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lntroducctón 

INTRODUCCIÓN 

La i.Jnportancia de realizar la prueb• de Um.itcs tnicrobU.no~ se cst•b1eció a r-aiz de 

problc1XU1s que c,Ostieron sobr-c contaminación microbiana de pr-oductos farrnacCuticos no 

eSlCrilcs en Suiza. por- Jo que en 1966- 1972. se originar-on J"cgulacioncs en dif"crcntcs 

filn:nacopcas y co relación a las buenas prácticas de rnanufa~ra. pero e.be mencionar- que 

fue basta la FARMACOPEA NACIONAL DE LOS ESTADOS UNIIX>S MEXICANOS 

4a. edición ( 1974). donde se ü:nplemcnta esta técnica de análisis.. pero esta es valida 

sictnprc y cuando se J"ealiccn pruebas preliminares que demuestren que bajo estas 

condiciones es posaDJc recuperar a Jos mic,.oo,.ganiS1Dos inoculados previamente en una 

muestra. o sea que el mCtodo microbiológico sea VALIDADO. entendiéndose por 

validación como el proce~ por el cual queda establecido. por estudios de t..boutorio. que 

la capacidad del método satisf'ace los requisitos para las aplicaciones analíticas deseadas~ 

gcnerahncntc incluye una evaluación de la precisión. linearidad. ex.actitud y especificidad. 

pero sin embargo cabe mencionar que estos par-ámetTos a evaluar depende de las 

caracteristicas del método. así como del criterio del analista. 

El obJ•Nlvo del presenre rraba.10 es: comprobar que el merocJo de /imues 

m1crobuinos es /Jneal, exacro, y precISo, mediante la cuanrlficac1ón y detección de 

m1croorganumos rn~sofil1cos aerobios en una suspensión an11ác1c/a. Confinncindase las 

resulrados con la determ1nac1ón de las carac1eríst1cas macroscóp1ca.s. m1croscóp1cas. 

pruebas bux¡uinucas y tratanuenro esrad1s11co a evaluar. 

Por lo mencionado anteriormente en el capttulo 1. se mencionan los conceptos 

generales sobre validación. su ilnportancia. así como t. determinación de estos. 
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IntroduCC'lon 

En el campo f"annacéutico se ha establecido la necesidad de incluir en Jos ensayos de 

control de rutina la determinación del número y tipo de gCrmcnes. para evitar variaciones de 

un medicamento en .;uanto a su aspecto. olor. sabor. consistencia. disminución de su 

actividad y otros. los lipo de nücroorgani.snios aislados de esta manera deberán inveSligarsc 

en relación a su posible itnponancia como agentes de cnl'ennecbides. EJ mCtodo de limites 

nücrobianos. evalúa Z. calidad sanitaria de productos f"annacCuticos (materias primas.. 

productos intermedios y terminados) r:nedia.nte el recuento de organismos rncsofilicos 

aerobios. hongos filuncntosos y levaduras. así como la investigación de microorganismos 

objctables en dichos productos. En el capitulo 2 se encuentra información nuis general sobre 

el mCtoJo de lin.tites microbianos. 

Aunque la Industria Farmacéutica reconoce la necesidad de ef"ectuar un control 

microbiológico a las f"ormas f"annacéuticas no estériles que son susceptibles a la 

contaminación m..icrobiana. es imposible que algunos productos estén libres de 

microorg;iniSIDOS.. sin etnbargo para la protección del conStUnidor y del fabricante es 

necc!sario tomar medidas apropiadas para asegurar la calidad microbiólogica del producto. 

en el cu.:t.I las principales fuentes de contaminación son: el medio ambiente. personal. 

materias primas. materia! y equipo. EJ capttu.Jo 3. menciona en una f"orm.a mis general las 

principales causas de contaminación de productos f"arniacéuticos. 
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lntrodUCC1ón 

Los tnicrooTganismos patógenos considerados en el método de limites microbianos 

son S!Jlphylococcus DY~!l. ~udQIDQUJI ggy1{.innD~ S.ltrum~lltt bllb.~ ~h~.biil ~L. 

El estudio de estos depende de la vía de administración del producto. Como en et 

preSCtlte uabajo se llevó a cabo la validación de una su~vcnsión antiácida conteniendo 

hidró,Odo de aluminio y magnesio. La FEUM 6a. edición recomienda invest.igar a 

.EKb!:ri_<;lll1 ~ • y Sidm~.~m!;UJI 50 En el capitulo .a. se encuentra infonn.acic:in sobre los 

factores fisicos que influyen en el desarrollo microbiano. Mientras que el capitulo S. 

menciona las caractcrist.icas rnacroS4;:ópicas, cnicroscópicas. y principales bioquimicas de los 

microorganiS1nos en estudio. Asi mismo en el capitulo 6, se mt..-ncionan las caracteristicas 

de los antiácidos gttstricos. 

En el capitulo 7. contiene infonnación sobre el material. equipo y mCtodo. En el 

capitulo 8, incluye rc;sultados y discusión de resultados. Asi mismo el capitulo 9. da a 

conocer las conclusiones. y en el capitulo 10. se hace mención de la.s propucS1.as y/o 

recomendaciones. En el apéndice A. contiene infonnación sobre medios de cult.ivos y el 

apéndice B. incluye fónnulas empicadas 

Con base a los resultados obtenidos experimentalmente y sometiéndolos al 

tratanlleoto estadistico necesario se puede concluir que el método resultó ser linea.L exacto. 

y preciso. reafinnándosc que realmente se recupero a los microorganiSUJos inoculados.. con 

las caractcristicas microscópicas., macro5o1;:ópicas y pruebas bioquiniicas realizadas a cada 

microorgani.sino en estudio. Por lo tanto el mCtodo puede ser usado como método de rutina 

para determinar el control microbiológico en la suspensión antiácida. 
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FUNDAMENTACIÓN DEL TEMA 

1.0 - VALIDACIÓ!'O 

La Industria Farm..acCutica tiene gran intcrCs en b validación de métodos analíticos 

debido al gran incremento de nue..,.os productos que están relacionados con la salud y que 

requieren de métodos de anlilisis apropiados. Una parte integral del desarrollo de un método 

analitico es la validaci6n del mismo. es decir. el método debe probarse para determinar su 

cfc:cti"\;dad. U validaciOn generalmente incluye una evaluación de la precisión., lineariW.d .. 

exactitud y especificidad. y proporciona una medida del comportantiento dd método. 

La validación de un rnCtodo analitico puede definirse como el proceso por el cual queda 

establecido. por cstUdios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos 

para la .. aplicaciones analiticas deseada~. La capacidad se: expresa. en este caso. en términos de 

par<imctros analíticos. 

No se puede pasar por alto el hecho de que. el factor más irnponante durante la 

validación de cualquier m~odo analítico. es sienJ¡>rc el criterio del analista. el cual es necesario 

aplicar después de toniar en cuenta todos los factores relacionados con el o los principios 

activos. concentraciones. f'onna f'annacc.~tica. tipo de muestra. método de ami.lisis propósito de 

la técnica analítica. inst1UD1cntación sustancias relacionadas. etc.. por lo que los requisitos 

mencionados a continuación constituyen únicamei:tc una guía apropiada. para dar al analista un 

soponc técnico adecuado para resolver el probletna panicular. ( 1) 
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Fundamentación del tema 

CO:-.rl"ROL. 
PA.R..MteTRO DE INDICADORES DE BIODJSPONI~ REVALIDAClON 

CALIDAD ESTABILIDAD BILIDAD OEL:"..1ETOOO 

Ba1as Aftas Sin cambio Con 
conccn- caneen- t.."11 las cambio en 

t.raaones tucioncs con di- las condi-
ciones de ciones de 
oneración oocración 

Llncaridad y 
precisión del X X X X X X 

sistcina 

Lúnite de X X 
1 detección 

Limite de X X 
1 cuantificación 

E>eactitud y X X X X X 
1 

X 
rcPCUüilidad al too ª-n 

Linealidad del X X X X X X 
~odo 

Precisión X X X X X 
l~roducibilidad) 

Especificidad X X X X X X 
(Control de Calidad) 

Especificidad X X 
(Estabilidad\ 

Tolerancia del sistema X X X X 

Esubilidad de la X X X X 
muestra 

TABLA l. PAllAMETROS A EVALUAR EN LA VALIDACION DEL METODO 
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Fundamentación del tema 

1.1 CONCEYTOS GENERALES DE VALIDACIÓN'\' SU 

DETER.'\11 IN ACIÓN 

LINEA#.IDAD: La lincaridad de un sistema o método analítico es su habilidad para 

asegurar que los resultados analítico~ los cuales pueden ser obtenidos directamente o por 

medio de wia trans.f'onnación natenlática bien definida, son proporcionaleio: a la concentración 

de la sustancia dentro de un intervalo determinado. 

DETE~INACIÓN DE LINEARIDAD DEL SISTEMA 

Se realiza construyendo una curva de calibración (concentración vs respuesta medida) 

utilizando cuando menos S diluciones preparadas a panir de una misma solución patrón y 

haciendo ami.lisis cuando menos por duplicado para cada dilución. 

El intcn.·alo c:ntre las conccntrncioncs a analizal'" dependerá. del pTopósito del método; 

para control Je calidad y de tos rcqucriniicruos de estabilidad de un fann.aco en una fonna 

farmacéutica. deberá estar incluida la concentración sc:leccionada como l 00~"0. ( 1) 

r <: 0.99 

r= ~ 0.98 

TABLA 2. CR.ITEIUOS DE ACEPTACION EN LA UNE.ARIDAD DEL SlST'El'\.tA 

NO TA. para métodos microbiológicos r ~ O. 98 
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Fundamentación del tema 

DETEllMINACIÓN DE LINEAIUDAD DEL MÉTODO 

Se ..-caliza a partir de placebos adicionados de por lo menos 3 concentraciones de la 

sustancia de interés. (placebos cargados). cada uno de mancr• indcpendjcnte. reali..zando el 

análisis por triplicado. Se deber& llevar a cabo por wt m.ismo analista en las mismas condiciones 

de operación. 

Las concentraciones de los placebos cargados deben ser las •dt..~uadas para que. 

utilizando el método propuesto. las concentraciones de las soluciones finales a analizar cstCn 

dentro del intervalo de Ja lincaridad del sistema. incluyendo siempre a la correspondiente al 

100º/o. 

ME TODO PROMEDIO DE RECOBRO CV b .... 

Cromatogr3ficos 98-102~/D s 2~"0 

Titrimétricos 98-102~~ s 2'!0 =I =O ~0.98 

Químicos 
y 97-I03C!~ s 3~-ó 

Espcctrof"ométricos 

Microbiológicos 9.5-105~1. S S~D 

TABLA 3. CRITERIOS DE ACEPTACION PARA LA LL.....-EARIDAD DEL METODO 

INTE•VALO: El intervalo de un método analítico esia definido por las concentraciones 

comprendidas entre los niveles de concentración superior e inferior de la sustancia. en el cual se 

ha demostrado que el rnCtodo es preciso. exacto y lineal ( l) 
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Fundamentación del terna 

E.XACTITUD: La ex.actitud de un método analítico es Ja concordancia entre un valor 

obtenido experimentalmente y el valor de rcforencia. Se expresa como el porcicnto de recobro 

obtenido del análisis de muestras a las que se les ha adicionado cantidades conocidas de la 

sustancia de interCs. 

DETER.UINACIÓN 

Se rcaJi..z.:l partiendo como mínimo de b placebos cargados de manera indcpc:ndicntc 

con la cantidad necesaria de la sustancia de interés para obtener la concentración al J 00~"0. 

Realizando el mCtodo bajo Jas misni.as condiciones de operaciOn y por el mismo analista. 

Los criterios de aceptación para la Exactitud y Rcpetibilidad son los indicados c:n Ja 

rabia 3. 

PRECISIÓN.· La precisión de un método analitico es el grado de concordancia entre 

resultados analíticos individuales cuando c:I procedimiento se aplica repetidamente a diferentes 

nwestreos de una muestra homogénea del producto. Usualmente se expresa en términos de 

desviación estándar o del coeficiente de variación. 

La. precisión es una medida del grado de rcpr-oducibilidad y/o repetibilidad del mCtodo 

analítico bajo las condiciones nonnaJcs de operación. 

a) llEPETllJILIDAD: Es la precisión de un método analítico e:qu·esada como la 

concordancia obten.ida corre determinaciones independientes realizadas bajo las ntismas 

condiciones (analista. lÍCD1pO, aparato. laboratorio, etc .. ). 

DETEllMINACIÓ/V 

Se realiza panicndo como mínimo de 6 placebos cargados de ina.nera independiente 

con la canridad necesaria de i. susrancia de interés para obtener la concentración al 100~~

Rcal.izando el método bajo las mismas condiciones de operación y por el mismo anali.s1a. ( J) 
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Fund•mcntación del tem.a 

b) ltEPllODUClalLIDAD: Es la precisión de un método analitico expresada como la 

concordancia entre determinaciones independientes realizadas bajo condiciones dif'crcntes 

(diferentes analistas. dücrc:ntcs días.. en el mismo y/o en dif'ercntcs laboratorios. utilizando el 

mismo y/o diferentes equipos.. etc .. ) 

DETEllMIJVACIÓN 

Se realiza utilizando una muestra homogénea del producto cercana al 1 OO~D de la 

concentración teórica. an•lizada cuando menos por dos analistas. en dos dias diferentes y por 

triplicado. 

LllttlTE DE DETECCIÓN: Es la mínima concentración de una sustancia 

muestra la cual puede ser detectada. pero no necesariamente cuantificada. bajo las condiciones 

de operación establecidas. 

LIMITE DE CUANTIFICACIÓN: Es la menor concentración de una sustancia en una 

muestra que puede ser dctcnninada con precisión y exactitud aceptables bajo las condiciones de 

operación establecidas. 

ESPECIFICIDAD: Es la habilidad de un mCtodo analítico para obtener una respuesta 

debida únicamente a la sustancia de interés y no a otros componentes de la muestra. 

ESPECIFICIDAD PAJ!A MÉTODOS DE CONTROL DE CALIDAD 

CON EL MÉTODO PROPUESTO. 

1) Analizar pi.acebos del producto. 

2) Identificar la respuesta del activo. y si procede. de los excipientes y/o de otras 

sustancias presentes. 

ClllTElllO: Confirmar que el método desanollado es c•paz de cuantificar la sustancia 

de interés sin que cxisla interferencia de otras sustancias presentes. ( J) 
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Fundamentación del terna 

ESPECIFICIDAD PAJIA MÉTODOS INDICADOllES DE ESTAIJll_IDAD 

En caso de contar con los posibles productos de degradación. preparar las 

rnue&lras con placebo .. ailadido .. de éstos y la sustancia de interés y analizar con el método 

propuesro. 

Si no se cuenta con Jos productos de degradación. es necesario degradar la muestra 

bajo diferentes condiciones. La degradación debe ser tal que t. concentración de la sustancia 

en esaudio esté dislninWda por Jo menos en un 25o/o con respecto a la original. 

Se sugieren Jos si,suientes métodos para degradar la sustancia. la persona que realice: c:I 

estudio debera escoger aquel que. de acuerdo a Jas propiedades 6.sicoquimicas del compuesto. 

sea el nuis adecuado: 

1. Colocar la sustancia de interés. el placebo y muestras del Jote del producto en 

horno a 70-l20ºC o 20ºC por debajo del punto de fusión de la sustancia de interés duranre un 

número apropiado de días ( 2 a 4 semanas). 

2. Ex-poner la sustancia de interés. cJ placebo y muestras del lote a luz UV o a luz 

fluo.-c:sccnle y/o buntedad. 

3. Si es necesario. hacer diluciones de la sustancia de interés ajustando el pH a 1-2 y/o 

10-12 y colocarlas a 60ºC-80ºC durante 2-4 seniaoas. 

4. Si se trata de Connas Cannacéuticas liquida:s o scmisólidas pueden degradarse por 

o11ádación (con peróQdo de hidroM:eno) y permanecer 2-4 seinanas a temperatura ambiente; y/o 

por hidrólisi..s (pH 1-2 y 10-12). colocando las mue5lras a 60-SOªC durante 2 - 4 scm.a.nas. 

Ca.ITElllO: Verificar que loa productos de· dcgadación y/o sustancias relacionadas no 

interfieran con Ja. cuantificación de la sustancia de interés utilizando el método desarrollado. 

Ajustar a las condiciones de operación para obtener la má:JC:imai resolución. ( 1 ) 
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TOLEllANCIA: La tolerancia de un método analítico es el grado de n:producibilidad 

de los resultados analíticos obtenidos por el análisis de la misma niuestra bajo modificaciones 

de las condiciones nonnaJes de operación. tales como diJ'Crentcs temperaturas. lot.es de 

reactivos. columnas. sistemas de elución. tipos de empaque ( sopone. fase estacionaria. etc .. ). 

condiciones ambientales. etc. 

EST.AalLIDAD DE 1--4 MUESTll.A: Es Ja propiedad de una muestra preparada para 

su cuantificación. de conservar su integridad fisicoquimica y Ja concentración de la sustancia de 

ioterCs. después de altnacenarsc durante un tiempo detenninado bajo condiciones especificas. 

DETEltMINACIÓN 

Se realiz.a por medio de la comparación de los resultados de los ::málisis iniciales de 

3 muestras con los obtenidos de las ntisnias muestras después de pennanecer por un tiempo 

determinado en dif'erentcs condiciones. 

