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I"' rn ODUCC I O~J. -

La pres e nte t{sis tiene por o~jeto reali1ar un rstu

dio técnico-práctico para obtene r una posible solución al pro

'J l Fma que ,-1 co r-; t E' O bacite"'t iano crea en las empresas farmacéu-

tica s , de~i d c al ti empo que requiere un pro ducto pera a nálisis 

(4 d ías: y , por lo m· smo que se retien e r n inv rr tarios. 

La mi crosco r ía e s uns ci e ncia que va a dquiriend o día 

a r' ía, mayor importa r. cia. Se sirven r:le ell2 las principal es r_!! 

mas de la actividad humana: arte , cie ncia, agricultura, incus

tria ••• El microscopio ~ s e l pri ncip 2l elemento en todos los -

la '1 oratorios de inv r·stigaci6n. Es un ins t rumento indisp e nsa '·1le. 

Una parte de este trabajo Está co ~ sagrada al i ns t ru

men to en sí: historia, fu ncionamiento y empleo. En capítulos -

suc esivos pa s amos r e vista a los m~todos de CO '.l teo 'actr :;:- iano -

emp lea dos actualm n te, a las po s ibles a plicacion es del micros-

copio de cont ra s te d e fases en este campo, a s í como a la forma 

de preparar los mate ria~es de estu d io para ser obs ervados en -

la s r • jor ~ s cD ndiciones posi hles y, dFsrlc lus go, los r e sulta--

dos arrojad os dura r te e l estud io com parativo ent r e los ~ os m~-

todos. 

Cabe s ~ Aalar que este tra bajo ha sido realizado tra-
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tan da ~ e s er lo más 0!1 jetivo, fun d a mrnta r o e imparcial <n la a 

prEci a ci6n s r br r el actual m ~ todo de cont Po bac 'e riano co n e l 

fi n · e 109 rar una bue na comparaci6 n con el m ~ todo r el micros--

copio d e contraste de fases. 



l\IJ CRDSC DPIO DE CDrHRl\SE DE FflrES . 

D CS C RirCIO~ DEL APA qA TD.-

El micro s c c pio de contr;:istP d E· fa sr s r evF ¡a c1eti:1 ll r s 

en ~ spécim e n e s tanto vivos como . muertos, fijos, demasiaco tren~ 

parentes come para s e r observados - n e l micro s copio ordinario 

6 ,- ormal. 

Para lograr e l con t raste de fa ·.· s tien e que haber -

dos tipo~ d e on das, lo cual se logra con d os hace s difErentrs: 

el haz d El o bjeto 

haz de r e f e r e ncia 

El haz del o b j e to pasa r! ir e cta mente a tr~v~s dr l mi~ 

mo en el microscopio ordinario, pero el otro haz denomi na r' o 

haz el e r r f r r r ncia atraviesa la preparación lig P. ram r nte a un le 

do c!e l objeto. A consecu e ncia de e llo los r1os haces no atravil'. 

san l os mismos mat r riales. Como la fase de l l'z r ue atrs.viesa a 

cada parte del o b jeto h a s ido alte ra rl a en gr ad o dif r rente en -

el ha 7 del objeto, y, como . la fa s e de luz en e l ha 7 de refe re~ 

cia no ha sido a l t e rada, la amp " itud de l a lu7 q ue sale de s---

pu~s está afe cta rl a en grados rlifErentes, seg1~h 'a man Pra como 

cada ingr er~ iente tisular ha modific:a ci o l a fa se de la : on 1'as lu 

minosas q u ~ les han atravQsado ( e n el ha? c'e l o : j eto), como con 

s e cu en cia los c' iv E: rso ~ · c ompo ne nte s del 0 '~1 j r to apar r c~' rán u nos 
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más c l a r os y o t ros ' á s obscu r os. 

Las disti nta s r r. gio nes de la c ~lula d ifieren e n cuaD 

to a ín d ic P re r ~ fracci6n qu e pu ede co nsiderarse un? m~di ~ a rlP 

la velocidad de la luz a trav~s de la rr. at r ria. El índic P r' p rf_ 

fracci6n rJ ep Pnd e Pn gran parte de la de nsidad r'e 1 a región por 

don de pa s a la luz, o sea d e la c onc en tración de rr.at e ria por u

nidad r e VOl~m P n. mientras mayor SPa la densidad, ma yor e s el 

índic P r'r> r 8 fracc i 6n y menor la vs locidad (p la luz. Por lo -

t an to, la luz aue atraviesa el n~cleo suele sufrir efFctos c i

f ~ r >n~es d e la que pasa por 1 citoplasma por las d i s ti nte s -

ca centr a c i on s d e las substancias en estos lu gares. Las r ifF

re.ncias de tra .. 1ecto luminoso debida s a fac t or r s de es t e tipo -

no son fácil es r e r eco noc e r en el microscopio ordinario. Los -

microscopios ~ e co n tra s te d e fases son microscopios 6pti~os m~ 

dificados para t ransformar las diferencias de Índice c e r r frac 

ci6n r n co ntraste visible, sea de brillantez, sea d e col o r uti 

lizan ~ o el f e n6meno con ocido como interfer rn cia. 

Por e j emplo, e n condiciones apropia das dos ondas lu

mi nosas i ( ~ n t icas pue ~ en anu l arse mutuamente, pr od uci Fndo obs-

curidad en lugar de luz cua ndo ll e gan juntas a un punto dado. 

Puede ocurrir así cuando una onda pasa por un we d io con cierto 

índice de re f racci6n y la o t ra por otro me dio con diferente ín 
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dic r de r fr acci6n. Aprov • cha ndo ~ s ' o s •· f ectos, y ap ~ icá n ~o - os 

a la luz que pasa por la c~lula e n lu~ar de r Fal5 7ar ma n io hr2 s 

sobr 8 la misma S 8 legra una "tinci6n 6ptica", de modo qur los 

cl ist · n tos orga :ie los pr e s enta n así un n o t a hl E" contr ;o, s t e con e l 

r r s to de la célula. Ade má s , por la influ encia d E la conc rn i ra

ción so :i n~ las propi er' a r!es 6pticas d e la materia, los micros-

copios de contra s te de fa s e también pe rmiten conocer la s ca nti 

da rle s de ciertas su ~ sta n cias en distintas c6lulas 6 en d istin

tas regiones de la misma cálula, por ejemplo e n fibra s muscu--

lares en su e sta d o normal compara r a s con fibra s trata r a s con -

solucion e s extractoras. 

Ahora !J ien, las c ~ lulas t e ñidas y fijadas son visi--

bles por a ue la tinci6n absorbe a l go de la l u z y la l uz que e -

me rge de es tas cálu l as es un poco disminui da en amplitud en -

compar a c i 6n con la lu z r ue pa s a solamen t e a travás del me d io. 

El ojo es s e nsible·· a a l gu nos rle J os c e m' ios de am plitud los -

cual es ~ on a pr Fciados como una r e d ucci6n e n l " b ri l la n t ~ 1 de -

la c'lula y , si, como es usual, alguna s lon~ itu d es d e onda s on 

s e l ectivam e nte a Ssor bidas, s r. apr e cian solame n t e co mo cam hios 

el e c c 1 o r. (Figura 1) • 

La figura 2 es el diagrama del paso de la lu z a tra-

v!s de una c~lula vivi ~ n t e s i n fijar, mor ta ~ a e n m r~ io acuo s o 
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como solución salina, co n un bajo Ín d ice de r pfracci6n en su -

prop io ma · c rial y un poco más alto en el citoplasma. Su cuali

dad radica r-n la5 dif - r Fncia :o <
1 8 1 Ín cl jce de refraccjÓn r-:t rr -

e l co r tFni ~ o de la c~lula y el med io am ~ i~ n t e que la rorlea. 

Lo qu e ha suc : rl ido es que en la entrada de l_a lu7 al 

mat • rial c ~ lular, la luz es r ~ tr e sada y las on ~ as emerg • ntes -

so n r.onsE·cue n tem en te desplazadas con r e sp E' cto a la ancla "'Ue S,2 

lame 1te atrav e s6 el medio de mo n taje más delgado • . l\:o í pue ~ es-io 

te desp l azamiento e s llamado un cam ~ io de fase 6 en camino óp-

tico y en este caso lo s cam :•ios de fase en la luz ~uE! pasa a -

trav~s de la c~ l ula son r E' tardos en fase. 

Esto Bs te~ricam cr te, desde lu ogo que e n la práctica 

es tas co nd iciones nunca se realjzan com pl e tame n te. 



PRI NCIPIOS DEL [ I CRD SCDPID ~ E CD ~ TRASTE DE FASE 

El microscopio dr contrastr r e fase puso en manos del 

microscopista una t~cnica única de valor inmesurable en e l F X~ 

me n ri el detalle estructural de organismos vivos, transparentes 

y otros esp ecímenes de propieda~ es 6pticas similares. Tan sig

nificativa es su importancia que el Prof. F. Zernicke de Hola~ 

da fu~ premiado con el Premio Nobel en 1953 por s u tra bajo de 

pionero en microscopía de fase. 

