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Resumen

Cuando se desea cuantificar el nimero de bacterias presentes en mdltiples muestras, los procedimientos de rutina suelen
consumir mucho tiempo. En ese periodo las muestras podrian sufrir modificaciones en su poblacion. En el presente trabajo
se evalué una metodologia alternativa para cuantificar bacterias cultivables de forma masiva, rapida y econémica en la que
se implica el sellado, estampado o impresion de diluciones seriadas de muestras de diversa procedencia. El tiempo requeri-
do para preparar 22 muestras para su sellado en placa es de 15 minutos. El método se basé en realizar diluciones seriadas
(base 10) de las muestras liquidas originales contenidas en una placa multipozos con la ayuda de una pipeta multicanal.
Después, con un replicador se tomé un volumen (aproximadamente 1,65 pl) de muestra de cada pozo, que se inoculé por
sellado en un medio de crecimiento gelificado de interés. Las placas se incubaron el tiempo necesario, se contd el ndmero
de colonias presentes en la dilucion contable y se calcul6 el nimero de Unidades Formadoras de Colonia por mililitro (UFC/
ml) para cada muestra. La metodologia se denominé “Goteo por Sellado en Placa Masivo” (GSPM) y ha sido aplicada para
cuantificar exitosamente bacterias provenientes de diferentes muestras de laboratorio, por ejemplo, de cultivos liquidos,
muestras clinicas (como exudados y secreciones) y bacterias presentes en la rizésfera de plantas de maiz. Sin embargo, la
metodologia GSPM podria aplicarse para contabilizar masivamente a bacterias de cualquier otra procedencia.
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Abstract

In an attempt to quantify the number of bacteria present in a high number of samples, routine procedures are usually very
time-consuming. During this period of time, bacterial population could be modified. In this work, an alternative for a mas-
sive, quick and economic method was evaluated in order to count viable bacteria, consisting in the sealing or stamping of
serial dilutions performed in samples from different origins. The time required to prepare 22 samples for plate stamping is
only 15 minutes. The quantification was based in performing serial dilutions (10-fold) of the original liquid samples contai-
ned in a multiwell plate using a multichannel micropipette. Afterwards, using a replicator, the same volume of each sample
(approximately 1,65 pl) was recovered from each well, and then it was inoculated and sealed in a solid growth media of
interest. Plates were incubated as needed, colonies were counted in the quantifiable dilution and Colony Forming Units per
milliliter (CFU/ml) was calculated for each sample. We called this method “Massive Stamping Drop Plate” (MSDP) and it has
been successfully applied to count bacteria from different lab samples, including liquid cultures, clinical samples (exudates
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and secretions) and bacteria recovered from the rhizosphere of corn plants. However, MSDP could also be applied to mas-

sively count bacteria from any other source.

Key words: CFU, drop plate, plating, spread plate, MSDP.
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Introduccién

La cuantificacion de microorganismos es un elemento
critico en los estudios de ecologia microbiana y mi-
crobiologia clinica. No solo es importante conocer
al responsable de un efecto benéfico o identificar al
microorganismo potencial de causar alguna infeccion
severa, sino también es importante saber el nimero de
microorganismos implicados, para establecer si éstos
seran capaces de desarrollar una funcién benéfica o
perjudicial.

Distintas han sido las estrategias para contabilizar a los
microorganismos cultivables en muestras ambientales
y de laboratorio; las cuales presentan ventajas y des-
ventajas. El conteo de bacterias podria realizarse me-
diante el método del Ndmero Mas Probable (NPM),
éste es (til para contabilizar bacterias que son dificiles
de aislar de una muestra, pero que pueden ser detec-
tadas por la actividad de alguna caracteristica metabo-
lica. Por ejemplo el conteo de las especies bacterianas
que son capaces de captar nitrégeno atmosférico, bajo
condiciones microaerofilicas (Cavalcante y Doberei-
ner, 1988) se ha realizado mediante el método NPM
usando medios semigelificados carentes de nitrégeno;
las tablas de Mac Grady son dtiles en estos casos.