Almacenar las muestras analizadas bajo distintas condiciones (por ejemplo: temperatura 

unbiea.te. rcfiigeración. protegidos de la luz. etc .. ) durante un tiempo preestablecido por el 

analista dependiendo de las propiedades fisicoqu.inücas de la sustancia. reanali.za.rlas bajo las 

OÜSl:nas condiciones de operación. Wtiliz.ando una solución de ref'erencia recientemente 

preparada. para cada tietnpo. de acuerdo a Jo establecido en el método analítico. La 

dctcnninación debe ser cf'cctuada por un D1ismo analista. ( 1 ) 
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CRITERIO: La muestra es estable si el l.C para Ja dit"erencia de la medin de Ja muestra 

con respecto a la media del análisis inicial incluye el valor de cero y/o Ja magnitud del cCecto no 

exceda de los siguientes porcentajes: 

MÉTODO 

Cromatogr.:i.ficos 

Titrimétricos 

Qu.Ínticos y 
csocctr0Coton1Ctricos 

Microbiológicos 

PORCENTAJE 

±5'%, 

T ABL.A 4. CRJTERJO DE ACEPr ACION EN LAS PRUEBAS DE ESTABILIDAD 
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2.0 LÍMITES MICROBIANOS 

La variedad de contaminantes de origencs diversos (anirnat vegetal, hum.ano. e incluso 

sintético) representa una de las causas DJ.ás comunes de la contantinación que puede esperarse 

en un medicamento no estéril. Para verificar la calidad de los productos (ntatcrias prim.as y 

productos terminados) las instituciones oficiales y de la industria fannacCutica y fannoquímica. 

pueden utilizar diversos mCtodos de análisis. según sus necesidades. 

LIJt.llTES MICROBl.-t.NOS: Es un conju.nro ele pruebas cu:i.:o oh1era·o es evaluar /a 

calzdad sanztar1a dc- produ.cro.s farrnaceu11cos (materias pr1n1as. productos 1111ern1ed1os y 

termznados), medzante el recuento de organismos rne.sofilzca.s at..•robzos. hongos filamt..•11tosos y 

levaduras. a.si conzo. /a z11n!st1gac10n de rn1croorgaru.s"1os ObJetab/es ~"dichas productos. (:?) 

En los métodos farm..ncopéicos se describe el mCtodo de º"Límites microbianos... pero 

sin embargo. si no existen se deberán establecer internamente. tom.ándosc en consideración el 

origen, uso. y antecedentes analíticos de la materia prima o del producto tenninado. Los cuales 

comprenden: 

A) Estimación del número de núcroorganismos mesofilicos aerobios viables. conocidos 

como unidades fonnndoras de colonias (UFC). que son la cantidad min.i.tna de nlicroorganismos 

objeta bles. 

B) Aislamic:nto e identificación de microorganismos objctables. (23) 
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Los limites microbianos que menciona la FEUM 6a. edición para la forrJU farmacéutica 

utilizada en el presente esaudio (una suspensión antiácida que contiene Hidróxido de alwninio y 

Magnesio) son los siguientes : 

MICROORGANISMOS MESOFiLICOS AEROBIOSo Máx. 100 UFC/ml 

HONGOS V LEVADURASo Máx. 10 UFC/ml 

MICROORGANISJ\.10S PATÓGENOS: Ausencia 

La validez de este conjunto de pruebas. se basa ~ su capacidad para poner en evidencia 

a todos los nticroorganis.inos presentes en un producto farmacéutico_ 

Por esta razón antes de establecer en fonna rutinaria el análisis de un producto. es 

necesario C!<-""l:.ableccr prnebas precliminarcs que demuestren que bajo las condiciones de prueba. 

es posible recuperar los microorganismos control previamente inoculados en ta muestra. 

,..,JCROORGANJSMOS CONTROL 

Staphylococcus il.ll.C™ 

Pseudomona ~ 

Escherichia rnli 

ATCC 6538p 

ATCC 25619 

ATCC 6539 

ATCC 10536 
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En Cunción de la vía de administración se procederá a investigar los microorganismos 

sc:iialados a continuación: 

PllODVCTOS DÉIMllCOS. llECTAl.ES Y VAGINALES: 

Pseudomon1 •eruginosa y ~phylococcus ~-

PllODVCTOS OllALES: 

Jt#ATElllAS PlllMASo 

Dependiendo de la vía de administración del producto. Investigar los microorganisnios 

scilalados adcniás de ~Ql!D JI! 

Cabe mencionar que los microorganismos mencionados anterionnc..."'Dte son elegidos por 

previos estudios rc1lizados a diferentes Connas farmacéuticas en los cuales se demuestra que es 

posaDJe su desarroUo. Sin embargo hay microorganismos que aun4ue no son considerados 

patógenos por sus características. nlllnero y ademas. por la composición del producto. pueden 

afectar la estabilidad de éste y/o indicar un manejo sanitario deficiente de materia prima o 

medicamento. causando un problema adicional al paciente. En consecuencia. es conveniente 

tratar de i'islar. identificar y reportar estos microorganismos. lo que pennitir:i conocer mejor la 

calidad del proveedor. disedar un seguimiento durante el proceso y ver si no se trata de una 

contaminación seCWldaria y así establecer las medidas que corrijan la falla. (2) 
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3.0 CONTAMINACIÓN MICROBIOLÓGICA DE PRODUCTOS 

FARMACÉUTICOS 

En los últimos a.nos se ha tenido problemas en fabricación de productos farttl8cCuticos 

líquidos como es el caso de lociones para bebes y leche de magnesia por contaminación 

microbiana. En una inspección de envases para preparados antiácidos líquidos que tenían 

hidróxido de magnesio. se comprobó que el 30. 5~0 de los frascos analizados csuban 

contaminados con e~ud_Qm2na n_-:n¡gin~. En el recuento en placa de microorganiS1J1os 

mcsofilicos aerobios se encontró desde la cantidad de 100- 9300. ufc/g. De igual manera 

diversos medicamc..~tos han sido responsables de incidc..~tes, como s.almonelosis por polvos Je 

tiroides. o úlceras oculares debida a las prc..-paracioncs ofi8.lmicas contaminadas por 

es.Y.!.l.2.ffi21U\ a~gi_n_Q..~ 

La E?31na de microorganismos coipaccs de contaminar preparados líquidos comprende 

especies de fusJrn-211~ll;J 1-"U. E.sfili. P.8!1.sl ... 2I!1P.flD ?~.&it!Q~. y SURhl::l2-~~ 3.M31J.~. (3) 
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3.1 PRINCIPALES CAUSAS DI: CONTA!\-ll~ACJÓS Dt: PRODUCTOS 

FARMACi:UTICOS 

~ TERIAS PRL.,AS 

Las tnatcrias primas son una de las mayores fuentes de contaminación microbiana en 

f"onnas fannacCuticas no estCriles. 

Las materias pri.rnas pueden ser de origen vegetal. animal o sintCtico. las cuales por su 

f"onna. de obtención. presentan un problema de contamínación menor que: el de sustancias de 

origen anixnal. como lo scr8n Jos extractos de ciertos tejidos anirn.nles los cuales son ricos en 

nutrientes. Estos tejidos que a menudo se reciben o pro\.iencn de rastros o matanzas debe 

suponerse que ";enen contantinados por lo tanto la cootan1inación inicial debe ser eliminada y 

de este paso en adelante se deben tener controles estrictos para evitar una contaminación 

durante el resto del proceso de m.anuf"actura. 

CONTROL ,.,fCROBIOLÓGICO DEL AGUA 

El agua es probablemente el rnJtterial ni.ás importante usado en la rn.anufa<...1:ura de 

productos fil.nn.acé-uticos no estériles así como en el lavado de material y equipo. Como 

resultado la calidad rn..icrobiólogica del agua es extremadamente imponantc. El agua 

su.ministrada será sujeta a frecuentes análisis rn..icrobiológ:icos. sobre todo cuando el agua para 

beber no evita la presencia de microorganismos corno: ~..9-"1º1!.A aJ;.rngL~ o ~µ..42..m_Q.Il..~ 

~~11. 

Aún si el agua es satisfactoria. la contaminación puede ocurrir durante el alni.acenaje. 

por ejemplo. los sistemas de deionización del agua son bien conocidos como sitios de 

crecimiento para microorganismos. y el anBlisis microbiológico es necesario en varias etapas a 

lo largo del sistema de dcioniz.ación (resinas catiónicas, aniónicas. etc ... ). 

Los microorganismos pueden prolíficamente cuando los tanques de 

alm.acenarnicnto no son rutinariamente sanitiz.ados. Codos y curvas en la distribución del 

sistema también pueden llegar a ser fuentes mayores de crecimiento microbiano. ( 4) 
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MATERIAL DE E,UPAQUE 

También es importante considerar los materiales en que son envasadas las materia!. 

primas: Cartón. papel. recipientes metálicos. de pl.iis:tico. Pueden ser fuentes de contaminación y 

tienen que ser limpiados de polvo y asegurar que no pcnnitan por roturas o permeabilidad b 

introducción de microorganismos del ambh:nte o humedad que favorezca la proliíeración 

microbiana:. 

EQUIPOS 

Los equipos también pueden ser fuente de contaminación microbiana ya que bs 

hoactcrias puc:dt.."tl dc:sarrollarsc en los resquicios y ranuras. Estos equipos dcbc..-n linlpiarsc muy 

bien antes de usarse. 

Una sanitización eficiente es eSt..'"tlcial en una planta El equipo debe estructurarse de: tal 

fonna que pueda ser desensamblado para lavarlo. sanitir.arlo y secarlo. Cualquier equipo o 

D'Ulquinnria que entre en contacto con el producto y que no pueda ser revisada y dn.."tlada 

complctamt.."'Tltt: constituyen un riesgo de contaminación microbiana_ 

Realizando un control microbiológico despuCs de las operaciones de sa.nitización y a 

difort..-ntes intervalos entre los procesos de saniti.z.ación. se obtendroin datos que probaran su 

efectividad. el control microbiológico no sólo debe enumerar los contaminantes., sino 

identificarlos pan revelar la presencia de microorganismos resistentes al agente sanitiz.ante. 

l•fED/0,.t,UBIENTE Y PERSONAL 

EL ambiente y personal pueden contribuir a la contaminación del producto . .,Los 

ponadores principales de contaminación son las manos y el pelo. Por lo ta.nto. la limpieza 

general es primordial Las personas que intervienen en el proceso de elaboración deben usar 

gorro y cubrebocas. y otro tipo de vestimenta dc¡jcndicndo donde se requiera trabajar. 

El número de tnicroorgani51lloS en el· aire en una área determinada dcpcnder3 

principabncnte de 3 factores (6): 

a) Número de personas y tipo de actividad. 

b) Canúdad de panículas en el ambiente. 

e) Grado de humedad_ 
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4.0 FACTORES FÍSICOS QUE INFLuYEN EN EL 

DESARROLLO MICROBIANO 

HUJt#EDAD 

Diversos Cactorcs fisicos influyen en el des.arrollo microbiano y esto debe tenerse en 

cuenta cuando se estudia la conscn.·ación de los preparados farmacéuticos_ La humedad 

Cavorecc este desarrollo y no hay duda que los preparados nuis C""PUCstos son los que contienen 

agua como solvente o como integrante de una de las fases. Pero tambiCn las fonn.as secas o 

sólidas se prestan para el desarrollo. Tal es el caso de la granulación húmeda en la elaboración 

de comprimidos. en que se dan precisamente las condiciones de humedad y temperatura que 

requiere el desarrollo microbiano. (8) 

TEMPERATURA 

La temperatura intluye en el desarrollo de Jos microorganismos. Las bacterias que 

crecen entre los 20°C y 4.SºC. aunque la te01peratura óptima suele ser de 3S°C a 37°C. 

se designan como mesófilos. Estos tipos de microorganismos son los que se pueden desarrollar 

en el cuerpo bum.ano ya que nuestra temperatura normal es a 37ºC. 

Algunos microorganismos. como por ejemplo los que "\.-iven en el fondo del mar se 

desarrollan mejor a temperaturas vecinas del punto de congelación ( 4- t oºc ). y se les llaman 

ps1crófilos. 

<>tras especie~ solo se desarrollan a temperaturas altas. que fluctúan entre 45-7.S"C. 

Estos microorganismo~ de los que existen numerosas esi>ecies bacterianas. se designan como 

tennófilos. (20) 
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pH 

Númcrosos rn.icr-oorganiSllloS, cspecialmenle los que oc::acionan eníermcdad, son 

afectados diversamente por grados incluso moderados de acidez o alcalinidad. Tan sensibles 

son a ello, que se hace necesario ajustar el pH de los medios empicados para su cultivo. 

añadiCndoles ácido ó álcali. según sea el caso, de modo que el medio Tcsuhe neutro o 

ligeramenle alcalino. 

En gcncTal las bacterias se desarrollan en una 7.0na estrecha de pH. Jos hongos en una 

Lona mñs amplia. El ajustar el pi 1 hacia las zonas mas 3cidas o alcalinas con~"tituyc un recurso 

para aumentar la eficacia de los conservadores o disminuir la velocidad de desanollo de los 

1nicro0Tganismos o ambas cosas 11 la vez. Pero al mismo licmpo, este ajuste puede causar

problenms L-n la e~"tabilidad del pToducto. Por ello la elección del conservador debe ser la 

adecuada. 

PRESIÓN OSJW!ÓTICA 

Se ha comprobado que muchos microorganismos son sensibles a liquidas conteniendo 

altas concentraciones ( 6 ~~2S~-0) de sal o de azücar. en cuyo medio no pueden desarrollarse ni 

pr-oducir deterioro. Dichas soluciones pose-en una propiedad fisica Uam.ada prcsu:m osmóuca. 

que tiende a cxtr-aer el agua de las cClulas vivas. lo que pr-ovoca colapso, dest.rnyéndolas o 

Jll.a.Dtcniéndolas en estado inerte. Una presión osinótica alta. se traduce en buena conservación. 

PCTo no siempre se puede agregar a un preparado esr:a concentración. (8) 
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5.0 CARACTERisTICAS DE LOS MICROORGANISMOS EN 

ESTUDIO 

Escherichia coli 

Es un microorganismo gram neg:uivo, fucuhativo. su temperatura Optima de 

crecimiento es de 37 .. C. predominante en el intestino grueso del hombre por ello se denomina 

tambiC:n .. colibacilo''. su presencia en el agua indica generalmente la existencia de 

contaminación fecal. 

Algunas cepas producen beta hemólis.is c:n agar-~ng.re. son móviles. producen Jisina 

descarboxilas.a y utilizan acetato como Unica Cuente de carbono 

MEDIO DE CULTIVO 

Agar l\hc Conkey 

Agar Lcvine-azuJ de 

rnetileno 

MORFOLOGIA COLONIAL MORFO LOGIA 

MICROSCÓPICA 

Colonias grandc-s rosas-rujas 1 
rodeadas de w1a zon.a de ilaciJos gram negativos 

precipitación 

1 

Colonias pequeñas de color Bacilos gram negativos 

azul negro con brillo metáJico 

de color verde. 

TABLA S. CARACTERISTICAS 'PARA ~~ñi3 "'21!... (2) 
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TSI 

SIM 

RJ\.IVP 

PRUEBAS lllOQUIMICAS 

CITRATO DE KOSER 

CITRATO DE Sl!\.IONS 

GAS(ll;:) 

H,S 

FONDO 

PICO 

CALDO ROJO FENOL Y 

:"-tANITOL 

SACAROSA 

GLUCOSA 

LACTO S.·" 

INDOL 

ll;:S 

MOVILIDAD 

MIO 

UREAS A 

FENIL 

ALANINA 

LISINA 

RESULTADOS 

ACIDO 

Ac100 

.,.._ (ta.rdia) 

"d 

TABLA 6. PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA &.=hm«hiª =!i (9.17) 

•d = positiva tardía ( 3-S dias ) 
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MANIFESTACIONES CLÍNICAS: E-~.2li es la causa mas comU.n de inf"cccionc:s de las 

vías urinarias en el hombre. Esta enfermedad puede variar de cistitis a picloncfritis. Es más 

probable que las mujeres presenten infecciones urinarias a una edad menor. siendo muy 

importantes factores como nw.duración sexual. partos y tumores 

E. --~Qlj es causante de nu:ning.itis neonatat pero rara vez causa meningitis en 

poblaciones de edad mayor. 

Puede aislarse I;,..~9Ji de heridas infectadas. particularmente en el abdomen. la peritonitis 

causada por f; . .;g_lj y otros microorganisn1os intestinales da ..:umo resultado una complicación 

frecuente de un apc!ndicc roto Tnn1bién puede invadir el torrente circulatorio durante 

cualquiera de las infoccioncs ya mencionadas 

No se compn .. "'tlde totalmente el papel de 11. c_Ql_i en la enfermedad diarreica. Una 

estimación habla de una incidencia del 4º-o de diarrea en niños de paises no desarTollados. donde 

la higiene y salud pública son dcticil. .. "'tltcs. Además. la 1-:,.~.QH cnterotoxig'-"nii..:a son una cau~ 

principal de la diarrea del viajero que ocurre cuando personas de paises des.arrollados viajan a 

una región endc!tnica. 

SENSIBILIDAD A LOS FÁRftlACOS· Excepto la bencilpenidJina. las enterohactcrias 

son intrínsecamente sensibles a concentraciones factibles séricas y tisulares de casi todos los 

antimicrobianos. cuando se introducen por primera vez. Sin embargo. las cepas resistentes se 

seleccionan nipidamcnte porque las cnterobacteriaceas del tracto inte~1.inal normal se exponen 

tr-:cuentemente a antibióticos dirigidos a otras bacterias mas invasivas. (9.1o.1 1 ). 
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Pseudo,.,ana aeruc:lno.'ia 

JllORFOLOGÍA: La _e. 31:.Dl&inQ..sil es un bacilo grant negativo de O. 5 a 1 por .3 a -1 

tnicrns. Habitualmente posee un único flagelo polar. pero ocasionalmente: pucdL-tl constatarse 

dos o tres fl.:lgclos. Produce una capu de polisacárido c:xtrncelular. similar a un01 cápsula. 

