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I"TRGODUCCION.-

Le presente tésis tiene por objeto realizar un rstu-
dio técnico-préctico para obtener una posible solucién al pro-
hlema que 1 conteo bacteriano crea en las empresas farmacéu--
ticas, debidc al tiempo gue requiere un producto para anélisis
(4 dfas. y, por lo m smo que se rectiene en invernterios.

La microsco;fa s uns cicncia que va acquiriendo dfa
a 'fa, mayor importencia. Se sirven de elles las principales ra
mas de la actividad humana: arte, ciencia, agricultura, incdus-
tria... E1 microscopio cs el princip=z) elemento en todos los -
lahoratorios de investigacién. Es un instrumento indispensa“le

Una parte de este trabajo estd corsagracda al instru-
mento en sf: historia, funcionamiento y empleo. En capftulos -
sucesivos pasamos revista a los métodos de conteo 'actrriano -
emplearos actualm nte, a las posibles aplicaciones del micros-
copio de contraste de fases en este campo, as{ como a la forma
ce preparar los materia’es de estudio para ser observados en -
las r- jorees concdiciones posibles y, desce luego, los resulta--
dos arrojacos durérte el estudio comparativo cntre los cos mé-
todos.

Cabe s:falar gque este trahajo ha sido realizado tra-



tando de ser lo més ohjetivo, fundamentaco e imparcial en la a
preciacién scbre el actual método de conteo bac‘eriano con el
fin e loarar una buena comparacién con el método rel micros--

copio de contraste ce fases.



MICROSCOPIO DE COMTRASTS DE FACES.
CSCRIPCIOH DEL APARATO.=-

El microsccpio dr contraste de fases revela detalles
en -specimenes tanto vivos como muertos, fijos, demasiaco trans
parentes comc para ser observados -n' el microscopio ordinario
6 rormal.

Para lograr el contraste ce fa. s tiene que haher -
dos tipos de ondas, lo cual se logra con cos haces diferentes:

a) el haz del objeto

gsC1>haz de referencia

El haz del objeto pasa directemente a tr-vés cdel mis
mo en €l microscopio ordinario, pero el otro haz denominar'o
haz cde refrrencia atraviesa la preparacifn ligeramente a un lea
do cdel objeto. A consecuencia de ello los cos haces no atravig
san los mismos matrriales. Como la fase de luz rue atraviesa a
cada parte del objeto ha sido alterada en grado difrrente en -
el haz del objeto, y, como la fase de luz en el har de referen
cia no ha sido alterada, la amp ' itud cde la luz gue sale des===-
pués estd afectara en grados diferentes, segd" ‘a manera como
cada ingreciente tisular ha modificado la fase de lac onias 1y
minosas qus lcs han atravesado (en el haz cel o' jeto), como con

secuencia los civersos componentes del o5 j-to aparccerdn unos



m4s claros y otros ' 4s obscuros.

Las distintas rrgiones de la célula difieren en cuan
to a fndice rfe refraccién que puede considerarse una medida de
la velocidad de la luz a través cde la materia. E1 fndice r re
fraccién depende en gran parte de la densidad (e la regién por
donde pasa la luz, o0 sea de la concentracién de materia por u-
nidad e voldmen. MNientras mayor sea la densidad, mayor es el
fndice ce refraccibn y menor la velocidad c¢e¢ la luz. Por lo -=-
tanto, la luz que atraviesa el ndcleo suele sufrir efrctos di-
ferentes de la que pasa por 1 citoplasma por las cdistintas ==
co centracion s cde las substancias en estos lugares. Las rife=
rencias de travecto luminoso debidas a factores de este tipo -
no son féciles ce reconocer en el microscopio ordinario. Los -
microscopios re contraste de fases son microscopios 6ptitos mo
dificados para transformar las diferencias de fndice ce refrac
cibn en contraste visible, sea de brillantez, sea de color uti
lizanco el fenémeno cdnocido como interferencia.

Por ejemplo, en condiciones apropiadas dos ondas lu-
minosas icénticas puecen anularse mutuamente, producirndo obs-
curidad en lugar de luz cuando llegan juntas a un punto dado.
Puede ocurrir asf cuando una onda pasa por un medio con cierto

fndice de refraccién y la o‘ra por otro medio con diferente In
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dic~ de r fracecibn. Aprovrchando ¢s'0os ~fectos, y aplicénro’ os
a la luz que pasa por la célula en lugar de rralizar maniohres
sobre la misma se lcgra una "tincién dptica", de modo qu- los
dist ntos organelos presentan asf un notahbhle contraste con el
resto de la célula. Ademés, por la influencia de la concenira-
cibrn sohre las propiecades 6pticas dokla materia, los micros--
copios de contraste de fase también pcrmiten conocer las canti
dacdes de ciertas su:stancias en distintas células 6 en distin-
tas regiones de la misma célula, por ejemplo &n fibras muscu--
lares en su estacdo normal compararas con fibras tratar'as con -
soluciones extractorase.

Ahora hien, las cflulas tefiidas y fijadas son visi--
bles pornue la tincién absorbe algo de la luz y la luz que e--
merge de estas células es un poco disminufda en amplitud en ==
comparacifn con la luz cur pasa solamente a través del medio.
El ojo es sensible: a algunos de los czm'ios cde amplitud los -
cuales :on apreciacdos como urna reduccién en la brillantez de -
la célula y, si, como es usual, algunas longitudes de onda son
selectivamente a5sorbidas, se aprecian solamente como camhios
e cclor. (Figura 1).

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

vfs de una cé8lula vivicnte sin fijar, mortacda en mecio acuoso
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como soluciébr salina, con un bajo fndice de refraccién en su =
propio ma'erial y un poco més alto en el citoplasma. Su cuali-
dad radica rn las dif-renciacs el fndice de refraccibn rntre =
el contenicdo de la célula y el medio am-iente que la rodea.

Lo que ha suc:dido es gue en la entraca de la luz al
mat-rial celular, la luz es rectrasada y las oncas emergcntes -
son consecuentemente deéplazadas con respecto a la onda rue so
lamete atravesf el medio de montaje més delgado. Acf puer es+
te desplazamiento es llamado un cam~io de fase 6 en camino 6p-
tico y en este€ caso los camtios de fase en la luz -~ue pasa a -
través de la célula son retardos en fase.

Esto es teoricamente, desde lurgo que en la préctica

estas condiciones runca se realizan completamente.



PRINCIPIOS DEL ¥ ICROSCOPIO "E COMTRASTE DE FASE

El microscopio cde contraste ce fase puso en manos del
microscopista una técnica (nica ce valor iﬁmesurable en el ex8
men cel detalle estructural de organismos- vivos, transparentes
y otros especimenes de propiedaces 6pticas similares. Tan sig-
nificativa es su importancia que el Prof. F. Zernicke de Holan
da fué premiado con el Premio Nobel en 1953 por su trabajo de
pionero en microscopfa de fase.

Establecido en términos simples, la funcién del mi--
croscopio de contraste de fase, es la conversién a través de =-
la manipulacién 6éptica, de las diferencias visibles de inten--
sidad de 1luz.

La Figura 3 es la representacién grédfica en un mi- -
croscopio ordinario de la luz directa y difractada. La onda m
viaja a través del medio ce montaje en que se encuentra la cé-
lula y la onda o representa la onda que viaja a través ce la -
célula tefiida, esto es ya reducida.