La metodologia de recuento en placa por plaqueo es
una metodologia ampliamente utilizada (Hoben y So-
masegaran, 1982), que consiste en realizar diluciones
seriadas 1:10 y extender 100ul de cada dilucién en
una placa; las placas se incuban hasta que las colonias
son apreciables para su recuento. Esta metodologia
tiene la ventaja de tener un buen limite de deteccion,
sin embargo consume mucho tiempo durante los pla-
queos; en el caso de realizar el recuento de bacterias
a partir de muestras cuya poblacion se desconoce
se requiere realizar el extendido de 7 diluciones y la
muestra original (para cada conteo) lo que significa
consumir 8 placas de cultivo y alrededor de 25 minu-
tos para los plaqueos, sin tomar en consideracién re-
peticiones. Para disminuir el tiempo de procesamiento
de muestra, la metodologia ha sufrido modificaciones
al paso del tiempo y en la actualidad se usan bolitas de
acrilico en lugar de un asa de vidrio para extender las
muestras. Otra técnica recuento de bacterias utilizada
es la de vaciado en placa, que consiste en colocar 1
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ml de muestra de cada una de las diluciones seriadas
en las placas, donde se vacia posteriormente el medio
de cultivo a punto de gelificar (agar aproximadamente
a 45°C); ésta se usa ampliamente para determinar el
ndmero de coliformes presentes en muestras de agua
y alimentos, sin embargo el método podria ocasionar
la muerte selectiva de algunas cepas sensibles a calor
(Clarck, 1967), en este método se evita el plaqueo de
las diluciones pero el ndmero de placas y medio de
cultivo requerido es equivalente. Una de las técnicas
cuyo uso se ha intensificado para el recuento bacte-
riano, es la técnica de goteo en placa (Herigstad et
al.,, 2001; Hoben y Somasegaran, 1982), debido a que
ésta es facil, rapida y econémica. El goteo en placa
consiste en colocar gotas de 20 ul de cada una de las
diluciones seriadas, en placas de medio; después de
su crecimiento se cuenta el nimero de colonias pre-
sentes y se realizan los calculos requeridos. La meto-
dologia de goteo en placa requiere de 1 a 2 pacas de
cultivo para monitorear todas las diluciones seriadas
de cada muestra, lo que facilita elevar el nimero de
repeticiones experimentales y aumentar el tamafio de
muestra para comparaciones estadisticas. La eficien-
cia del método ha resultado muy similar a las técnicas
de recuento por plaqueo (Hoben and Somesagaran,
1982).

Cuando se desea cuantificar el nimero de bacterias
presentes en multiples muestras, los procedimientos
de rutina suelen consumir mucho tiempo. En ese pe-
riodo las muestras podrian sufrir modificaciones en su
poblacion. Una metodologia mas econémica que el
recuento por goteo en placa y que puede manejar ma-
yor cantidad de muestras es la metodologia de goteo
en placa 6X6 (Chen et al., 2003). En este método se
realizan diluciones seriadas (base 10) de las muestras
liquidas originales contenidas en una placa multipozos
con la ayuda de una pipeta multicanal, por lo que se
trabajan 6 muestras a la vez. Las diluciones realizadas
son dispensadas con la misma pipeta multicanal en
una misma placa; razén por la que se ha designado a
esta metodologia como cuantificacion simultanea. La
dnica desventaja es que hay que tener un buen mane-
jo de la pipeta multicanal a la hora de dispensar en el
medio de cultivo pues de otra forma el goteo podria
mezclarse con diluciones vecinas. La dispensacién de
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cada una de las diluciones implica la toma de puntas
con la pipeta multicanal, la absorcién de muestra y su
colocacion en el medio de cultivo.

En el presente trabajo se evalué la eficiencia de una me-
todologia alternativa para cuantificar bacterias cultivables
de forma masiva, rapida y econémica en la que se im-
plica el sellado o estampado de diluciones seriadas de
muestras de diversa procedencia. En este método se rea-
lizaron diluciones seriadas (base 10) de las muestras liqui-
das originales contenidas en una placa multipozos con
la ayuda de una pipeta multicanal, similar al método de
goteo en placa 6X6. Después, con un replicador se tomo
un volumen (aproximadamente 1,65 ul) de muestra de
cada pozo, que se inocul6 por sellado en un medio de
crecimiento gelificado de interés. Las placas se incubaron
el tiempo necesario en acuerdo con el tipo de bacterias
en cuestion, se cont6 el nimero de colonias presentes
en la dilucion contable y se calcul6 el ndmero de UFC/
ml para cada muestra. La metodologia propuesta se
ha denominado “Goteo por Sellado en Placa Masivo”
(GSPM) y ha sido aplicada para cuantificar exitosamente
bacterias provenientes de diferentes muestras de labora-
torio, por ejemplo, de cultivos liquidos, muestras clinicas
(como exudados y secreciones) y bacterias presentes en
la rizésfera de plantas de maiz. Sin embargo, la metodo-
logia GSPM podria aplicarse para contabilizar bacterias
de cualquier otra procedencia. El tiempo requerido para
preparar 22 muestras para su sellado en placa fue de 15
minutos y resulté menor al tiempo requerido por otras
metodologias debido a que solo se colocé un solo sello
para dispensar las gotas de las diluciones de las 6 cepas
que se cuantificaron en una misma placa. El método per-
mite el ahorro de recursos como puntas que son reque-
ridas por la pipeta multicanal en el método de goteo en
placa 6X6 y otros métodos.