La p •u;r_u.gin_g_~i.__es un n1iccoorg.anismo c:iiarcmadnn1cntc: adaptable que puede utili7..01r 

1nas de 80 compuc~'tos ocgoinicos diferentes paca su crecimiento Puede crcccr en los medios 

utiliT...ados para el aislanticnto de cutcTobactcrias. y su Cólpacidad para tolerar condicione!> 

akaliua!'> tambien le pcrntitc crecer en medios para aislan1i~"11to de vibrios . ..-'\u.nquc se trata de w1 

microorganismo aerobio. la e. ~c:ni_g_i_Q.9.~1 puede utiliL:J.r nitrato y arginina como aceptorc:!> de 

clei.:troncs y crecer en JOrn1a anacrohia. La tcmpcratun1 úptini.a de crecin1i~"11to es dl! J5ªC, pero 

puede: cre.:cr a ·l2ºC 

l .a I~ aerv....s.in.Q~. (aunque no toda~ las cepas) es el único bacilo g.ram negativo que 

produ..;c piocianina. de color azul obscuro. pude extraerse de la solución ólcuosa mediante 

clorotOrn10. Además de la pioci.anina. tarnbiCn puede producir otros pigmentos fluorescentes. 

de color verde ainarillento. soluble en agua pero no en cloroJOnno. A.nlbos pigm~"tltos 

productos de oxidación de precursores incoloras 

La energia resultante de la utilización Je los hidratos de carbono es obtenida por 

metabolismo oxidativo. más que fennc:ntativo. Dado que el 3cido producido por la via oxidativa 

es menos que el producido por Ja via fermentativa. la ~tiliz.ación de hidratos de carbono por 

parte de la e' ª~...&in.2..5ª debe buscarse en medios especiales como el medio 0-F de Hugh y 

Leiíson. 
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MEDIO DE 

CULTIVO 

Agar Cetrimida 

Agar 

Pseudo monas 

para obtención de 

fluoresceina 

Agar para 

detección de 

piocina 

MORFOL()fjlA 

COLONIAL 

Colonias verdes 

azulos.as con luz 

ultravioleta se 

observan de color 

verdoso fluorescente. 

Colonias incoloras o 

amarillentas, con luz 

ultravioleta se 

observan de color 

amarillento 

fluorescente: 

Colonias verde 

azulosas. Con luz 

ultravioleta 

observan de color 

azul fluorescente 

MORFOLOGIA 

MICROSCÓPICA 

Bacilos g.ram 

negativos 

Dacilos gram 

negativos 

Bacilos gram 

negativos 

Pundamcrntaetón del lema 

PRUEDADE 

OXIDASA 

Positiva 

Positiva 

Positiva 

TABLA 7. CARACTERISTICAS DE Pscudomona aerugtnosa. (2) 
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PRUEBAS DIOQUIMICAS RESULTADOS 

CITRATO DE KOSER + 

CITRATO DE SIMONS ·• 
GAS (U,) -

TSI 11,s -
FONDO ALCALINO 

PICO ALCALINO 

CALDO ROJO FENOL V -
?\-1.r\.NITOL 

SACAROSA (MEDIO 0-F) -
GLUCOSA (MEDIO 0-F) ~ 

LACTOSA (MEDIO 0-F) -
INDOL -

SIM 1-1,s -
MOVILlDAD + 

RM -
RMVP VP + 

MIO -
INDOFENOL OXIDASA + 

OXIDACION DE MAL TOSA -
OXIDAClON DE MANITOL "d 

2-CETOGLUCONATO "d 

LISINA.DECARBOXILASA -
ARGINlNA DlHIDROLASA + 

TABLA 8. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE Pscudomona aerugmosa ( 17) 

•4-. variable 

MEDIO 0-F: Hugh y Leuson 
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Fundamentacaon dcJ Tema 

RESISTENCIA: La e. a~nt&iRQ~ es mas n:si~'tt..-nle a la desinfocción química que otras 

bacterias en estado vegetativo. Cuando se Jes proporcionOJ humedad adecuada. pueden 

sobr~;vir en variedad de lugares, como equipo para atención re!i.1Jiratoria. hutnidificadorcs con 

agua f"rfa • instrumental. pisos. ba11os y canillas de agua. 

Muchos de los antibióticos y antirnicrobiano .. de UMl conu.iu son inafC:ctivos contra In 

.f'. ar;nutiu_Q.Sa. Se han aishado~ de ciertos tipos de compuestos de amonio cuaternario y de 

jabones con he~aclorof"eno. Los dcsinfCctantcs fcnolico!'> y beta-glutaraldchido habitualmente 

son efectivos 

EPIDEl.,101-0GÍA: Las infeccione~ por e. aentgin\.lSól se producen t..-tt individuos con 

dctCns.as OJltcradas. Estos incluyen póick-tlles ..:on quen?aduras. personas con entCrrr1cdade~ 

1nalignas u rnctabólicas o aquello~ 4ue han sido son1etido~ a operacionc:-.. L~1 frecuencia de 

infi:ccioncs d..: l.1s vías urinnrias es n?ayor en indh.;Juos con edad ólVanzada. 

La naturalc7..a ubicua de la r' ac_r:ugjng~a incrementa su diseminación. Se encuentra no 

sólo en los sucios~ t..-n el agua. sino tan1hi¿n en apro,iniadan1entc el 1 OºD de: las heces nonnalc~ 

y en Ja piel de algunos indh.;duos nonnales. La tas.u de coloni.7,-.ción de pacit..11tcs internados 

aun1cnca y se ubica entre el 30 y d t>OºD Casi cualquier sitio de un medio hospitalario puede 

alojarse este microorganismo, especialmente si hay humedad. Los equipos de apoyo 

respiratorio contaminados. catéteres. instrumentos varios. liquidas de infusión cndovcnos.a e 

incluso en c1 jabón son vehículos para !-.--U diseminación . 

.P..-t TOGÉNL-1 Y MANIFESTACIOl'VES CLÍiVIC.-4S. La P. ~-Cr!J..S.i.rJQJ'-3 puede infectar 

casi cualquier tejido o sitio del cuerpo. Las lesiones locali.7.adas se produCt.."'11 en el sitio de 

quemaduras o heridas., en el tejido comc3J. vias urinarias o pulmones. 

La e. fl_~gi_n_Q.81 también puede causar endocarditis bacteriana y gastroenteritis. La 

inf'ección del tejido corneal puede dar como rc!o."Ultado la perdida del ojo. Desde una inf"ección 

localizada. Jos microorganismos pueden diseminarse por ";ª hematógcna. produciendo una 

septicemia y lesiones focales en otros tejidos. 
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Fundamentación del Terna 

TllATAM~E.NTO: Muchos agentes aotimicrobi.a.nos son ineCectivos para el tratamie11to 

de inf'ecdofJeS por _e. ~- La tnayoria de Jas cepas son susceptibles a .. D.icacina. 

gcrttaullcma. tobrarnicin• y colistina. pero se desarrollan fbnnas resistentes. especialmente en 

uatamicotos prolongados. Aproximadamente el ~O~-ó de las ,e. Jti.:lll&in.2.a-son sensibles a la 

carbenicilina y ticarciliaa. El derivado de sulfbna.rnida. sulf"amilón. cuando es aplicable 

tópicamcnte. limita la dcnsid•d bacteria en quetnaduras e itnpide la diseminación de Jos 

uücroorgan.isrnos hacia otros sitios del cuerpo. 

Otro enf'oque co el tratamiento por .e. ~ ha sido el uso de las vacunas. Una dro 

csi.•s. una vacuna heptavalente. reduce la mon.alidad del 15 al 3.S~'a. en pacientes quCIJlados. 

C>tra vacuna. PEV~O 1. tarnbién ha sido usad.a en un estudio prospectivo con pacientes 

qucnuidos. La garnniaglobulina hiperinmune también puede ser útil en el tratamíeuto con 

pacientes de c:n.f"enncdad neoplásica e infecciones por .e. acru&inosa. ( 12.13.14) 
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Fu~nu.r.ión del Tema 

Sa/,,,enella ;yz 

Es wi bacilo gTanmegalivo. su temperatura óptinia de crecimiento es de 37ªC. uo 

fcnncntan lactosa. muchas son móviles y pt"oducen ácido sulfhídrico de tiosulfato y gas de la 

fcnnc:ntación de glucosa. Las salmonclas son capaces de tolerar concentr1tciones relativamente 

altas de bilis. Para su aislamiento se utilizan medios selectivos que contienen inhibidorcs 

quim.icos tales como vCTdc brillante. desoxicolato, selenita. tetrationato y c.itrato. 

lnfccun a muchas especies aniinalcs adcmñs del hombre y son capaces de invadir tejidos 

extra intestinales. 

:'\.tEDIO DE CULTIVO 

i\.gar verde brillante 

r\p.ar xilosa-lisina 

dcsoxicolato 

Agar sulfito bismuto 

Agar fierro triple azúcar 

MORFOLOGIA 

COLONIAL 

colonias pcquc11as 
transparentes incoloras rosas 

opacas. frecuentemente 
rodeadas de una zona ros.a o 

roia. 
Colonias que no modifiC'an el 
medio. rojas con o sin centro 

ncfZ,ro 

Colonias ncgn1s o verdes 

Superficie alcalina (roja) 
picadura ácida (amarilla). con 

o sin produccióq de ácido 
sulfü.rico ( ncllro ). 

MORFOLOGlA 

MICROSCÓPICA 

Bacilos gram negativos: 

Dacilos gram negativos 

Bacilos g.ram negativos 

Bacilos gram negativos 

TABLA 9. CARACTERISTICAS DE Sa!mogclla s¡>. (2) 
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Funda.ment.3C1ón del Teina 

PRUEBAS BIOQUIMICAS RESULTADOS 

CITRATO DE KOSER + 

CITRATO DE SIMONS -
GAS (H,) -

TSI H,S + 

FONDO ACIDA 

PICO ALCALINO 

CALDO ROJO FENOL Y -
MANITOL 

SACAROSA -
GLUCOSA -
LACTOSA -

INDOL -
SIM H,S -

MOVILIDAD -
R,'\.1 -

RMVP VP -
MIO -

UREAS A -
LISINA + 

FENlL -
ALANlNA 

T1\.Bl..A 10. PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA Salmonclla m_. ( 17) 
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Fundóunentac1on del Tetna 

M"ANIFESTACIONES CLÍ/VICAS: La enfermedad causada por salmonela puede 

presentarse de la siguinete rn.anera; una gastroenteritis. septicemia. Salmonelosis. 

GASTROENTERITIS: Lo ftDSlroentcritis por Salmonclla. rqncscnt3 una infección real 

del intestino y por lo general ocurre aproxim.ndamente a las 28 hrs. despües de Ja in!festión del 

microorganismo. La enfermedad se caractcri.7.3 por diarrea. fiebre y dolor abdominal que 

habitualmente es autulimitado y dura de 2 a 5 días. En muchos casos. los indn-iduns infc'--'1ados 

no buscan atención medica. La deshidratación y el desequilibrio electrolítico constituyen las 

mayores aincnazas en Jos niños pequc..-ños y en Jos ancianos. Aunque el microo.-ganisn10 puede 

ser aislado de las heces durante varias semanas. la aparición de ponado.-es crónicos que 

eliminan el microorganismo despuCs de un atlo es rara. Cualquier salmoncla puede producir la 

cn.f'ennedad. pero la cepa mas comian es la S. i:Jl.t!:.dtj:t scrotipo tJIJ..h.imuriuot 

SEPTICEMIA: La septicemia por Salmoncla es prolongada y se cara..:tcriz.a por fiebre. 

escalofiios y anemia. Pueden desarrollarse lesiones focales '-~ cualquier tejido. produciendo 

osteomielit.is. neumonía. abcesos pulmonares. meningitis o endocarditis. La gastroenteritis es 

leve o est.ia ausente. y rara vez se aísla el microorganismo de l.as heces. En c~-ie tipo e.Je 

enfermedad con frecuencia se aísJa~c;r~is.. 

SA.Ll.,ONELOSIS: Corno con la fiebre tif"oidea. los alimentos y agua contaminados 

son los mecanismos de transmisión de otros tipos de saUnonclas. En contraste con la fiebre 

tif"oidca. en Ja cual el penador huma.no es la ianica f"uente de contaminación. los anitnales y 

productos de animales contaminados representan la principal f"uente de otras salmonc:losis. 

CONTROL; la prevención de la salmonelosis requiere un estricto control del agua y que: 

los alimentos sean apropiadamente cocinados y/o refrigerados. Temperaturas por debajo de 

+ISºC detic.."tlen la prolif"eración en los alimentos. mientras que aquellas por encinta de S2ºC 

destruyen Jos microorganismos. 
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Fund:unenmción del Tema 

1...:1 detección y tratamiento de los portadores. particularmente de s.ullfti. constituye un 

ünportantc mecanismo de control. No debe pcnnitirsc que personas que eliminan 

microorganistnos inanipulen alimentos. 

Se han provado diversas vacunas para el control de la fiebre La tnñs prometedora es una 

vacuna oral que consiste en múltiples dosis de S. U'l!hi Ty2 la atenuada administrada en una 

solución de bicarbonato. 

Dixon y otros han den:iostrado que el tratamiento antibiótico de la. gastroenteritis no 

complicada sólo sin.·e para prolongar y puede ayudar a promover la resistencia a drogas de las 

salmonclas. El tratamiento debe centrarse en el sostén y la prc:vención de la deshidratación y 

desequilibrio electrolítico. 

En el caso de la fiebre entCrica o septicemia. la ampicilina o el cloranf'cnicol son las 

drogas de elección . Sin embargo 1..-n 1 Q7:!. una epidemia en MCxico fue causada por una cepa 

Je !;i. UP.hi resistente al clorarúcnicol. También se obscn.·a resistencia a la ampicilina en algunos 

microorganismos aislados. La combinación de trimctropina-sulf.ametoxazol ha demostrado ser 

eficiente en el tratamiento de estas inf'ecciones. La amoxicilina oral. un analogo de la ampicilina. 

también es eficiente ~-n el tratamiento de la fiebre tifoidea. (15.16,17) 
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Fundamentación del Tema 

6.0 ANTIÁCIDOS GÁSTRICOS 

ANTIÁCIDO: Se denomina antiácido gástrico a aquellos Fármacos que ingeridos son 

capaces de reaccionar con el ácido clorhídrico neutralizandolo y disminuyendo asi la acidez 

gástrica. ( 18) 

.ANTIÁCIDO IDEAL: las condiciones que debe reunir w1 antiácido gá~""t.rico ideal se 

mencionan a continuación. 

a) Debe producir w1a neutralización inmediata y prolongada del .iicido clorhídrico 

llevando el pH desde 1.0 a 2.0 a uno de 3.0 a 4.0-desaparición del ácido clol'"hidrico libre 

b) Debe tener una aceptación pl'"olongada por el paciente. en lo que se refiere 

cspeci..aln:aeote al sabor. 

e) No ha de producir electos generales tóxicos. como la alcalosis. 

d) La acción debe de estar dc!>.""t.inada al tracto gastrointestinal. es dl!cir que debe de 

absorberse poco o no absorberse. 

e) No ha de interferir con Jos procesos dige!>.""t.ivos. 

f) No debe producir constipación. diarrea ni íornJación de gas. 

g) No ha de producir el íenómeno de .. rebote" secreción gástrica excesiva .. lo que 

sucede cuando el pH se eleva a mas de 5. 

b) Debe ser económico. ya que se tl"ata de un tratamiento a largo plazo. generalmente. 
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Fundatnentac1on del Tenua 

Cl-4SIFICACIÓN: El descenso de •cidcz puede realizarse en dos f"onnas principales: 

a) Por ncutr•liz.acjón del ácido clorhídrico con sustancias alc•linas que dan lugar a sales 

neutras, en cuyo caso el pH del jugo gástrico. de 1.0 • 2.0 puede elevarse a 7.0 y aun mas, si el 

contpucsro es alcalino y soluble. y se adin.inisr.ra en exceso. Estas drogas solubles y absorbibles 

son capaces de aumentar la reserva alcalina de la sangre y producir así alcalosis metabólica. son 

de acción nipida y corta. por Jo que se les dcnomüia antiácidos siszérnicos o agentes a.Jcalóticos. 

b) Otros f"orman compuc5los no absorbibles que no alteran el equiUbrio ácido-base del 

organismo. producen cf"cctos pr-olongados.. y no provocan alcalosis.. por Jo que se les denomina 

antiácidos locales o no sistémicos. ( 18) 
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FundamenUIClón del Tema 

ANTIÁCIDOS GÁSTRICOS SISTÉMICOS O AGENTES ALCALÓTICOS 

Ingerido. el bicarbonato de sodio, sal alcalina. se combina con el iicido clor-hidrico 

gástrico neutralizándose de la siguiente manera: 

NaHC03 .._ llCI =- NaCI - H:!.O + C02 

Se adininisua en exceso lleva cJ pll gástrico hasta 8.3. alcalino. por- lo que se pr-oducc: 

inactivación de la pepsina. Como es una sustancia soluble. la neutralización 3cida es inmediata 

se produce un p.-onto alivio de Jos sintom.as provocados por- Ja hiperacidez gástrica; por- lo 

mismo la duración de Jos efectos es cona y el exceso pasa al intestino. donde es absorbido. La 

elevación del pH gáSlrico estimula la secreción gástrica. produciéndose asi un fenómeno de 

rebote. 

La reacción quimica pr-oducida en el estomago provoca el desprendimiento de dióxido 

de carbono. que irrita ligeramente Ja mucosa gñstrica y distiende el estomago. produciéndose 

por vía refleja el eructo con clúninación de gases, la núSllla distensión contribuye al fenómeno 

de rebote. ( 18.19) 
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Fundamcntac1on del Terna 

ANTIÁCIDOS GÁSTll/COS LOCALES O NO SISTÉMICOS 

Estas su~-iancias son de origen mineral o sintético y corresponden a compuestos 

insolubles de aluminio calcio y magnesio. 

lflDRÓXIDO DE ALUMINIO: Reacciona con el ácido clorhídrico de la siguiente 

fonna: A1(0Hh ...- 31-ICI => AJCl3 ...- 3H20 

CARBONATO DE CALCIO: Reacciona con el ilcido clorhidrico de Ja siguiente forma: 

CaCOJ - :?.HCI => CaCl2 - H10 ...- C02 

HIDRÓXIDO DE MAGNESIO: Reacciona con el ácido clorhídrico de Ja siguiente 

f"orm.a: Mg(OH)2 + 2HCI => Mg Cl2 • H10 

ACCIÓN FARMACOLÓGICA. Se trata de antiácidos gástricos, sin acción sistémica o 

general. sino local a nivel del tracto gastrointestinal. 

