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1.0 RESUMEN

En este trabajo se estudiaron 10 férmulas diferentes de cuidado oral, con ia finalidad de
implementar un meétodo microbioldgico alternativo que disminuyera el tiempo de cuarentena, y
generara ahorros.

Para determinar la factibilidad de implementar el método de bioluminiscencia como un meétodo
de rutina para la liberacion de producto terminado de diferentes formulacionas de cuidado oral,
se procesaron 100 muestras por cada férmuia, encontrandose un porcentaje menor al 10% de
repeticiones, lo que indicé que los niveles de limpieza de la planta son adecuados.

Debido a que la reaccion de bioluminiscencia es altamente sensible y requiere de ATP para
llevarse a cabo, se realizé por cada formula un estudio del efecto de muestra sobre la
reaccion, con el fin de descartar fuentes de ATP de origen no microbiano o componentes de la
formula que interfieran con dicha reacién; ninguna férmula demostro contener ATP de origen
Nno microbiano, o aigun componente que interfiera con la reaccion.

Como parte del proceso del validacion de este método también se lievo a cabo el desafio de
cada formula con microorganismos de prueba, para ello se utilizaron las siguientes cepas de
referencia ATCC: Burkholderia cepacia, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis y Candida albicans. La finalidad de este estudio radicé en determinar si el
método es capaz de detectar bajas concentraciones de microorganismos; en tcdas las formulas
desafiadas hubo recuperacidén de los microorganismos inoculados.

Por ultimo se compararon los meétodos de bioluminiscencia y cuenta en placa , utiizando para
ello 30 muestras por formula producidas durante 10 dias . Estas muestras se analizaron por
ambos métodos dentro de las primeras 8 hrs de ser manufacturadas. En todos los casos se
encontré concruencia en los resultados.

Los diferentes estudios de validacion realizados para la implementacion de método de
bioluminiscencia mostraron que esta tecnologia puede ser aplicada cor las ventajas de obtener
resultados confiables en menor tiempo.



2.0 INTRODUCCION
2.1 BIOLUMINISCENCIA APLICADA EN ANALISIS MICROBIOLOGICOS

Los métodos tradicionales de andlisis microbioldgicos aplicados a diversos productos
susceptibles de contaminacién microbiana han cambiado muy poco desde que el proceso
fuera introducido hacia finales dei siglo XIX, es decir, que las muestras de productos son
cultivadas en una placa de agar e incubadas durante un periodo de hasta 7 dias para obtener
resultados. Durante el proceso de incubacion, el producto en andlisis, y el capital que este
representa, permanece inactivo en las bodegas sin ser distribuido a las cadenas de consumo,
por lo cual esta demora puede llegar a representar un gasto de manufactura importante. Sin
embargo, un costo elevado no implica siempre niveles de precision altos.(17,18,19,32,41)

Generalmente los métodos tradicionales se basan en el recuento de colonias y la identificacion

posterior de microorganismos objetables, los cuales estan sujetos a errores humanos. La
tecnologia de bioluminiscencia esta dirigida especificamente a la aceleracion y mejora en la
exactitud de los analisis microbiolégicos.(16,21,26,28,39)

Todos los organismos vivientes utilizan y/o contienen ATP, y sblo se necesitan niveies muy
bajos de los mismo para activar la reaccion de bioluminisencia, o cual permite al sistema
detectar niveles muchos bajos de microbios en las muestras durante las primeras 24 horas.
(22,23,25,43)

Dentro de las ventajas que ofrece esta tecnologia se mencionan (21):

e Una deteccion mas rdpida de microorganismos con respecto a los métodos tradicionales en
placas de agar.

e Mayor sensibilidad del método, detecta 1000 microorganismos contra 10,000,000 que

forman una colonia de organismos.

Los resultados de prueba son mas rapidos; 24-48 hrs contra 5 - 7dias por lo menos.

L La valoracion cualitativa del contenido microbiano se basa principalimente en una prueba
de esterilidad. .

e Al liberarse la produccion en menor tiempo, reduce el tiempo de inventarios detenidos por
cuarentenas, y por consiguiente genera ahorros.