Materiales y métodos

En esta seccion primero se describe en detalle el méto-
do GSPM, después se muestra la reproducibilidad del
método GSPM y su comparacion frente a otros méto-
dos de conteo de bacterias (experimento 1); usando
como modelo el crecimiento hasta fase estacionaria
de Pseudomonas putida KT2440 en medio liquido.
En un experimento posterior se muestra la eficiencia
y rapidez del método para determinar la adhesién a
semillas y colonizacién de rizésfera de maiz de dis-
tintas bacterias beneficiosas en un nimero de repli-
cas elevado (experimento 2). Un dltimo experimento
(experimento 3) muestra que la metodologia puede
servir para cuantificar bacterias de otras muestras; en
este caso muestras de exudados faringeos y secrecio-
nes corporales.

Descripcién del método de cuantificacién
de bacterias GSPM

Mediante el método GSPM se cuantificaron bacterias
presentes en diversos tipos de muestra en forma de
suspension. Para ello, se colocaron 100ul de suspen-
sion bacteriana de cada una de las muestras explora-
das en este trabajo, en la parte superior de una placa
multipozos (fila A) (figura 1). Después se depositaron
180ul de agua destilada estéril en el resto de los pozos
(fila B-H), con la ayuda de una pipeta multicanal.

Una vez lista la placa, se realizaron las diluciones seria-
das en factor 1:10. Este paso se realizé con la ayuda de
la pipeta multicanal. Con puntas estériles se tomaron
20 ul de las muestras (fila A) y se transfirieron a la si-
guiente fila (B), diluyendo y homogenizando las mues-
tras en el agua contenida en los pozos; por medio de
una resuspension que consistié en subir y bajar, duran-
te 8 segundos, la suspension a través de las puntas de
la pipeta. Las muestras de la fila B resultaron en una
dilucién 1/10. Se cambiaron las puntas de la pipeta
multicanal y se toman 20 pl de la dilucion 1/10 de la
fila B y se transfirieron a la fila C volviendo a diluir y ho-
mogenizar la muestra durante 8 segundos. Ahora las
muestras de la fila C se encuentran en dilucién 1/100.
Este procedimiento se continu6 realizando hasta diluir
la muestra 1/10000000 en la fila H.

Cada una de las diluciones (incluyendo las suspen-
siones iniciales de las muestras) fue inoculada en los
medios de seleccion o de crecimiento gelificado en
acuerdo con el experimento. Para esto se utiliz6 un
replicador estéril, el cual permitié tomar un volumen
similar de cada una de las muestras de la placa multi-
pozos y depositarlas en medio (contenido en placas
Petri de 90X15 cm) de crecimiento en forma de gota.
El volumen de las gotas que tomé cada prolongacion
del replicador fue de 1,65 pl (SD=0,26), por lo que
este valor se uso6 para los calculos de UFC/ml. El volu-
men de gota que tomo el replicador fue previamente
medido en experimentos independientes. Una vez
que las muestras fueron inoculadas en el medio gelifi-
cado respectivo, las placas se incubaron en condicio-
nes Optimas para el crecimiento bacteriano. En este
trabajo las bacterias asociadas a plantas crecieron a 30
°C vy las bacterias de muestras clinicas a 37 °C.

Para calcular el nimero de UFC/ml en cada una de
las muestras, se tomd el ndmero de colonias de la di-
lucién contable (ejemplo 4 colonias); asumiendo que
una colonia es igual a una UFC/ml, el valor equivale
al nimero de UFC/ml que existe en el volumen de
la gota que dejo el replicador. Después mediante una
“regla de tres”, se determind el nimero de colonias
que hay en 100 pl y después en 1 ml.
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Figura 1. I) Replicador tomando muestras para el sellado. 1) Sellado en placa. Il y IV) Ejemplos de crecimiento a partir de dilu-
ciones seriadas de bacterias procedentes de muestras de suspensiones bacterianas (lll; sembrada en LB) y clinicas (IV; sembrada
en Agar Sangre), mediante el método GSPM. Fila A; muestra concentrada, fila B; dilucién 1/10 de las muestras, C; dilucién 1/100,
D; 1/1000, E; 1/10000, F; 1/100000, G; 1/1000000, H; dilucién 1/10000000.