ACCIÓN EN EL ESTO!t,AGO: Ingeridas estos lann.acos. se combinan con el ácido 

clorhídrico del estomago. produciendo neutralización total o parcial. Son sustancias insolubles 

y se solubiliza a medida que reaccionan con el ácido clortúdrico, por lo que sus erectos son algo 

lentos pero sobre todo prolongados. Todo exceso del antiácido no se di9l.lelve y el pH g3strico 

nunca pasa de la neutralidad. En esta forma se alh,.;an Jos síntomas de la hiperclorhidria y de la 

ulcera gastroduodonal. como el ardor y dolor epigástrio. Pero dicho pH siempre resulta mayor 

que el del jugo gástrico y si itumenta a IIlas de S.O se produce un ulterior e~'tinlulo de la 

secreción gástrica debido a la elevación del pH que se denomina fenómeno de rebote. que se 

produce pr8cticamentc con todos los antiácidos en m.ayor o menor proporciOn. como se ha 

comprob•do. 
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Fu1'damrntación del Tema 

ULCEllA GASTlilODlJODONAL O PÉPTICA: Dado eJ papel agresivo del ácido 

clorhídrico y de i. pepsina en Ja úlcera gastroduodonaJ .. Ja neutralización ácida realizada por Jos 

antiácidos gástricos posee un papel protector frente a la acidez y al au.rncntar el pH disminuye 

Ja acción protcolítica de la pepsina. cuya actividad máxinu es a pH 2. mientras que a pH S. casi 

no posee activicbd péptica. En esr:a forma. Jos antiácidos suprimen la sintotruuologia ulcerosa. 

alivian el dolor y f"avorcccn Ja cu.ración de Ja úlcera. 

ACCIÓN EN EL INTESTINO: En el caso de Jos compuesros de magnesio. el cloruro 

de m.guesio rorniado cuando llega al intestino en exceso, siendo una sal soluble y poco 

absorbible por retención de agua puede actuar corno purgante y provocar diarrea. En cambio el 

carbonato de calcio. para el caso de Jos compuestos de calcio. siendo insolubles fonnan una 

capa sobre la mucosa imcstinal por Jo que tienden a producir constipación y puede asi 

conuarrcsrrar la acción purgante de los compuestos de nu1gncsio. Por Ja rn.ism.a razón. Jos 

cornpucsr:os de aluminio son constipantcs. pero aquí se agrega y es iinportantc Ja acción 

astringente del cloruro de aluminio Connado en exceso. de rn.anera que la constipación puede 

ser acentuada; por eso es conveniente usar cJ hidróxido de aluminio junto con compuestos de 

uiagnesio para contrarrest.rar la acción constipante del primero. { J 8. J 9) 
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7.0 MATERIAL 'of MÉTODO 

7.1 l\IATERIAL 

Asa de platino 

AJgodón 

Barras magnéticas 

Botellas de dilución de leche 

Cajas pctri desechables estériles de 100 x 15 mm 

Cubreobjetos 

Esp8itula 

Fr:iscos de plástico de 2SO ntl 

G.-adilla 

Matra...: aforado de 2!50 oU 

I\latraz aforado de 500 mi 

Matraz crlcnmeycr de 2!50 ml 

Matraz crlcurncyer de SOO mi 

Matraz balón de fondo plano de 1000 m1 

Matraz balón de fondo plano de 2000 mi 

Mechero fisber 

Perilla 

Pipetas graduadas de 1 mi 

Pipetas graduadas de S m1 

Pipetas graduadas de 1 O mi 

Pipeta& Pasteu.r 

Portaobjetos 

Ponapipctas 

Probetas de 100 m1 
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MARCA 

Kimax 

Pyrcx 

PyTcx 

PyTcx 

PyTcx 

Kimax 

Kimax 

Kimax 

· Kirnax 

. Kimax 

Kimax 

Pyrcx 
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T•pones de •cero inoxid•b1e 

T•pones de rosca 

Telli de •sbcsto 

Tan indicmdora 

Triplie 

Tubos de ensaye de JO x 6. 25 x 15. 15 x 15 nun 

V•sos de precipitado de 250 mi 

Vasos de precipitados de 500 mi 

7..2 REACTIVOS 

Ácido clorhídrico 

Alcohol 

Dolf'erpH4.0 

Buffer pH J 1.0 

Clonuo de sodio 

CrislaJ violeta 

2 .. 3.S-CJoruro de uifcnil tctrazoliu.m 

Hidróxido de soclio 

Hidróxido de pot•sio 

Indicador rojo de metilo 

Lccitina 

Lugol 

ce- oaftoJ 

Oxalato de amonio 

Reactivo de Erlic 

Sa&an.iaa 

Tween 

Yodo 

Yoduro de potasio 
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Künax 

Pyrcx 

Pyrcx 

PROVEEDOR 

J.T Baker 

La Proveedora 

Mcrck 

Mcrck 

J.T Baker 

J.T Baker 

J.T Baker 

ProquiCarma. 

.J.T Baker' 

Proquif"arma 

J.T Baker 

Maicnal y Met.odo 
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7.3 J\IATERIAL BIOLÓGICO 

Eschcrit:hja colj ATCC 10536 

Ps.aeruaD>oa ATCC 9027 

Saln!.!lll~ .. lh.n•himuáum A TCC 133 1 1 

Maten.al y Método 

Tiras de indicadores biológicos conteniendo e&poras de llMillJlu stcarp1capophi11us 

7 • .a EQUIPO 

..-\.utocJavc 

Ba.lanz..a panataria 

Campana de flujo lamiiur 

Cuenta colonias 

Horno 

Incubadora 

potcnciométto 

Refrigerador 

Agitador 

7.5 INSTRUJ\.IENTOS 

Espectrof'oto.métro 
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MARCA 

C>baus 

V ceo 

EJccsa 

ThcJco 

Thclco 

Metrohm 632 

Wulpool 

Thcrmolinc 

l\IARCA 

Pcrkin Elmcr "- 3A uv/vis 
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Matenal y Método 

7.6 MEDIOS DE CULTIVO MARCA 

Caldo Citrato de Simons Bioxon 

Caldo Citrato de Koser BioKOD 

Caldo r>extros.a Bioxon 

Caldo Lactosa Bioxon 

Caldo Peptona de Lecitina con Soja Biox:on 

Caldo Rojo Fcnol y Manitol Bioxon 

Caldo Rojo de Metilo Vogucs Proskaucr Mcrck 

Caldo Sacarosa Bioxon 

Caldo Sclcnito Bioxon 

Caldo Soya Tripticascina Mcrck 

Caldo Tergitol Bioxon 

Agar Eosina- azul de Mctilcoo Difco 

Agar FLO Bioxon 

Agar Hierro Triple Azucar Mcrck 

Agar MIO Bioxon 

Agar Nutritivo Bioxon 

Agar So)'JI Tripticaseina Merck 

Ag.ar Sal Manitol Mcrck 

Agar SIM Bioxon 

Agar V erdc Brillante Dio xon 
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7.7 MÉTODO 

Recuperación de Microorganismos 

Estandarización de 
microorganismos control 

Recuento total de microorgamismos 
mesofilicos aerobios 

~nal y Metodo 

Identificación de microorganismos patógenos 

Medios selectivos Tinción de Gram Bioquímicas 

DIAGRAlUA l. :METODOLOGÍA GENERAL DE VALIDACIÓN 
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~fatenaJ y MCtodo 

Cepa. p.._ara. e iclc:~tificada. 

Incubar a .3 7c;o C pe>r 24 hrs. 

Ft..ec:uperur el mic:re>e>rgnri:ism<> raspando ln:s paredes 
ce>ri la ayuda de una a:sn. cst:éril 

.A.d ic: ie> n.ar .2 sa.linn. i.se>t:Ónicn ... agit:nr. 

Tr~sCerir a. 9 mi de s<:>luc:ión saliraa 

espec:tre>Cot:Ó~t.re> er1. la re,giÓn '-"Ísible a :SSOnn 

Ft..e:a.l~r las cliluc:ie>nes necesarias hasta o~CT'lcr 
u.r1.a c:<>nc:en~rac:icin de 4::5-SS ~ T. 

(suspe:nsión ma.clre.) 

DIAGRA"IA 2. RECUPERACIÓN DE MICKOORGA.'"IS"IOS C01''TROL 
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l\.btcnal y :'\.tctodo 

Partir de la suspensión madre 

' Realizar diluciones de 10-1 hasta 10-8 
en tubos de ensayo conteniendo 9 mi de solución salina 

1 
Tomar por duplicado 1 mi de cada concentración 

agregarlas en cajas petri. adicionar 15 mi 
de agar soya tripticaseína 

1 
Incubar a 37° e por 48 hrs. 

I 
Realizar conteo de colonias 

' Realizar calculos. tomando como base aquella dilución 
que tenga entre 30-300 uf"c/ml para conocer la concentración 

de la suspensión madre. 

DIAGRA~IA 3. ESTA.....,DAJUZACIÓN DE MICROORGANIS~IOS COJ';TROL 
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Ma1eruaJ y Melodo 

LINEAJUDAD DEL !'IÉTOD< E.XACTITUD REPRODUCIBILIDAD 
V DEL !'IÉTODO 

Realizar conc. de 1 OO. 200 REPETIBILIDAD DEL realizar una conc. de 
300 ufc/ml. preparadas de 

l'IÉTODO 1 00 ufc/ml por dos 
Partir de un análisis por scxtupli-

manera independiente por analistas en dos di as 
triplicado 

cado de una conc. de 100 ufc/ mi diferentes X tnp 
de manera independiente de manera indep. 

1 1 

Adicionar 1 mi 1 1 Adicionar 1 mi 
de cada conc. a de cada conc. a 

IOOml de suspensión 
1 1 

1 00 mi de solución 
1 antiácida saJina isotónica 

1 

Adicionar 1 O mi de la 
Adicionar 1 O mi de la Adicionar a 10 mi de la 

solución anterior a 
solución anterior a solución anterior a 

90 mi de caldo 90 mi de caldo 90 mi de caldo 
peptona 

tergitol soya tripticaseína 

1 1 1 
Adicionar por duplicado 

1 mi. a cajas petri. agregar Identificación de Identificación de 
15 mi de agar soya E.coli Ps. aureginosa 

tripticasein~ incubar a s ~himurium St. aurcus 
37°C por 24 hrs. 

1 
Realizar cuenta en placa 
Tinciones y bioquímicas 

DIAGRAMA 4. RECUENTO DE MICROORGANISMOS MESOFÍLICOS AEROBIOS 
Y PARÁMETROS REALIZADOS EN LA VALIDACIÓN 
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Matenal y Metodo 

Partir de 90 mi de caldo tergitol 

Adicionar una asada a 9 ni de caldo selenita 
incubar a 3 7º e por 24 hrs. 

Resembrar en agar eosim azul de metilero 
incubar a 37º e por 24 hrs. 

Resembrar en agar verde brillante 
incubar a 37º e por 24 hrs. 

Obsenar características maaoscópicas 
realizar tinciones 

Obserwr características macrosc6picas 
realiza tinciones 

Identificación de E.coli Identificación de S. t)phinuhm 

DIAGR.A..'"-A 5. IDENTIFICACIÓN DE E_.coli y .§. typbimurium 
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;\.1:uenaJ y ~fetodo 

Panir de 90 mi de Caldo Soya Tripticaseína 

Resembrar en agar FLO 
incubar a 37º C por 24 Hrs 

Observar caracteristícas macroscópicas 
realizar tinciones 

ldentificación de P. aureginosa 

Resembrar en agar Sal Manito) 
incubar a 3 7º e por 2-J hrs. 

Observar caracteristícas macroscópicas 
realizar tinciones 

ldentificación de S. aureus 

DIAGRAl\'IA 6. IDENTIFICACIÓN DE E- aurrginosa y S.~ 
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Preparar un frotis con microorganismos 
provenientes de un cultivo de 24-48 hrs 

1 

Ma1enru y Mérodo 

1 

Aplicar calor suave al portaobjetos con el mechero. de manera paulatina 1 

1 
Enfriar y aplicar sobre el frotis una gota de cristal violeta 

dejar actuar un minuto 

1 
Lavar con agua y secar al aire 

E 1 exceso de agua eliminarla con papel absorbente 

1 

Aplicar una gota de solución yodo-yodurada. como mordente 
dejar actuar un minuto. lavar con agua 

1 
Lavar el frotis con alcohol al 95% durante lmin. 

lavar con agua. dejar secar al aire 

1 
Aplicar unas gotas de safranina. dejar actuar J 5-20 seg. 

lavar con agua. inclinar el portaobjetos 
dejar escurrir el exceso de agua y secar los bordes con papel absorbente 

1 
1 Observa al microscopio con el objeti\o de inmersión 1 

DIAGRAMA 7. TINCIÓN DE GRAM 

Silvia Macedo Alvarez 
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Citrato 1 Citrato 
de de 

Rojo de Metilo 1 BIOQUÍMICAS 
Vagues Proskaucr 

Lactosa 

DIAGRAMA 8. BIOQUÍMICAS 
REALIZADAS EN LA VALIDACIÓN 
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8 .. 0 RESULTADOS Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

8.1 LINEARIDAD DEL MÉTODO 

CANTIDAD CAl'.i-rtDAD •/o DE RECOBRO 
ADICIONADA RECUPERADA 

(uf"c.lm.11 (uf"c/ml} 

LOTE i._«>l! ~ :i..ui>hl ~ ~ lLllliliI E..<211 ~ lLl»>hl 
~n-- m11num a1nn<1e3 m··-··- cnnnsa mun··-

100 100 110 100 110 120 100 110 109 09 

"' 100 90 100 l!O 90 100 110 100 100 
o 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
3 190 190 170 180 200 170 Q4 73 105 26 100 
o 190 200 190 180 190 180 Q4 73 95 94 73 
2 200 200 170 200 210 170 100 105 100 
l 280 300 270 280 290 270 100 96 66 100 
l 300 310 270 290 310 :?60 9660 100 96 29 
8 310 300 270 300 310 270 96 77 103 33 100 

100 100 100 l!O 100 110 110 100 110 

"' 90 90 100 90 Q{) 100 100 100 100 
o 100 100 90 100 110 Q{) 100 110 100 
3 200 200 200 200 200 200 100 100 100 
o 190 210 190 200 200 200 105 26 95 23 105_26 
2 190 190 190 190 190 190 100 100 100 
l 290 290 270 290 290 280 100 100 103 70 
l 300 280 290 310 290 300 103 33 103 57 103 44 
9 300 290 300 300 290 300 100 100 100 

100 100 90 100 110 90 100 110 100 
M 100 90 100 110 90 100 110 100 100 
o 100 100 90 100 100 90 100 100 100 
3 200 200 200 200 200 200 100 100 100 
o 200 210 200 210 220 210 !OS 104.76 105 
2 190 200 180 200 200 190 105 26 100 100 
1 300 280 300 310 280 300 103 33 100 100 
2 290 300 290 290 300 300 100 100 103.44 
4 300 300 300 300 290 300 100 100 100 

TABLA l J. RESULTADOS OBTENIDOS EN LA LINEARIDAD DEL METODO 
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ufc/ml Adicionados 

Resultados y D15CU51Ón de Resul~ 

300 

-X-LOTE 1\.10302118 

........,_LOTE M0302l l9 

-.-LOTE M03021~4 
r-------·---

350 

GRÁFICA l. RESULTA.DOS OBTENDX>S EN LA L!NEARIDAD 
DEL MÉTODO PARA~ 
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300 
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o ...,, 
!'.!! 
~ 200 
:::> 
u 
QJ 
a: 150 
E 
:g 
:::> 

100 

50 

o 
o so 100 ISO 200 250 

ufc/ml Adicionados 

300 

ResuJt.ados y Dasc:uston de ResultAM:fos 

·--------------

3SO 

-x- LOJC !\.10302 1 18 

_....,__LOTE M03D2 J 19 
-..-LOTE M0302124 

GRÁFICA 2. RESULTADOS OBTENIDOS DE LA L.INEARIDAD 
DEL MÉTODO PARA Ps 1cruginoy. 
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3SO 

300 

2SO 

¡g 
-e ¡ 200 

~ 
o:: 
e 
J;! 