¢ Enzima luciferasa es especifica para la hidrolisis de ATP

e Dado que la mdlecula de ATP es quimicamente idéntica en todos los organismos se puede
detectar una amplia gama de microorganismos entre fos que se incluyen Bacterias,
hongos y levaduras (40)

Todo método de anadlisis presenta tambien desventajas, que al final se evalian y se comparan
con las ventajas para establecer la factibilidad de su implementacion. Las desventajas que se
han observads con este método son (27):

e No es un método cuantitativo
e No detecta un microorganismo en especifico.
e FEl costo de la prueba puede resuitar mas alto con respecto a los métodos tradicionales.



2.1.1 METABOLISMO BACTERIANO

Todas las células vivas requieren agua y ciertos nutrientes para crecer y dividirse.Entre las
sustancias inorganicas (oligoelementos) se incluyen iones como Mg+2,Zn+2, Mn+2,Co+2 y
Fe+3, que actian como cofactores en una variedad de procesos enzimaticos. De modo similar
el Na+2 es escencial para cientos sistemas de transporte de nutrientes. El fésforo (en foma de
POA4) es un constituyente escencial de ios nucledtidos y fosfolipidos, mientras que el azufre se
encuentra en ciertas coenzimas (ejemplo Acetil-CoA), asi como en dos de los aminodcidos. De
forma semejante, una fuente de nitrégeno (como NH4+ O como compuestos nitrogenados
organicos) es escencial para la sintesis de aminoacidos y nucledtidos. Por ultimo el oxigeno
forma parte de diversas sustancias escenciales y ademas actua en su forma elemental como
aceptor final de elctrones para la respiracion aerobia, el proceso mediante el cual se produce
energia en forma de ATP. .

Entre las sustancias organicas necesarias para el crecimiento, cabe citar a las carbohidratos,
que intervienen en la produccion de enrgia y la estructura celular, los aminodcidos y
nucledtidos que representan los bloques fundamentales para la sintesis de proteinas y acidos
nucleicos, y los lipidos, Que son los componenetes mayores de la membrana celular. Por
ultimo las vitaminas actuan como cofactores para ciertas reacciones enzimaticas.

Todas las células requieren un suministro de energia para sobrevivir. Esa energia tipicamente
en forma de ATP procede del catabolismo ordenado de varios sustratos orgdnicos
(carbohidratos, lipidos y proteinas. El proceso de descpomposicién de sustratos y conversion
en energia utilizable se conoce como catabolismo. La energia producida se puede usar
después para la sintesis de constituyentes celulares, proteinas, acidos grasos y acidos
nucléicos, un proceso conocido como anabolismo. El conjunto de esos dos procesos,
intimamente relacionados e integrados, se denomina metabolismo intermediario.

Las vias metabolicas especificas usadas por las bacterias para descomponer y sintetizar
sustratos organicos son muy similares para todas las células vivas (procaridticas y
eucarioticas). Esas semejanzas proporcionan |a base para el concepto de unidad bioguimica
(la quim ica de todas las formas de vida es escencialmente la misma y los mecanismos para
sintesis de energia como ATP, sintesis y funcionamiento del codigo genético e identificacion

" de las vias metabdlicas para degradar los hidratos de carbono, las proteinas y los lipidos, son
en escencia idénticas).

El proceso metabdlico comienza en general con la hidrélisis de macromoléculas grandes en el
medio ambiente celular externo por enzimas especificas o exoenzimas. Las pequedas
moléculas producidas (monosacaridos, peptidos de cadena corta y acidos grasos) pueden ser
transportadas después al citoplasma, donde seran convertidas a través de una © mas vias en
un producto intermediario universal comun, el dcido pirtvico. Utilizando el acido pirdvico, los
carbohidratos procedentes de los nutrientes importados, pueden ser canalizados hacia la
produccion de energia o hacia la sintesis de nuevos hidratos de carbono, aminoacidos, lipidos
y acidos nucleicos. (30,31,49).