En la figura 4 se muestra un diagrama de la 6ptica -
esencial del microscopio ce contraste de fase. E1l disefio del -
microscopio de contraste de fase es esencialmente el mismo que

el microscopio ordinario en lo cue se refiere al candemsdador -
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obj-tiveos y oculares. E1 microscopio cr contraste cde fase ¢i =
fiere solamente en rue tiene un diafragma especial, normalmen=-
te en forma de anillo y precisamente llamado el anillo, en al-
guna posicién entre la fuente de luz y el condensador y, en que
tiens una superficie plana de vidrio grabado especialmente con
una configuracifn similar a la del diafragma. Este es llamado
plato ce fase y es colocado en algln punto sobre las lrntes de
enfrente del objetivo. Bajo estas circunstancias puece ser a--
preciado que toda la luz que pasa directamente a través de un
objeto colocado en el plano cdel objeto, como se muestra por las
1fn-as contfnuas en la figura 4-A pasard solamente a través -
cel 8rcz en forma de anillo del plato de fase, el cual se re=--
presenta en la figura 4-C. Esta &rea tiene un diferentr espe--
sor en relacién con el resto del plato de fase.

As{, con la ayuda de el anillo y el plato ce fase ==
uno llega al estado que se muestra en la figura 5, donde la ==
luz difractada ha sido artificialmente retardada a un cuarto =
de longitud de onda comparaca con la luz directa, las dos fuen
tes de ondas interfieren con cada cual y en recombinacién, for
ma imédgenes con amplitudes variables de objetos que tenfan ori

ginalmente solo cambios de fase inducidos.
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En el microscopio convencional, los detalles del es=
pécimen son casi siempre més obspuros 6 més claros rue otros,-
en la mayorfa de los casos, como un resultado del manchacdo di-
ferencial en el més obscuro de los detalles, la mayor can*icdad
de luz es absorbida y es como pasa a través del espécimen. De
esta manera cada elemento estructural activa, para mavor 6 me-
nor grado, como pasa a través la onda de luze. Esta reduccién =
de intensidad resulta una reduccién 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 absorcién selectiv- aqui
descrita produce una imdgen realmente visible porque elldeta;;
lle del espécimen aparece como diferencias de brillantez 6 de
color al cual el ojo es sensitivo.

El espécimen de fase (un pequefio organismo viviente)
es transparente, con menos color, es tfpicamente montado en un
medio transparente de propiedades 6pticas casi idénticas. -
Porque de la naturaleza transparente del detalle fino sin el =
esp’cimen de fase, la amplitud de las ondas de luz pasancdo a =-
través del espécimen y sus alrededores no se altera gprrciablg
mente. Con muy pequefia 6 sin absorcifn de luz por los elemento:
estructurales del espécimen, la intensidad de las onces de luz

permanece constante, pues, si faltando la variacifn de los gra
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“dos de la intensidad de luz, una imégen visible al ojo no pue=-
de ser formada de la manera clésica.

Asf pues, como la luz pasa a través del espécimen de
fa:e, ocurre otro fenémeno muy significativo llamado rifraccidn
Adem4s del detalle estructural fino del espéfcimen de fase y del
espécimen como un todo relativo = sus alrecedores, existe lo -
que sé denomina como diferencias en el trayecto éptico, resul-
tante de las cdiferencias en el indice de refraccién y espesor.
Las diferencias en el trayecto 6ptico dan aumento rn:la difrac
cién por el detalle del espécimen. Las més pronunciadas 6 abrup
tas discontinuidz-rs en el trayecto éptico nos dan el efecto de
difraccién més grande.

Un resultado de la difraccién es el de que la luz es
dispersada sn"comparacién a la luz no desviada la cual es frang
mitida directamerte a través de esas dreas del espécimen don--
de el detalle es insuficiente para causar difraccién. La segun
da caracterfstica importante de la difraccién es que ahf rsté
una difercncia de fase entre la luz cdifractacda y la luz no ---
desviada 6 luz directa. E1 microscopio de fase hace posible -
el conv-rtir diferencias en el trayecto 6ptico al cual el ojo
no es sensitivo en diferencia de intensidad 6 de amplitud, las

cuales 1 ojo puede observar sin necesidad de usar tinciones.
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El microscopio de contraste de fases utiliza dos @ni
cos componentes:

1) Un diafragma anular debajo del condensador el cual

dirige un cono hueco de luz al espécimen transparente

y

2) Un objetivo microscépico convéncional que es modi

ficado por laladicidh de la difraccién 6 plato de -=-

contraste de fase. Este plato'es construfdo y coloca

do de una manera tal que separa la luz difractada v

dire;ta proveniente del espécimen y altera su inten-

sidad y relacién de fase, asf{ que se combinan en el-
plano de la imégen visible.

Al mismo tiempo que la luz pasa a través del espéci-
men de fase y sus alrededores, la difraccién ocurre en caca --
punto donde el detalle estructural interno (de diferente tra--
yectoria 6ptica) esté4 presente. Similarmente, la discontinui-=-
dad © brusca en la travectoria Sptica al redecar-de los bordes
del espécimen donde éste colirda sus alrededores causan difragc
cifn. Esta luz difr=ctada es ﬁn cuarto de largo de onda fuera
de fase ce luz no‘difractada por el detalle del espécimen la -
cual pasa directamente a través del plano del espécimen. Las -

lentes drl o "j=tivo que r-ciben ambas 1 luz directa y aquélla
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porcién de las 6rdencs difractacdas de luz, la cual car derntro
de los lfmites de la apertura del objetivo (ver figura 7).

Entonces nosotros tenemos esta situacién: la lur se
mueve cel plano del espécimen hacia la difraccién 6 plato de =
fase, la luz dircrcta con considerable mayor intensidad que la
luz difracta'a mueve como un cono de luz concentrado hacia ==
coincidir con el anillo 6 platd de difraccién. La luz difracta
da relativamente débil en intensidad y retardada en fease por'a
un cuarto de largo de onda, se mu~ve tanto como para ser dis-=-
tribufda sobre la apertura total del plato de difraccién.

Asf, como la luz directa es méds brillante, su inten-
sidad podrfa tender a perder el equilibrio més débil de la lu-
difractada y dilufr 6 destrufr el contraste de imédgen para --
compznsar y traer la luz directa y difractada a un 5;1ance, -
se utiliza una pelfcula absorbente metélica en forma de un dig
co -anillo torneado-. Esta pelfcula 6 cubierta en el anillo -=-
del plato de fase reduce la intensidad de la luz directa. Asf{,
la absorcifn tirnde a igualar intensidades 6 brillantez. Asf =
pues, cuando la luz difractada y directa se combinan més tarde
en el plato focal.del ocular, son balanceacas para llevar a ca
bo el grado deseado ce contraste. Simulténeamente, con el pro-

ceso de al'sorcién descrito antes, el plato de difraccién rra--
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liza una segu da funcién impor antr, utilizando un materi=1 re
tardador de fase, la relacién de la fase relativa de la luz di
rrcta y difractada es alterada par un cuaréo de largo dr onda.
Si el mat-rial retardador de fase es colocado encima del disco
anillo torneado del plato de difraccifn resulta una imégrn de
contraste brillante. En este caso, como muestra la figura 8’
la luz directa es retardada por un cuarto de largo de onda, tra
yéndola dentro de la fase’cofi~la luz difractada. De esta mane=-
ra la luz difractada es reforzada por la superposicién agre---
gada de la onda de luz directa. E1l resultado es una imégen del
espécimen la cual aparece mds brillante otra vez y més obscuro
su contorno (Esto asume que el espécimen tiene caracteristicas
de mayor trayectoria 6ptica que sus contornos coma es general-
mente el caso). |

Cuando el material retardador de fase es colocaro sg
bre tocas las 4reas del plato de difraccién aparte del disco =
anillo torneado, resulta una imégen de contraste obscuro. Como
muestra la figura 9, la luz difractada es retardada por un cuar
to de longitud de onda, el efecto de esta dpsviacian es traer
la luz dirrcta y difractada juntas al plano de la imégen de la
imégen ael ocular un medio ce largo de onda fuera de la fase.