Establecido en t~rminos simples, la funci6n d e l mi-

croscopio de contraste de fase, es la conversi6n a trav(s de -

la mani pulaci6n 6ptica, de las diferencias visibles de inten-

sidad de luz. 

La Figura 3 es la repr es entaci6n gráfica e n un mi- -

c r oscopio ordinario de la luz directa y difractada. La on de m 

viaja a trav~s del med io de montaje en que se encuentra la c~

lula y la on da o repr e s en ta la onda que viaja a trav~s ~e le -

c~lula teñida, esto es ya reducida. 

En la figura 4 se muestra un diagrama de la 6ptica -

esencial de l micr oscopio de contraste de fase. El diseño del 

microsc·opio de contra s te de fase es esencialmente el mismo que 

el microscopio ordinario en lo oue se refiere al ·'. COndeAsadmr -
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obj - tivo s y oculares. El microscopio dr contraste de fase ~ i -

fiere solamente en rue tiene un diafragma especial, normalme n

t e en forma de anillo y pr e cisam e nte llamado el anillo, en al

guna posici6n entre la fuente de luz y el condensador y, en que 

tien r' una superficie plana de vidrio grabado especialmente con 

una configuraci6n similar a la del diafragma. Este es llamado 

plato ~e fase y es colocado en algón pu n to sobre las lrntFs de 

enfrente del objetivo. Bajo estas circunstancias puede ser a-

preciado que toda la luz que pasa directamente a trav~s de un 

objeto colocado en el plano del objeto, co mo se muestra por las 

lín - as continuas e n l a figura 4-A pasará solamentP a trav~s 

d el ár ~ 2 en forma de anillo del plato de fase, el cual se re-

pr e senta en la figura 4-C. Esta ár e a ti e ne un difer e nt r e s pe-

sor en relaci6n con el r ~ sto del plato ~ e fa~e. 

Así, con la a y uda de e l anillo y el plato ce fase 

uno llega al e s t a d o que se muestra en la figura 5, donde la 

luz difractada ha sido artificialmente retardada a un cuarto 5 

de longitud de onda comparad a con la luz directa, las dos fuen 

t e s de ondas int e rfiere n con cada cual y en recombinaci6n, far 

ma imágenes con a n plitudes variabl e s de ojjetos que tenían ori 

ginalm e nte solo cam bios de fase inducidos. 



11 

En el microscopio convencional, los detalles del P S

pécimen son casi siempre más obscuros 6 más claros rue otros,

en la mayoría de los casos, como un resultado del manchado di

ferencial en e l más obscuro de los detalles, la mayor can t idad 

de luz es absorbida y es como pasa a trav~s del espécimen. De 

esta manera cada el emento estructural activa, pera mayor 6 me

nor grado, como pasa a través la onda de luz. Esta reducción -

de intensidad resulta una reducci6n correspondiente en la am-

plitud de onda de la luz (distancia de la cresta a través de -

la onda) como muestra la figura 6. La absorción selectiVP aquí 

descrita produce una imágen realmente visible porque el deta~; 

lle del espécimen aparece como diferencias de brillantez 6 de 

color al cual el ojo es sensitivo. 

El e spécimen de fase (un pequeño organismo viviente) 

es transparente, con menos color, es típicamente montado en un 

medio transparente de propiedades ópticas casi idPnticas. 

Porque de la naturaleza transparente del detalle fiho sin el -

esp~cimen de fase, la amplitud de las ondas de luz pasando a -

través del espécimen y sus alrededores no s e altera aprrciabl~ 

mente. Con muy pequeña 6 sin absorci6n de lui por los el ementoi 

e structurales del espécimen, la intensidad de las on da s de lu 7 

permanece constante, pues, si faltando la variaci6n de los gra 
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dos de la inten si dad de luz, una imág Fn visible al ojo no pue

de ser formada de la manera clásica. 

Así pu e s, como la luz pasa a través del espécimen de 

fa ~ e, ocurre otro fen6meno muy significativo llamado r ifracci2n 

Además del detalle es t ructural fino del 8spfcimen de fase y del 

es pécimen como un todo relativo ~ sus alre ~ edores, existe lo -

que se denomina como diferencias en el trayecto 6ptico, resul

tante de las cifrrFncias en el índice de refracci6n y espesor. 

Las dif e r e nc i as e n el trayecto 6ptico dan aumento rn · la difrac 

ci6n por el detalle del espécimen. La s más pronu nciadas 6 abru~ 

tas disco n ti nuid a -·F s en el trayecto 6ptico nos dan el efecto de 

difracci6n más grande. 

Un r Psultado de la difracci6n es el de que la luz es 

dispersada en - comparaci6n a la luz no desviada la cual es tran~ 

mitida dir Fctamer te a través de esas áreas del espécimen don-

de e l de t a lle es i ~ suficiente para causar difracción. La segun 

da característica importante de la difracción es que ahí Pstá 

una rl i f er • ncia de fase entre la luz ~ ifractad a y la l uz no --

desv iada ó luz d irecta. El micr oscopio de fas e hace posible 

el conv ertir dif e r e ncias Pn el trayecto óptico al cual el ojo 

no es sensitivo en diferencia de intensidad ó de amplitud, las 

cuales Fl ojo puede o j serv a r sin necesidad de usar tinciones. 
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El microscopio d P. contraste de fases utiliza dos 6ni 

cos componentes: 

1) Un diafragma anular debajo del condensador el cual 

dirige un cono hueco de luz al espécimen transparente 

y 

2) Un objetivo microsc6pico convencional que es madi 

ficado por le adici6n de la difracci6n 6 plato de -

contraste de fase. Este plato es construido y colee~ 

do de una manera tal que se-para la luz difractada y 

direc t a proveniente del espécimen y altera su inten

sidad y relaci6n de fase, así que se combinan en el

plano de la imágen visible. 

Al mismo tiempo que la luz pasa a trav~s del esp~ci

men de fase y sus alrededores, la difracci6n ocurre en ca~a -

punto donde el detalle estructural interno (de diferente tra-

yectoria 6ptica) es t á presente. Similarmente, la discontinui-

dad 1 ~ brusca en la tra ~ e ctoria 6ptica al rededa~ · de los bordes 

dEl esp~cimen donde ést e coli r' da sus alrede dores causen difra~ 

ci6n. Esta luz difr ~ ctade es un cuarto de largo de onda fuere 

dF fa se ~ e luz no difractada por el detalle del esp~cimen la -

cual pase directamente a trav~s del plano del espécimen. Las -

l e ntes dPl o ~ j ? tivo que r - ci ben am has l = luz d irecta y equ6118 
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porci6n de las 6rden f s d ifr a c t a ~ as de luz, la cual ca~ den tro 

de los límite s de la apertura del objetivo (v 8r figura 7). 

Entonces nosotros tenemos esta situaci6n: la lu 7 se 

mueve ~ e l plano del esp6cimen hacia la difracci6n 6 plato de ~ 

fase, la luz dir r cta con considerable mayor intensidad que la 

luz di fracta ·!a inueve como un cono de luz concentrado hacia 

coincidir con e l anillo 6 plato de difracci6n. La lu i difract.a 

da relativame nte d6bil en intensidad y retardada en fese por ~ 

un cuarto de largo de onda, se mu r· ve ,tanto como para ser dis-

tri~u!da so~re la apertura total del plato de difracci6n. 

As!, como la luz directa es más brillante, su inten

sidad podr!a tender a perder el equilibrio más débil de la lu7 

difractada y diluír 6 destruír el contraste de imágen para 

comp ensar y traer le luz directa y difractada a un balance, 

se utiliza una película absorbente metálica en forme de un di~ 

co -anillo torneado-. Esta película 6 cu hierta en el anillo -

d~l plato de fase r educe la intensid ad de la luz directa. As!, 

la absorci6n ti~nde a igualar intensidades 6 ~rillantez. As! -

pues, cuando la luz difractada y directa se com binan más tarde 

en el plato focal del ocular, son balanceadas para llevar a C.,! 

bo el grado des ~ a d o c e contr aste. Simultáneam en te, con e l pro

ceso de a ~ sorci6n descrito a nt es, e l plato de difracci6n r Fa--
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liza una segu . da función impar ant ' , utilizando un materi Rl r~ 

tardador de fase, la r Placi6n de la fa s e relativa de la luz di 

r r eta y difractada es alte rada por un cuatto dP largo dr onda. 

Si e l mat 0·rial retardador de fase es colocado encima del disco 

anillo torneado del plato de difracci6n r esulta una imág r n de 

contraste brillante. En este caso, como muestra la figura 8 , 
la luz d irecta es r e tardada por un cuarto de largo de onda, tr~ 

y~ndola de ntro de la f~seJcoñ~ 1a luz difractada. De esta mane

ra la luz difractada es reforzada por la superposici6n agre--

gada de la onda de luz directa. El resultado es una imágen del 

esp~cimen la cual aparece más brillante otra vez y más obscuro 

su contorno (Esto asume que el e sp~cimen tiene características 

de mayor trayectoria 6ptica que sus contornos como es general

mente el caso). 