Para utilizar la bioluminisencia como un método microbioldgico alterno para liberar producto
terminado, primero es necesario comprobar que es reproducible con respecto a los métodos
tradicionales en placa, dado que las caracteristicas fisicoquimicas de un producto pueden
interferir en la reaccidon de bioluminiscencia, o el producto a analizar contenga extractos
naturaies y por consiguiente de manera intrinseca tenga un alto contenido de ATP y genere
falsos positivos; las fuentes de ATP no microbiano son (29,36,37) :

L] ATP libre -suspendido en el medio, o residuos bioldgicos

L3 ATP somatico dentro de las células no microbianas (ej. células epiteliales )

e ATP ligado a agregados de proteinas fuera de la célula (ej. micelas de caseina en leche 6
en globulos de grasa).

.Por lo anterior es necesario validar el método de bioluminiscencia , en diferentes aspectos
(24,38,43.44,45,46,48):

G



Validar la eficiencia del analista (Estudio de eficiencia del analista). Este estudio es realizado
para asegurar que la persona que maneja la muestra lo hace de manera aséptica, y para
asegurar las condiciones microbioldgicas del medio ambiente

Asegurarse que la muestra a analizar no interfiera con la reacciéon de Bioluminicencia (Efecto
de la muestra). Esta prueba Consiste en detectar si el producto a analizar contiene ATP de
origen no microbiano, y determinar si la muestra contiene algun componente que interfiera con
la reaccién.

Determinacion de Biocarga (Andlisis de factibilidad): Este estudio tiene como finalidad
verificar las condiciones de limpieza con las que se fabrica un producto y determinar la
frecuencia con la que debera repetirse el analsis de la muestra si no se conoce la causa raiz de
la biocarga en un producto y se corrige por medio de programas de Control Microbioldgico

Estudio de Bioluminicencia con microorganismos: Consiste en el desafio del producto con
diferentes microorganismos de prueba, y determinar si el método es capaz de detectarios.

Estudio en paralelo del producto terminado. Consiste en determinar si los métodos

tradicionales y de biolumminiscencia son equicomparabiles en el proceso de liberacion de un
producto terminado .

2.2 GENERALIDADES DE LA BIOLUMINISCENCIA




La bioluminiscencia, ha sido conocida desde la antigliiedad, AristSteles (384-322 A.C.) describié
la bioluminiscencia en los peces muertos (debido a las bacterias) y de algunos hongos; Roberto
Boyle en 1667.descubrié con su campana neumatica, que el oxigeno estaba intimamente
ligado al fenémeno cuando probé que: " la luz procedente de la madera en putrefaccion
disminuia conforme se evacuaba aire. (1,2)

En su "Origen de las especies " Darwin (1859) menciona brevemente a la bioluminiscencia en
la seccion intitulada "Dificultades especiales de la teoria de la seleccién natural” (3)

En 1887 Dubois, describio la presencia de dos sustancias responsables de la luminiscencia de
Pholgs dactylus (una almeja) y encontré que una de ellas era termoestable (el sustrato
llamado luciferina) y ia otra termolabil (la enzima llamada luciferasa) (4).

Harvey en 1932, argumenté que, pese al poco conocimiento acerca de los componentes y de
los mecanismos de las reacciones bioluminiscentes, en organismos simpies (bacterias y
hongos) la produccion de la luz esta relacionada con el mecanismo de la respiracion celular.

El mismo Harvey en 1957, completé el experimento de Boyle al permitir ila entrada de aire al
interior de la campana y observo que la luz, aparentemente extinguida, revivia rapidamente. (4)

Por otra parte, el conocimiento acerca de la quimioluminiscencia tiene poco tiempo, ya que es
hasta finales del siglo XIX, en que se publican los descubrimientos fortuitos de sustancias
quimioluminiscentes como son la lofina y el pirogalol y hasta 1928 y 1934 son descubiertas
sustancias quimioluminiscentes como el luminol y la luciferina (4,2)

Una caracteristica importante de la bioluminiscencia y de la quimioluminiscencia, es que
pueden ser utilizadas en técnicas analiticas aplicandolas a disciplinas tales como la quimica
analitica, la parasitologia, la microbiologia, la hematologia, la farmacologia y la inmunologia.
(1.5,6).