El resultado es una superposicién substractiva de las oncas de
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luz por la cuel las ondas directa y difractada cancelan caca =
cual parea formar una imédgen m4s obscura que su contorno.

Esta explicacién bré&ve y no matemética del ﬁicrosco-
pio de contraste de fase, junto con la informacifn anterior, =-
nos servird como gufa suficiente para el uso y aplicacién del

microscopio de cortraste de fase en nuestro experimento.
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SITUACION ACTUAL.j

Determinacién ce la contaminacién bacteriolégica en
diversos productos.

Actualmente y desce hace varios afios la determinacién
de contaminacién bacterioléfgica se lleya a cabo por el método
clésico de siembra del producto y conteo del némero de colonias
desarrollacas.

" E1 procedimiento es como sigue:

Se reciben las muestras, normalmente deben de ser ==
dos (2) muestras por lote para que, en caso de contaminacién -
se rectifique el resultado con la segunda muestra en una segun
da resiembra.

De estas dos muestras se toma una para someter a exd
men bacteriélégico el cual se lleva a cabo en las méximas con-
diciones dé esterilidad.,

Dependiendo del producto que se trate se hace una di
lucién, por ejemplo se toman cuatro mililitros de muestra y se
llevan a cien mililitros con agua fosfatada y ce esta dilucién
se coloca un mililitro en cada caja petri estéril, de preferen
cia deben ser seis cajas, tres para hongos y tres para bacte--

rias. Después se agregan 20 (veinte) mililitros de medio para-
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~actrrias licuado a una temperatura de 37 a 40 gracos centf---
gracos a tres ce las cajas y, a ;as tres restantes veinte mili
litros de medio para hongos, se mezcla coh movimiento rotato--
rio de tal manera que la musstra quede bien dispersa. Se.deja-
solidificar a temperatura ambiente y-se someten a incubacién -
de 37 gracdos centfgrados las tres cajas de bacterias por 24 a
48 horas, mientras que las cajas de hongos se dejan a tempera=-
tura de 28° C por cuatro dfas. Inmediatamente después ce la in
cutacibh se procede al conteo de las colonias las cualcs, teé-
ricazmente desarrollan uﬁa por caca microorganismo semfréﬁo. Se
suma el nd ero de colonias de las tres cajas y se divide entre
tres, esto es, se obtieae el promedio el cual se multiplica por
25, debido a la primera;dilucidn efectuada (4:100) v estr re=w
sultado corresponde al ﬁﬁmero de baéterias por mililitros de =
muestra.

El siguiente %aso a efectuar es la identificacién de

l
los microorgznismos que}se puede llevar a cabo dr la siguiente

J
manera: |
|

1) Se hace un frotis por tincién de Gram para identi

ficar si se trzts de cocos 6 de bacilos, Gram positivos 6 Gram

negativos.

2) Se hace una identificacién bioqufmica, esto es, -
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se resiembra en los cuatro medios tradicionales de Sim, Kiegler
Sacarosa-Urea y manitol, los cuales se¢ incuban por 24 horas a“
37 gracdos centfgracos y se interpretan de acuer o con el desa-
rrollo observado, cdando un resultado que cehe ser comparable =
Ginicamernte con un solo microorganismo. Asf pues los resultacos
se llevan a una tabla de cualquier libro dé Microbiologfa y se
observa con qué microorérnismo coincide. En caso ce cuda se re
comienda repetir la bioqufmica y dependiendo de los resultacos
se cdebe sembrar en medios especi{ficos de desarrollo como por =
ejemplo: verde brillante para identificacién de Salmonella.

a) En algunos laboratorios se evita todo el paso por
la bioquimica, utilizando el conocimiento visual de las colo=-=-
nias, esto es, se determina el microorganismo por medid de la=-
obs rvacidn detallada de la colonia (si es blanca, cremosa, re
donda, por decir algo, se puede asegurar que se trata de St. =
Albus, lo cual se rectifica por medio del frotis).

b) Ademds se utiliza mucho‘un considerable adelarto
de los Estacdos Unicdos que se llama Pathotec, el cual consiste
en pequefias tiras ae papel imprrgnadas de diferentes sutbstan--
cias, las cuales provocan determinada coloracién al cortacto -
con determinaco microorganismo. Desde luego que ésta es una =--

identificacién relativa que unida a la identificacién de las =
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colonias se puede considerar como suficiente para aceptar 6 -
rechazar un producto.

Como se puece observar en el caso ideal, de que el =-
producto no resulte contaminacdo, fué necesario percer cinco --
dfas, con el producto sin envasar para tener la seguridad de -
que puede salir a la venta. I

Ademds, ese tiempo es muy significativo en lo que se
refiere a "tiempo-empleado" y material, esto es, fué necesario:

a) Lavar cajas y pipetas

b) Secar cajas y pipetas

c) Envolver y esterilizar cajas

d) Preparar y esterilizar agua fosfatada

e) Esterilizar pipetas

f) Preparar medios re cultiveo y esterilizarlos

g) Incubar dos y cuatro dfas. (el producto sembraco)

h) Hacer frotis e identificaciones Y,

i) Reportar

Situacién por la cual se ha pensado en disminufr to-
do esto a, exclusivamente:
1) Preparar y esterilizar agua fosfatada

?) Hacer una observacién directa al microscopio ce =
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contraste de fases efectuando el conteo e identifica

cién y

3) Reportar

Todo esto se recuce a menos de dos horas, a diferen-
cia de los cinco dfas utilizados, independientemente del aho--
rro muy considerable en: espacio, mecios de cultivo, cajas, pi
petas,y, sobre todo personal, ?Stof es, "tiempo-empleédo" 6 -=

sea su- ldas 6 salarios.
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PARTE EXPERIMENTAL.=-

En lo gue se refiere a la parte experimental se par=-
tié de la base de que el microscopio de contraste de fases, per
mite la observacifin directa de los microorganismos vivos.

1) Se procedié al ajuste del factor micrométrico del
microscopio con un objetivo micrométrico y un objetiwo ocular
por medio de los cuales se obtuvo una relacifn que arrojé los

siguientes resultados:

Aumento:

10 X Factor = 010 mm. = 10 micras
20 X " = .005 mm. - 5 micras
45 X L = .0022 = 2.2 micras
100 X . = .0001 = 1.0 micras

Esto es, la distancia entre lfnea y linea, en nues==-
tro microscopio, equivale a 10 micras, 5 micras, 2.2 micras y=-
l’micra de acuerdo con el aumento utilizado.

2) Identificacién morfolégica tomando muestras de =-
micoorganismos ya identificados por el método clésico y de a-=-
cuerdo é la descripcién microbiélégica de los libros, se efec-

tué la familiarizacién con cada uno de los microorganismos més
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frecuentes en la contaminacién de :uestros productos .y se micro
fotografiaron con el fin Ze mantener dichas fotograffas como -
Standard.

3) Se intent6 hacer un conteo bacteriano por medio de

lz cémara cucntaglbbulos, idea que no resulté en virtud de que
un gl6bulo mide aproximacamente siete micras mientras que una

bacteria mide de 0.5 a 1.0 micras, lo cual provocé resultados
excesivos, pues una sola bacteria podfa ocupar hasta catorce -
capas v él contar un plano, en vista de su movimiento se conta
ba una bacteria que podfa desaparecer y reaparecer, lo cual brg
vocaba duplicar el conteo o tal vez triplicarlo.

