+glu W3110 trpC, XL-1 Blue, GC366, LE392, MC1061, RRI, HB101 y JM101
expresaron en ufe/mL. M9 +glu+trp W3110 trpC, MC 1061
M9 +glu+thi GC366, XL-1 Blue y JM101
Verificacion de fenotipos de vias sintéticas, M9+glu+met GC366, LE392
degradativas y resistencia a antibiéticos M9 +glu+pro GC366, RRIy HB101
: .- [ I GC366, MC1061, RRI y HB101
De los bancos de trabajo de todas las cepas se hicierg}]’ T9"vProtlev ' KRy
A ’ B s 2 . M9+gal +met GC366 y LE392
diluciones seriadas de 1Basta 10en solucién salina
. M9 +gal+pro+leu GC366, MC1061, RRI y HB101
(NaCl 0,9%) y se sembraron por el método traza de |
dilucié | di | dicion d | fenicol 9+ara+pro+leu GC366, MC1061, RRI y HB101
ilucion en el medio LB con la adicion de cloranfenicol o, i1 oro+leu GC366, RRI y HB101
0 estreptomicina a 28/mL y medio M9 [4] que CON- g, i1 pro+leu GC366, Rl y HB101
tiene, en el caso de los chequeos auxotroficos, glucosa gyar mcconkey W3110 trpC, XL-1 Blue, GC366, LE392, MC1061, RRI, HB101 y JM101
una (.:oncen'traleon de 0,2%y metlonlngl leucina, prolina, g+cm W3110 trpC y GC366
tiamina o triptéfano a una concentracion degsnL. LB+ Str W3110 trpC, MC1061, RRI y HB101

Parael chequeo de los marcadores catabdlicos se Utlll‘?(gucosa (glu), triptofano (trp), tiamina (thi), metionina (met), prolina

. gy : ; pro), galactosa (gal), arabincsa (ara),
el medio M9 con los aminoéacidos anteriores segun balosa (xil), manitol (mtl), clorafenicol (cam), estreptoquinasa (str).
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Figura. Distribucién de unidades formadoras de colonias en dos placas de medio LB resultado de la aplicacion de los métodos de
traza de la dilucién (A) diluciones 1) 102, 2) 103, 3) 10, 4) 10, 5) 10y 6) 107 y de extensién en placa (B) dilucion 10%.

son comunes en todos los laboratorios de microbidzsto hace que se requieran un gran nimero de placas
logia. La Figura compara la distribucion de ufc/mLpor cepas para cada chequeo.
en placas con medio LB sembradas con la cepa En la aplicacion del método de la traza de la dilucién
W3110 por los métodos traza de la dilucion y del chequeo de mutantes de vias sintéticas, degradativas
extension en placa. Se aprecia el mayor nimero geale resistencia a antibioticos fue posible verificar ocho
diluciones que se pueden aplicar por placa y losepas de forma simultanea en un mismo experimento y
mejores resultados obtenidos con relacion al métode consumieron sélo quince placas.
de siembra convencional. No se encontraron diferencias significativas
En cuanto a la viabilidad de los bancos, con est§>0,23) entre los tres métodos de siembra compara-
método, se encontré una mayor homogeneidad entdes. Sin embargo, se obtuvieron variaciones de la
las réplicas en todos los casos (Tabla 3). varianza intra prueba mayores con el método descrito
Los criterios de estabilidad a la conservacion magor Miles y Misra [6] que para los otros dos métodos
frecuentes son la verificacion de la viabilidad y detuando la concentracién de ufc esta en el rango®le 10
fenotipo de los mutantes. En este Ultimo aspectdg cual es explicable por la pequefia area donde se
los diferentes mutantes expresan su fenotipo por kplica la muestra.
capacidad de crecer o no en un medio de cultivo Sibien la concentracion de ufc/mL fue igual por los
determinado. tres métodos, debido a la mayor dificultad en el conteo
Como primera etapa se analiz6 el genotipo dde las colonias como a la mayor variabilidad de los
ocho mutantes dE. coli K12 deforma que se pu- resultados, hicieron que el método de Miles y Misra
diera sembrar en un mismo tipo de placa mas de usa descartara en primera instancia.
cepa (Tabla 2). De esta manera se planifica mejor la En general, la aplicaciéon del método traza de la
preparacion de medios y soluciones a emplear pdilucion ademas de disminuir la complejidad del che-
grupo de cepas a verificar. gueo, aumentod la homogeneidad de las réplicas y sim-
Debido a esto, el nimero de placas de cada chequedic6 el conteo de las colonias. Permitié también
depende del nimero de caracteristicas fenotipicagener un criterio sobre los contaminantes que no se
chequear méas que de la cantidad de cepas.
Por cada mutacion descrita en el genotipo se r
quieren al menos dos tipos diferentes de mediogcdiante el método traza de la dilucién.