Una vez determinado el nimero de colonias en 1 ml,
el resultado se multiplicé por el factor de dilucion en la
cual se contaron las colonias y asi se obtuvo el nime-
ro de UFC/ml de la bacteria de interés contenida en
la muestra, como se muestra en el siguiente ejemplo:
Si las 4 colonias antes mencionadas crecieron en la
dilucion 6, las UFC en 1 ml (2424,24 UFC), se multipli-
caron por 1000000, obteniendo que para esa muestra
hay 2,42 X 10° UFC/ml. Para el caso de bacterias adhe-
ridas a maiz germinado, adicionalmente se multiplica
por el volumen inicial de dilucién (3 ml) para obtener
el nimero de UFC/semilla.

Experimento 1. Cuantificacién de bacterias a
partir de cultivos en fase estacionaria mediante
plaqueo, goteo en placa, goteo en placa 6X6

y GSPM

Pseudomonas putida KT2440 fue cultivada en 5 ml de
medio LB, crecida toda la noche y a partir de este culti-
vo se inocularon 30 pl en 50 ml de medio de cultivo LB-
con cloranfenicol 50ug/ml (Cm*) (Molina et al., 2000)
a una densidad 6ptica inicial de 0,05. Los cultivos se
dejaron crecer durante 24 horas a una densidad 6ptica
maxima (aproximadmente 5,0); la cual corresponde a la
fase estacionaria para esta bacteria (Munoz-Rojas et al.,
2006). Una vez en esta fase de crecimiento las muestras
fueron cuantificadas mediante plaqueo, goteo en placa,
goteo en placa 6X6 y GSPM; en medios LB-Cm®. Para

ello, se tomaron 12 muestras de 1 ml para cada método
en tubos eppendorf, 12 muestras se cuantificaron de
forma independiente mediante plaqueo, 12 mediante
goteo en placa y 12 mediante GSPM. Una vez que las
muestras fueron procesadas y colocadas en sus medios
de cultivo, estas fueron incubadas a 30°C durante 24
horas, el nimero de colonias fue contado y su respec-
tivo célculo de bacterias fue realizado. Los resultados
de conteo de las 12 replicas fueron registrados y com-
parados mediante el método estadistico de t-student
usando el programa SigmaPlot (Handel Scientific Soft-
ware). El material y tiempo requerido para el desarrollo
de las cuatro metodologias fue registrado. Burkholderia
unamae MTI-641 también fue crecida hasta fase estacio-
naria en medio BAc liquido y su conteo fue realizado
mediante los 4 métodos planteados en medio BAc geli-
ficado (Estrada de los Santos et al., 2001).

Para explorar la rapidez de la metodologia GSPM se
realizaron los siguientes dos experimentos:

Experimento 2. Cuantificacién de bacterias
asociadas a plantas de maiz

En este ensayo, se empled el método de GSPM para de-
terminar la efectividad de la colonizacién de diferentes
cepas bacterianas. Para ello se cuantificé el inéculo,
la adhesion y finalmente la colonizacién. Se utilizaron
varias cepas para evaluar su capacidad para asociar-
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se a plantas de maiz. Las bacterias exploradas en este
ensayo y su medio donde crecen para su seleccién en
placa fueron: P. putida KT2440 en LB-Cm?®®, Bradyrhizo-
bium sp. en LB-Gm® (Trujeque-Montiel, 2009), Sphin-
gomonas sp. en LB5%:-lindano (Boltner et al., 2008),
B. unamae MTI-641 en BAc, Azospirillum brasilense en
Rojo Congo (Rodriguez-Caseres, 1982) y Gluconace-
tobacter diazotrophicus UAP 5560 en LGl (Caballero-
Mellado et al., 1998). Cada una de las cepas fueron
crecidas en 20 ml de medio MESMA (Fuentes-Ramirez
et al., 1999) hasta fase estacionaria, las células fueron
lavadas por centrifugacion y resuspendidas en el mis-
mo volumen de agua destilada estéril y la suspension
de cada cepa se cuantificé por los método GSPM y
goteo en placa, usando los medios de seleccion; los
resultados de los dos métodos fueron comparados
mediante la prueba t student en cada caso.