4) De acuerdo con esta experiencia se investigé otro
método.

Obtencién del factor microscépico: Se midia el diéme
tro del campo microscépico usando objetivo de inmersién por me

dio del objetivo micrométrico, se dividié a lafmitad pera obte
|
ner el radio, con el cual podrfamos calcular el 4rca del campo

microscépico mediante la férmula:

7
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Y al delinear un 4rea determinaca dr 1 cm.2-en ¢l ==

portaobjetos con l4piz graso podrfamos calcular el nimero ce -

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

microscépico:

100

Arca de campo

FMm =

5) Determinacién del ndmero total de microorganismos
en una muestra.

.Cuenta microsc6pica directa.- Este es un método en =-
el cual el néimero de bacterias en una muestra (caldo de culti-
vo, suspensifn de células, leche; etc. ) puede ser determinado
por exémen microscépico directo.

Se efectué tomando 0.01 ml. de muestra en el porta--
ohjetos limitaro con 14piz graso y se extendif la muéétra uni-
formemente en el &rca, se dej6 secar a t-mperatura ambiente vy
se proce i& a la fijacién con dos minutos en xilol v dos minu=-
tos en alcohol. No se hizo tincién considerando que la obser=-
vacibén serfa en contraste de fases.

Entonc:s se proce' i6 al conteo bacteriano y célcule
de microorganismos. por mililitro como sigue:

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

ndmero promedio de microorganismos por campo y este resultado

multiplicado por el ndmero de campos nos dice el némero de mi=-
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croorganismos en la muestra gue multiplicado por suxfactor de
dilucién indica el ndmero de mi;roorgrnismos por‘mililitro.

Esto nos llevé a un nuevo problema, 6uestro resulta-
do era falso en virtud de que durante el conteo ée tomaron en
cuenta microorganismos ya fijados, los cuales no podrfamos asg
gurar si se trataba de microorganismos muertos por esteriliza-
cibn 6 de microorganismos vivos de contaminacién. De aquf que

.se int-ntara el conteo en vivo.

6) Conteo en vivo.- Para el efecto hubo de corrrgir-
se el factor microsc6pico pues al colocar el cubreobjetos, la
muestra se expandfa por capilaridad hasta los extremos, luego

2 y se consider6 un é4rea =

entonces se descarté el 4rea de 1 cm
de 18 mm., X 18 mm. lo gque modificé considerablemente el factor
de la siguiente forma:

D 0.187

0.0935

H
1}

r2 ¥ 0.00874

Mr? =  0.0274
Antes FM = —430— = 3690.03 en 1 cm.>
Después FIl = ggéa = 11874,81 en 374 mm.2 (18x1

De igual manera que en el paso 50. se procedié al =-=-

conteo de campos y el promedio de microorganismos por crmpo ==
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multiplicado por el factor de dilucién y por el factor micros-
cbpico dando como resultado el ndmero de mirroorganismos por -
mililitro.

7) Para demostrar la eficacia del método microscépi-
co directo, se corrieron experimentalmente y a la par, durante
tres meses, los andlisis de las muestras, tanto bacteriolégicos
cldsicamente hablando, como por el método microscépico directo

obteniendo los siguientes resultados: (tablas anexas)
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PRODUCTO:= MYLAN™A SUSPENSION.,

* PATCGEND

Muestra

05256=33

05256-44

05772-1

05772=-2

05°72-3

05272-4

05272-5

05272-6

05°7~=7

Identificacién

St. albus

St. albhus

St. altus

COCOs

B, subtilis

B. subtilis

COCOs

St. albus

St. albus

Total de microorganismos/ml.

Método del Método cde inocy

Microscopio Tacién en.céja
de cortraste petri
12.98 8.75

3.5 0.0

9.44 0.0

1.18 0.0

l.18 Q.O'

l1.18 0.0

3.54 0.0

10.62 8425
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PRCDUCTO: MYLANTA SUSPENSICN.

* PATOGEND
Total de microorganismos/ml.

Método del Método de ino

Muestra Identificacifn Microscopio Taciém en gdi
de contraste petri

05272-8 OQD U.U

05272-11 cocos 3.54 0.0

05272-22" 0.0 0.0

05381-1 B. subtilis 4.7 0.0

05381=-2 B. subtilis 2.3 0.0

05381"3 D.O 0.0

05283-1 Be. subtilis 1,18 50.0

05283-2 5t. albUS 203 0.0

05283-3 St. albus 2.3 0.0
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PRODUCTO: MYLAMTA SUSPEI'SION.

¥ PATCG™IO

Total de microorc nismos/ml.
' Método del Método de inoc

Muestra  ldentificacién Microscopio lacién en caja
de contreste petri

05°83-4 St. albus 263 0.0

05°83=5 , 0.0 0.0

05783-6 0.0 0.0

05283-7 0.0 Q.0

05283-8 St. albus 1.18 0.0

05°83-11 St. albus ' 4.7 0.0

05794-1 Be subtilis 8.2 863

05294-2 B, suntilis 5.9 0.0

05294=-3 B. su' tilis 4,7 8.3



PRODUCTO:

* PATOGENO

NMuestra

05294-4

05794-5

05294-6

05294-7

05°94-44

05294-55

05794-8

05294-~11

05294-22

Identificacibn

St

St

Ste.

Ste.

Ste.

St.

MYLANTA SUSPENSION.

albus

albus

albus

albus

albus

albus

Método del
Microscopio
de contraste

8.26

1.18

3.54

32

Total de microorganismos/ml.

Método de inao
lacién en caj
petri

0.0
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PRODUCTO: MYLAMTA SUSPENSION.
* PATOGEND

Total de microorganismos/ml.

Método del Métoro e irocy

Muestra  Identificacién Microscorio lacibn en caje
de contreste petri

05784-33 St, albus 2.3 0.0

05792-66 cocos l.18 0.0

05293-1  cocos (albus) 1.18 1640

05293-2 St. alius _ 1.18 843

05293-3 0.0 0.0

05293-4 0.0 0.0

05293-5 St. albus 1.18 0.0

05293-6 St. albus 1.18 0.0

057937 St. albus 263 B3



MYLAMTA SUSPENSION.

PRCDUCTO:
* PATOG  ND
Muestra Identificacién
05293-8
05302=-1 B. subtilis
05302=-2 B. subtilis
05302=-3 B, subtilis
05302-4 B. subtilis
05302-5 Be subtilis
05302-6 B. subtilis
05302=7 Be. subtilis
05302-8

34

Total de microorganismos / ml.

Método del
Microscopie
de contraste

0.0

3.54

8626

4.7

Método de inc
lacién en caj
petri

0.0

Be3



"RCDUCTO:

* PANTOGENO

Muestra

05309=-1

05309-2

05309-3

05309=-4

05309~5

05309-6

05309=-7

05309-8

05214-1

Identificacién

B. subtilis

Be. subtilis

B. subtilis

B, subtilis

NMYLANTA SUSPZNSION.

35

Totzl de microorganismos/ml.

Método cel
Microscopio
de contraste

0.0

1.18

1.18

2.3

0.0

1.18

Método de inoc
lacién en caja
petri

0.0

0.0

8425



PRODUCT :

* PATOGENO

Nuestra

05314=2

05314-3

05331-1

05331-2

05331=3

05331=-4

05331-~5

05331-6

05331-7

Identificacién

B. subtilis

Bs subtilis, St. albus

B. subtilis

B. subtilis

Be. subtilis

B. subtilis

Be subtilis

St. albus, B. subtilis

MYLANTA SUSPENSION.