ISO 

:::: 

100 

so 

o 
o 

Resultadot; y D1scua1ón de Resultados 

-x-LOTE !\-1030~118 
-e-- LOTE !\.10302 t 1 Q 

-.-LOTE l\.10302124 -------

so 100 ISO 200 2SO 300 3SO 

ufc/ml Adicionados 

GRÁFICA 3. RESULTADOS OBTENIDOS EN LA LINE.ARIDAD 
DEL MÉTODO PAR.A S typhimurium 

Silvia Maccdo Alvarez so 



Resultados y Dtscus1on de Rcsult3d06 

VALOR EXPERIMEI'.'T AL 

E coli Ps. acruginosa s n::nh1murium 

LOTE LOTE LOTE 
PAR...A .. .1'-'IETRO VALOR :\-1030 :\1030 :\1030 1\-1030 :"\.1030 1\1030 !\1030 !\1030 :\-1030 
EVALUADO TEORICO :!118 21 IQ 2124 :!118 :?1 IQ 2124 21 us :!J IQ 21:!4 

Pendiente - l 1 O Q48H l 0005 o Q980 o 083:! o QQ7Q o Qb7Q o Q(>Q5 1 0148 O QQH5 
( b) 

Ordena.dad al Origt.."1'.t -o 00 o 7J4Q 13 2250 4 482:! 5 55b5 4 4807 7 4535 b J2Q5 1 506Q u 6336 
(. ) 

Ct.lcfic1cnte de 
~o QQ 

__ c. -rdación (<) 
o 9076 O QQRJ O QQRQ o Qq57 o QQ65 o QQ7Q o QQ71 O OOHI o Q085 

, 'oct'h;:icntc d...-
~o 08 o QQ52 0 QObb o OQO(l u 0014 o 0030 o QQ58 o QQ42 o QQ62 o QQ70 

d\.."tcnninacion( r= ) 
C ... 1cticienlc de 

$ 5°0 
V;1n:1.:::ión ( CV) 

4 6671 3 4701 3 4782 4 5860 4 2073 3 813ó 3 c301 3 4052 2 3583 

t,,, g.I"== Q para (b) 2 3646 -O 3904 00036 -0001-' -O 1235 -O 171-' -O 2"'40 .Q )008 o 1075 o 1005 

L .... ' g.I= 9 para (a) 2 3646 o :!453 o 1122. o 1547 O ISQl o 1586 o 2653 o 2385 o 0550 o o::ts 

DE 
s 5°0 4 630:! 3 5418 3 56Q3 4 6646 4 2320 3 86:!0 1 3 Q]Qt') 3 48QQ 2 3950 

05-105~/o 
ºGR 

Q4 73 - 110% Q5 110"'!·0 1Q473 - 110º0 

TABLAl2. PARAMÉTROS ESTADISTICOS EN LA LINEARIDAD DEL METODO 
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Resultados y 01Scu51on de Resultados 

P•UEIJA DE HIPÓTESIS PARA LA PENDIENTE 
Ho: b- 1 
Ha: b~ 1 

C.rTE•IO DE ACEPTACIÓN 
Si t oc/ 2 < t •exp. < t 1-oc/2 :::.. Ha No se Rechaza 
• En Ja tabla No 12 esr.án indicadas l•s t cxp. para cada m.icroorganisnto y del lote 
correspondiente 

P•UEIJA DE HIPÓTESIS PA"'11 LA o.aENADA AL ORIGEN 
Ho: a- O 
Ha: as O 

C.rTERIO DE ACEPTACIÓN 
Si t oc/ 2 < t• cxp.< t 1-oc/2 => Ho No se Rechaza 
• En J,. tabla No 12 están indicadas las t cxp. para cada microorganismo y del Jote 
correspondiente 

INTERVALO DE CONFIANZA AL 95"?·ó 

PENDIENTE ORDENADA AL ORIGEN 

LOTE ~ ~-Ei:: ~im<!= F--=Ii es_;,=¡= .s.......nn_himY=: 
D.2S mm:. ~ ri.~~IP 

MO 0.6434 0.6617 0.6.500 -58.1845 -63.9001 .. 54.6293 
30 < 1 < 1 < 1 <O <O <O 
21 < l.2.5J9 < J.3046 < 1.2709 <71.6543 -:: 75.0131 .....:: 66.8883 
18 

MO 0.6800 0.6598 0.6893 -04. 7006 - b2.44b7 -J9.256b 
30 < 1 < 1 < 1 <0 <O <O 
21 < 1.3209 < 1.2941 < I.3402 < 71. 1506 71A2ól 22.4504 
19 

MO 0.6790 0.6568 0.6894 -63.8908 -58.9759 -67.9827 
30 < 1 < 1 <I <O <O <O 
21 < J.320.5 1.2789 1.3381 72.8.552 73.8829 69.2499 
24 
TABLA13. INTERVALO DE CONFIANZA EN LA LINEARIDAD DEL METODO 
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Resultados y Dascus16n de Resultados 

Como se puede observar en los resultados obtenidos. se encontró que existía una relación 

lineal entre la cantidad adicionada y la cantidad recuperada para cada microorganismo y lote de 

suspensión antiácida utilizadas respectivamente. esto se comprobó mediante la gráfica realizada. 

ya que en ambos casos se obtuvo una linea recta. 

En el tratamiento estaWstico evaluado se puede observar un coeficiente de determinación 

ru.ayor a 0.98 ( X= 0.9950 ). un coeficiente de variación de 2.3586 - 4.007 l (menor de un .Sºó). 

una pendiente de Ja recta muy cercana a 1 ( 0.9488- 1.0141). 

La t exp. obtenida para la ordenada al origen y la pendiente se encontró en el rang:o 

-0.34ó4 - 0.Z653, mientras que la t: tab. obtenida es (2.3646) aunque la ordenada al origen no 

cae dentro de especificaciones que es O (0.6336 - 7.4.535). nj el ~-ó de recobro que fue de 

94.73-lJOºo. (95-IOS~"G) Se puede concluir que el mCtodo es lineal ya que el intervalo de 

confianza al 95~~ se encuentra en el rango de aceptación para la pendiente y la ordenada al origen. 
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8.2 EXACTITUD V REPETIBILIDAD AL 1 OO•/o 

CANTIDAD CANTIDAD 
ADICIONADA RECUPERADA o/o DE RECOBRO 

!ufo/mi !ufo/mi) 

~ ~ s...ui>lll: E..=Jj ~"""' li....uphi:o E&l2li &....Knl:: s..mzhi= 
LOTE -'--·- -··""~ orinn<a --·ri··-

_ ... ___ 
-·"··~ 

M 
o 100 120 100 100 110 100 100 91.66 100 
3 90 110 100 90 100 100 100 90.90 100 
D 100 100 110 100 100 120 100 100 109.09 
2 100 100 110 100 100 120 100 100 109.09 
1 90 90 110 90 90 120 100 100 109.09 
1 100 100 100 90 100 100 90 100 100 
8 

M 
o 100 120 100 90 110 100 90 91.66 100 
3 100 100 110 100 100 120 100 100 109.09 
D 100 100 110 100 100 120 100 100 109.09 
2 100 100 110 100 100 120 100 100 109.09 
1 90 100 100 90 100 100 100 100 100 
1 100 110 100 100 100 100 100 90.90 100 
9 

M 
o 120 90 110 110 90 91.66 100 100 90.90 
3 120 90 110 110 90 91.66 100 100 90.90 
D 100 90 110 100 90 100 100 100 100 
2 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
1 90 100 90 90 100 100 100 100 100 
2 90 100 100 100 110- 100 110 110 100 
4 

TABLA 14. RESULTADOS OBTENIDOS EN LA EXACTITUD Y REPETIBlLIDAD 
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Resultados y discusión de Resulmdos 

E&2li l1..GnlgjQQSil ~ionn:ium 

LOTE ~-GR• DE CV ~,..aR• DE CV ~óR• DE cv 
M03D 98.3333 4.0824 4.lSl Q7.0Q33 4.5093 4.6442 104.54 4.9787 4. 7623 
2118 

M03D 98.3333 4.0824 4.1516 97.033 4.5093 4.6442 104.54 4 9787 4.7623 
2119 

M03D Q7_22 4.3007 4.4298 101.666 4.0824 4.0lSS 96.966 4.6992 4.8462 
2124 
TABLA 15. PAIV,METROS ESTADISTICOS DE LA EXACTITUD Y REPETIBlLIDAD 

DEL METODO 

Jlf POTESIS DE CONTRASTE PARA LA EXACTITUD 
Ho ~L = lOO~a 

Ha p.~ 100°-0 

CRITERIO DE ACEPTACIÓN 
t oc/2 ~ t cxp. =- 1 lo No se Recha7...a 

AREA DE ACEPTACION INTERVALO DE CONFIANZA 95°0 
LOTE E.s.2.li ~-&i= 5.....Da>!Lim!J.= ~ e.i :11~rugi- s......nim.mi..Y: 

n.o.H riurra nQo;a rium 
MO -2.5706 -2.S70ó -2.5706 94.0490 92.3610 99.3201 
30 < -J,00 < -I.5789 < 2..2361 < 100.00 < 100.0 < 100 
21 < 2.5706 < 2.5706 < 2.5706 102.6175 < 100. 7830 109. 7698 
18 

MO -2.5706 -2.5706 -2.5706 94.0490 92.3610 9Q.3201 
30 < -1.00 < -1.5789 < 2.2361 < 100.0 < 100.0 < 100.00 
21 < 2 .. 5706 < 2.5706 < 2.570() < 102.6175 < 101.8:?55 <109. 7698 
19 

MO -2.5706 -2.5706 -2.5706 92.7003 84.1765 92.0350 
30 <-1.5811 <Q.9999 <-1.5811 < 100.0 < 100.0 < 100.0 
21 < 2.5706 < 2.5706 < 2.5706 < 101.7396 < 119.1568 101.8981 
24 

TABLA 16. CRITERIOS DE ACEPTACION PARA LA EXACTITUD 
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HIPÓTESIS DE CONTRASTE PARA L4 REPETIBll.IDAD 
Ho: a~S: S ~o 
Ha: al> S~·ó 

CRITERIO DE ACEPTACIÓN 
Xi": (o:/2) < Xi:cxp. <Xi: ( 1-a::/2) 

Resultados y dls.cua1ón de Resultada. 

ÁREA DE ACEP'TACIÓN INTERVALO DE CONFIANZA AL 95% 

LOTE ~li p~ ;u:rngino~ S...i~Jiimm:iYro E.=Jj ~~ s.Jnmimm:i_\ffil 

MO 
30 0.!131 0.831 0.831 6.493Q 1.7570 Q 6584 
21 < 3.3331 < 4.06b7 < 4.9574 <25 <25 <25 
18 < 12.832 < 12.832 < 12.832 < 100.2767 <27.1737 < 14Q. 1423 

MO 
30 0.831 0.831 0.831 b.493Q 7.Q230 9.6584 
21 < 3.3331 < 4.0667 < 4.QS74 < 25 <25 < 25 
19 < 12.832 < 12.832 < 12.832 < 100.2767 ..:: 122.3452 < 148. 1423 

MO 
30 
21 
24 

0.831 0.831 0.831 7.2271 ó.-'Q3Q 8.0044 
< 3.7095 < 3.3331 < 4.4161 < 25 < 25 <25 
< 12.832 < 12.832 < 12.832 <111.5984 < 100.2767 < 132.SbóQ 

TABLA 17. CRITERIOS DE ACEPTACJON PARA LA REPETIBlLIDAD 

Como se puede observar los resultados obtenidos en la exactitud y repetibilidad del 

método son los siguientes: la media de los ~'Ó de recobro caen dentro de limites establecidos 

(95- lOS~"o), estando dentro del intervalo 96.66 - 104.:54'%. al igual que el coeficiente de variación 

(S.:5,il), encontrandosc c:nt.re 4.0155-4.8462 .. mientras que la t exp. es de -1.:5811 -2.2361 para la 

exactitud .. y la a=- para la repetibilidad esta en el intervalo de 3.33 - 4.9:574 (<5~-0) ambos 

resultados se encuentran dentro del área de aceptación por lo cual se puede concluir que el 

mCtodo es exacto y repetible. 
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8.3 REPRODVCIDILIDAD DEL MÉTODO 

LOTE DI.A.S ANALISTA ANALISTA r-\.NALJSTA AN.A.LJSTA ANALISTA ANA..l_JSTA 

M 
o 
3 

D 
2 

" 
l\I 
o 
:; 
D 
:! 

9 

M 
o 
3 
D 

DIA 1 

DIA.2 

DV\, 1 

or.A.z 

IDIA 
! 

1 2 1 2 2 

100.00~ó 

100.00'!'ó 
100.00'!-0 

JOO OO'!'ó 
Q l.66°ó 

Q l .6t»'!'ó 

1 QQ 09'!'ó 
JOQ.OQºó 
109 09'!'o 

100.00~ó 

1 J0.00'!'-0 
J 10.00ºó 

100.00 ~ó 
100.00~'o 

QJ.66'!'-ó 

90.00'!'ó 
100.0°-0 
100.0°·0 

100.00'!'0 
JOO.OOº·ó 
9J.nbºó 

110.00'!''o 
100.00°0 
100.00ºa 

100.00ºó 
110.00º·ó 
JOQ.OQ~ó 

90.00~ó 

100.00~ó 

90.00~'Ó 

90.00º"0 
JOO.Oºó 
Q0.00°0 

90.00ºo 
100.0º~ 

90.00°0 

100.00°0 
100.00ª0 
90.90°0 

91.66°·0 
91.bbªo 
100.00ºó 

100.00~Q 

90.90~·ó 

90.90~0 

J00.0'!'-0 I09.09'!'ó 100.00'!'·ó 
90.00'!'ó 100.00'!''á 109 09'!'-ó 
90.00'!'·o 100 00'!'-0 111 l l'!'o 

100.0'!''á 109.09 '!'ó 100.00'!'"(. 
90.00'!'ó 109 09'% 109.09'!'ó 
90.00~ó 100.00~ó 111 J J ºó 

100.00~ó JOO.OO~-a 100.00ª'0 
100.00'% 109.09~0 100 00~·0 
90.90~0 100.00~'Ó 110.00~ó 

100.00'!'á 100.00~ó I J0.00~'0 
91-66~0 109.09~0 100.00~ó 

100.00~'Ó 1 09.09~ó 100.00ºó 

100.00~'Ó 100.00~·Q 100.00'!'Ó 
90.00~ó 100.00~·ó 100.00'% 
90.90~·"Ó 100 00~-f. 100 OO~ó 

2 9I.66~'Ó 9J.66~'Ó 91.66'!·ó 91.66~-0 100.00o/o 110.00~0 

4 OlA .2 91.66% 90.00~'o 90.90'!'-0 90.00~'á 100.00ll?'á J09.09~ó 
100.00% 100.00~'Ó 100.00~·ó 100.00~'Ó 109.09~'o 100.00º'á 

TABLA 18. RESULTADOS OBTENIDOS EN LA REPRODUCIBILIDAD DEL METODO 

E c .... jj pe;. aen1oinnc;.a c.;: "'""himµrium 
LOTE DE 1 cv DE cv DE cv 

M03D2118 4.3324 1 4.462b 4.5226 4.8893 S.0308 4.7C>22 
M03D2119 4.9614 1 4.6981 4.4581 4.6246 4.8000 4.6925 
M03D2124 4.7066 1 4.9690 4.S6SI 4.8644 4.2S4l 4. lSbS 

TABLA 19. PARA"fETROS ESTADISTICOS PARA LA REPRODUCIBILlDAD DEL METODO 
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FUHITE DE VARIACIÓN 

M03D2118 

ANALISTA M03D2119 

M03D2124 

M03D2118 

DIA M03D2119 
M03D2124 

il!ERACCIÓN M03D2118 

OIA-ANAllSTA MOJD2119 

ERROR 

"' oc 

M03D2124 

M03D2118 

M03D2119 

M03D2124 

PRADOS DE SUMA DE CUADRADOS MEDIA DE CUADRADOS F. CALCULADA llBERTIJl 

Ll!!! EL s.. t...fQlj EL s.. t...fQlj EL 2... 
ae@irosa ly¡l1imllium ae@irosa tvM1munum ae@irosa lyffiimllium 

0.2296 8,3333 14,36 0,2296 8,3333 14.36 0.009 1 2.08 

1 6,8856 5,7963 4,4044 6.8856 5,7963 4.404 0.961 1,198 0.639 

14.785 0,27 8,3333 14,785 0,27 8.3333 2,453 2.806 0,223 

46,829 16.6666 13,77 23.414 8,3333 6,88 1,175 0,333 0.22 

2 14,323 9,6723 13,77 7,61 4,483 6.88 0.229 0,19 0,226 
12.051 0.1925 74.5 6.025 0,0962 67.25 0.2223 0,003 2.564 

0,0007 o 0,000758 0.0007 o 0,007758 0,00003 o 0,000248 

1 28,9142 0,000033 0,001758 28,9142 0,000033 0,001758 0,927036 0,000001 0,000057 

0,00100 0,000033 0.00311 0.00106 0,000033 0.00311 0,00003 0,000001 0.000214 

159,4 200 250,2 19,92 25 31,2B 

8 249,57 203,15 243,5 31.19 25.39 30,43 

216,84 224,83 116.2 27,1 28,1 14,52 

TABLA 20. ANALISIS DE VARIANZA DE LA REPRODUCIBILIDAD DEL MÉTODO 

F. 
TABLAS 

38,51 

6.001 

7,57 

~ 
J 
'< 

!? 
~ 
g 
¡¡. 

~ 

t 



Resultados y Ducuuon de Resultados 

Los resultados obtenidos en la rcproducibilidad del mCtodo se puede observar que se 
obtuvieron '-ú de recobros de QO- 1 1 º"'~ los cuales se encuentran fuera de los c:!.-pecificados 
(95-105%). mientras que el C.V sc: encuentra entre: 4.1.565- 4.9690. quedando dentro de 
especificaciones (S So/o ). 

En la tabla de analisis de varian:r..a se puede observar que para todos Jos microorganismos 
y de cada lote diferente se obtuvo una F cale. para los analistas de 0.009- 2.806 siendo Ja F tab 
de 38 . .5 l. mientras que las F cal. para Jos dias son de 0.003-2.564. teniendo una F tab. de: 6.061, 
en Ja interacción analista-dia se obtuvo una F cal. entre 0-0.0000011. con una F tab. de 7 57 par
lo tanto se puede observar que no existe inter-acción analista-dia. en ambos casos las F cal. cae 
dentro de los r-angos de F tab. Por- lo que que se puede concluir que el mCt.odo micTobiológico es 
r-cproduciblc por los dos analistas en los dos dias diferentes. 