La bioluminiscencia y la quimioluminiscencia han tenido impacto en la quimica clinica como
sustitutos de las reacciones colorimeétricas de substratos de oxidasas y deshidrogenasas. En
este tipo de ensayos, la sensibilidad de la reaccion quimioluminiscente puede ser usada, ya
sea para cuantificar substratos que no son facilmente medibles por otras técnicas o para
reducir las cantidades de muestra y/o reactivos, disminuyendo con ello los costos de las
pruebas. (7)

La Luminiscencia se presenta cuando una sustancia se excita energéticamente y después al
regresar a su estado fundamental, disipa la energia absorbida en forma de luz. Existen varias
formas de luminiscencia, los electrones a un nivel de energia mas alto y son:

a) Radioluminiscencia: Donde la excitacion la realizan rayos beta o gamma.

b) Fluorescencia/Fosforescencia: Donde ta excitacion la producen fotones de luz infrarroja,
visible o luz ultravioleta.

c) Quimoluminiscencia: Donde la activacion la efectia una reaccién quimica que ocurre
cuando una molécula emite un fotén como resultado de una reaccion quimica exergonica,
en la cual uno de los intermediarios o productos finales se deja en un estado de excitacion.
Este fenomeno ocurre adiabaticamente y sin absorcion de luz, ya que se requiere una
gran cantidad de energia para producir un foton (aproximadamente 200 kilojoules). La
mayoria de las reacciones quimioluminiscentes son de tipo oxidativo.




DIAGRAMA A. REACCION GENERICA QUIMIOLUMINISCENTE

SUSTANCIA EN UN
ESTADO
ELECTRONICAMENTE
. EXCITADO EMISION DE LUZ
REACCION QUIMICA \
" 'SUSTANCIA EN ESTADO PRODUCTO EN ESTADO
- FUNDAMENTAL FUNDAMENTAL -

Usualmente, la emisién de luz se genera a partir de un estado de singlete excitado, y ocurre
con un amplio rango de eficiencia. La quimioluminiscencia sensibilizada resufta cuando un
producto excitado transfiere su energia a otra sustancia que posee caracteristicas
fluorescentes. (5,7,8,35)

DIAGRAMA B. TRANSFERENCIA DE ENERGIA PARA LA EMISION DE LUZ

c.
ENERGIA ESTADO SINGLETE EXCITADO
QuiMica
1 2 3 TESIS CON
REACTIVOS A+ 8 . FALLA DE ORIGENA
c ESTADO SINGLETE

FUNDAMENTAL
1+2 = QUIMIOLUMINISCENCIA
2 =FLUORESCENCIA
3 = ABSORCION
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d) La Biolyminigcencig es un caso especial de quimioluminiscencia y se le da este nombre
por encontrarse en organismos Vivos.

En la bioluminiscencia, las reacciones qufmicas estan catalizadas por una enzima
denominada “luciferasa”, la cual crea un ambiente favorable para la oxidaciéon luminiscente de
un sustrato especifico designado como “luciferina" (7.5).

El paso inicial de la reaccion es la rapida conversion en presencia de magnesio (Mg+2), ATP
(Adenosin trifosfato) y luciferasa de la luciferina a luciferiladenilato, el cual en presencia de la
misma enzima se combina con oxigeno molecular para dar un peroxido intermediario (3,2,9)

El siguiente paso es la formacion del anilio del peréxido y la ruptura del mismo, para producir
CO2 y un carbonilo excitado, el cual sufre una eliminacién de protones (sin pérdida de
excitacion) para generar la especie emisora. Después de la emision de luz en el producto final
la oxiluciferina (4,9,10,11,12,34)

DIAGRAMA C REACCION GENERAL DE BIOLUMINISCENCIA

ENZIMA
ATP

—_
Mg+2

oM LUCIFERINA
(LH2)

- l?uzzum »
TESIS CON
DESDOBLAMIENTO o FALLA DE ORIGEN
- Mo o

— S
OXYLUCIFERINA
=0)
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Generalmente la eficiencia cuantica en las reacciones quimioluminiscentes tiene un rango de
1-1.5%:mientras que las reacciones bioluminiscentes mas eficientes se aproxima al 100%

(2.5,6,7)

2.3 DIVERSIDAD Y FUNCIONES DE LA BIOLUMINISCENCIA.

Una gran cantidad de organismos estan dotados con la habilidad para emitir luz, exibirla y
controlaria en una variedad de formas (3.9,11).