La suspension de cada bacteria se usd para inocular
durante 1 h a 25 germinados, por tratamiento, de maiz
axénico obtenidos por el método de Morales-Garcia
et al. (2010b). En este trabajo se utilizé una variedad
de maiz rosa autéctona del estado de Tlaxcala-México.
Durante la inoculacion, los germinados se mantuvieron
sumergidos en la suspension bacteriana para permitir
la adhesion de bacterias (Morales-Garcia et al., 2011).
Los germinados inoculados fueron posteriormente co-
locados en tubos Falcon (50 ml) conteniendo 5 g de
vermiculita estéril y se regaron con 25 ml de solucion
MSJ3 (Morales-Garcia et al.,, 2010b). Un control con
semillas germinadas sumergidas en agua destilada es-
téril (1 h) fue incluido. A las 12 horas, cinco semillas,
germinadas e inoculadas, de cada tratamiento fueron
extraidas y colocadas en tubos falcon (15 ml de capa-
cidad) con 3 ml de agua destilada estéril. Se agitaron
vigorosamente con ayuda de un vortex durante 40 se-
gundos y la suspension generada fue usada para reali-
zar diluciones seriadas en factor 1:10 para cuantificar
el nimero de bacterias adheridas mediante el método
GSPM. Los germinados sembrados restantes fueron
colocados en una camara de crecimiento de plantas
durante 10 dias y se regaron a los 5 dias con 10 ml de
agua destilada estéril. La temperatura de crecimiento
de las plantas estuvo en un rango de 20-28°C (noche-
dia), con un fotoperiodo de luz/obscuridad 16/8 y a
80% de humedad relativa. Para cuantificar el ndmero
de bacterias presentes en la rizosfera de las plantas, se
extrajeron de los sistemas, dieciséis plantas de cada
tratamiento a los 10 dias de su crecimiento, las raices
de las plantas fueron sacudidas y colocadas en tubos
Falcon conteniendo 20 ml de agua destilada estéril.
Se agité vigorosamente con ayuda de un vortex y la
suspension generada se sometié a cuantificacion me-
diante GSPM. Los medios utilizados para cuantificar

las células bacterianas fueron especificos en cada caso
como se menciono previamente.

Experimento 3. Cuantificacién de bacterias
de muestras clinicas

Se procesaron 22 muestras provenientes del hospital
ISSSTEP de Puebla, México. Dichas muestras fueron
recolectadas en tubos de ensayos estériles y prove-
nian de pacientes con posible infeccion. Veinte de
las muestras eran exudados faringeos y dos secrecio-
nes corporales. La toma de muestra fue en acuerdo
a protocolos establecidos (Norma Oficial Mexicana
NOM-007-SSA3-2011, Para la organizacion y funcio-
namiento de los laboratorios clinicos) y se colocaron
inicialmente en solucién salina isoténica que fue res-
uspendida hasta homogeneidad. Esta suspension fue
utilizada para realizar las diluciones y contabilizar me-
diante GSPM en medios gelificados Sal y Manitol, Mac
Conkey y Agar Sangre.

Resultados

Experimento 1. Los resultados muestran que inde-
pendientemente del método utilizado (plateo, goteo
en placa, goteo en placa 6X6 0 GSPM) el nimero de
bacterias obtenido fue estadisticamente igual para el
conteo de bacterias de P. putida KT2440 (tabla 1), lo
mismo ocurrié para B. unamae MTI-641 (datos no mos-
trados). Sin embargo, la desviacion estandar observa-
da para el método de plaqueo es mayor a la observada
para el método de goteo en placa y a su vez esta es
mayor al método de 6X6 y el método GSPM; lo que
implica los métodos GSPM y 6X6 son mas exactos y
reproducibles. En este experimento se comparé el nu-
mero de placas y tiempo experimental requerido para
llevar a cabo las diversas metodologias (tabla 1), ob-
servando que la metodologia GSPM es mucho mas
ahorradora en tiempo y recursos.

Experimento 2. El nimero de bacterias presentes en
la suspension fue determinado en cinco repeticiones
por tratamiento (30 muestras) y se muestra en la tabla
2. El nimero de bacterias presente en la suspension
bacteriana se observo en el rango de 102 UFC/mly es
comparable estadisticamente al ndmero de bacterias
determinado por goteo en placa. El nimero de bacte-
rias que se adhieren a las semillas germinadas de maiz
también fue determinado, en cinco semillas de cada
tratamiento (30 muestras) (tabla 2). Todas las bacte-
rias exploradas se adhieren correctamente a maiz
en ndmeros requeridos para una buena interaccion
planta-bacteria. En los germinados sin inocular no se
detectaron bacterias. La colonizacion de las bacterias
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Tabla 1. Nimero de bacterias cultivables (Pseudomonas putida KT2440) determinado mediante cuatro métodos diferentes. En todos
los casos se procesaron 12 muestras de forma independiente.