La variabilidad existente entre los resultados obtenidos de un microorganismo a otro asi 
como de Jos lotc:s utilizados es pequciia. y esta se puede atribuir principalmente a Jos error-c:s de 
Upo per~nales como son: al pipétear. aforar. pr-eparación de r-ectivos así como de medios de 
cultivo. Al igual que• error-es inherentes al método 

No hay que olvidar- que tambiCn existe una gran variabilidad al trabajar con 
micr-oor-gani.!>mos principalmente porque en el ánalisis r-ealiz.ado se llevó a cabo mediante el 
rccw .. "tlto en placa el cual se basa en la suposición de que cada bacteria inoculada en el medio de 
c:.."Ultivo ~ multiplicará y dará origen a una colonia visible. sin embargo no siempr-e es justificable 
~brc todo cuando se trabaja con cantidades pequeñas como fue en este caso 100 - 300 ufclml., 
obscrvancJosc mayor variación las primeras. De igual tnanera algunos miCTOor-ga.nismos suelen 
aparecer en los medios de cultivo como acumulas que se disgregan al preparar- diluciones y en 
consecuencia cada acumuló dar.a origen a una colonia. asiJnisrno las bacterias individualmente 
pueden quedar atrapadas en el agar- tan cercanas entre si que varias colonias se pueden unir y 
contarse como una sola. 
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Resul~ y Dtscus1on de R~u.lt.;xios 

8.-1 RESULTADOS EXJ•IERL,tE:"iiTALES Dt: 1-AS CARACTt.:KÍSTICAS 
!\IACllOSCÓPICAS .._. BIOQt:i!\llCA .. ~ DE LOS !\tlCROOllGASIS;\;IOS 
IES~TUDIO 

MEDIO 

DE CULTIVO 

Agar SOya 

Tnpt1c;useino 

Agar-Flo 

Agar- veme 

Bnllante 

AgarEosma 

azUll de 

metileno 

AgarSal 

Manua1 

TINCION COLOR DIÁMETRO FORMA ELEVACIÓN SUPERFICIE 1 

Bacdogram Crema 2mm "'""""' negativo 

Baolog,am 1 2mm Onoul3' 

negaltvo 

bacilo grom 2mm "'"""~ 
negativo 

1 Baolo gcam """'°"'con 2mm 

negativo bnllo 

metil11co 

NohubO No hubo No hubo No hubo Nonuoo 

aeom1ento aeom1ento 

TABLA 21. RESUL TACOS OBTENIDOS OE LAS CARACTERISTICAS 

MACROSCÓPICAS DE Escherichia ~ 

Sih.ia Macedo Alvarez 
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MEDIO DE TINCION 

1 

COLOR OIAMETRO 1 FORMA ELEVACIÓN SUPERFICIE BORDE 

CULTIVO 

1 
Agal'"Soya Baalogr•m 1 

1 Tnpticaseina negativo 

Ag¡rFJo Baalo gram 3mm 

1 
negativo superficie 

vero=-< 

Aga..-Verde Bacilo gram ~ debol 2mm hso 

Bnllante neo011vo 

AgarEos.ina Bacrlo gram pU,-pura 2mm 

azullde negauvo 

m~lleno 

AgarS. No hubo No hubo No hubo No hubo No hubo No hubo No hubo 

'"""''"' creom1enio creci"11ento cree miento 

TABLA 22. RESULTADOS OUTENIDOS DE LAS CARACTERJSTJCAS 

Z\-lACROSCÓPICAS DE ~d..!l.o:Hma ·~~ 
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Resul~ y O..eua1on di! Resull<ldof; 

MEOIOOE 

CULTIVO 

TINCION COLOR OIAMETRO FORMA ELEVACIÓN SUPERFICIE BORDE 

Ag•Soya Baalos 2mm arcul• 

Tnphcaseina gn>m 
negativos 

AgarFlo Baalos Crema 2mm C1rcu&ar 

gn>m 

negativos 

Aga"Verde Baalos ~dil!lbll 2mm ª"""""' 
Bnll.-tte gnam 

negattvos 

Ag.s Eosana Baalos """""" 2mm ª""""' 
AzUI de gnam 

Mtn1leno negativos 

AgarSal NohubO NohUbo No hubo No hubo No hutx> No hubo 

ManlOI creom1enio cream1ento crec:am1ento crea miento crecam1.,mo 

TABLA 23. RESUL TACOS OBTENIDOS DE LAS CARACTERISTICAS 

MACROSCÓPICAS DE Salmqnell• typhimurium 
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Resultados y D1scus1on de Resultados 

Con base a Jos resultados obtenidos de las características nu1croscópicas. en el agar soya 

triptic.ascina no se observó gran diferencia de un microorganismo a otro solanx:nrc varió un poco 

en el tarnailo. por lo cual se coDfirtlUI que éste medio no es selectivo. sino que es un medio rico 

en nutricrnes y tiene un uso general en los laboratorios de microbiología. ya que pcnnirc la 

multiplicación abundante y satisCactord de génncnes exigentes. Por lo mencionado anteriorn1c:nrc 

este DlCdio Cue solamente empicado en éste trabajo para realizar la cuenta en placa. 

El agar Oo es selectivo para la identificación de ~O.Dll ya que debido a la fluoresceina 

ll'bcrada presenta una coloración amarilla verdosa. coloración no presentada para ~~.!1 s;..9Jj 

y ~ Ul!him.YriY!D.. por lo tanto esae medio no puede ser usado corno_sclecrivo para estos 

dos nücroorganisnios. 

El agar verde brillante es un medio selectivo para la identificación de .S.l1Jl-ºP.-rll . .1t~ se puede 

observar que U.s características obtcni:las e-cpcrimcntalmente no concuerdan con las rcponadas 

en la tabla No. 9 y que son las mismas que las obtenidas para ~~----~~JÜD.2_$<1. pero sin 

embargo se puede asegurar que si se trata del microorganisino inoculado SB.l.m2n!:llil 

n:phimuriuJD.. ya que eSlos resultados no difieren de los obtenidos por una cepa estándar. Por lo 

cual se recomienda usar agar sulfito bismuto o agar salmonella sighclla. 

El agar cosina azul de met.ileoo es un n>edio selectivo para la identificación de ~ 

en el cu.al se pueden observar las colonias de color púrpura con brillo nict.ilico. característico de 

este microorganismo. a dllerencia de Salmqncll• O:'.J!himp..riY.m y ~_d.2!Il2ll.A aerugin~ ..... 

El agar sal manitol es un medio selectivo para la identificación de Stapbylococcu~ il.™. En 

eSle estudio no se trabajó con este microorganismo. sin ct:nbargo se consideró imponantc el 

asarlo para observar la inOucncia que se tenia de este medio con respecto a los dcni.:is 

oúcroorganisrnos en el cual se pudo observar que no hubo crecimiento. esto es debido que este 

medio contiene una alta concentración de sales ( 7.S % de NaCl) lo cual inhibió el desarrollo de 

estos. 
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Resultados y O.scus10n de Resultados 

PRUEBAS DIOQUIMICAS MICROORGANISMOS 

~ Silrn<>R~ll• ~y_dpfilQilA 

l:»lhlnnu:llim ·~ 
CITRATO DE - + + 

KOSER 

CITRATO DE - + + 

SIMONS 

GAS CH,) + + -
TSI H,S - + -

FONDO ACIDO ACIDA ALCALINO 

PICO ACIDO ALCALINO ALCALINO 

CALDO ROJO 

FENOLV + + -
MANITOL 

SACA.ROSA + - -
GLUCOSA + - -
LACTOSA + - -

INDOL + - -
SIM H,S - + -

MOVILIDAD + + + 

RM + + -
RMVP VP - - + 

MIO + + -

TABLA 24. RESULTADOS EXPERIMENTALES DE PRUEBAS BIOQUIMICAS DE LOS 

MICROORGANISMOS EN ESTUDIO. 
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Resulta1oc y D1scus1on de Rcsult.'.ldos 

Como se pude observar en las pruebas bioquimicas realizadas se obtu"'icron Jos mismos 

resultados que nos marcan en la literatura (tabla 6 0 8 0 IO) a excepción de la prueba de glucosa en 

Psc:ydomona l~Il28 la cual dio negativa y la literatura menciona que debe ser positiva pero 

utilizando el medio de Hugh y Lcifson~ y en eSlc caso el medio de cultivo utilizado fue un medio 

convencional para detectar producción de ácidos por pane de bactcria:s fcrmcniadoras como las 

cnterobactcrias. sin embargo este no es adecuados para el estudio de los bacilos no fcnncntadores 

corno es en este caso la es.\HlQID.QD..I KIY.ain2.H. en el cual la mayoría de las especies se 

desarrollan muy lentamente y producen ácidos su.ni.amente débiles. Hugh y Lciíson fueron los 

primeros en idear un medio de oxidación-fennentación (0-F) que se adapta a las propiedades 

metabólicas de los bacilos no ícnncntador-es. Este medio contiene 0.2 ºó de peptona. lºó de 

hidratos de carbono. de rnodo que la relación peptona-hidrato de carbono es O::?:: l en contraste 

con la relación 2: 1 bailadas en medios de cultivo convencionales para la Ccnncntación de hidratos 

de carbono. La menor cantidad de peptona reduce la formación de productos oxidativos apart.ir 

de peptona. que tiende a ele".·ar el pfl del medio y puede ncutra.lizu los ácidos débiles producidos 

por los bacilos no f'cnnentadores. LA fl'layor concentración de hidra1os de carbono acrecienta la 

producción bacteriana de ácido. La consistencia scmisólida del agar. el uso de azul de 

bromotirnol como indicador de pH. y Ja inclusión de una pequeña cantidad de buffer de dif'osíato. 

contribuyen a detectar la producción de ácidos. 

Por medio de las pruebas bioquim.icas. caraf.."tcristicas macroscópicas. y micro~ópicas 

realizadas se puede concluir que no hubo ninguna contaminación mediante el manejo de las 

dif'ercn1es cepas y con esto se puede asegurar que los microorganismos recuperados fueron los 

núsrnos que los adicionados. 
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Reaullado& y Dtaau1ón de Resultados 

9.0 CONCLUSIONES 

De acuerdo a los resultados obtenidos se pudo observar que el método de limites 

m.icrobianos fue capaz de detectar. así como de cuantificar la cantiitbd de microorganis:mos 

presentes como son: Escberichiit k.2li. Psc;udomon• aurcginosa. y Salmonella nJZhimyriym en la 

suspensión anti.iicida. 

Por Jo que se concluye que el método de limites tnicrobianos fue lineal. exacto. y preciso. 

por lo tanto puede ser usado como método de rutina para el control alicrobiólogico de la 

suspensión antiácida. 
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Resultados y Dtscuaión de Result:ldoa 

1 O.O PROPUESTAS~/ O RECOMENDACIONES 

1.-Las mucSlras deben trabajarse bajo condiciones asépticas. 

2.- AJ adicionar la cooccnuación de microorganismos a la muestra (suspensión antiácida). 

agitar e inmediatamente agregar Jos JO mi a Jos caldos indicados. 

3.-Utiliz.ar un medio de cultivo miis selectivo para la identificación de s...Jm™1la typhigrurium 

como agar SalmoneUa-Shigella. ó Sulfito Bismuto. 

S.- El análisis miCTobiológico solo podrá ser realizado por personal capacitado para esta área. 
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APENDICE A (MEDIOS DE CULTIVO) 

MEDIO DE CULTIVO: Cualquier substancia que pueda ser usada para el cultivo de 

microorganismos.. puede SCT llamada un medio de cultivo. 

OBJETWO DE LOS /HEDIOS DE CULTWO 

a) Fomentar el crccitn.iento microbiano en forro.a que pueda comprobarse las 

caracteristicas dd cuhivo. 

b) Facilitar algunas reacciones bioquímicas. que pueden ser dcmosuablcs por 

ob~rvacióu directa o bien indirecta por subsecuente reacciones en presencia de algunos 

reacth.·os adicionales. 

CLASIFICACIÓN DE LOS MEDIOS DE CULTIVO EN BASE A SU CONSISTENCIA 

MEDIO LÍQUIDO 

El medio liquido se maneja fiacilmentc y con sencillas precauciones puede trasvasarse de 

un recipiente a otro sin peligro de contaminación_ Además en todos los medios líquidos se 

puede desarrollar favorablemente los microorganismos proporcionándoles las condiciones 

ambientales. fisicas. y quim.icas. 

El crecünicnto en un medio liquido puede rnan.ifest.arse de diferentes fornus: 

a) Entu.rbiam.icnto: Es una opacidad mas o menos densa. 

b) Fonnación de velo: Una pcqueila masa de células que flotan en la panc superior del 

medio de cultivo. 

c) Sedimento: Se fonna un depósito de células que pennanccen en la parte iníerior del 

cultivo. pero que se pone necesariamente en suspensión si el rubo se sacude suavemente. 
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Medlos de Cultivo 

MEDIO SÓLIDO 

Los medios !iÓlidos que en su origen fueron creados para el aislamiento de 

microorsaaismos en cultivos puros. se emplean ahora de un modo universal para casi todos los 

trabajos gcncralc& de cultivo. 

U consi5lcncia de un medio de cuhivo liquido a sólido se puede lograr agregando agar. 

el cual es un polisacárido obtenido de algas niarinas. Al 2~'(, es bidrolizado por muy pocas 

bacteria&. Pene UD punto de fusión aproximadamente de Q2 .. e y un punto de solidificación de 

42ªC. También se puede cambiar la consistencia del medio solido agregando gelatina suero o 

albúmina de huevo. 

En elle tncdio se pueden observar las caractcristicas macroscópicas de las colonias las 

cuaJcs puedaa ser. 

a) Colonia Cotllplct.a: Puede ser puntif'onne. circular. rizoide. irregular. filamentosa. 

b) Borde: Puede ser entero. ondulado. lobulado. rizado. 

c) Elevación: Puede ser elevad~ plana._ convexa. pulvinada. umbilicada. 

d) Superficie: Puede SCT lisa. brillante. erizada. rugosa. seca. puh.-urenta. 

e) Color 

F) ~JDCtro 

MEDIO SEMISÓLIDO 

Se empican principalmente para llevar a cabo cultivos de cepas o para propagar a los 

anaerobios. 

La consistencia de un medio liquido a setnisólido se puede lograr por medio d~ la 

adición de agar. gelatina. o albúmina. 
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Medios de Cultivo 

CLASU'ICACIÓN DE MEDIOS DE CULTIVOS ES BASE A SUS NUTRIESTES 

MEDIOS DE PllEENlllQUECIMIENTO 

Estos mcdjos tienen como función resucitar. reactivar. o iniciar la proliferación de un 

determinado grupo de nücroorganismos. Este efecto permite una recuperación mas completa de 

aquellos gCrmcncs presentes en un producto que ha sido sometido a tratamientos que afecten la 

,;abilidad cclufar. La formulación de estos medios es sencilla. como es el caso de agua 

pc:ptonada. caldo lactosado. 

MEDIOS SIJHPLES O BÁSICOS 

Estos son los medios mas simples que solo contienen algún extracto de carne u otra 

infu!.ión simple. peptona. sal y agua. El extracto o la infusión de carne. proporciona al 

organismo Jos aminoácidos. sales. ,;taminas y pequcdas cantidades de carbono. niuógcno. 

bidrogcno y otros elctnentos. 

Las sales. usualmente cloruro de sodio. sirven para obtener la isotonicidad requerida 

para el tnanten.imiento de presión osmótica constante. El agua sirve como disolvente y medio 

de transporte. Como la mayoría de las aguas contienen gran cantidad de diversos DlÍDeralcs. de 

Jos cuales el cobre es en panicular perjudicial para las bacterias.. es aconsejable usar agua 

destilada. como ejemplos de estos medios podemos encontrar Caldo nutritivo. Agar nutritivo. 

Caldo tríptico de soja. Agar tríptico de soya. Caldo y Agar de infusión de cerebro y corazón. 

Caldo y •gar de infusión de corazón. 

MEDIOS ENIUQUECIDOS 

Son aquellos medios básicos que han sido complCDlelltados con líquidos corporales. 

vitaminas especificas, aminoácidos. proteínas y otros nuuicntes claraincntc definidos como 

taJcs. Como ejemplo de estos medios tenemos: Agar sangre. Agar con sangre y chocolate. 

Caldo de suero. Agar con triptosa. Agar de Bordet Gengou. Medio de LcvinthaL Agar de 

Sabouraud con dextrosa. Agar de Muellcr-Hioton. Etc. 
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Medios de Cultivo 

MEDIOS DE ENalQUECiMl/iNTO 

Los medios de cnriqecim.icnto filvorecen el desarrollo de un grupo. género o especie 

particular de microorganismo~ que pcrnúte con Dla)'or éxito su posterior aislam.icnto. El caldo 

sclcnir:o. cJ caldo tctrationar:o. y el caldo de soya con cloruro de sodio son ejC1Dplos de de estos 

medjoa. 

MEDIOS DIFEllENC/ALES-SELECTIYOS 

Son medios sólidos a los cuales se les han agregado cienos reactivo~ que i.tnpidcn el 

cr-ccint.ic.."tll:O de la rnayoria de las bacterias. perrnir:icndo por lo tanr:o el aislamiento algunas 

cuantas seleccionandolas de las muestras que contengan grandes número de microorganismos 

indeseables. V adeiniis cooticncn algún indicador. lo cual hace vi511JJe por la coloración en 

fOnna observa.ble de los microorganismos. 

MEDIOS ESPECIALES O MEDIOS DE ENSAYO 

Son tucdios cnq>lcados para comprobar una o mas características bioqWm.icas; Estos 

medios se crearon con el fin de identificar y clasificar a los microorganismos según sus 

acth.idadcs metabólicas paniculares. Ejemplo agar TSI (agar hierro triple aziacar). agar SIN! 

(sulfuro. indol.. movilidad). agar Citrato de Sirnmon. Caldo Rojo de Metilo Vogues Proskauer. 

etc. (20) 
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Mechas de Culuvo 

COMPOSICIÓN DE l\IEDIOS DE CULTIVO 

COMPONENTE CANTIDAD (g) 

E"1racto de carne 3 

Peptona s 
Cloruro de sodio. s 

Agu. IS 

TABLA A-1. COMPC>SICION DEL AGAR NUTR.ITIVO 

PREPARACIÓN 

Suspender 23g del medio deshidratado en un litro de agua destilada. Remojar unos 15 

min. y calentar a ebullicióa de 1 a 2 min. hasta disolver el producto. DistnOuir y estcrifür.ar a 

J2lºC (IS lb de presión) durante 15 min. 

pH final b.8 ±O.:?. 

usos 
El agar nutrilivo es un medio de uso general en el laboratorio. no es selectivo y es 

adecuado para el cultivo de microorganismos poco exigentes. Puede CDJplearsc en bacteriología 

:-.anitaria~ médica e industrial. 