Los animales luminosos son mas comunes de lo que pudiera suponerse y ejemplés de estos
organismos tienen una distribucién muy amplia y muy variada.

TABLA 1 CLASIFICACION DE ORGANISMOS BIOLUMINISCENTES (8)

Bacterias HO".O. Plantas Animales
Photobacterium fisheri Ompjalia. Noctiluca Photi pyralis
Photobacterium Xylaria Acquorea acquorea
phosphoreum Gon 1]

Photobacterium Armillaria Pyrodinium Pelagia

liognathi

Vibrio cholera Balanoglossus
Beneckea harvevi Pwvchodera
Beneckea splendid Renilla reniformis

Cypridina hilgendorfii

Pholas dactilus

Latia neritoides,

Arachnocampa
luminosa.

Diplocardia longa

La bioluminiscencia aparece mas comunmente en los organismos marinos, entre los que hay
una amplia variedad que va desde las bacterias microscopicas y el planctén, hasta varias
especies de peces (unicos vertebrados luminiscentes ) (4,11)

Los organismos de tierra luminiscentes y qQue son mas conocidos son la luciernaga y el gusano
de luz, aunque también deben de incluirse a las bacterias y hongos. (10).

En los organismos superiores la funcion de la bioluminiscencia es como medio de
comunicacion,como en el caso de las luciernagas que la utilizan para distinguir la especie y el
sexo;otros organismos la utilizan para disimular su presencia como es el caso del pez
Argyropelecus, el cual iguala la luz ambiental para disfrazar su silueta.

En general la bioluminiscencia es usada para el cortejo,comunicacién,diferenciacion de sexo,
distraccion de depredadores,camuflaje, busqueda y atracciéon de la presa (10,11)

Las diferentes funciones de la bioluminiscencia, pueden ser clasificadas en tres categorias:
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a) DEFENSA. Ayuda a evitar a los depredadores.

Para asustar Medusa, dinoflagelados.
Alarma Dinoflagelados

Camuflaje Argyropelecus, Calamar
Vision Pez linterna

b) ATAQUE. Ayuda a la depredacion.

Atraccion Pejesapo

Fototactismo © @Gusano de luz de Nueva Zeianda,pez linterna.
Camuflaje Calamar

Vision Pez linterna, Pachystomias.

c) COMUNICACION Intraespecies
Cortejo, apareamiento Luciernaga, pez linterna, gusano de luz de las Bermudas.

Por otra parte, es dificil colocar en cuaiquiera de las categorias anteriores la funcion de la
bioluminiscencia en las bacterias y el hecho de que en aigunas bacterias luminiscentes el
contenido de luciferasa se aproxima al 5% de la proteina total, no puede ser un suceso fortuito.
Actualmente se considera que la bioluminiscencia bacteriana tiene como funciones la
adquisicion de nutrientes y de un nicho adecuado (13)

No existe un sistema quimico que sirva como modelo para todos los organismos, ya que la
mayoria de las luciferinas tienen diferentes estructuras quimicas y un amplio rango de pesos
molecutares y diferentes mecanismos de reaccion catalitica (1,4)

Una dificultad para realizar un estudio apropiado de los mecanismos que emniplean los
organismos biocluminiscentes es la minima cantidad de material activo que se puede obtener;
como por ejemplo,30,000 luciérnagas soélo producen 15 mg de luciferina pura,5 toneladas de
Aequorea_proporcionan 100 mg de proteina activa y de unos 40,000 ejemplares del antozoo
Renilla reniformes soélo 0.5 mg de luciferina pura (4)

TABLA 2. SISTEMAS BIOLUMINISCENTES (3)

Organismos lumir Luciferasas (PM) Emision maxima (nm) |
Bacterias 80,000 495-500
(Photobacterium, Vibrio)

Dinoflagelados 420,000 475
{Gonyaulax, Pyrocystis)

Celentérados 21,000 460-490
(Aequorea, Renilla)

Anélidos 300,000 500
{Dipiocardia)

Moluscos 170,000 500
(Latia) .