36

Total de microorganismos/ml.

Método del
Microscopio”
de contraste

0.0

3.54

3.54

2.3

1.18

4.7

1l.18

1.18

Método de ina
lacién en caj
petri

0.0

8.25

0.0

8425
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PRCDUCTC: MYLANTA SUSPENSION.

* PATCGEND
Total de microorganismos/ml.
iftodo cel Nétodo de ino

Muestra Identificecién Microscopio lacién en caj
d- contraste petri

053%1-8 B. subtilis 3.54 0.0

05341~1 B. subtilis 0.0 100.0

05341-1 . 0.0 0.0

05341-2 B. subtilis 0.0 25.0

05341-3 0.0 0.0

05341-4 0.0 0.0

05341-5 D.U 0.0

05341-6 0.0 0.0



PRODUCTO:

* PATCGEND

Muestra

05341=-7

05341-8

05341-9

C5%41-10

05350=-1

05750=2

05350-3

05350-4

05350=5

Identificacién

MYLAMNTA SUSPENSION.

subtilis

subtilis

subtilis

sutilis

subtilis

sunhtilis

38

Total microorgenismos/ml.

Método del
Microscopio
de contraste

0.0

203‘

Nétodo de ir
lacién en ce
petri

D.D
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PROPYCTO: MYLAMTA SUIPEMST (N,
* PATOGENC

Tot=l de microorgerismos/ml,

M&€todo del Método de inoc
Muestra Identificacién Nicroscopio lacién en caja
de contraste petri
05350-6 D.D DoD
C5350="7 0.0 0.0

05350-9 0.0 0.0



FRCDUCTO:

* PATOGEMO

Muestra

05313~-1

05313-3

05313-4

05313=5

05313-6

05313=7

05313-8

05313-11

Identificacién

subtilis

subtilis

subtilis

subtilis

suhtilis

GELUSIL SUSPEMNSTIOM.

40

Total de microorcanismos/ml.

Métoco cel
Microscopio
de contraste

0.0

0.0

1.18

l.18

Métocdo e ino
lacién en caj
petri

0.0

8425

8.25
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PRODULCTC: GELUSIL SUSPEMSION
* PATCGENC

Total de microorgrnicmos/ml.,

Método del "f£todo de ino
Muestra Identificacibn Microscopio lacibn en caj
de contraste petri
05313=33 0.0 0.0
05313-44 0.0 0.0
05313-55 B. subtilis 1.18 0.0
05338-1 0.0 0.0
0537 F=2 0.0 0.0
0E338-3 0.0 0.0
05238=4 0.0 0.0

05338=5 0.0 0.0
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PRODUCTO: GELUSTL SUSPENSTON,
* PATOGENO.

Total de microorg-nismos/ml,

Tétodo del Método de ir
Mucstra Tdentificacién Microscopio lacién en ce
de contraste petri
05338=-6 0.0 0.0
05338-7 0.0 0.0
057 38=8 0.0 0.0
05338=-11 0.0 0.0
05338=33 0.0 0.0
05338=-44 0.0 0.0
05366~-1 0,0 41,50

05366=~1 0.0 0.0
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PRCOUCTC: GELUSIL SUSPENSION

* PATCGEND

Total de microorganismos/ml.

"étodo cel Métocdo de inoc

NMuestra Icdentificacidén Microscopio lacifn en caje
e contraste petri

05366-2 B. suhtilis 0.0 33625

05366=2 ‘ 0.0 0.0

05371=-1 0,0 0.0

05371=2 0.0 0.0

05371-3 0.0 0.0

05371-4 0.0 0.0

05371=-5 0.0 0.0

0E371-6 0.0 0.0

05371-7 0.0 0.0
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PRODUCTO:GELUSIL SUSPEMNSTON
* PATOGENO

Total de microorganismos/ml.

) Método cel Método de in
Muestra Identificacién Microscopio lacién en ca
de contraste petri
05371-8 0.0 0.0
05371-9 0.0 0.0

05371-11 0.0 0.0
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PROOUCTC: CREMA UATALE HIDRATANTE.

* PATOGENO

Total cde microorganismos/ml.

"ftoco del ["éto'o cde ino
flurstra Ientificacién Microscopio lacién en caj:
e contraste petri
£5319=-1 Pseucomona* 328,04 Incontables
05719=2 Pseudomona* 430,70 Tncontables
05319=3 Pseudomona* 545,16 Incontables
057383=-1 St albUS 4.72 U.U
05383=2 St. albus 3.54 0.0

05383=3 0.0 0.0
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PRODUCTO: MASCARA FACIAL EU BARRY.

* PATOGENO
Total de microorganismos/ml.
Método del Método de ir
fluestra Identificacién Microscopio lacién en ce
de contraste petri
05377-1 0.0 0.0
05377=2 0.0 0.0

05377-3 0.0 0.0
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FRCOUCTO:  EMJIUAGUE RICHARD HUDNUT.
* PATOGENO

Total de microorganismos/ml.

"rétodo cel Mftodo ce inoct

Muestra Identificacién Microscopio lacién en caja
de contraste petri

05374-1 0.0 0.0

C5374-2 ' 0.0 0.0

05374-3 0.0 0.0

05375-1 0,0 0.0

05375-2 0.0 0.0

05375=3 0.0 0.0

05376-1 0.0 0.0

05376=2 0.0 0.0

05376"3 0.0 0.0
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FReprcTo: CREMA PARA EL CUERPO PARANOX DU BARRY.

* PATOGEND

Muestra Identificacién

05373=1 B. subtilis

05373=2 B. subtilis

05373=3 B. subtilis

Total de microordganismos/ml.

Nétodo del
Microscopio
de contraste

5.90

9.44

B8.26

V#todo de ino
lacién en caj:
petri

0.0



PRINICTC:

* PATOGERD

Muestra

05360-1

05360-2

05360=3

05363~1

05363=-2

05363=3

05363=4

Identificacién

49

SHANPOO RICHARD HUDMUT.

Total de microorganismos/ml.

"¢*oco del Método de inocy
Microscopio lacién en caja
de contraste petri

0.0 0.0

0.0 0.0

0.0 0.0

0.0 OOD

0.0 0.0

0.0 0.0

0.0 0.0



PRODICTO:

* PATOGENOD

Muestra

05342-1

05342-2

05342=3

05362-1

05362=-2

05362=3

05361=1

05361=2

05361=3

Identificacién

B. subtilis

B. subtilis

B. subtilis

St. albus

St. albus

Be. subtilis

CREMA TRES FLORES.

Total de microorganismos/ml.

Método del

Microscopio
de contr-=te

2.3

5.9

1.18

1.18

1.18

0.0

Método de ino
lacién en céj:
petri

0.0

0.0

0.0

0.0
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PRTDUCTC: AGAROL =ZNMULSION.
* PATCGEMO

Totzl c¢e microorganismos/ml,

f“toco del Mé+ecro ce inocu
Muestra Identificacién Microscopio lacién ‘en caja
de cnrtraste petri
05231-1 St. albus, B. subtilis 8.2 558.0
05231-1 St. albus, 3. subtilis 22,27 25.0
05231=-2 St. albus, microbacte- B.2 233.0
rias, B. subtilis
05231-2 St. albus, microbacte= 22,27 25.0
rias, B. subtilis
05231-2 St. albus, B. subtilis 48.88 50,0
"05231=-2 Ste. ~lbus, B. subtilis 66434 66.67
05231=3 St. albus, micrococos 8.2 66.0
05231-3 St. albus, micrococos 66434 6E.67

05231-4  St. albus 5.6 8.3
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PRTDUCTC: AGAROL EMULSICN.
*PATOGEND

Total de microorganismos/ml.