Cuando el material retardador de fase e s coloca r' o s~ 

bre to c as las ár eas del plato de difracci6n aparte del disco -

anillo torneado, resulta una imágen de contraste obscuro. Como 

mueetra la figura 9, la luz difrac t ada es retardada por un cua~ 

to de longitud dF onda, el efecto de esta dP sviaci6n es tra er 

la luz d ir r cta y difractada juntas al plano de la imágen de la 

imágen de l ocular un medio c e largo de onda fu e ra de la fase. 

El r e sultado es una superposici6n substractiva de . las on r' as de 
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luz por l.a cuel las o~das d ir Pcta y d ifractada cancelan ca~a -

cual para formar una imágen más obscura que su contorno. 

Esta explicaci6n breve y no mátem~tica del microsco

pio de contraste de fase, junto con la informaci6n anterior, -

nos servirá como guía suficiente para el uso y aplicaci6n del 

microscopio de co~traste de fase en nuestro experimento. 
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SITUACIDN ACTUAL.-

Determinaci6n ce la contaminaci6n bactEriol6gica en 

diversos productos. 

Actualmente y desre hace varios a~os la determinaci6n 

de contaminaci6n bacteriol6gica se lleva a cabo por el m~torlo 

clásico de siembra del producto y conteo del n6mero de colonias 

desarrolladas. 

El procedimiento es como sigue: 

Se reciben las muestras, normalmente deben de ser -

dos (2) muestras por lote para que, en caso de contaminación -

se rectifique el resultado con la segunda muestra en una segun 

da resiembra. 

De estas dos muestras se toma una para someter a ex! 

men bacteriól6gico el cual se lleva a cabo en las máximas con

diciones de esterilidad. 

Dependiendo del producto que se trate se hace una di 

luci6n, por ejemplo se toman cuatro mililitros de muestra y se 

llevan a cien mililitros con agua fosfatada y re esta diluci6n 

se coloca un mililitro en cada caja petri est~ril, de preferen 

cia deben ser seis cajas, tres para hongos y tres para bacte-

rias. Despu~s se agregan 20 (veinte) mililitros de medio para-
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~ actr ria s licuado a una t emperatura de 37 a 40 gra~ o ~ ce nt!---

gra ~ os a tres ce l as cajas y, a las tres restent~ s veinte mili 

litros de medio para hongos, se mezcl a con movimie n to rotato--

ria de tal manera que la muestra quede bien dispersa. Se ceje-

solidificar a temperatura ambiente y se som ~ tEn a incu baci6n -

de 37 gracias centígrados las tres cajas de bacterias por 24 e 

48 horas, mientras que las cejas de hongos se dejan a tempere-

tura de 28º C por cuatr~ días. Inm ediatamente después ce la in 

cu ~ aci6h se procede al conteo de las colonias las cual r s, te6-

ric emr nte desarrollan uria por cada microorganismo sem h re~o. Se 

suma el nú e ro dE colonias de las tres cajas y se divide entre 

tres, esto es, se obtiene el promedio el cual se multiplica por 

25, debido a la primera /diluci6n efectuada (4:100} y estr 

sultado corresponde al riúmero de ba~terias por mililitros de -
1 
¡ 

mu estra. i 
1 ¡ 

El siguiente r aso e efectuar es la idrntificaci6n de 

los microorganismos que se puede ll~var a cabo dr la siguiente 
¡ 

manera: 1 

l} Se hacP u ~ frotis por t inci6n de Gram para identi 

ficar si se tret~ de cocos 6 de bacilos, Gram positivos 6 Gram 

n ~ gativos. 

2) Se hace una identificaci6n bio~uímica, esto es, -
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se r e si e mbra en los cuatro medios tradicionales de Sim, Kiegler 

Sacarosa-Urea y manitol, los cuales SP incuban por 24 hores a 

37 grados c e nt!gra ~ os y se interpretan de acuer · o con el desa

rrollo observado, d ando un resul t ado que r e h e ser compar~ h le -

6nicame n te con un solo microorganismo. Así pues los resultar'os 

se llevan a una ta b la de cualquier libro de microbiología y se 

observa con qu~ microorg ,·nismo ·coincide. En caso ¿ e r uda se r~ 

comienda rep e tir la bioquímica y dependiendo de los resulta~os 

se d e b e sembrar en medios espec!ficos , de desarrollo como por -

ejemplo: verde brillante para identificaci6n de Salmonella. 

a) En algunos laboratorios se evita todo el paso por 

la bioquímica, utilizando el conocimiento visual de las colo-

nias, esto es, se determina el microorganismo por medio de la

obs rvaci6n detallada de la colonia (si es blanca, cremosa, r~ 

donda, por decir algo, se pued e asegurar que se trata de St. -

Albus, lo cual se re c tifica por medio del frotis). 

b) Además se utiliza mucho un co nsiderable adela r to 

de los Estados Uni d os que se llama Pathotec, el cual consiste 

en pequeñas tiras de papel impr r gnadas de diferPntes su t stan-

cias, las cuales provocan determinada coloración al co r tacto -

con dFt e rmina ¿ o microorganismo. Desde luego que ~sta .es u na -

identificaci6n relativa que unida a la identificaci6n ~ P las -



colonias se puede considerar como suficiente para acPptar 6 

rechazar un producto. 

?.2 

Como se puere observar en el caso ideal, de que el -

producto no resulte contaminado, fu~ necesario per~er cinco -

días, con el producto sin e nvasar para tener la seguridad de -

que puede salir a la venta. 

Además, ese tiempo es muy significativo en lo que se 

refiere a ''tiempo-empleado" y · material, esto es, fu~ necesario: 

a) Lavar cajas y pipetas 

b) Secar cajas y pipetas 

c) Envolver y esterilizar cajas 

d) Preparar y esterilizar egua fosfatada 

e) Esterilizar pipetas 

f) Preparar medios r' e cultivo y esterilizarlos 

g) Incubar dos y cuatro días. (el producto sembrara) 

h) Hacer frotis e ide ntificaciones y 

i) Reportar 

Situación por la cual se ha pensado en disminuir to

do t.sto a, exclusivamente: 

1) Preparar y estPrilizar agua fosfatada 

?) Hacer una observaci6n directa al microscopio re -
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contraste ci e fases efectuando el conte o e identific~ 

ci6n y 

3) Reportar 

Todo esto se re c uce a menos de dos horas, a diferen• 

cia de los cinco días utilizados, indepen d ientemente del aho-

rro muy considera ble en: espacio, me c ios de cultivo, cajas, Pd 

petas . y, sobre todo personal, E sto ~ es, ''tiempo-empleado" 6 

s e a su · l dos 6 salarios. 
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PARTE EXPERimENTAL.-

En lo que se refiere a la parte ' experimental se par

ti6 de la base de que el microscopio de contraste de fases, pe~ 

mite la observaci6n directa de los microorganismos vivos. 

1) Se procedi6 al ajuste del factor microm~trico del 

microscopio cqn un objetivo microm~trico y un objetivo ocular 

por medio de los cuales se obtuvo una relacidn que arrojd los 

siguientes resultados: 

Aumento: 

10 X 

20 X 

45 X 

100 X 

Factor = 

" = 

" = 

" = 

.010 mm. 

.oo~ mm. 

.0022 

.0001 

= 
= 

= 

= 

10 micras 

S micras 

2.2 micras 

1.0 micras 

Esto es, la distancie entre línea y línea, en nues--

tro microscopio, equivale a 10 micras, S micras, 2.2 micras y-

1 micra de acuerdo con el aumento utilizado. 

2) Identificacidn morfoldgica tomando muestres de -

micoorganismos ya identificados por el m~todo clásico y de e-

cuerdo a la descripci6n microbi6ldgica de los libros, se efPc

tu6 la familiarizaci6n con cada uno de los microorganismos más 
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frecue :i tes en la co n taminaci6n de :1 uestros productos y se micr.2 

fotografiaron con el fin :e mantener dichas fotografías como -

Standard. 

3) Se intent6 ~ac e r un conteo bacteriano por medio de 

12 cámara cu cn tagl6bulos, idea que no result6 en virtud de que 

un gl6bulo mide aproxima~amente siete micras mientras que una 

bactEria mide de D.S a l.D micras, lo cual provoc6 resultedos 

excesivos, pues una sola bacteria podía ocupar hasta ·catorce -

capas y al contar un plano, en vista de su movimiento se cont~ 

ba una bacteria que podía desaparecer y reaparecer, lo cual pr_2 

vacaba duplicar el conteo o tal vez triplicarlo. 

4) De acuerdo con esta experiencia se investigd otro 

m~todo. 