Crustaceos 68,000 465
(Cypridina)

Insectos 100,000 560
(Photinus. Photuris)
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2.3.1 Fuentes de luciferina (Luciérnaga)

El acopio de organismos para el estudio quimico de los mecanismos intrinsecos, es un
problema importante en el campo de la bioluminiscencia, pero la luciérnaga es mas visible y
capturable que la mayoria de los otros organismos, por ello ha sido el sistema bioluminiscente
mas intensamente estudiado.

La mayor parte del trabajo sobre luciérnagas se ha realizado con una especie norteamericana
Photinus pyralis, pero los componentes esenciales de la reaccion luminosa son comunes a
todas las demas especies hasta ahora examinadas. (9,12,42)

E! Photinus pyralis emite luz in vivo con un maximo de 562 nm, aunque otras especies
utilizan la misma luciferina emiten en el intervalo comprendico entre 5§50 y 575 nm. La
luciérnaga es uno de los organismos bioluminiscentes mas eficientes, ya que su rendimiento
cuantico es del 88% (9,12,42)

La luciferina fue aislada por primera vez en cantidades adecuadas por Bitler y McElroy y su
estructura fue determinada y demostrada gracias a su sintesis total realizada por White .

La luciferina tiene una pobre estabilidad, siendo facilmente oxidada a dehidroluciferina, la cual
puede reaccionar con ATP pero es incapaz de producir luminiscencia.(9)

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

DIAGRAMA D. MOLECULA DE LUCIFERINA Y DEHIDROLUCIFERINA DE LA
LUCIERNAGA

2.3.2 La luciferasa -

La luciferasa tiene un peso molecular de 100,000 daltones y consiste en dos subunidades de
un peso molecular de 50,000 daltones cada una, a bajas concentraciones la molécula esta
siempre disociada; las subunidades de 1a enzima son similares pero no idénticas (5,6,33)

Especificidad: La luciferasa de la luciérnaga sélo cataliza la oxidacion luminiscente de la
luciferina de la luciérnaga, y ésta reaccién depende de la presencia de ATP, iones Mg+2 y
oxigeno molecular.

Activadores: Son activadores el Mg+2, la luciferina y el ATP- El Manganeso puede reemplazar
al magnesio, el cobafto y el fierro son considerablemnte menos activos. Compuestos
fosforilados que pueden reemplazar al ATP como son el Adenosin difosfato (ADP) y Uridil
difosfato (UTP).

Inhibidores: La enzima es fuertemente inhibida por el pirofosfato, varias aminas, cobre y p-
cloromercuribenzoato, la inhibicién de éste uitimo puede ser inhibida por glutation.
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1+

Benzimidazol, benzitriazof y derivados substitutos inhiben la reacciéon por competencia con la

luciferina.
La actividad de la luciferasa de la luciérnaga es muy sensitiva a la inhibicién por aniones

especificos.
El orden de la eficacia de la inhibicion por los aniones es SCN- > | - — NO3 > Br- > CI-.

Temperatura y pH: El pH 6ptimo de la actividad es de 7.8 y la intensidad maxima de luz se
observa a 25-26°C. (47)

Estabilidad: La enzima puificada es estable a 4°C pero pierde su actividad por repetidas
congelaciones y descongelaciones. La enzima se desnaturaliza por burbujeo de aire a través
de la solucién o por exposicion a superficies tales como tiras de celofan o perlas de vidrio. La
actividad de pierde rapidamente por didlisis y no puede ser restaurada por el dializado o por
extracto crudo hervido. (14,15)
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3.0 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

< Implementar un meétodo microbioldgico rapido y equivalente al método tradicional de
cuenta en placa, utilizando la bioluminiscencia para la liberacion de producto terminado .

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

< Demostrar que el método de Bioluminiscencia es equivalente al método de deteccion
tradicional a través de los diferentes estudios de validacion ( Efecto de la muestra, desafio
con microorganismos, estudio en paralelo) para optimizar el tiempo de liberacion de
producto terminado.

< Reconocer las buenas practicas de manufactura a través del estudio de factibilidad para la
implementacion del metodo biocluminiscente.