Método del Nétodo e iroc

Muestra Identificacién Microscopio lacién en caje
de contraste petri

05230=2 St albus, B.ssubtilis 25.9 41,66

05230-3 St. altus, B., subtilis 33.04 50,0

05230=4 St. alius 31.6 3225

05-73=-1 St. albus 15,34 32475

05273=2 St. alhbus 47,08 41.50

05°73-3 St. altus 17.08 16.50

057°73-4 St. albus, B. subtilis 17.08 16.50

05273-5 St. albus, B. subtilis 49.44 50.00

05277-6 St. albus 68.2 66.50



FRCDUCTO: AGARCL EMULSICN.

* PATOGEMNO

fluestra

05273=7

05277-8

05273=9

05284-1

05284~2

05282~-111

05782-222

05282-333

. 05282~444

Identific-cién

St.

Site

Sbis

Ste.

St.

Ste

B.

B.

Be

albus

albus

albus

albus

albus

albus, B. subtilis

subtilis

su-tilis

subtilis

53

Total ce microorganismos/ml.

Nétodo del
Microscopio
de contraste

57.08

4.7

11.8

77.08

58.26

36.58

67.14

129.5

514,97

Métocdo e inocu
lacidn en caja
Petrd

58425

16.50

75.0

58,00

50.0

6650

125.0

50.0



PECPUCTO:  AGAROL EMULSION.

* TATOGEND

Muesira Identificacién

05784-11 B. subtilis

05792=1 B, subtilis

057°92=? St. albus, B. subtilis

05292-3 St. albus, B. subtilis

05292-4 St. albus, B. subtilis

05292-5 St. albus,B. subtilis

05292-8 St. albus, B. subtilis

05292-11 St. albus

05292-12 St. albus

Total de microorganismos/ml.

rétodo cel
Microscopio
de contracte

16.52

118.88

88426

20.06

89.44

16.52

11.8

15.34

14.16

Mftocdo e irocy
lacién en caja
petri

50.0

108,25

83425

58.0

83.0

32.0

25.0

25.0

32,0
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LICTO:AGAROL EMULSION.

* PATOGEND

fiuestra

05292-13

05787-3

057°97-4

05297-5

05297-6

05297-7

05304-~1

05304-2

05304=-3

Identificacién

St. albus

St. albus, B. subtilis
B. subtilis
B. subtilis

St. albus, Be. subtili§
B. subtilis

St. albus, B. subtilis
St. albus, B. subtilis

B. subtilis

55

Total de microorganismos/ml.

Método del
Microscopio
de cortraste

22.42

25,96

22442

15.34

18.8

10.62

84.96

97.94

96.76

Métoco ce inocy
lacién en caja
prtri

50.0

25,0

25.0

16.5

16.5

16,5

75,0

58.0

100.0



FRODUCTO:AGAROL EMULSION.

* PATOGEND

Muestra

05304-4

05304-6

05304~-7

05304-8

05304-22

05304-33

05305-11

05305=-55

05306-1

Iden*ificacién

B. subtilis

B. subtilis

B. subtilis

B. subtilis

St. albus, B. subtilis

Be. subtilis

B. subtilis

Be. subtilis

B. subtilis

56

Total de microorganismos/ml.

Mftocdo cdel
Microscopid
de contraste
75:52

33672

61.36

42.48

40,12

47,48

81,42

55.46

49,56

Método de iroc;
lacién er caja
petri

5860

33425

83,25

336,25

41.5

50.0

6665

83.25

50,0



57
EROpURTC: AGAROL EMULSION.
* PATOGEND

Total de microorganismos/ml.

Métoco del Método cde inocuy
Muestra Identificacién Microscopio lacién er caja
petri
de contraste
05306=2 Be subtilis 5310 6660
05306=-3 B. subtilis 63,72 58.0
05306=4 B. subtilis 5310 58:0
05312-1 B. subtilis 5.9 8.25
05312=" B. subtilis 3543 33,25
05312-3 B. SUbtiliS 12.3 16.50
05312=-8 B. subtilis 15.54 16.50
05317=9 Be subtilis 77.08 66.50

05312-10 B. subtilis 55.9 50,0



PRODUCTC: AGAROL EMULSTON.

* PATOGEND

Muestra

05312-11

05312-12

05312-13

05312-14

05306-5

05306-8

05306=-9

05315=-1

05315=3

5R

Total de microorganismos/ml.

Método del
Identificaci6n Microscopio
de contraste
Be subtilis T4.7
Be SUbtiliS 33.5
B. subtilis 19.44
B. subtilis 41,18

B. subtilis, St. albus 70.80

St. albus 44,84

B. subtilis 14,16

St. albus, Be. Subtilis 142‘78

Sts albus' B. subtilis 188.80

fétodo de inoc
lacién en caja
petri

75.0

33625

25.0

41,50

83425

50.0

25.0

166.50

166450



FRODUCTO: AGAROL ERMULSTON.
* PATOGEND

Total de microorganismos/ml.

Método del Yétodo dr inory
Muestra Iden!ificacién Microscopio laci6n en caja
de contraste petri
05315=-8 St. albus, B. anitra- 105.88 108,75
tum
05215-55 B. suhtilis - 200.60 116.50
05315-66 B. subtilis B5.726 66.50
05315-77 B. subtilis 129,36 125.0
05328-1 St. albus, Be. subtilis 10,62 16.50
05328=3 B. subtilis 75.34 7540
05328-3 B. subtilis 168.26 175 .0
05328-4 B. subtilis 99.44 66,50

05328=5 B. subtilis 125.9 125.0



FRCDUCTO: AGAROL EMULSION.

* PATOGEMNO

Muestra Identificacién

05%28=6 B. subtilis

05%28=-7 Be subtilis

05330=-1 B. subtilis

05330-2 B. subtilis

60

Total de microorganismos/ml.

Método del
Microscopio
c¢e contraste

S.44

55,9

152,22

174 .64

05330-3 St. albus, B. subtilis 171410

05327=7 B. subtilis

05351=-4 Be subtilis

05351-5 3. subtilis

05351=6 B. subtilis

217,31

193.22

100,30

92.04

Método de iroc
lacibn en caje
petri

8425

58425

175.0

166.50

168,75

200,00

83,25

125.0

100.0
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FRODUCTC: AGAROL ENULSION.
* pPATOGEZNO

Total de microorgznismos/ml.

"étodo cel Métoco de inocu
Muestra Identificacién Microscopio Tarifdn &5 eats
e con‘raste etri -
05351=7 2. subtilis, St. albus 84,96 00.0
05351-11 B, subtilis ° 102.66 91,50
05351-22 B. subtilis 106,70 141,50
05351-33 B. subtilis 132.16 125.0
05351=55 B. sutbtilis 109,74 125.0
05351=-66 B. subtilis 114,46 15040
05359=-1 Be subtilis 67 .54 58475

05359=4 Be subt_lis 8l1.42 75,0

05359~5 B. subtilis 57.82 75.0



FRODUCTC

* PATOGENO

Muestra Ide

05359=7 Be

05359-~11 B.

05359=-22 B.

05359-33 B.

05367-1 St.

05367-2 St.

05367-3 St.

05367~5 St.

05367-6  St.

: AGAROL EMULSIOCN.

ntificacién

subtilis

subtilis

subtilis

subtilis

albus

albus

albus

albus, B. subtilis

albus

Total de microorganismos/ml.,

Método del
Microscopio
de contraste

74.34

62634

67.26

23.54

13.54

31.18

44,72

z1.18

Método de inoc
lacién en caja
petri

6645

75.0

6665

100.0

25.0

16,5

33625

41,50

25.0



PRIDUC

* PATOGERO

Muectra

05367=7

05267-8

05267=-9

05267-10

05367-11

05367=13

05367~14

05367-15

05367-16

Tz

ACAROL ERULTTCM,.