Método explorado

Cepa bacteriana Plateo Goteo en placa 6X6 GSPM
9,0542 9,4090 9,1867 9,2201
P. putida KT 2440 ! ! ’ ’
putica (+0,8095) A (£0,4682) A (+0,3005) A (£0,2759) A

Recursos usados

Placas con medio de
cultivo usadas

48 (explorando
solo las 4 diluciones
mas elevadas).

12 (explorando
solo las 5 diluciones
mas elevadas)

2 (explorando
las 6 diluciones
mas elevadas)

2 (explorando el total
de diluciones (7) y
la muestra original)

Puntas para micropipeta

96 96 96 84
de 200yl
: .
Tubos Eppe.ndor (TE) 6 9% 9% 1 1
placas multipozos (PM)
Tiempo requerido para el
procesamiento de muestra 4 horas 1 hora 14 minutos 10 minutos

previo a la incubacion.

Letras iguales en el primer renglén indican que los tratamientos no difieren estadisticamente mediante la prueba t-student a una P<0,05.

Tabla 2. Cuantificacién de bacterias inoculadas en maiz por GSPM.

No. Bacterias adheridas No. Bacterias que

No. Bacterias en la suspension de a semillas germinadas | colonizan la rizosfera

Cepa inoculacion (Log UFC/ml) de maiz (Log UFC/ de maiz a los 10 dpi
semilla) (Log UFC/ml)

GSPM Goteo en placa GSPM GSPM
P. putida KT2440 8,71(+0,28)A 8,57(+0,58)A 6,92 (+0,30) 4,0 (+0,70)

Bradlyrhizobium sp. 8,77 (+0,25)A 8,70 (+0,46)A 6,17 (£0,52) 5,73 (+0,26)
Sphingomonas sp. 8,90 (£0,22)A 8,60 (£0,52)A 6,87 (£0,22) 5,67 (+0,68)
B. unamae MTI-641 8,39 (£0,35)A 8,51 (£0,56)A 6,69 (+0,40) 6,58 (+0,28)
A. brasilense Sp7 8,52 (+0,30)A 8,58 (£0,57)A 6,95 (+0,28) 5,22 (£0,80)
G. diazotrophicus UAP 5560 | 8,69 (+0,32)A 8,54 (£0,42)A 6,90 (+0,37) 5,67 (£0,34)

Para la suspensién y la adhesién se muestra el promedio de 5 determinaciones independientes de cada tratamiento con su respectiva desviaciéon
estandar. Los nimeros de rizésfera representan la media de 16 determinaciones de muestras independientes. Letras iguales en cada renglén corres-
pondiente a la suspensién bacteriana significa que los datos no difieren significativamente mediante la prueba t-student (Comparacién GSPM contra
Goteo en Placa).

de contabilizacion de las muestras de la suspensién
y la adhesion, mediante GSPM, fue de 40 minutos
en ambos casos y el tiempo para realizar el conteo
de bacterias presentes en rizosfera (GSPM) fue de 2
horas (tabla 4).

en la rizésfera se evalu6 en 16 plantas por tratamien-
to (96 muestras) y estuvo en el rango de 10° a 107,
excepto para P. putida KT2440 que colonizé en el
orden de 10° UFC/ml a la variedad de maiz explora-
da. El tiempo requerido para llevar a cabo el proceso
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Experimento 3. Mediante el método GSPM fue po-
sible contabilizar las bacterias cultivables presentes
en las 22 muestras clinicas en aproximadamente 15
minutos en los 3 medios de cultivo utilizados. Con lo
que se determind la carga bacteriana que tenian di-
chas muestras (tabla 3). Las bacterias mas abundantes
fueron posteriormente identificadas por métodos au-
tomatizados estandarizados (no mostrado). No hubo
crecimiento en medio Sal y Manitol y la abundancia
de bacterias cultivables capaces de crecer en el medio
Mac Conkey fue mayor a la detectada en Agar Sangre;
las morfologias encontradas de las bacterias mas abun-
dantes en cada medio fueron distintas.