> Demostrar que los resultados obtenidos en el estudio en paralelo cumplen con las
especificaciones microbioldgicas indicadas en la ley general de salud para la liberacion de
producto terminado (50)
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4.0 JUSTIFICACION

Debido a que en las empresas que se dedican a la manufactura de diferentes productos en
serie, se requieren espacios de bodegas, mejorar los tiempos de distribucién de sus productos,
disminuir sus costos de transportacion, disminuir inventarios, optimizar recursos humanos, los
cuales representan aitos costos; para ello se requieren de métodos microbioldgicos con
tendencia a reducir los tiempos de cuarentena de aquellos productos sensibles a
contaminacion microbioldgica.

Por lo tanto se propone en el presente trabajo la validacién de un método rapido, que soporte
las especificaciones microbioldgicas de producto terminado de cuidado oral y que sea
equivalente a los métodos tradicionales de analisis.
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5.0 MATERIAL y EQUIPO

5.1 REACTIVOS

5.2

Reactivo liberador de ATP LuminEx

Reactivo de Bioluminicencia LuminaATE
Reactivo de ATP Control Positivo

Reactivos para lavado y enjuague del equipo
Caldo (TAT) Triptona Azolectina Tween
Tween 20

Agar Soya Tripticasa (AST)

Agar dextrosa sabouraud

Agar MacConkey

Agar para aislamiento de Pseudomonas (PIA)
Agar Biggy

Agar Leetheen modificado

Agar nutritivo

Agar sales manitol

Agua destilada o desionizada, para la preparacion de los medios

MATERIAL GENERAL DEL LABORATORIO

Contenedores estériles con tapa de rosca (150 ml/ 11 cm x 4cm de diametro)

Gradilla para Tubos de lectura.
Celdas desechables de Lectura para luminémetro
Micropipetas:
5-50 ul
40-200 wl
200 —1000 ul
Puntas para pipetas estériles.
5-200 ul
300-1000 ul
Material de vidrieria dedicado para la preparacion de medios de cultivo.
Placas Petri estériles.
Pipetas estériles de 1,2 & 10 ml
Asas bacteriologicas
Tubos de ensayo

5.3 EQUIPO

by
®

Lumindmetro

Incubador con agitacion ajustada a 32.5°C £ 2.5°C y 200-220 r.p.m.
Autoclave

Balanza

Campana de Flujo laminar.

Incubador ajustado 22.5°C = 2.5°C

Incubador ajustado 32.5°C = 2.5°C

Bano de agua ajustado a 46°C = 2°C.

MATERIAL BIOLOGICO

Burkholderia caepacia ATCC 25416
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Bacillus subtilis ATCC 6633
Candida albicans ATCC 10237
6.0 METODOLOGIA
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6.1 ESTUDIO DE LA EFICIENCIA DEL ANALISTA

6.1.1

En una campana de fiujo laminar, se transfirieron asépticamente 100 ml de caldo TAT
en 10 contenedores estériles.

Durante este paso se verificaron las condiciones ambientales mediante la
exposicion de placas de AST en el area de trabajo.

Las placas permanecieron expuestas durante el tiempo de preparacion de los
contenedores con el caldo TAT y hasta alcazar un tiempo de una hora, antes
de ser incubadas por 48 horas a 22.5°C y después 48 horas a 32.5°C.

Posteriormente se incubaron los contenedores con el caldo TAT a 32.5°C en
un incubador con agitacion a 200- 220 r.p.m.

Visualmente se verifico algun indicio contaminacion como turbidez de el caldo
o filamentos de crecimiento microoiano.

Se estrid cada muestra de clado TAT sobre placas de agar AST, para
confirmar la presencia o ausencia de contaminacion. Se incubaron las placas
por 48 horas a 22.5°C y 48 horas mas a 32.5°C.

Adicional al estriado en placas de AST, las muestras de caldo TAT fueron
evaluadas por el método de Bioluminicencia con el fin de determinar ia
capacidad del analista para usar una micropipeta. Cada muestra fue corrida
por duplicado para obtenr un coeficiente de variaciéon (CV) el cual debe ser
<10%.