Tdentificacién

S5t.

St.

Ste.

Ste

Ste

Ste

albus

albus

al‘us

z2lbus

al-us

albus, B. su-tilis

allius, B. suhtilis

B. suitilis

5t.

al-us, B. suntilis

63

Total de microorganismos/ml.

étcdo el
Microscopio
de corntraste

41,18

47,36

52.54

74 .7?3

1DC.O €

53.54

32.36

["ftodo c'¢ inocu
lacibr en caja
prtri

41.50

41.50

58425

25.0

108,75

58.25

33425

Be?5
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PRODUCTO: AGAROL EULSIONM.
* PATOGENO

Total de microorganismos/ml.

Método del Método ce inoc
Muestra Jdentificacién fMicroscopin lacién en caja
de contraste petri
05367-17 Ste. alhbus, B. subtilis 33,54 33625
05367-18 St. albus, B. subtilis 32,36 33425
05367-19 St. albus, B. subtilis 104,72 100.0
05367-20 St. albus, Be. subtilis 15.90 16.50
05379-1 St. albus, B. subtilis, 193,52 191,50
B. anitratum ‘
05379-3 St. albus, B. subtilis,165.20 158425
B. anitratum
05379=6 St. albus, B. subtilis 107.38 116,50
05379-11 St. albus, B. subtilis 115.64 116.50

05380-1 B. subtilis 94,40 100,0



ESTERILIDAD.=-

Otra aplicacién imporia' te es en lo que se refiere a
esterilidad, andlisis que se efectla por medio del métoco mi-=-
llipore a cdiferentes productos, gspecialmente (en nuestro ca-=-
so) inyectatles.

El métoco miliipore se funcamerta en una filtracién
con una m-mbrana de ésteres de celulosa pura y y bioléfgicamen-
tec inerte la cual permite el paso de los flufdos pero retiene
en su superficie a los microorganismos, pues sus porog- tienen
un didmetro de 0.45 dec micra,' mientras que las bacterias miden
de 0.5 micra en adelante.

Este méto’o es aplicable a todos los inyoctaéles, con
la desventaja de que después de filtrado se incuba por siete
dfas con 1 fin de dar un resultaco de negativo 6 contaminaco.

El método =s como sigue:

a) Se reciben las muestras, que e¢n el caso de inyec=-
tables son de veinte a treinta muestras las cuales se sumergen
en fenol, alcohol, etc. con =1 fin de evitar la contaminacién
e trrior.

b) El equipo millipore se debe encontrar perfrctamen

te estéril y dentro de un 4rra estéril (con luz UV, c=mpana de
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flujo lam’‘nar, mechcros, etc.)

c) Se toma una muestra represcntativa de cada ampo--
lleta 6 frzsco &mpula, ya sea con jeringa 6 ien recuperando -
con agua estéril segln lo rcquiera el caso v se coloca la mues

tra en la copa de filtracién que debr estar conectacda a una =

llave de vacfo, procediendo a filtrarla.
d) Se procede al lavado con caldo peptonado tres ve-
ces consecutivas con el fin de =liminar antibiéticos, preser--

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

e) Se saca cuidadosamente la membrana y se corta en
dos partss, una de las cuales se siembra en medio de hongos -=
(caldo de tripticasa soya) y otra parte =n medio flufdo psre -
bact:rias (tioglicolato),

f) E1 medio de bactrrias se incuba a 37 grados centf
gredos por 'spacio de siete dias.

g) E1 medio de hongos sc¢ incuba a 28 grados centfi---
grados durante siete dfas.

h) Diariamente se observan los medios de cultivo con

¢l fin de apreciar la contaminacién por turbidez.

i) En caco de contaminacién se repite el proceso has

ta tres veces antes ce rechazar un producto.

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

se eprueba de inmeciato.
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Como podsmos observar este proceso es sﬁmamente segu
ro, pero tambifn sumamerte largo ;or lo que apreciamos la con-
v-niencia cde aplicsr ol microscopio ce cortrastr cde fase para
proar la sstrrilicdad en los procuctos obteniciro los siguien=

tes resultados:



PRCDUCTC

PITUITRINA

AMECCDRYL

SUCCINATC DE
CHLC.CRMYCETY
DElgo

T — MILLIPORE
LOTE  WICROSCOPIC  la. PRUEBA  2da. PRUE3A
CE CCMTRASTE
2 ESTERIL ESTTRIL
2R ESTERIL CONTAMINANG  ESTERIL
28 ESTERIL ESTIRIL
3 ESTERIL ESTERIL
N9 ESTERIL ESTERIL
12 FSTERIL ESTERIL
10 ESTERIL ESTERTL
138  ESTTRIL CONTAMINADO  ESTERIL
138 ESTERIL COMTAMINADG  ESTERTL
138 ESTERIL ESTERIL  *
138 ESTERIL ESTERIL
11A  ESTERIL ESTERIL
1185  ESTERIL ESTERIL
12A  ESTERIL ESTERIL
12B ESTERIL ESTERTL
14A  ESTERIL ESTERIL
148 ESTERIL CONTAMINADO  ESTERIL
16A  ESTERTL ESTERIL

168 ESTERIL ESTERIL

68
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METCDO DEL MILLIPORE
PRODUCTO LOTE MICROSCCGPIO la. PRUEBA 2da. PRUEBA

DE CONTRAETE
SUCCINATC DE

CHLORDIEYCETIN 7 ESTERIL © CONTAMINANO  ESTERIL
DE 250 mg.
GFRARUSCOLAR 3 ESTERIL ESTERIL

4 ESTERIL CONTABINARO ESTERIL
BENADRYL 4 ESTERIL ESTERIL
KETALAR 2 ESTERIL ESTTRIL

7 ESTERIL ESTERIL
AGUA 3 ESTERIL ESTERIL

SOLVENTE PA-
RA EPAMIN 2 ESTERIL ESTERTIL



70

CCMCLUSICNES Y RECOMEMDACICN Se=

Haciendo referencia a los resultacdos obtenidos du--=-
rantc los meces de experimentacién podrmos -preciar que el prg
sente sistema tiene:

A) Limitaciones

B) Alcances

A) Limitaciones.- En est inciso ca'e s-~fialar que ==
se presentaron cos problemas fundamentales:

1) E1 caso de un jarabe glucosado el cual resulté eg
téril por el método del microscopio de contraste de fase, mien
tras que, por el método bacteriolégico aparec?d como contamina
do con colonias incontables de Pseudomonas(microorganiémo paté
geno)._Se corrieron un sin nidmero de experiencias en aifrren--
tes condiciones, arrojando siempre los mismos resultados. Lo =
Gnico que se puede conclufr aquf es ¢l hecho de que las molé--
culas del jarabe glucorado tengan un fndice de difraccién tal-
que logre enmascarar a los microorganismos al combinarse con -
el fndice de difraccién del aceite de inmersién. De cualcuier-
manera ésta es una muestra de que ¢l método no es infalible,=--
esto s, como toda regla presenta sus excepcionese.

2) E1 problema del Agarol.- En el caso de rste pro--
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ducto, como se puede observar en las tablas de resultados, los
catos de bacteriologfa no coinciden tan exactamente, como en =
los otros productos, con los datos del microscopio. Esto se cge
be a que el Agarol es un aceite mineral el cual no se puede di
lufr con agua fosfatada, pues al hacer las observaciones en ¢l
microscopio era muy factible confundir a los microorganismds -
con pequefias gotas de aceite, ademds de que la preparacién te=-
nfa mucho movimiento por lo anteriormente mencionado, sin em==
bargo consideramos que los resultados son bastante aceptables.