Discusién

El ndmero y la biomasa de los microorganismos, asi
como la descripcion y monitoreo de las comunidades
microbianas, es un requisito basico para entender los
procesos microbiolégicos en el ambiente (Kepner y
Pratt, 1994). La cuantificacién de bacterias cultivables
es importante para laboratorios clinicos, ambientales
e industriales y puede realizarse con métodos direc-
tos e indirectos. Los métodos directos comprenden a
la microscopia; que en muchas ocasiones se acopla
a marcadores para la deteccién de bacterias por mi-
croscopia de fluorescencia o bien mediante citometria
de flujo (Bolter et al., 2002; Falcioni et al., 2006). Sin

embargo, estos no se encuentran al alcance de labo-
ratorios con poco recurso o poco equipados. Los mé-
todos indirectos incluyen: la medicién del peso celular
(biomasa) y la turbidimetria; en ocasiones se puede
acoplar la expresién de un gen reportero que de un
color especifico que se detecte en el espectrofotome-
tro (Dalgaard et al., 1994). Sin embargo algunas me-
todologias moleculares también han sido utilizadas,
como la metodologia de reaccion de polimerasa en
cadena (PCR por sus siglas en inglés) en tiempo real
(Couillerot et al., 2012) para la deteccion de A. brasi-
lense y micorrizas.

Una alternativa para contar bacterias estd representa-
do por los métodos de cultivo (Josephson et al., 1999)
que incluyen: los métodos de plaqueo, la metodologia
de vaciado en placa, la metodologia NMP y la meto-
dologia de goteo en placa (Herigstad et al., 2001). La
metodologia de plaqueo es utilizada frecuentemente
en los laboratorios debido a que permite procesar una
gran diversidad de muestras con un resultado confia-
ble. Sin embargo, esta metodologia fue superada me-
diante el uso del método de “goteo en placa” (Hoben
and Somasegaran, 1982) y el método de goteo en pla-
ca 6X6; que son mas rapidos, econémicos e igual de
confiables que el plaqueo (Herigstad et al., 2001; Chen
et al., 2003). En el presente trabajo se plante6 una me-
todologia denominada GSPM que es mas econdémica,

Tabla 3. Cuantificacién de bacterias viables presentes en muestras clinicas.

No. muestra Mac Conkey Agar Sangre No. muestra Mac Conkey Agar Sangre

1s 6,64 0,00 12 EF 5,69 0,00
2s 6,41 0,00 13 EF 6,95 0,00
3 EF 6,60 0,00 14 EF 6,41 0,00
4 EF 6,76 5,90 15 EF 6,93 6,20
5 EF 6,83 0,00 16 EF 6,37 0,00
6 EF 6,15 0,00 17 EF 7,09 0,00
7 EF 6,17 3,40 18 EF 5,89 0,00
8 EF 6,59 0,00 19 EF 6,82 0,00
9 EF 7,12 4,80 20 EF 6,51 5,50
10 EF 6,97 0,00 21 EF 6,90 2,80
11 EF 7,09 0,00 22 EF 5,30 0,00

Los valores representan el Log UFC/ml de bacterias cuantificadas mediante el método GSPM en dos medios de cultivo diferentes.
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rapida y eficiente (tabla 1 y 4) en comparacién con la
metodologia de goteo en placa e incluso comparada a
la metodologia goteo en placa 6X6 (Chen et al., 2003).
El nimero de bacterias obtenido mediante GSPM es
muy reproducible, similar al método 6X6 y mayor al
método de plaqueo. Debido a que se ahorra tiempo y
material, la metodologia GSPM permite que una sola
persona procese para su sellado, hasta 96 muestras en
un tiempo aproximado de 2 horas, lo que podria faci-
litar las repeticiones de un experimento o bien evitar
que las poblaciones bacterianas de las muestras no se
modifiquen en el transcurso de su procesamiento. La
metodologia GSPM permite cuantificar de 6 a 8 mues-
tras en una misma placa de cultivo de 90 X 15 cm, en
funcion de las diluciones realizadas; lo que resulta ser
muy econoémico para un laboratorio y es compatible
con el medio ambiente al no usar tanto material.