Es muy empicado en los análisis bacteriológicos de aguas pbtables.. de uso industrial y 

residuales. leche y otros alimentos. Se Je empica también en la multiplicación de 

ID.icroorganismos para pr~ucir vacunas y antígenos en general etc. 
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Medios de Culuvo 

COMPONENTE CANTIDAD (g) 

Pep1on• de caseína 1$.0 

Pcp1on• de soy• $.00 

Cloruro de sodio '·ºº 
Ag•r 1$.00 

TABLA A-2. COMPOSICJON DEL AGAR SOYA TRJPTICASEJNA 

PREPARACIÓN 

Suspender y rett10j•r de 10-1 S ntin. 40g deJ medio deshidralado en UD liuo de agua 

destilada. Calentar agit.ando ftecucntcmentc durante UD ruin. para que se disuelva. Estcriliz.ar en 

un autoct.ve entre 1 1 8 y J 2 1 ºC y a una presión no mayor a 1 S lb por J S mio. Enfriar y vaciar 

ca cajas de pctri. 

pH después de csteriliz.ar 7.3 ± 0.2 

usos 
Es un n:icdio sólido muy rico en nutricrues por Jo que tiene UD uso general en los 

laboralorios de microbiología. Permite la multiplicación •bundante y satisfactoria de gérmenes 

exigentes. como Neumococos. Estreptococo. Ncisscrias., etc. 
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MedJos de Culuvo 

COMPONENTE CANTIDAD (g) 

Peptona de Caseína S.000 

Peptona de carne :S.000 

Extracto de carne 1.000 

D-manitol 10.00 

Cloruro de sodio 75.00 

Agar l:S.00 

TABLA A-3 C0~1POSICJON DEL AGAR SAL Y !\tf.A.."""i'ITOL 

PREPARJ.\.CJÓN 

Suspender 11 1 g del medio en un litro de agua destilada y remojar IS rnin. Mezclar bien 

Calentar a ebullición durante un min. E~'terili.zar en autoclave a 12 JºC ( lS lb) de presión durante 

1 5 min. vaciar en cajas petri. 

vsos 
Es w1 medio selectivo muy empleado para aislar e!."tafiJococos patógenos de materiales 

clinii:os diversos (orina. genitales.. heridas. exudados faringeos..ctc .. ) también se utiliza en la 

indu~ria alimentkia con Jos mismos fines. el aislamiento e identificación de Estafilococos que 

se: encuentran en la leche y productos lacteos.. carnes y derivados.. incluyendo conservas de 

pescado. 

La degradación del rnanitol con producción de ácido cambia el color del medio. de 

rosado a amarillo. debido a su alto contenido de cloruro de sodio, puede hacerse una siembra 

m.asiva del materia! de estudio. Generalmente se incuba las placas unas 36 hrs. apareciendo las 

colonias de estafilococos no patógenos de tamaño pequeño y rodeadas de una zona roja; en 

cambio, las colonias de estafilococos patógenos f"cnncntadores del ttlanitol dan colonias mas 

grandes y rodeadas de una zona aniarilla. Si agregamos a cada litro del medjo. una yema de 

huevo en condiciones de esterilidad~ los estafilococos. que además de formentar el manitol 

producen lipasa. darán un precipitado amarillento de ácidos grasos alrededor de la colonia. Este 

fenómeno concuerda bastante bien con Ja propiedad de coagular el plasma que presentan Jos 

estafilococos patógenos coaguJasa positjvos. 
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Medios de Culuvo 

COMPONENTE CANTIDAD (g) 

Extracto de levadura 3.000 

Mez.c.Ja de peptonas 10.00 

Cloniro de sodio S.000 

Lactosa 10.00 

Sacarosa 10.00 

Rojo de f'enol 0.080 

Verde brillante 12.!50 

Agar IS.O 

TABLA A-..t COl\lPOSICION DEL AGAR VERDE BRlLLANTE 

PREPARACIÓN 

Suspender S8g del medio L-n un litro de agua destilada y dejar remojar l S mio. calentar 

agitando frecuentemente y hCTVir durante un IDin. Esterilizar en autoclave a 12lºC ( 15 lb de 

preiióo) durante IS nün. y distn"'buir en cajas pctri. 

pH después de esterilizar 6.9 ::!:: 0.2 

usos 
Debido a que es un medio fuertemente inhfüidor. inocular las placas con una asada bien 

cargada con el material de estudio. AJ mismo tiempo siembre otros medios selectivos menos 

inbll>idores como el agar Dc'Soxicolato. SS. XLD. MacConkey. ElMB. Agar tergitol 7. Cu.ando 

se sospecha que el tnatcria.l de estudio contiene bajas concentraciones de SalrnoneUa es 

necesario inocular la muestra inicialmente en ca.Ido tctrationato o caldo selcnito-Cistina. 

El medio. de un color cafC al principio pasa a rojo durante la incubación a 37'C. los 

microorganismos que degradan la lactosa son inhil>idos complctamcnr.e. presentando algunas de 

las cepas no inhibidas. colonias verde amarillentas. opacas y rodeadas de un balo amarillento. 

Los microorganismos lactosa negativos. como Salmonella y ocasionalmente ~s. forman 

colonias de color rosa pálido transparente rodeadas de un halo rojo brillante 
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MedJ.05 de Culuvo 

COMPONENTE CANTIDAD (g) 

Peptona de gelatina 10.00 

Lactosa 10.00 

Fosfato dipotásico 2.000 

Agar 15.00 

Eosina 0.400 

Azul de mctileno 0.065 

TABLA A-S CO!\.tPOSICION DEL AGAR EOSINA AZUL. DE !\.tETtl..ENO 

PREPARACIÓN 

Susp~-nder 37.-1 g del n1cdio en un litro de agua destilada. mezclar bien ha~a obtener 

una suspensión unif'orme. Remojar de unos 1O-1 S min_ Calentar agitando frecuentemente. 

Hervir durante un min. Esterilizar a no mas de 121 ªc. ( 1 S lb de presión) durante 1 ~ min. El 

agar- líquido estéril a 4SªC se agita suavemente antes de vaciar a cajas pet.ri_ 

pH dcspuCs de esterilizar 7_ 1 ± 0.2 

usos 
La formula de Levine ba sido empicada comtin.mente para la investigación de colifon:ncs. 

CARACTERiSTICAS DE lAS COLONIAS 

Escherichia coli: De 2 a 3 mm.. de diámetro. Azul negras en la parte central. y bordes claros a 

la luz transmitida. Presentando un brilló metálico verdoso a la luz reflejada. 

Enterobactcr aero1:enes: Colonias de 4 a 6 mm de diámetro. EtC'o·adas y mucoidcs. cafü 

grisAccas en el centro a la luz transmitida. Generalmente no tienen brillo metálico y con 

tendencia a unirse. 

SalmogclJa y Shigella: Colonias transparentes.. hasta incolora. 

Ca.gdida albjcaos: Después de 24 hrs. a JSºC y aproximadamente a un 10~-ó de dioxido de 

carbono se ve en forma de telaraña plumosa. 
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Med.ICM de Culllvo 

COMPONENTE CANTIDAD (g) 

Peptona de cascina 10.00 

Peptona de carne 10.00 

Fosfato dibilsico de potasio l.SOO 

anhidro 

Cloruro de nuigncsio l.SOO 

beptahidratado 

Glicerina 10.00 

Agar IS.00 

TABLA A-6 COl\.tPOSICION DEL AGAR FLO ( osgar para~ 

PREPARACIÓN 

Suspender 37g de polvo en un litro de agua destilada. Agregar 10 rn.J de glicerol y mezclar bien. 

Remojar de 10 a IS min. para que se hidraten correctamente las panículas de agar. Calentar 

agitando con frecuencia y hervir haSla disolución completa del rncdio aprox.irn.adamcnte un min. 

NO SOBRECALENTAR. Envasar en tubos de ensayo o en matraces y esterilizar en autoclave 

a 12lªC entre 12 a IS lb. durante IS rnin. Dign"buiren cajaspetri. 

usos 
Inocular las placas por estría superficial. El medio favorece la producción fluoresccína e 

inh.t"bc parcialmente la fonn.ción de piocianina difi.mdiéndose los pigmentos en el agar. 

La piocianina da Wla fluorescencia verdosa o verde azulada en el agar TECR míedtras 

que ta Ouoreceina de un color floresccntc amarillo verdoso en el agar FLO. ObsCrvese bajo luz 

ultravioleta. 

En algunas ocaciones se encucnuan cepas que elaboran ambos pigmentos en 

proporciones variables. por lo que varian los Íonos de color de acuerdo a las cepas de 

Pseudomonas. Algunas cepas de Pseudomonas elaboran Ouorcsceina sola. otras únicamente 

piocianina y algunas ouas los dos pigmentos. 
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Media. de CulU"O 

COMPONENTE CANTIDAD (g) 

Mezcla de pcpton•s 20.00 

Cloruro de sodio 5.000 

LactoiWI 10.00 

Sac•rosa 10.00 

1.000 

Sulüto de amonio fi:rrico 0.200 

Rojo de Ccnol 0.025 

Agar 13.00 

Tiosulrato de sodjo 0.200 

TABLA A·7 CO!\fPOSJCJON DEL AGAR HIERRO.TRIPLE 4 AZUCAR 

PREPARACIÓN 

Suspender SQ.-tg del medio deshidratado en un litro de agua destilada. Remojar de 1 O a 

1 S min. Calentar agitando frecuentemente basta ebulljción y disolución completa. distribuir en 

tubos de 13 X 100 mm.. Esterilizar a I JSºC ( 12 lb de presión) durante 1 S ruin. Los tubos deben 

enfriar-se en posición inclin•da de m.aner-a que el medio de cultivo en el Condo del tubo alcance 

una profundidad de 1. S a 2. O cm.. 

pH después de esterilizar 7.3 ± 0.2 

usos 
Su modo de acción es semejante al medio de Kligcr que contiene dos azúcares. 

adicionando además con 1 ~-ó de sacarosa. E5to pennite el reconocimiento y exclusión de 

Proteus. 

l:IAfiüa y Proyjdencia no Cenncotan la lactosa o lo hacen muy lentamente y si en cambio 

f"crmentan la sacarosa con bastante rapidez, Jo cual pcnnite excluir a ese grupo de bacterias de 

S•fmoaela y~ 
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Ale.- ale•lino 

Ac.- ácido 

GERMENES 

Ariz.on• 

SabnoaeU.. 

EDl:erobacter 

acrogenes 

Enterobacter 

eloacae 

KJcbsiella 

Serrarla 

Citrobactcr 

Escbcriebia 

Alkalcsccns- Dispar 

Shigclla 

Proteus 

Providencia 

SUPERFIClE 

INCLINADA 

•le. 

ale. 

ale. 

•le. 

ale. 

ale. 

ale. 

ale. 

ale. 

ale. 

ale. 

ale. 

ale. 

Medios de Culuvo 

FONDO H2S/GAS 

ale. 

ale. 

ale. 

ale. 

ale. 

ale. 

ae. o neutro 

ae. o neutro 

TABLA A-8. CARACTERISTICAS DE ALGUNOS MICROORGANISMOS EN EL :1.tEDIO TSI 
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Medios de Cultivo 

COMPONENTE 
Fo&.fato dihidrogenado de 

amonio 
Fosf"ato dinot8s.ico 
Cloruro de sodio 
Citrato de sodio 

Sulf"ato de ma~csio 
Auar 

CANTIDAD t ~' 
1.000 

1.000 
5.000 
2.000 
0.020 
IS.00 

Azul de bromotimol 0.080 
TABLA A•9_ CO!\.lPOSIClON DEL AGAR CITRATO DE Sl1'tt.M.ONS 

PREPARACIÓN 

Suspender 24.2 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada. Remojar durante 

S a lO min. Mezclar bien y calentar agitando frecuentemente hasta ebullición y completa 

disolución. Distnbuirvolúmcncsdc3 ml en tubos de 13 X 10 mm. Esterilizara 12lªCdurante 

1 S min. Los tubos se dejan enfriar en posición inclinada de manera que el medio de cultivo en el 

f"ondo alcance w1a profundidad de 1. O a 1. S cm. Se puede emplear como medio tambiCn en 

placas. 

pl-1 final b.Q±; O 2 

usos 
Este medio se puede entplcar- de ta misma ni.ancra que el Citrato de Koser para hacer la 

prueba de utilización de citrato como una de las reacciones del IMViC. Pueden hacerse cultivos 

en placa. o si se prefiere en el medio inclinado. se inocula csi.riando la superficie y puncionando 

el fondo. Los cultivos se incuban durante 4 días de 35 a 37 .. C. Si no se obtienen resultados 

précisos. lo cual puede suceder en cepas de Providencia.., c:s necesario hacer nuc-vas pruebas 

incubando a tetnperatura ambiente durante 7 dias. Solamente los nücroorganismos que utilizan 

el citrato como única fuente de carbono~ crecen en el agar Citrato de Simomons. La aparición 

de un crecimiento vistl>lc gcncrahncntc va acompadado de . un cambio alcalino (azul) del 

indicador. 

Este medio puede ser utilizado especialmente en la dif'crenciación de bacilos entéricos 

como se indica a continuación: 

NEGATIVOS: Eschcrichia, Shissilla.~. 

POSITIVOS:~.~. Salmonela ~ ~. ~. 

S!=lliL 
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Medl<K de Cultivo 

COMPONENTE CANTIDAD (g) 

EX'lracto de levadura 3.000 

Peptona de gelatina 10.00 

Peptona de caseina 10.00 

L.Omitina 5 000 

Dextrosa 1.000 

Agar 2.000 

pürpura de bromocresol 0.020 

TABLA A-10. COMPOSICION DEL MEDIO MIO 

PREPARACIÓN 

Disolver 31 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada. Remojar unos 5 min. 

Calentar basta ebullición. Distribuir y esterilizar en autoclave a 121 ºC durante 1 S mio. 

pH final 6.S ± 0.2 

usos 
Los cultivos son inoculados por punción en el meWo M 10 preparados en tubos y se 

incuban por 18-24 hrs. a 3SºC. Se leen las reacciones de movilidad y de ornitidina 

descarboxilasa antes de agregar el reactivo de Kovacs para la prueba de indol. La mo";lidad es 

indicada por turbiedad del medio o por crecimiento c"1endido a panir de la línea de 

inoculaición. La ornitidina descarboxilasa es indicada por c:l color pU.rpura del medio. La 

omitid.in• negativa produce un color amarillo en el Condo que puede ser púrpura al final. Para Ja 

prueba de indol se añade de 3 a 4 gotas de reactivo de Kovacs. y se agita suavemente el tubo. 

La aparición del color rosa o rojo en el reactivo se interpreta como p._-ueba positiva de indol. 

Comparar Jos resultados con el tubo testigo sin scUlbrarse. 
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Medios de Culuvo 

COMPONENTE CANTIDAD (ul 

Peatona de caseína 20.00 
Pentona de carne 6.100 

Sulfato de hierro v amonio 0.200 
Tiosulfato de sodio 0.200 

TAllLA A· I l. COMPOSICION DEL MEDIO SIM 

PREPARACIÓN 

Su~i>cndcr 30g del medio dcshidrat.:1do en un litro de agua destilada. agitando 

frccm:ntcmcnte. Remojar durante l O rnin. y hcn.;r a ebullición durante un min. Di~""t.nl>uir en 

tubos de ensayo a una altura de unos 4 cm. y c~1.crili7...ar en autoclave a 121 ºC ( 15 lb de presión) 

duranh: 15 niin 

pl-1 fü1.:1l 7.3 = (1 ::'.! 

usos 
s~rnbrar l.n cepa pura en estudio por picadura. alcanzando ésta unos tres cuartos de 1.a 

longitud Je l.:1 ..;alumna. Incubar a 35ºC de 18 a 24 hrs. y leer Jos resultados. Ennegrecimiento 

indica Ja producción de sulfuros. Desarrollo solo a Jo largo de la punción. inmo"'ilidad. La 

mo";Jidad del gérmenes revela por turbidez difusa c..-n el St.."tlo del medio. y producción de indol 

por medio de tos reactivos de Ehrlich o de Kovacs. que dan una coloración rojo pllrpura si es 

positiva. También puede usarse para el mismo propósito, la tira de papel filtro impregnada con 

una solución de ñcido ox.alico. Esta se colot.:a cerca. en la boca del tubo. virando a un color 

rosado en et caso de fonnación de indol. 

MICROORGANISMO PRODUCCION DE 
H2S 

Salmonella tvnhi 
Shhz.Clla 
E.coli 

Klebsiella 
Enterobactcr 

Citrobacter - ó -

Salmonclla + ó -

PRODUCCION DE 
INDOL 

+ ó -

+ ó -

MOVTLlDAD 

...... ó -

...... ó -

TABLA A-12 CAR.ACTERJSTICAS DE ALGlJNOS !\tICROORG~'llSMOS EN EL MEDIO Sl!\--t 
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COMPONENTE CANTIDAD (g) 

Peptona de caseina 20.00 

Lccitina de soya S.000 

TABLA 13 COMPOSICION DE CAL.DO PEPTONA DE CASEINA-L.ECITINA-TWEES 

PREPARACIÓN 

Suspender 25g del medio en 960 mL de agua dcst.ilada. Calentar a 60ºC hasta completa 

disolución. &g.TCgar 40 ml de Tv.'ccn-20. Distribuir en recipientes adecuados y esterilizar en 

autoclave durante 1 S min. a 121 ºC y 1 S lbs. de presión. 

La peptona es un digerido pancrciitico de cascina. adecuado para el cultivo de muchos 

grupos de bacterias incluyendo ciertos microorganiSillos de dificil crccimic...-nto. El tratamiento 

en.zitn8tico produce poco d:iño a las vitaminas de la cascina y a los aminoiacidos como el 

triptófano. lo que la hace adecuada para el cultivo de microorganismos exigentes. 