B) Alcances: En este‘inciso tememos un sin némero de
buenos resultados, en‘re los cuales mencionaremos los princi-=-
pales:

1) E1 primer. factor a 6onsiderar es el tiempo. Como
se ha demostrado con el método bacteriolégico se ocupa un mf{--
nimo de cuatro dfas para llevar a cabo el andlisis, mientras =
que, con nuestro microscopio de contraste de fase este tiempo-
se reduce a un méximo de dos horas el cual es reducible a su =-
vez (con un poco de organizacién) a diez 6 quince minutos, es-
to implica un gran ahorro econémico en lo que se refiere a per
sonal,'equipo e inventarios.

2) Es muy importante hacer notar gue el método bac-f

teriolégico es aceptacdo en virtud de que no existiera otro, es
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to s, como shora lo sahemos tiene sus fallas, las cuales que=-
dan anulacas con el microscopio de cortrastr ce fase:

a) En el m“todo bacteriolégico se hace el conteo ce
microorganismos e tal man=sra que arroja resultados cde 8, 16,=-
25, etc. microorganismos por mililitro, lo cual implice que ==
nunca habré un resultado de 2, 3, 4, 5, 6, 6§ 7 microorganismos
por mililitro. Esto es, el microscopio de contraste de fase --
puede dar un resultado abarcando todos y caca uno de los ndme-
ros reales, mientras que en el método bacteriolégico , s6lo -
puecden dar como resultado mdltiplos de ocho. Desce luego que =
rsta diferencia es muy relativa hzblando de grances canticacdes
prro cuando se trata de un resultado entre cero y ocho microor
ganismos por mililitro puede pasar como absolutamrnte estéril
mientras que el microscopio puede detectar 0, 1, 2,c¢c0e7 mMi-=
croorganismos por mililitro patégenos y, entonces quedar recha
zado el producto. Desgraciadamente para nuestro experimento y-
afortunadamente para la Compafifa, no se¢ presenté este caso en
cuatro meses de experimentacién.

b) Otro punto muy importante que es corveniente acla
rar s el hecho dnlque el métocdo bacteriolégico presenta erro-
res de manipulacién como se demuestra en el lote 05231 parti--
das 1,2 y 3, los cuales resultaron rechazados por contamina~e-

cién (558 mo/ml.; 233 mo/ml. v 65 mao/nl. respsctivam=nte) con=-
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siderando qur cualquier producto con més de 500 mo/ml. (no ﬁatg
g nos) esté contaminacro. Bien, el microscopio de contraste de
fase aprobé este lote como estéril.

Se repitif el andlisis por amtos métodos, arrojans

cdo los siguientes resulﬁaét‘os:

todo del Método de
Microscopio Bacteriologfa
05231-1 272.27 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 @nico que se puede conclufr en este caso es que =
en 1 mAtor o bacteriolégico puecen presentarse contaminaciones
ajenas al producto por exclusivamente, mala manipulacién, esto
es, cualquier descuido al sembrar (una puerta atierta, una ba-
ta sucia 6 bien hablar al trabajar) puede contaminar la mues=-
tra y arrojar datos absolutamente falsos.

Recomendaciones.=

1) Familiarizacién con el equipo.~ Es absolutamente
necesario conocer bien el equipo. Es cde primordial importancia
manejar el aparato con preparaciones fijas a fin de familiari-
zarse con é1 y observar las diferencias que existen con =1 mi-
croscopio ordinario, tanto en seco cébil, como en seco fuerte,
as{ como en inmersién,

2) Identificacién biogufmica de las cepas.- Dentro ce
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nuestros productos tencmos una serie de microorganismos fre---

cuentemente contaminantes los cuales se encu~ntran someramente
identificados. Es necesario aislar cada uno de estos microorga

nismos y sembrarlos en medios selectivos, ya aislados, es in-=

dispensable hacer varios juegos de bioqufmicas (Sim, Kieglrr,=-

Manitol y Sacarosa-Urea)‘por caca uno cde los microorganismos =

aislados con el objeto de harer una verdadera identificacién,=-

después, hacer frotis para observar si se trata de bacilos 6 de
cocos, Gram positivos 6 Gram negativos'y asf completar la ===

identificacién por el método tradicional. Es muy importante -=-

elaborar esta identificacién con mucho cuidado en virtud ce ==

tratarse de la base de la cual partiremos para montar lgs téc=-

nicas del microscopio de contracte de fases.

3) Identificacifn microscépica de las cepas.- Ya iden .
tificaras todas y cacda una de las cepas se procederd a observar
las cuidadosamente en el microscopio con el fin de familiari--
zarse con las mismas. De aquf cepende en gran parte el éxito =
6 el fracaso de la técnica.

4) E1 siguie-~te paso a seguir es el de fotografiar -
todas y caca una ‘e las cépas observadas en el microscopio y -
que previamente han sido identificacas. Esto se hace con el ==

fin de establecer standards de referencia, esto es debecmos te-
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ner una fotografia por cara uno de los microorganismos y sus =-
variantes.

5) Después es nccesario procecer a la familiarizacién

con los productos libres de contaminacién, es cecir, los pro-
ductos estériles pregentan una serie de variantes, pues, logi=-
cam:nte tienen diferentes ingredientes y se observan por con-=-
siguiente diferentes tipos de cristalizacién y en ocasiones se
observarén partfculas con apariencia de microorganismos los ==
cuales facilmente se diferencfan de éstos por el simple movie=-
miento que presentan, es decir, todas las preparaciones de-en
de ser sumamente dilufcas (4:100) pues nosotros apreciamos ==
transparencia y por lo mismo al observar en el microscopio ve-
remos un movimiento de las particulas.(natural) dentro de los
1fquidos (mov. Browniano) mientras que los microorganismos ine-
dependientemente de este movimiento presentan un movimiento ex
tra caracterfstico de los seres vivos.

6) Es necesario inocular los productos con caca uno
de los microorganismos con el fin de identificar éstos Gltimos
con las diferentes variantes que puedan presentar, asf, si un
producto ¢s mucho més viscoso, 6§ bien mucho méAs nutritivo cue
otro, el mismo microorganismo se purde observar ya sea mucho

més alargado, mé&s redondeado, mis grande & m&s chico etc., Lo =
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nico importante s identificarlo dentro del producto.

7) Por Gltimo se procede al conteo bacteriano e icen
tificacibn de microorganismos. Eéte dltimo paso se lleva 2 ca-
bo considerando el fzctor de dilucién, el factor microscépico-
y el nfmero promedio de microorganismos por campo. Se ha demos
traco con la préctica que las cdiluciones en agua fosfatadg es-
téril vienen a ser de gran utilidad en la mayorfa de los pro--
ductos, sin embargo, es necesario hacer un’estudio respecto a
los productos rue no se pueden dilufr en agua fosfatada, como
por ejemplo el caso de los maquillajes v las cremas s6lidas vy,
en general los productos gue no son solubles en agua, sin pen=
sar ni remotamente en solventrs orgénicos, los cuales matarfan

inmediatamente a los microorganismos 6 por lo menos los inmo--

bilizarfan entorpecizndo nuestro contee, pues los microorga -=-

|
[

nismos que intervienen en nuestro :xperimento son Onicemente =
los vivos que fécilmente se diferencfan por presentar un movi-
miento pulsédtil especial en el microscopio de cortraste d- fa=

SESe
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