Dbtenci6n del factor microsc6pico: Se midi6 el diám~ 

tro del campo microsc6pico usa ndo objetivo de ihmersi6n por m~ 
1 

dio del objetivo microm~trico, se dividi6 a la/ mitad pera obt~ 

ner el radio, con el cual podríamos calcular el ár e a del cempo 

microsc6pico mediante la f6rmula: 
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Y al delin ear un área detFrmina~ a d r 1 cm.2 -en Fl --

portaobjetos con lápiz gra s o podríamos calcular el número ~ e -

campos en un cm. 2 de la siguiente forma para obtener el factor 

microsc6pico: 

Fm = 100 

Ar ca de r ampo 

5) Determinaci6n del n6mero total de microorganismos 

en una mue s tra. 

Cuenta microsc6pica directa.- Este es un m~todo en -

el cual el n6mero de bacterias en una muestra (caldo de culti

vo, suspensi6n de c~lulas, leche, etc. ) puede ser determinado 

por exámen microscópico directo. 

Se efectuó tomando 0.01 ml. de mu e s t ra en el ·porta--

o hjetos limita~ o con lápiz graso y se extFndi6 la muestra uni-

formemente en el área, se dejó secar a t r mperatura ambiente y 

se proc P i (. a la fijaci6n con dos minutos en xilol y dos minu

tos en alcohol. No se hizo tinci6n considerando que la obsPr~-

vaci6n sería Pn contraste de fases. 

Entone : s se proce ' i6 al conteo bacteriano y cálculo 

de microorganismos . por mililitro como sigue: 

Se contaron de cuatro a seis campos y se obtuvo el -

número promedio de microorganismos por campo y este resultado 

multiplicado por el nÚm f' ro de campos nos dice el núm e ro de mi-
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croorganismos en la muestra que multiplicado por su \ factor d~ 

diluci6n indica el n6mero de microorg 2n ismos por mililitro. 

Esto nos llev6 a un nuevo problema, nuestro resulta-

do era falso en virtud de que durante el coriteo' se tomaron en 

cuenta microorganismos yá fijados, los cuales no podríamos as~ 

gurar si se trataba de microorganismos muertos por este riliza-

ci6n 6 de microorganismos vivos de contaminaci6n. De aquí que 

. se int0 ntara el conteo en vivo. 

6) Conteo en vivo.- Para el efecto huho de corr r gir-

se el factor microsc6pico pues al colocar el cubreobjetos, la 

muestra se expandía por capilaridad hasta los extremos, luego 

entonces se descart6 el área de 1 cm 2 y se consider6 un área ~ 

de 18 mm. X 18 mm. lo que modific6 considerablemente el factor 

de la siguiente forma: 

D 0.187 

r = 0.0935 

= 0.00874 

0.0274 

Antes Fm = 100 = .0?7 1· 3690.03 en 1 cm. 2 

Despu~s Fm = 324 
.0274 = 118~4.81 en 3~4 mm. 2 (lAXl 

De igual manera qu e en el paso So. se proc e dió al 

conteo de campos y el promedio de microorganismos por c~mpo 
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multiplicado por el factor de diluci6n y por el factor micros

c6pico dando como resultado el número de microorganismos por -

mililitro. 

7) Para demostrar la eficacia del m~todo microscópi

co directo, se cor~ieron experimentalmente y a la par, durante 

tres meses, los análisis de las muestras, tanto bacteriol6gicos 

clásicamente hablando, como por el m~todo microsc6pico directo 

obteniendo los siguientes resultados: (tablas anexas) 
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p e:; DDLJC: T n: IYlY L AWI\ SLI SPff SI m·. 

* PAT CGnrn 

Total de microorga ~ ismos/ml. 

m~todo del M~todo dP inocu 
mu e stra Ide r tificaci6n microscopio 1ec161!1 en -- cé¡ja-

de ccrtraste petri 

05 756-33 st. albus 12.98 6. 75 

05 256-44 St. al bus 3.5 O .-O 

05/72-1 St. al i LIS 9.44 o.o 

os~72-2 cocos 1.18 o.o 

1.18 

05272-4 B. su ~ tilis 1.18 o.o 

05272-5 cocos _J .54 o.o 

05272-6 St. albus 10.62 s.25 

3.54 o.o 
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PR ODUCTO: mYLA NTA SU SPE NSI ON. 

* P,t\TOGEMO 

Total de microorganismos/ml. 

m~tOdO del m~tOdO ci P inO 
muestra I dentificaci6n microscopio !iacidl!f ~- añ l(:láj. 

de contraste pPtri 

0527 2-8 o.o o.o 

05 272-11 cocos 3.54 o.o 

05772-22 o.o o.o 

05381-1 B. su btilis 4.7 o.o 

05381-2 B. sub tilis 2.3 o.o 

05381-3 o.o o.o 

05 ? 83-1 B. subtilis 1.18 so.o 

05283-2 St. al bus 2.3 o.o 

05283-3 St. al bus 2.3 o.o 
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PROD UCTO: f1-.YU i' Tl\ SUSP':: '. '.3 !0N. 

Total de microor ~ nismos/rnl. 

m6todo del ~~ torio rlP inOC 
n~uestra Id en ti f icac i6n microscopio laci6n en caje 

de co , tr2stR petri 

05 ::'83-4 St. albus 2.3 o.o 

o.o o.o 

o.o o.o 

05283-7 o.o o.o 

05283-8 St. albus 1.18 o.o 

05?83-11 st. al ~ us 4.7 o.o 

05~94-1 B. subtilis B.2 B.3 

05294-2 B. su '< tilis 5.9 o.o 

05294-3 B. su ' til is 4.7 B.3 
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PR ODUCTO: mY LAN TA SUSPENS I ON . 

* PATOG D JD 

Tota l de mi croorganismos/ml. 

m~to d o de l m~todo d8 ino 
mue s tra Identific a ci6n microscopio laci6n en caj 

de con tras te petri 

05?94-4 St. albus 8. ?. 6 o.o 

05 ?94-5 St. al bus 1.18 o.o 

05294-6 St. albus 3.54 o.o 

05?94-7 St. albus 3.54 o.o 

o.o o.o 

05294-55 St. albus 2.3 o.o 

05~94-8 st. albus 2.3 o.o 

05 294-11 o.o o.o 

05 294-22 o.o o.o 
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PRODUCTO: l'llYU~· .1 TA SU SPff SIOrJ. 

* P '.\ TOGEMO 

Total de microorganismos/ml. 

fí: t'itodo cif 1 m~tor:o r'p ÍrOC,); 
mue s tra Identificaci6n microsco ¡: io laci6n en ca je 

cf 8 contreste P'= tri 
o:; r94-33 St. al bus 2..-3 o.o 

05'.'92-66 cocos 1.18 o.o 

05293-1 cocos (al bus) 1.18 . lEi. o 

05293-2 St. al i· us 1.18 8.3 

05293-3 o.o o.o 

05 293-4 o.o o.o 

05293-5 St. al :-i us 1.18 o.o 

05293-6 St. albus 1.18 o.o 

05 ?93-7 St. albus 8.3 



PR ODUCTO: 01YLA :' TA SUSPE NS ION . 

Total de microorganismns / ml. 

IYl~ t. odo del · IYl~todo de ino 
muestra Identificaci6n IYlicroscopio laci6n e n caj 

de contraste pe tri 

05293-8 o.o o.o 

05302-1 B. subtilis o.o 

05302-2 B. subtilis o.o 8.3 

05302-3 B. subtilis 3.54 o.o 

05302-4 B. subtilis 1.18 o.o 

05302-5 B. subtilis 1.18 o.o 

05302-6 B. subtilis 8.26 8.3 

05302-7 B. subtilis 4.7 o.o 

05302-8 o.o o.o 
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PG l'Dl 'CTO: n1YLANTA SU SPE: NSI ON. 

* PI\ TDGrnO 

Tota l de ~icroorganismos/ml. 
r~ ~ todo ce l m ~to d o Q(• i noc 

muestra Id enti fj caci6n microscopio lac i 6n e n caja 
dE con tra s t e p ~ tri 

05309-1 o.o o.o 

05309-2 o.o o.o 

05309-3 B. subtilis 1.18 o.o 

053 09-4 o.o o.o 

05309-5 B. subtilis 1.18 o.o 

05309-6 B. subtilis 2.3 o.o 

05309-7 o.o o.o 

05309-8 o.o o.o 

05 314-1 8. subtilis 1.18 8.25 
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PRODUCTC: mYLANTA SUSPGJSI ON. 