En este trabajo la metodologia GSPM permitié proce-
sar para su estampado y posterior cuantificacién a 22
muestras clinicas en tan solo 15 minutos y 96 mues-
tras de rizésfera en 2 horas, lo cual resulta bastante
practico y con un nimero de repeticiones que son re-
queridos para realizar andlisis estadisticos futuros. La
cuantificacion de bacterias para 96 muestras requeri-
ria mas de 16 h si dicho trabajo se efectuara por una
sola persona por metodologia de “Plaqueo” y 8 h por
la metodologia de “Goteo en Placa” (tabla 4). GSPM
ahorra puntas para micropipeta en comparaciéon con
la metodologia goteo en placa 6X6, con la ventaja adi-
cional de poder colocar todas las diluciones explora-
das dentro de una misma placa; lo cual no ocurre para
el método 6X6. Debido a que GSPM permite trabajar
en serie, todas las muestras se procesaron en un tiem-
po parecido obteniéndose un resultado homogéneo
(desviacion estandar disminuida en referencia a otros
métodos). Algunos microorganismos tienen un tiempo
de generacién muy bajo por lo que es recomendable

procesar a las muestras de una forma rapida. Experi-
mentos de mutagénesis al azar para la bisqueda de
mutantes defectivas en el crecimiento después de un
estrés extremo (Morales-Garcia et al., 2010a), se han
acoplado con la metodologia GSPM (dato no mostra-
do). En este trabajo la metodologia GSPM se usé para
cuantificar el nimero de bacterias presentes en mues-
tras clinicas y de la rizésfera de plantas, no obstante
esta metodologia podria funcionar para cuantificar mi-
croorganismos en otro tipo de muestras como aque-
llas que provienen de ambientes endéfitos (Cavalcante
y Dobereiner, 1988), de aguas residuales (Falcioni et
al., 2006) o de suelos (Munguia-Pérez et al., 2011).

Los resultados de adhesion y colonizacion en rizésfera
de maiz de P. putida KT2440, A. brasilense Sp7, Sphin-
gomonas sp. y G. diazotrophicus estan en acuerdo con
lo reportado anteriormente (Molina et al. 2000; Fallik
et al., 1988; Boltner et al., 2008; Caballero-Mellado
et al.,, 1998), lo que corrobora que el método GSPM
tiene una deteccion similar a otros métodos usados
para la cuantificacion de bacterias de este ambiente.
Ademas, la cuantificacion de bacterias de las muestras
se pueden explorar rapidamente en diferentes medios,
debido a la ventaja de usar el replicador como sello,
como se mostré para las muestras clinicas de este
trabajo, lo que podria incrementar el rango de cepas
aisladas del ambiente que se esté explorando, aumen-
tando la posibilidad de aislar nuevas especies o aque-
llas designadas como “no cultivables” hasta la fecha
(Baker et al., 2003).

Conclusiones

GSPM es una metodologia para cuantificar bacterias
cultivables de forma masiva, tanto para muestras am-
bientales como de fluidos humanos, no requiere equi-
po costoso y es una metodologia rapida, reproducible

Tabla 4. Ventajas hipotéticas de GSPM contra otros métodos de cuantificacién de bacterias para la cuantificaciéon de 96 muestras

independientes.

Método de Tiempo para Placas con Utilizacion de tubos Litros de agua destilada
cuantificacion de realizar el medio de cultivo | Eppendorf (TE) 1.5 ml 6 placas estéril requerida
bacterias método (h) utilizadas multipozos de 96 pozos (Pm) | (medios y diluciones)
Plaqueo 16 576 768 TE 60,48
Goteo en placa 8 96 768 TE 0,6
GSPM 2 16 8 Pm 0,12

Los datos de GSPM son reales, los datos de las otras metodologias son hipotéticos en el caso de haber procesado las muestras rizosféricas por esas
metodologias (obtenidos por extrapolacion de experiencia en el laboratorio).
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y econdémica. El método GSPM es 1.4 veces mas rapi-
do para el procesamiento de muestras que el método
de cuantificacion de goteo en placa 6X6, 6 veces mas
rapido que el método de goteo en placa y mas de
10 veces superior en comparacion con el método de
plagueo. Ademas GSPM presenta un ahorro de placas
con medio de cultivo de 24 veces en comparacién al
plaqueo y 6 veces en comparacion al goteo en placa.
El ahorro de material hace que GSPM contribuya con
una menor contaminacién para el planeta en referen-
cia a las otras metodologias. La rapidez de la meto-
dologia GSPM puede incrementarse dependiendo del
tipo y nimero de replicadores usados, asi como del
tipo de pipeta multicanal utilizada. GSPM podria aco-
plarse a sistemas de deteccién automatizados, junto
con metodologias moleculares como la PCR y otras
como el método NMP.
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