el';ublu 3. Resultados de la viabilidad de ocho bancos de trabajo de cepas de E. coli K12

indicadores y tres réplicas por cada uno lo que repre=

senta un total de seis placas. W3110 trpC  XL-1Blue GC 366 LE392 MC1061  RRI HB101  JM101

Otro aspecto a tener en cuenta antes de aplicar cual- 82 9 29 30 48 37 26 92
quier método de conteo de viables es que la verifica- 77 9 30 23 47 30 44 71
cion de mutantes depende mucho de la pureza de la 82 13 25 27 55 2 33 72
muestra. Para mutantes auxotréficos la contaminacion
puede interpretarse como un crecimiento positivo 7 12 24 z 38 2 z 1
sobre un medio minimo y por tanto puede dar un 7 n 22 29 46 25 18 83
criterio falso de rechazo o de aceptacion de un banco. 89 11 31 29 51 20 29 67
Debido a esto existe consenso en el criterio de qU§gediq 78,67 10,83 26,83 26,83 50,83 27,67 29,50 79,33
mientras mayor sea el aislamiento de las colonias ma

7,06 1,60 3,66 3,13 4,79 5,68 8,64 10,82

yor sera la probabilidad de observar contaminacion
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observaban en los chequeos de pureza, lo cual espor verificacion de pureza de los mismos. No se des-
resultado no esperado. cartd6 la posibilidad de revertantes en algunas cepas.
Generalmente, para la verificacion de bancos de El método traza de la dilucion permitié aumentar el
microorganismos se define un rango de dilucién dondeimero de réplicas y es adecuado para la verificacion
las colonias pueden ser contadas (en el caso de baie-la homogeneidad de los bancos de microorganismos
cos deE. coli 10° a 107). A pesar de que en las ya que admite de seis a ocho indculos de diferentes
diluciones desde 1a 10" no se observaron diferen- lotes de cultivo sobre una misma placa.
cias en la morfologia de las colonias cuando se utili- Se puede concluir que la aplicacion del método traza
z6 el método de siembra tradicional, en algunode la dilucién tiene ventajas adicionales a las de costoy
bancos se observo la presencia de contaminantessmplicidad en el caso de la verificacion de cepas.
la dilucion de 16 al utilizar el método traza de la  El método permitié una mejor caracterizacion de
dilucion. los bancos, con menor tiempo de trabajo. Disminuyd,
Esto puede deberse a que en diluciones menoresgdemas, la variabilidad entre experimentos en los che-
produccioén de acido por & colidebido al metabolis- queos de homogeneidad al eliminar la heterogeneidad
mo de la glucosa, inhibe el crecimiento de otras bactgroveniente del uso de placas diferentes para cada vial
rias contaminantes en el cultivo. ensayado. Esto evito el rechazo de bancos por errores
La posibilidad de que la contaminacion proviniera dele manipulacién al dar un criterio diferencial entre
las soluciones o los materiales utilizados se descanéchazo y repeticion de prueba.
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