* PA TOG !::NO 

Total de microorganismos/ml. 

m~todo del m'todo de ino 
muestra Identificaci6n microscopio" laci6n en caj 

de contraste petri 

05314-2 o.o o.o 

05314-3 B. subtilis 3.54 o.o 

05331-1 B. subtilis, St. albus 3.54 B.25 

05331-2 B. subtilis 2.3 o.o 

05331-3 B. subtilis 1.18 o.o 

05331-4 B. subtilis 4.7 o.o 

05331-5 B. subtilis O.O 

05331-6 B. subtilis 1.18 o.o 

05331-7 st. albus, B. subtilis 1.18 8.25 
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PRrOUCTC: MYLANTA SUS PE NSION . 

* P ,'\T OG Eí!O 

Total de microorganismos/ml. 

mttocio ~ el m~todo de ino 
Idrntificeci6n microscopio laci6n en caj 

d- contraste petri 
053 :> 1-8 B. subtil is 3.54 o.o 

05341-1 B. subtilis o.o 100.0 

05341-1 o.o o.o 

05341-?. B. subtilis o.o ?.5.0 

05341-2 o.o o.o 

05341-3 o.o o.o 

05341-4 o.o o.o 

05341-5 o.o o.o 

05341-6 o.o o.o 
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PRODUCTO: mYLArJH SUSPENSION. 

* PA TCGENO 

Total microorgenismos/ml. 

M~to d o del m'todo de ir 
mues t ra IdRntificaci6n microscopio laci6n en CE 

d e contra s te pP,tri 

05341-7 o.o o.o 

05341-8 o.o o.o 

05341-9 B. subtilis 1.18 o.o 

05341-10 B. s u ~ tilis 1.18 o.o 

05350-1 B. subtilis o.o 

05 350- ? B. su ! til is 3.54 o.o 

05350-3 B. su ~ ti J . is 3.54 o.o 

05 350-4 o.o o.o 

05 350-5 B. su '., tilis 3 .54 o.o 



* p t\ T DGErJC 

TotPl de microorQe ~ ismos/ml. 

ffluEstra I r!cnti ficac it'Sn 
[t:fto1iQ c\e l rr~tOdO dP ÍnOCJ 
~icroscopio laci6n en caja 
d e contrasto pe tri 

05350-6 o.o o.o 

C5350-7 o. o o.o 

05 '.: 50-B o.o o.o 

05 35 0-9 º·º o.o 
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~· RODUCTO: GELLISIL SUSPErlSHJr1. 

* P:\TOGEMO 

Total de microor~enismos/ml. 

mt;toc'o c'c· l IY1~torl o ¡: r ino 
muestra Identificaci6n microscopio laci6n en caj 

de contraste pEtri 

05313-1 o.o o.o 

05313-2 B. subtilis 2.3 o.o 

05313-3 o.o o.o 

05313-4 B. su':ltilis o.o 8.25 

05313-5 o.o o.o 

05313-6 B. sub ti lis 1.18 8.25 

05313-7 B. subtilis 1.18 8.25 

05313-8 B. su btilis 1.18 o.o 

05313-11 o.o o.o 
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PRODt.;CTC: GELUSIL SUSPE:'SI DrJ 

* P ,1\ T CG E N O 

Total de microorg•ni ~ mos/ml. 

m~todo del [,'~ tocio de ino1 
muestra Identificaci6n micros copio laci6n en caj : 

de con traste petr5 
05313-22 o.o o.o 

05313-33 o.o o.o 

05313-44 o.o o.o 

05313-55 B. subtilis 1.18 o.o 

05338-1 o.o o.o 

05:ne-2 o.o o.o 

0!:338-3 o.o o.o 

05338-4 o.o o.o 

05338-5 o.o o.o 
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PR DDUC TO: GELUSJL SUSPEr:sJ ON . 

* PATDGOJO. 

Total dF microorg ~n ismos/ml. 

W~todo del m~todo de ir 
mu ~ stra Identificeci6n Microscopio laci6n en Cl 

de contraste petri 

05338-6 o.o o.o 

05338-7 o.o o.o 

05 338-8 o.o o.o 

05 338-11 o.o o.o 

05338-22 o.o o.o 

05 3 38-33 o.o o.o 

05338'-44 º·º . o.o 

05366-1 o.o 41.50 

05366-1 o.o o.o 



43 

PP.CDUCTC: GELUSIL SUSPEr!SIDr l 

Total de microorgar.ismos/ml. 

~~todo ¿el M~ tO ci O ciP inOC 
mui=.stra Jrleo ntificeci6n microscopio laci6n en caje 

r'c contras t e pP+.ri 

05366-2 B. su':ltil is o.o 33.25 

05366-2 o.o o.o 

05 371-1 o.o o.o 

05 371-2 o.o o.o 

05371-.3 o.o o.o 

05371-4 o.o o.o 

05371-5 o.o O.Q 

0!:371-6 o.o o.o 

05 371-7 o.o o.o 
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Pfl CD UCTíl:GELUSIL 5 USPErlSJON 

* PATOG~NO 

Total de microorganismos/ml. 
m6todo co l m6todo de in 

muestra Id entiflcaci6n microscopio laci6n en ca 
de contraste petri 

05371-8 o.o o.o 

05371-9 o.o o.o 

05371-10 o.o o.o 

05371-11 o.o o.o 



* P.l\ TílGn:o 

mu r· s t.ra I 1' enti fi r: aci6n 

05319-1 PseuC:omona* 

05 319-2 Ps8 udomona* 

05319-3 Pseudomona* 

05383-1 St. albus 

05383-2 St. albus 

05383-3 

45 

Total CE microorganismos/ml. 

l'f"fto c' o c Pl 
r.licroscopio 

ri e contraste 
328.04 

430.70 

545.16 

4.72 

3.54 

o.o 

m6to -' o CE i.no1 
laci6n en caj1 
pe tri 

IncontablPs 

Tncontables 

IncontahlPs 

o.o 

o.o 

o.o 
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PRODUC TO: MASCARA F ACI/\l P. ll GAílR Y. 

* PATDG ffD 

Total de microorgan ismos/ml. 

I dentificaci6n 

05 377-1 

05377-2 

05 377-3 

m ~to ci o de l 
fflicroscopio 
rle co ntraste 

o.o 

o.o 

o.o 

r~~t o r.l o dr- ir 
lac i 6n e n e~ 
pe tri 

o.o 

o.o 

o.o 
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t=' i:O'.)UC Tr : Er: JLJ AGUE RICH ARD HUN:UT. 

* P.'\ TOGEM O 

Total de microorganismos/ml. 

í.' 6todo et' l ff1 ~to ri o r'.E inocL 
mue s tra IdentificacitSn microscopio laci6n e n caja 

de co ~ tra s te p e tri 
05374-1 o.o o.o 

C5374-2 o.o o.o 

05374-3 o.o o.o 

05375-1 o.o o.o 

05375-2 o.o o.o 

05375-3 o.o o.o 

05376-1 o.o o.o 

OS3 76-2 o.o o.o 

05376-3 o.o o.o 
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r: ;:r f)llC T O: CREMA PARA EL CUERPO PARA COX DU BARRY. 

* PATOG ENO 

Total de microor~anismos/ml. 
método drÜ rf' ftoc! O dE· ino1 

muestra Identificaci6n microscopio laci6n en caj : 
do co ntrast ~ petri 

05373-1 B. subtilis 5.90 o.o 

05 373-2 B. subtilis 9.44 a.a 

a5373-3 B. subtil is 8.26 a.a 
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¡::-r. : ·wr:H: SHAffPOO RICHl\RD HUD~HIT. 

* PA"'."OGErW 

Total de microorganismos/ml. 

rr·orlo ~ G l Mftodo de i~ncu 
muestre I den ti ;icaci6n microscopio laci6n cm caja-

dr co ~t restr petri 

05360-1 o.o o.o 

05360-2 o.o o.o 

os 360-3 o.o o.o 

05363-1 o.o o.o 

0536:3-2 o.o o.o 

05363-3 o.o o.o 

05363-4 o.o o.o 
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PílílDllCTO: CREr11A TRES FLORES. 

* P.l\ TOGDJO 

Total de microorganismos/ml. 
mf todo del rtl{todo de ino1 

muestra Identificaci6n microscopio laci6n en cáj1 
dE• co r. tr,, s te pPtri 

05342-1 8. subtil is 2.3 o.o 

05342-2 8. subtilis 5.9 o.o 

05342-3 B. subtil is 1.18 o.o 

05362-1 o.o o.o 

05362-2 St. albus 1.18 o.o 

05362-3 St. albus 1.18 o.o 

05361-1 o.o o.o 

05361-2 o.o o.o 

05361-3 B. subtilis 2,3 o.o 
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* P'\T CGErlíl 

Tot s l DB microorganismos/ml. 