El contenido relativamente alto en peptona de caseína. ofrece las mejores condiciones 

de regeneración para Jos núcroorganisrnos dañados. asi como optimas posibilidades de 

gcnninación de esporas. La lecitina y d polisorbato :!O son capaces de inactivar numcros.as 

sustancias antirnicrobianas. Así la soja-lccit.ina. según KOHN y col.( 1963). CHIORJ y 

col.( 1965) y HUGO y FRIER ( 1969). inactiva a la Cctrimide. Clorbexidina. Fenoles dorados, 

acC'lato y Polimixina B. El polisorbato 20. según EVANS ( 196-t) y TO\VN ( 1960), inactiva a 

fcnolc~ derivados fenólicos. ácido p-hidroxibenzoico y sus esteres. La combinación de ambos 

puede inact.ivar a compuestos de amonio cuaternario y a combifliacionc:s de fosfonio. 

pH después de esterilizar 7. 1 ±O. 1 

usos 
Es un medio de prcenrecimicnto que tiene como función reactivar la proliícración de 

microorganismos. 
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Medios de Cult1vo 

COMPONENTE CANTIDAD (g) 

1-lcptadecil ~-ulfato de 0.100 

sodio 

Mezcla de peptonas 5.000 

E:ictracto de levadura 3.000 

Lactosa 10.00 

"'-7:ul de bromotin1ol 0.02~ 

TABLA A-1-t. COMPOSICION DE CALDO TERGITOL 7 

PREPARACIÓN 

Suspender l8g del mcdío deshidratado en 920 ml de agua. disolver. adicionar 40 m.1 de 

Tween 20. y 40 mi de Lecitina dl! Soya ( 12.S'!'·ó). Agitar hasta obtener w1a suspensión 

homogt..:.Uea. Esterilizar en autoclave durante 15 min. a 12l"'C y 15 lbs. de presión. 

Se utiliza este medio para el aislam.iento de cntcrobactcrias. 

pH tinal 6.9 :!:. O.:! 
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MedJos de CuJuvo 

COMPONENTE CANTIDAD (g) 

Pepton• de c•scin• 17.00 

Pepton• de soya 3.000 

Cloruro de sodio 5.000 

Fosf'ato dipotAsico 2.000 

.Dextros.. 2.500 

TABLA A-lS COf\.tPOSICION DEL CALDO SOYA TR.IPTICASEL"'1A 

PREPARACIÓN 

Suspender 30g del medio deshidrat•do en 920 mJ de agua destilada. Agitar. agregar 40 

mi de Lccitina de soya ( 12.S~ó). y 40 mJ de Twecn 20. Agitar basta obtener una suspensión 

homogénea. Est.criJizar en autoclave durante 1 S mio a J 21 ªC y a 15 Jbs de presión. 

usos 
El caldo de soya tripticaseina se ha COJplcado comunmentc para muchos procedimientos 

de W.gnóstico e investigación. Por cjen:tplo se usa para el aislamiento y pruebas de sensibilidad 

de especias p•tógcuas delicadas y no delicadas.., en la preparación de inóculos.. producción de 

a.nt.igcnos para prnebas de aglutinación y pruebas scrológicas. 

pH final 7.3 ± 0.2 
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Medias de Culuvo 

COMPONENTE CANTIDAD(S) 

Mezcla de pepronas S.000 

Lacrosa 4.000 

Fosf"alo de sodio 10.00 

Sclcn.iro .iicido de sodio 4.000 

L-cisr:ina 0.010 

TABLA 16 CO~SJCJON DEL CALDO SELENITO Y CISTL'lA 

PREPARACIÓN 

Suspender :?3g del medio en wt litro de agua deSliJada. Mezclar bien y caJenrar 

ligeramente hasta que el me<fio se disuelva. Envasar en tubos de ensayo. pref'eriblcmcntc con 

tapa de rosca. volúmenes c:ntre 10-1 S mi por tubo. Esteriliz.ar a vapor fluente durante 1 S mio. 

El color del medio es beige o ligCTamc:ntc rosa. No sobrecaJentar nj autoclavca.r. El medio asi 

preparado y hermc!ticamcnte tapado, puede conservarse en buenas condiciones.. hasr:a 3 meses 

en refrigeración. Si se emplea tubos con tapón e.Je algodón. el medio dura poco menos de 2 

semanas. 

pH final 7.0 ::: 0.2 

usos 
El caldo Selenita y Cistina inhibe la multiplicación de las bacterias de crecúnicnto ~s 

rápido. como las coliibn:nes, permitiendo así que las Salmonellas se rcprodu.zcan con mayor 

&cilidad. Sin embargo después de 18 hrs. de incubación. los microorganismos comenzales 

aumentan r8.pidamcnte su tasa de reproducción y com.ic:nzao a impedir el .:iislamicnto de 

Sahnoncllas.. por lo que es necesario practicar resiembras o subcuJtivos antes de que transcurra 

csrc tiempo critico. Los pases a Jos medios dllcrcnciales puede realizarse a pan.ir de las 1 O 

primeras horas de incubación. 
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Medios di! Culuvo 

COMPONENTE CANTIDAD (g) 

Fo.caco monopoúsico 1.000 

Fos&to de sodio y IUDOnio l.SOO 

Sulfato de magnesio 0.200 

Cierno de sodio 3.000 

TABLA A-17. COMPOSICION DEL CALDO CITRATO DE KOSER 

J>!U;PARACIÓN 

S~endcr S.7& del polvo en un liuo de agua destilada. Disolver y mezclar. Enva5ar en 

tubo• con upón de rosca y eaeriliz.ar en autoclave a 121 ºC y a 1 S lbs de presión durante 1 S 

mio c:on los tapones algo flojos. Al final de csaerilizar cerrar peñcctamcntc las tapas. 

pH final 6. 7 :!:: 0.2 

usos 
Se emplea para dif'crc:nci.ar a E.J;.2li de Entcrobacter,. lo mismo que el agar Citrato de 

Siounons. pero su mayor utilidad está en que el Citrato de Koscr es postOlc diferenciar cnue 

coliConnes de origen f"ccal (En su mayoría citratos negativos) de los provenientes del sucio .. que 

en un 90o/o pueden utiliz.ar el citrato como única fuente de carbono. 
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M~oa de CuJtAvo 

CANTIDAD 
7.000 
S.000 

TABLA A-18 CALDO ROJO DE METILO VOGUES PROSKAUER 

PREPARACIÓN 
Disolver J 7g del medio deshidr•tado en un litro de agu• destit.d•. mezclar bien. Si es 

necesario. calentar un poco hasta disolución total. Distribuir y esterili7Ar entre J J 8 y 121 .. C 
(no mas de 1 S lbs. de presión) durante 15 min. 

pH final 6. 9 ± 0.2 

usos 
En 19 1 S Clark y Lubs emplearon el rojo de metilo como indicador de acidez: en Jos 

cultivos del grupo E.coli-Enterobacter. Esta prueba se conoce ahora como prueba del rojo de 
metilo y sirve para distinguir entre aquellos microorganismos que producen y nu.nticncn una 
concentración alta de ácidos. de aquellos que producen inicialmente una menor cantidad y que 
adenias son capaces de atacar esos mismos ácidos.. volviendo al medio neutro o alcalino. como 
Enterobactcl'". 

Vogues y Pr-oslL1:uer describieron c:n 1898 una coloración rojo fluorescente que apal'"ecia 
en cienos cu.Jtivos. al agn:garles unas gotas de solución de KOH. Más tarde se supo que esto 
era debido a Ja oxidación del acetil-met.il-carbinol que pasaba a diacetilo. el cual a su vez, 
reaccionaba con la peptona del medio dando un color rojo. Enterobacter oxida el acetil-metil
carbinol y por Jo tanto da la coloración l'"Oja. en cambio la~ no Jo hace. 

TÉCNICA 
Reacción deJ rojo de metilo: 
A S D"JJ. de un cultivo de 5 dias. se Je agregan S gotas de solución de indicador. En una 

reacción positiva se debe tener un color rojo b!cn definido. en tanto que el color amariJJo 
constituye una prueba negativa. 

Preparación dcJ indicador: Pesar O. lg: de rojo de metjJo disolver en 300 mi de aJcohol aJ 
95% y diluir a .SOO mJ con agua destilada. 

Reacción de Vogucs-Proskaucr: 

Se Preparan 960 mJ de una solución de KOH aJ JO% y se Je agrega una solución de 1 g 
de Sul&to de cobre pcntahidratado en 40 mJ de una solución conccatrada de hidróxido de 
amonio. A S mi de esrc álcali. que contiene su..l.Cato cúprico y amonio de un color rojo de osina 
indica la presencia de acetil-metil~carbinol. 
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Medios de Culhvo 

COMPONENTE CANTIDAD (g) 

Peptona de caseína 10.00 

Cloruro de sodio 5.000 

Rojo de fenol 0.018 

Manitol 5.000 

TABLA A-19 CO?\-!POSICION DEL CALDO ROJO FENOL Y MA.NITOL 

disolver 20g del polvo en un litro de agua destilada. En caso de que el medio sea 

destinado al cultivo de orgaoi5Ulos anaerobios se le puede agregar de 0.5 a 1.0g de agar. Para 

la invcst.igación de fonnación de gas. los tubos Durham pueden ser empleados. Colocar los 

tubos en un recipiente y esieriliz.ar a l 16-118°C y no mas de 12 lbs de presión durante 15 min. 

USOS: Medio empleado para dc:temtioar reacciones de fennt."Tltación. 

pH final 7.4±0.2 

COMPONENTE CANTIDAD¡,.¡ 

Peptona de caseína 10.00 

Cloruro de sodio S.000 

Ro"o de fenol 0.018 

TABLA A-20 CO~lPOSlClÓN DEL CALDO BASE ROJO DE FESOL 

PREPARACIÓN 

Disolver lSg del polvo en un litro de agua destilada. agregar de 5 a 10g de 

carbohidratos si desea. Si el medio liquido va a SCT destinado al cultivo de anaerobios se le 

puede agregar de O. S a l.Og de agar. para la f"onnación de gas se pueden cm.picar tubo Durha1n.. 

Colocar los tubos en un recipiente adecuado y esterilizar.a 116-l t8°C y no más de 12 lbs. de 

presión durante IS m.in. 

pH final 7.4±0.2 

usos 
Sirve como caldo base para realizar las pruebas de f"ermentación de lactosa. sacarosa. y 

dextrosa. 
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MedJos de Cultivo 

COMPONENTE CANTIDAD (g) 

Lactosa S.00 

Base de caldo rojo de fcnol IS.O 

TABLA A-2 J. COMPOSJCJON DEL CALDO ROJO FENOL Y LACTOSA 

pH finol 7.4±0.2 

USO: Medio cntplcado para determinar las reacciones de f'enncntación de la lactosa. 

COMPONENTE CANTIDAD (g) 

Dextrosa S.00 

Base de caldo rOJO de fcnol IS 00 

TABLA A·22. CO!\.tPOSICJON DEL CALDO ROJO FENOL Y DE.."-"TR.OSA 

pH final del medio 7.4±0.2 

USO: Medio empleado pan deternünar las reacciones de f'ennentación de la dextrosa. 

COMPONENTE CANTIDAD Cg) 

Sacarosa S.00 

Base de caldo rojo de f"cnol IS.00 

TABLA A-23. COMPOSICJON DEL CALDO ROJO FENOL Y SACAROSA 

usos 
Medio empicado para de1erm.inar las reacciones de fermentación de la sacarosa. La 

Corma de es&eriliz.ación del caldo rojo fenol sacarosa. dextrosa y lactosa se procede a realizar 

de i. miSDJa f'orma que la base de caldo rojo f'enol. 

pff final del medio 7.4 ± 0.2 
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APENDICE 2 

FÓ~IULAS UTILIZADAS EN LA VALIDACIÓN DEL .MÉTODO 

1) MEDIA: X- ~'<In 

2) ~,a DE RECOBRO= unidades formadoras de colonias recuperadas/ unidades 

formadoras de colonias adicionadas X 100 

3) PENDIENTE: b- nt ( ~"CY) - ( ~"") ( ~y ) I nt ( ~"': ) - ( ~x ): 

4) ORDENADA AL ORIGEN: a- (:!:y) - ( b ) ( ;,:., ) t nt 

S) COEFICIENTE DE CORRELACIÓN 

r- ../ nt (( ~"Y ) - ( ~' ) ( :!:y )) 'I nt ( ::!:.,') - ( ;,:., >' [nt ( :!: y" ) - ( :!:y)'] 

6) COEFICIENTE DE DETERMINACIÓN : r" - ( r )' 

7) INTERVALO DE CONFIANZA PARA ILA PENDIENTE 

l.C - ( b) - ( t , _ _,, __ , ) ( S y/x I (../ n-1 )( Sx) < B < (b) + ( t , _ _,, •• , ) 

( Sy/x ) I (../ n-1 ) ( Sx ) 

8) ERROR ESTANDAR DE REGRESIÓN 

Sy/x - ( ../ (n-1 I n-2 )( S'y - b' S'x ) 
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Fórmulas 

9) ESTADIGRAFO DE CONTRASTE PARA LA PENDIENTE 

t - ( b- Do ) / ( Sy/" ) / (.,/ n- 1 )( S" ) 

10) INTERVALO DE CONFIAN7.A AL 9S "/o PARA LA ORDENADA AL 

ORIGEN: l.C=(a)-(1 0 • ..,,.~,)(Sy/")(.,/ ( l/n + X'ln-J)(S'x) 

<A<• + ( t 1-n. n-2 ) ( Sy/x: ) ( ,/ ( l/n + X2 t n-1 )( S 2x ) 

11) ESTADIGRAFO DE CONTRASTE PARA LA ORDENADA AL ORIGEN 

tc:al.=(a-Ao)/(Sy/x)(...,/(1/n ....- X'21n-l)(S2 x) 

12)DESVIACION ESTANDAR; DE=.,/ n( ::!:."') - ( ::!:." )'In ( n-1 ) 

13) COEFICIENTE DE VARIACION: C.V = (DEI X) ( 100) 

14) VARIANZA MUESTRAL: S' = ( :DC'i ) - ( n ;¡;,.')In- 1 

IS) ESTADIGRAFO DE CONTRASTE PARA LA EXACTITUD 

t= ( X-100)/(S/.,/n) 

16) INTERVALO DE CONFIANZA AL 9S % PARA LA EXACTITUD 

l.C = ( X) ± ( t ,_..,,) ( SI.,/ n ) 

17) ESTADIGRAFO DE CONTRASTE PARA LA REPETIBILlDAD 

Xi'=( n-1) (S' )/(a') 

18) INTERVALO DE CONFIANZA AL 95% PARA LA REPETIDILIDAD 

l.C=(n-1 )/ (Xi2
1-u'2)S2 <o2<(n-l )/(Xi2~)S2 
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Fórmula& 

19) ANALISIS DE VARIANZA ( TABLA DE A."'1ADEVA) 

GRADOS SUMA DE MEDIA DE FcaJ Fo.os 
DELIBARTAD CUADRA-DOS CUADRA-DOS 

ANALISTA gla- ·-· sea MCa-_sc,, Fa-~ F gla I gld 

(a) gla Mcd 

DIA gld- (d-1) a SCd MCd - S.!& Fd-M!dj F gld I gle 

(d) gld MCe 

ANALISTA-DIA (a-l)(b-1) SCad MC-~ Fad-~ FgJad/gle 

& 
glad MCe 

ERROR gle- (r- 1) ad SCe MCe-~ 

(e) gle 
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Fórmulas 

ELrnodclo representado es el siguiente: 

Yijk - µ + a i + ój (i) + E K (ij) 

DONDE 

Yijk- El ensayo de la sustancia de interCs de I• k Csim.m muesua anaIWda por el iésimo 

&n•lista en el j ésimo día. 

µ .,., Media poblacional del ensayo de la sustancia de interés en la mucstTa 

ai= Efi:cto del analista en el ensayo (donde i.,,. l. ... a) 

ó j(i) = Efecto del día anidado en el analista. (donde j = l. ...... d ) 

EK (ij) = Error del mCtodo analítico (donde k-1. ... r) 

a= número de analistas (donde aa: 2) 

d= número de di.as (donde d= 2) 

r = número de replicas (donde r= 3) 

CALCULOS PRELIMINARES 

l. Calcular la suma de las combinaciones analista-día (Vij.) 

Vll.-VIIJ+Vll2 +VJ13 

V 12. =V 121+V122 +V 123 

Y 21. =V 21 J +V 212 +V 213 

V 22. - Y 22 J + V 222 + V 223 

2. Calcular la sum.a para cad• analista ( Vi..) 

VI.. =Y 111+V112..,..V 113+V 121 +V J22+V 123 

V2 .. =Y211 +Y212+V213 +V221+Y222+V223 

3. Calcuar la suma total (Y ... ) 

Y ... =Y l.. +Y2 .. 
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4. Calcular la suma del cuadrado de cada analista en cada dia 

~V2ij-(V 11. ) 2 +(V 12.)'+(V21.)'+(V22.)' 

S. Calcular ta SUltla del cuadndo de cada analista en 105 dos días 

(~i •. )' = (V 1.. )' + (V 2 .. )' 

6. Calcular la !iUlWl de cada dato clc:"·ado al cuadrado 

Fórrnul:u 

' ' "'V2 ijk-(V 111)' +(V 112)' +(V 113)2+ ... (V 221)' ~(V 222)' ~(V 223)' 

7. Calcular la SUIIUI del cuadrado del analista (SCa). efecto del factor analista. con la 

siguiente formula: 

SCa = ~ V 2 i I dr - V 2 
•• ./ adr 

8. Calcular la suma de cuadrados del día anidado en el analista (SCd). con la siguiente 

fórmula: 

SCd=-~ij:/r - ~i..'2 . .ldr 

9. Calc;:ular la su.rna de cuadrados del error 

SCc-~ V 2 ijk -~ Vij./r 

10. SC subtotal= ~ V:ij. J n ij. - V: .. I o 

11. Scad= Scsubtotal - (Sea + SCd) 
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