Muestra 

05231-1 

05231-1 

05231-2 

05231-2 

05231-2 

~05231-2 

05231-3 

05231-3 

05231-4 

IY /'to e: o cJ ql 
Identificaci6n Microscopio 

de c nr •+.r::is te 

St. al bus, B. subtilis 8.2 

St. albus, S . subtilis 22.27 

St. al bus, microbacte- 8.2 

rias, B • subtilis 

s t. al bus, microbacte- · 22.27 

rías, B • subtilis 

St. al bus, B • subtilis 48.88 

St. ~ 1 Q us, B. subtilis 66.34 

St. albus, micrococos 8.2 

St. albus, micrococos 66.34 

st. albus 5.6 

f¡;{"- c r' O c'c· inDC.,!;! 
l aci6n en caja 
pE·tr i 

558.0 

25.0 

233.0 

25.0 

so.o 

66.67 

66.0 

66.67 

8.3 
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PíF'DUr.TC: AG l', ROL EIYt lJLSIO~J . 

*P.O. T OG rno 

Total de microorganismos/ml. 

métocl o del fff?todo r' e boc 
muestra Ide n tificaci6n Microscopi6 laci6n en cajr 

d o con traste prtri 

05230-2 St. albus, B. ~ su h tilis 25.9 41.66 

05230-3 St. al Lus, R. su htilis 33.04 so.o 

05230-4 St. aFus 31.6 3?.25 

05'73-1 St. albus lS.34 

05773-? St. al bus 47.08 41.SO 

St. al t us 17.08 16.50 

05~73-4 St. albus, B. subtilis 17.08 16.SO 

OS273-5 St. al bus, ~. subtilis 49.44 SO.DO 

05273-6 st. albus 68.2 66.50 
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r'i''"'Dt'CTr: AGA RC L Er:1U LSJ O: . 

* PATOGDJO 

Total ~ e microorganismos/ml. 

muestra J den ti fic ·· ci6n 
ff6tocio del ~(to ci o ele inoc,.!;!, 
microscopio la~i 6n en ceja 
d8 co ~ tr~ s t e pctri 

OS273-7 st. albus S7.08 ss.2s 

OS2T'-8 St. albus 4.7 o.o 

OS273-9 st. albus 11.B 16.SO 

OS284-l St. al bus 77.08 7S.O 

OS 284-2 st. albus SS.26 S8.00 

OS282-lll St. albus, B. subtilis 36.S8 so.o 

os~82-222 B. subtilis 67.14 66.SO 

OS282-333 B. su~tilis 129.S 12S.O 

OS282-444 B. subtilis Sl.9~ so.o 
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r ;-or '['ILIC TO: AGAROL El'WLSION. 

* '."' ATOGENO 

Total de mi croorganismos/ml. 

~ ~todo del Mt to~o ~e i noct 
Identificaci6n microscopio laci6n en caj~ 

de contraste petri 

05 ~84-11 B. subtilis 16.52 so.o 

05 ~ 92-1 B. subtilis 118.BB 108.25 

05 ?92-7 St. albus, B. su btilis 88.26 

05292-3 St. albus, B. su j tilis 20.06 58.0 

05292-4 St. albus, B. subtilis 89.44 83.0 

05292-5 St. albus,B. subtilis 16.52 

05292-B st. albus, B. subtilis 11.B 25.0 

05292-11 st. albus 15.34 25.0 

05292-12 st. albus 14.16 32.0 
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¡:;; ' 'DllCTG: .C.GA íWL ErnLJLSION. 

* PATDGGJO 

To t al de microorganismos/ml. 

muestra Identificacidn 
r:ié tooo del 
microscopio 
de co c•trastc 

05292-13 st. albus 22.42 

05 '." 97-3 St. albus, B. subtiljs 25.96 

05'."'97-4 B. subtilis 22.42 

05?97-5 B. subtilis 15.34 

05?97-6 St. albus, B. subtilis 18.8 

05297-7 B. su btilis 10.62 

05304-1 St. albus, B. subtilis 84.96 

05304-2 st. albus, B. subtilis 97.94 

05304-3 9. subtilis 96.76 

• 

r,~ 6tor'n r'I? inocu 
laci6n Pn caja 
p• trj 

so.o 

'."' 5. o 

25.0 

16.5 

16.5 

75.0 

58.0 

100.0 
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r RDDOCTO:AGARDL EmULSION. 

* PATDGENO 

Total de microorgenismos/ml. 
mftoclo del 

mue s tre I ci en ~ ificeci6n Microscopid 
de contra s te 

05304-4 B. subtilis 75.52 

05304-6 B. subtilis 33.72 

05304-7 B. subtilis 61.36 

05304-8 B. subtilis 42.48 

05304-22 St. elbus, B. subtilis 40.12 

05304-33 B. subtilis 4~.48 

05305-11 B. subtilis 81.42 

05305-55 B. subtilis 55.46 

05306-1 B. subtilis 49.56 

fi1 6 t odo de i r' 0C 1 

laci6n en caja 
petri 

se.o 

33.7S 

83.7S 

33.25 

41.5 

so.o 

66.5 

83.2S 

so.o 



f:r. ''[)IJr.H : AG !\ ROL EMULSI ON. 

* PATOGE NO 

muestra Id e ntificación 

05306-2 8. subtilis 

05306-3 B. suhtilis 

05306-4 B. subtilis 

05312-1 B. subtilis 

05312- ? B. suhtilis 

05312-3 B. subtilis 

05312-B B. subtilis 

0531?-9 B. subtilis 

05312-10 B. subtilis 
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Total de microorganismos/ml. 

r.~~tor:o c8 1 rr.~ tocio Cf' inOC.!:!, 
microscopio laci6 n en caja 

pe tri 
dG co r tra s te 
53.10 

63.72 

53.10 

5.9 

35.3 

12.3 

13.54 

77.0B 

55.9 

66.0 

se.o 

58.0 

B.25 

16.50 

16.50 

66.50 

so.o 
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PRílDUCTC: AGARDL EmULSJDN. 

* PATDGn:O 

Total de microorganismos/ml. 

M~todo dP.l m6todo de inoc 
Muestra Identificaci6n Microscopio laci6n en caja 

de contraste petri 

05312-11 B. sub ti lis 74. 7 75.0 

05312-12 B. subtilis 33.5 33.25 

05312-13 B. subtilis 19.44 2s.o 

05312-14 B. subtilis 41.18 41.50 

05306-5 B. subtilis, St. albus 70.80 83.25 

05306-8 St. albus 44.84 so.o 

05306-9 B. subtilis 14.16 25.0 

05315-1 St. albus, B. subtilis 142.78 166.50 

05315-3 St. albus, B. subtilis 188.80 166.50 
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r ~ rn11c ro: AGM(OL Ef;'LJLSJ 01\J. 

* PATOGO.JO 

Total de microorganismos/ml. 
m~tod o de l m6t odo dp i n o~u 

muestra I c!c n ·: ifici=ci~n Microscopio lación en caja 
de contrasto p ~ tri 

05 315-8 St. albus, B. anitra

tum 

105.88 108.~5 

05 ~1 5-55 B. suhtilis · 200.60 116.50 

05315-66 B. subtilis 85. 76 66.50 

05315-77 B. s u ~ti lis 129.36 . 125.0 

05328-1 St. albus, B. subtilis 10.62 16.50 

05328-3 B. subt i lis 75.34 75.0 

05328-3 B. subtilis 168.26 175.0 

05328-4 B. subtilis 99.44 66.50 

05328-5 B. su btilis 125.9 125.0 
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r-RODUCTO: AGA RDL En1ULSION. 

* PATOGHJO 

Total de microorganismos/ml. 

m~todo del m~todo de i r oc 
mues t ra Iclentificaci6n Microscopio laci6n en caje 

de contrastR petri 

05 '."3 28-6 B. subtilis 8.25 

05 32 8-7 B. subtilis 55.9 58.25 

05330-1 B. subtilis 152.22 175.0 

05330-2 B. subtilis 174.64 166.50 

05330-3 St. albus, B. subtilis 17lwl0 168.?5 

05327-7 B. sub ti lis 217.31 200.00 

05351-4 8. subtilis . 93.22 83.25 

05351-5 8. subtilis 100.30 125.0 

05351-6 8. subtilis 92.04 100.0 
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* P.l\TOG :::rJO 

Total de microorgenismos/ml. 

re ~ tocl o c"! l fii é to c: o el f' in oc u 
mues tra I cen tifica ci6n microscopio 1 ~I"'. ii'ín Pn CA ja 

(.[! cor•, ra s t e ~ P tri 
05351-7 ri s ubtilis, St. al bus 84.96 ºº·º -· . 

053 51-11 B. su bt ilis 102.66 91.50 

05351-22 B. subt : lis 106. -:- o 141. 50 

05351-33 B. su ~ tilis 132.16 125.0 

05351-55 B. su =tilis 109. 74 125.o 

05351-66 B. subtilis 114 .46 

05359-1 B. subtilis 58.75 

05359-4 B. su b t : ~ is 81.42 75.0 

05359-5 B. su ~ tilis 57.82 75.0 



rR íl DLJCTO: AGAROL EMULSION. 

* PATDGENO 

Total de microorganismos/ml. 

mu es tra Id entif icaci6n 
M~todo del M~ torlo dP ino~ 
Microscopio laci6n e n caja 
de rontraste petri 

05359-7 B. subtilis 55.46 66.5 

05359-11 B. subtilis 74.34 75.0 

05 359-22 B. subtilis 62.34 66.5 

05 359-33 B. su ~ tilis 67.26 100.0 

05367~1 St. albus 23.54 25.0 

05367-2 St. al 8us 13.54 16.5 

05367-3 St. albus 31.18 33.25 

05367-5 St. albus, B. subtilis 44.72 41.50 

053 67-6 St. al bus ::: 1.18 25.0 
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* PAT OGE i'. 0 

Total de microorganismos/ mi. 
f¡"; (tcdo r'el f,' (tOdO ciF inOCU 

mues t. r a Tdcntific aci6n m ic ~ oscopio laci6n en caja-
r:p c cr ,tn_,, :; tn, P ' tri 

05 367-7 St. el bus 41.18 41.50 

O 5 ::: 6 7-8 S t. a 1 bus 4 '.7 • 36 41.50 

05267-9 St. al ~ us 53 .54 58.?5 

05 367-10 St. elbus 24.7? = ?5.0 

05 367-11 St. al ~ us 100.0 108. ?5 

05 367-13 s t. al t us, B. s u ~ tilis 53.54 58.25 

05367-14 St. al '.1 us, B. su fi tilis 32.36 33.~5 

05367-15 B. su '1 tilis O.O 

05367-16 St. e l '' us, B. su ~ til i s o.o ::s. o 
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PR OD UCTO: /\G i~R fll EL" ULSI Oi'J. 

* PriTOGEJ!O 

Total de microorganismos/ml. 

m~todo del m6todo ~p inoc 
muestra J den tificaci6n Microscopio laci6n en caja 

de co ntraste petri 

05367-17 St. alhus, B. subtilis 33.54 33.25 

05367-18 St. albus, B. subtilis 32.36 33.?5 

05367-19 St. albus, B. su btilis 104.72 100.0 

05367-20 st. albus, B. subtilis 15.90 16.50 

05379-1 St. albus, B. subtilis, 193.52 191.50 

B. anitratum 

05379-3 St. al bus, B. subtilis,165.20 158.?5 

B. ani tratum 

0537"9-6 St. al bus, 8. subtilis 107.38 116.50 

05379-11 St. albus, B. subtilis 115.64 116.50 

05380-1 B. subtilis 94.40 100.0 
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ES TERILI DAD.-

Otra ap li cación impor i a· te es en lo que se refiere a 

est erilidac, análisis que se e fectúa por medio cel méto r o mi-

llipore a rl if e re n t~ s productos, especialmente (en nuestro ca-

so) inyecta bles. 

El m~to~o millipore se fun ( ame~ta en una filtraci6n 

con una m· mbrana de ~steres de celulosa pura y y biol6gicamen

t e inerte la cual permite el paso de . los fluidos pero re tiene 

en su superficie a los microorganismos, pues sus poros ~ tienen 

un diám e tro de 0.45 de micra,· mientras que las bacte rias miden 

de O.S micra en adelante. 

Este m~tor ' o es aplicable a todos los iny ~ cta h, les, con 

la desventaja de que despu~s de filtrado se incuba por siete 

días con ' 1 fin de dar un resultaco de negativo 6 contaminaco. 

El m~todo es como sigue: 

a) Se r gciben las muestras, que en el cas ~ de inyec

tables son de veinte a treinta muestras las cuales se sumergen 

en fenal, alcohol, etc. con r l fin de evit~ r la contaminación 

e · t r rior. 

b) El equipo millipore se de be encontrar pe rfrctamen 

te est~ril y den tro de un ár ea estéril (con luz UV, c ~mpana de 
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flujo lam ~ nar, mecheros, etc.) 

c) Se toma una muestra repr~scntativa de cada ampo-

lleta 6 fresco ~mpula, ya sea con jcring~ 6 ien recuperando -

con agua est~ril seg6n lo requiera el caso ~ se coloca la mue~ 

tra en la copa de filtraci6n que debe estar conectada a une 

llave de vacío, proc c di ~ ndo a filtrarla. 

d) Se procede al lavado con caldo peptonado tres ve

ces consecutivas con el fin de s liminar antibi6ticos, prescr-

vativos, etc. y se corre un testigo al mismo tiempo. 

e) Se saca cuidadosamente la membrana y se corta en 

dos parts s, una de las cuales se siembra en medio de hongos -

(caldo de tripticasa soya) y otra parte e n medio fluido pPr? -

'..J acLrias (tioglicolato). 

f) El medio de bacterias se incuba a 37 grados cent1 

gredas por spacio de siete días. 

g) El medio de hongos se incuba a 28 grados c<:ntí--

grados durante siete días. 

h) Diariamente se observan los medios de cultivo con 

el fin de apreciar la contaminaci6n por turbid ez. 

i) En cas o de contaminaci6n se repite el proceso ha~ 

ta tres veces antes de rechazar un producto. 

j) En caso de que un producto se encuentre estéril -

se eprueba de inme~iato. 
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Como ¡::oc> mos obs r~ rvar e ste proc e so es sumamente seg~ 

ro, pero tam b i(n sumam en te largo : orlo qur apr • ciamos la coh-

1rnicncia de a ;: l.ic ' r r. l microscopio c'.p cc 1·, trast r r'P fase para 

pro " ar ~ a f' St ·- rilic' Rd pr, los pror'uctos obt r ni cr r' o los siguien-

tGs resultados: 



PRCDUCTC LOH 

PITU :!TRINA 2 

/.A 

28 

.C\IYi~CDRVL 3 

SUCCINATC DE 
CH Le . crwc nrn 9 
DE 1 9• 

12 

10 

13A 

138 

13A 

138 

llA 

11e: 

12A 

128 

14A 

148 

16A 

168 

r ~-:: F' '.l íl ')El 
rr. ICR ose OPI e 

c: E e crn~'r1s r:: 

ESTER IL 

ESTERJL 

ES TERIL 

ESTER IL 

ESTERIL 

ESTERIL 

ESTt~ RIL 

ESF_RIL 

ESTERIL 

ESTER IL 

ESTER I L 

ESTERI L 

ESTER IL 

ESTERIL 

ESTER IL 

ESTERIL 

ESTERIL 

ESTERIL 

ESTERIL 

6R 

IYl ILLIP ORE 

la. PRUEBA 2da. PRUE9 A 

ESTi:-R IL 

ESTER IL 

ESTERIL 

ESTERIL 

ESTERIL 

ESTERI l 

CON TAmI NA[) O ESTERIL 

ESTERIL 

ESTER IL 

ESTERIL 

ESTERIL 

ESTERIL 

ESTERIL 

ESTERI L 

ESTER IL 

C Dr!TA!Yl IN A DO ESTER IL 

ESTERI L 

ESTERJ L 
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fi1ETOD O O EL !Yi I LLIPORE 
PRODUCTO LOTE mICROSCOPIO la. PRU EB A 2da. PRUEBA 

DE crw TR l\ qE 

SUCCHJATO DE 
CHLORDIY!YCETJN 7 EST ER IL e m1 TA ['(1 I N A ['1 o ESTER IL 

DE 250 mg. 

CHLOROmYr:FTJN 
HJTRAIYillSCULAR 3 ES TERIL ES TERI L 

4 E: TER IL CONIAlllINAl' O ESTERIL 

BENADRYL 4 ESTERIL ESTF:R I L 

KETALAR 2 ESTERIL ESFRT L 

7 ES TERIL ESTER I L 

AGUA 3 ES TERIL Ec; TERJL 

SOLVENTE PA-
RA EPAmIN 2 ESTERIL ESTERIL 
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c o~ cLu c 1 cN~ S y RECDrE ~ D0 CI Q N s.-

Haciendo refer é ncia a los resultados obtenidos du---

rant• : os me s r s de experimentaci6n pod r mos - pr Fciar que el pr~ 

sente siste ma tiene : 

A) Limitaciones 

B) Alcances 

A) Limitaciones.- En est inciso ca ~ e s ~ Ralar que --

se presentaron ¿ os probl e mas fundamen~ales: 

1) El caso de un jarabe glucosado el cual result6 e~ 

t~ril por e l m~to ci o del microscopio de contras te de fase, mie~ 

tras que, por e l m~todo bacteriol6gico apareci6 como contamina 
' -

do co n colonias incontables de Pseudomonas(microorganismo pet& 

geno). Se corrieron un sin número de experiencias en dif ~ ren--

tes condiciones, arrojando siempre los mismos resultados. Lo -

único qu e se puede concluir aquí e s ~ 1 hr cho de que las mol~--

culas del jarabe :gluco , ac:lo tengan un Índice de difracción tal-

que logre enmascarar a los microorganismos al combinArse con -

el Índice de difracci6n del ac e ite de inmersi6n. De cualouier-

manera 6sta e s una mues t ra de que e l m~todo no es infalible,--

esto e s, como toda regla pr e se nta sus excepciones. 

2) El problema del Agarol.- En el caso de rs te pro--
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dueto, como se puede observar en las tablas de resultados, los 

c' atos de bacteriología no coincid_en tan exactamente, como en -

los otros productos, con los datos del microscopio. Esto se d~ 

be a que el Agarol es un aceite mineral el cual no s e puede dl 

luir con agua fosf a tada, pues al hacer las observaciones en Pl 

microscopio era muy facti ble confundir a los microorganismos -

con peque~as gotas de aceite, además de que la preparación te

nía mucho movimiento por lo anteriormente mencionado, sin em-

bargo consideramos que los r es ultados son bastante aceptables. 

B) Alcances: En este ·inciso tenemos un sin n6mero de 

buenos resultados, en " re los cual e s mencionaremos los princi--

pales: 

l} El primer factor a considerar es el tiempo. Como 

se ha demostrado con el m~todo bacteriológico se ocupa un m!-

nimo de cuatro días para ll evar a cabo el análisis, mi P nt~as -

que, con nuestro microscopio de contraste de fase este tiempo

se reduce a un máximo de dos horas el cual es reducible a su -

vez (con un poco de organizaci6n) a diez 6 quince minutos, es

to implica un gran ah orro económico en lo que se r e fiere a peE 

sonal, equipo e inventarios. 

2) Es muy importante hacer notar que e l m~tod o bac-

t e riol6gico es aceptado en virtud de que no existiera otro, e.§_ 
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to r s, como 2hora lo sabemos tiene sus fallas, las cual e s qu e

dan anula~ as co n el microscopio de cortr~st r ¿ e fas E: 

a) En e l m f todo bacteriológico se hac e el cont8o ~ e 

microorg ~,ismo s ~ e tal nan era que arroja resultados ~ e 8, 16,-

25, etc. microorganismos por milili t ro, lo cual implica que -

nunca habrá un resultado de 2, 3, 4, 5, 6, ó 7 microorganismos 

por milili t ro. Esto es, el microscopio de contraste de fase -

puede dar un rP.sultado abarcando todos y cada uno de los nóme

ros r ealFs, mi e ntra ~ que ~n el ~éto~o bacteriol6gico , s6lo - 

pueden dar como r e sultado m ~ltiplos de o r ho. Des ~e luego que -

r sta dif e r en cia es mu y relativa ha blando de gran c' es canti~ adP s 

pr ro cuando s e trata de un r esul t ado entre cero y ocho microoL 

ga nismos por mililitro puede pasar como absolutam c·nte estéril 

mi entras que el microscopio puede qetéctar O, 1, 2, ••••• 7 mi-

croorganismos por mi lilitro patógenos y, entonces qu edar rech~ 

zado el producto. Desgraciadam en te para nu estro experimento y

afortunadame nte para la Compañía, no s e pres en tó este caso en 

cuatro meses de experimentaci6n. 

b) Otro punto muy importante que es c or. vr ni e nte acl~ 

rar · s el he cho d 0 que el m~to d o bacte riológico presenta erro

r e s de ma nipulación como se demuestra en e l lote 05231 parti-

das 1,2 y 3, los cuales resultaron rechazados por contamina--

ción (558 mo/ml.~ 233 mo/ml. y 6 b m ~/~ l. resp ectivam ~ nt ? ) con-
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side ra nd o qur cualquier producto con más de 500 mo/ml. (no pat~ 

g nos) está ca n taminar :a. Bien, el microscopio de contrastP c!F 

fase aprab6 e ste l ate como est~ril. 

Se repiti6 el análisis por am t os m~tados, arrojan~ 

ca los sigui.en tes res ul ftrlºs: 
m~todo de todo del 

microscopio Bacte riología 
05231-1 22 . 27 mo/ml. 25 mo/ml. 

05231-2 48.88 mo/ml. 50 mo/ml. 

05231-3 66.34 mo/ml. 66.67 mo/ml. 

Lo 6nica que se puede concluir en este ca~a es que -

en f l m ~ ta r o bacterial6g i ca puecen pres entarse contaminaciones 

ajenas al producto por exclusivamente, mala manipulaci6n, esto 

es, cualquier descu i da al sembrar (una pu e rta a b ierta, una ba-

ta sucia 6 bien hablar al trabajar) puede contaminar la mues--

tra y arrojar datas absolutamente falsos. 

Recomen daciones.-

1) Familiarización con el equipo.- Es absolutam e nte 

necesario conocer bien el equipo. Es de primordial importancia 

manejar el aparato can pr e paraciones fijas a fin de familiari-

zarse con ~l y observar las dife renciaa qu e existe n con Pl mi-

crascopia ordinario, tanto en seco c~bil, como en seco fuerte, 

as! como en inmersión. 

2) Identificaci6n bioquímica de las cepas.- Dentro ce 
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nuestros productos ten Fmos una serie de microorganismos fre---

cuentemente contaminantes los cuales se encu nntran someramente 

identificados. Es nec t. sario aislar cada uno de estos microorg~ 

nismos y sembrarlos en mP.dios selectivos, ya aislados, es in--

dispEnsable hacer varios juegos de bioquímicas (Sim, KieglFr,-
1 

menitol y Sacarosa-Urea) por caca uno de los microorganismos -

aislados con el objeto de harer una verdadera identificación,-

despu~s, hacer frotis pera observar si se trata de bacilos 6 de 

cocos, Gram positivos ó Gram negativos' y así completar la 

id ~n tificación por el m~todo tradicional. Es muy importante 

elaborar esta identificación con mucho cuidado en virtud ce 

tratarse de la base de la cual partiremos pe~a montar las tfc-

nicas del microscopio de contra s te de fases. 

3) Identificaci6n microscópica de las cepas.- Ya ideu 

tificac' as todas y cada una de las cepas se procederá a observa_!: 

las cuidadosamente en el microscopio con el fin de familiari--

zarse con las mismas. De aquí cepende en gran parte el ~xito -

6 el fracaso de la t~cnica. 

4) El siguie ~ te paso a seguir es el de fotografiar -

todas y ca ~ a una e las cepas observadas en el microscopio y -

que previamente han sido identificadas. Esto se hac P con el --

fin de esta bl ecer standards de referencia, esto es debemos te-
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ne r una fotografía por ca( a uno de !os microorganismos y sus -

variantes. 

5} Despu~s es nPcesario proc eder a la familiarización 

con los productos libres de contaminación, es decir, los pro

ductos es t ~riles pre sen t an una serie de variantes, pues, logi

cam ~ nte tie nen diferentes i ngredientes y se observan por con-

siguiente diferentes tipos de cristalización y en ocasiones se 

observarán partículas con apariencia de microorganismos los 

cuales facilmente se diferencian de ~stos por e l simple moví-

miento que presentan, es decir, todas las preparaciones de h. en 

de ser sumamente diluidas (4:100} pues nosotros apre ciamos •~ 

transparencia y por lo mismo al observar en e l microscopio ve

remos un movimi ento de las partículas (natural} dentro de los 

líquidos (mov. Browniano) mientras que los microorganismos in-

dep endientemente de es t e movimie nto pr esentan un movimiento e~ 

tra característico de los sere s vivos. 

6) Es necesario inocular los productos con ca r a uno 

de l os microorganismos con e l fin de identificar ~ stos 6ltimos 

con las d ifPrente s variantes que puedan presentar, as!, si un 

producto e s mucho más viscoso, 6 bien mucho m~s nutritivo a ue 

otro, el mismo microorganismo se pu r de obs ervar ya s ea mucho 

más alargado, más redondeado, más grande 6 más chico e tc. Lo -
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6nico importente s ide ntificarlo ~ e n tro del producto. 

7) Por 61timo se procede al conteo !:Jacti=riano e ir~ e.!2 

tificaci6n de m~croorganismos. Este ~!timo paso se ll e va e ca-

bo considerando el f 9ctor de diluci6n, el factor microscópico-

y el n6m e ro prom edio de mi croorganismos por campo. Se ha demo~ 

traca con la práctica que las diluciones en agua fosfatad~ es-

téril vienen a ser de gran utilidad en la mayoría de los pro--

duetos, sin embargo, e s nec es ario hac e r un estudio re s pecto a 

los productos r ue no se pueden diluir en agua fosfa t a da, como 

por e j emplo el caso de los maquillajes v las cremas sólidas y, 

en gene ral los P!Oductos que no son solubles en agua, sin p en -

sar n i r emotame n te en solvent~s orgánicos, los cuales matarían 

inme diatame nte a los microorgan ismos 6 por lo me nos los inmo--

bilizarian entorp e cie ndo nuestro con~eo, pues los microorga --

/ 
nismos qwe inte rvienen en nuestro ~ xperim en to son 6nic2m en te -

los vivos que fácilme nte se diferencían por presentar un movi-

mj en to pulsátil especial e n el microscopio de con traste e!· fe-

s e s. 
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