Registrar los resultados
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DIAGRAMA E: ESTUDIO DE LA EFICIENCIA DEL ANALISTA.
Por cada Analista

—1
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Agua destilada o
desionizada de bajo
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6.2 ESTUDIO DE LA BIOCARGA (ANALISIS DE FACTIBILIDAD)

Procedimiento de ia prueba.

a)

b)

<)

d)

e)

f)

g)

En este estudio se requirieron para ef analisis 100 muestras de producto
terminado. Las muestras fueron colectadas en un periodo de 5 dias de produccion
{ 20 por dia con intervalos de 1 hora)

Todas las muestras fueron analizadas antes de tener 8 horas de haber sido

producidas.
Cada es vaciada completamente en un contenedor estéril y homogenizada.

Asépticamente se peso un gramo de producto en 99 mi de caido TAT en un
contenedor esteéril.

Cada uno de los contenedores fue incubado con agitacién a 32.5°C y 200-220

r.p.m durante 24 horas.
Por uitimo se estrio el contenido de cada contenedor sobre placas de agar Soya

triptica

Se incubaron las cajas estriadas de 18-24hrs. a 32.5°C .




DIAGRAMA F: PRUEBA DE BIOCARGA

100 muestras / 5 dias de
Produccion
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uncontenedor estéril y
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6.3 ESTUDIO DEL EFECTO DE LA MUESTRA

6.3.1 Método de Prueba.

a)

b)

c)

o)

e)

Para cada férmula de producto se prepararon previamente dos contenedores estériles

con 99 ml cada uno de caildo TAT estéril. Se etiquetaron como como “I" para caldo solo
y “Il “ para caldo solo mas muestra. Posteriormente, asépticamente se pesaron 1 g de

la muestra dentro del contenedor il

Se agité el contenedor Il para asegurar que los contenidos es uniforme. Asépticamente
se transfirieron alicuotas de 50ul caldo TAT del contenedor “I” dentro de cada uno de
cuatro tubos de lectura. Posteriormente se adicionaron 10 ul de ATP a dos de los
tubos antes preparados.

Se repitid 1o indicado en el inciso b) para el contenedor 1. Esto dié ocho (8) tubos de
lectura.

Se leyeron las muestras en el lumindémetro. Ver apéndice 9.10, 9.11 y se compararon
con las especificaciones de prueba. Ver apéndice 9.12

Se realizaron los calculos requeridos para determinar si el producto a analizar por el
método de bioluminiscencia contenia ATP de origen no microbiano, y para determinar
si existia alguna interferencia con ia reaccion de bioluminiscencia. Ver apéndice 9.13

6.3.2. Férmulas para determinar el efecto de la muestra

Ver apéndice 9.13




DIAGRAMA G: PRUEBA DEL EFECTO DE LA MUESTRA
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6.4 ESTUDIO DE VALIDACION CON MICROORGANISMO
6.4.1 Preparacion del inoculo.

a) Un dia antes de iniciar la prueba, a partir de tubos de conservacion se transfirieron
cada uno de los microorganismos (Burkholderia cepacia, Pseudornonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Candida albicans) a caldo Soya tripticasa
{CST) para su enriquecimiento a 30°C por 24 horas.

b) Posteriormente cada microorganismo fué estriado sobre placas de AST, las cuales
fueron incubadas a 30°C. por 24 horas.

Nota: Candida albicans fué transferida a SDA

c) A partir de los cultivos de 24 horas, se inoculd una asada de cada microorganismo en
tubos con 9 mi de solucion salina estéril al 0.85%.

i. Visualmente se ajusto la turbidez de la solucién del cuitivo con el tubo # 0.5 del
nefelometro de McFarland que equivale aproximadamente at.5 x 10°
bacterias / mly 1.5 x 10°/ ml para Candida albicans.

ii. A partir de la suspensiones de microorganismos se prepararon diluciones
decimales seriadas excepto de Bacillus subtillis, en solucién salina estéril al
0.85% para alcanzar una concentracion tedrica de 1000 ufc por ml en donde
10 ul contienen 10 microorganismos.

iii. Para Bacillus subtilis se preparo una dilucién seriada en solucion salina estéril
al 0.85% para alcanzar un inoculo con una concentracion aproximada de
100,000 ufc por mi. A partir de esta dilucion se tomaron 4.5 mi y se tranfirieron
a tubos con 5.5 mli de solucién salina al 0.85% para alcanzar una
concentracion tedrica de 4.5 x 10° ufc por mi en donde 10 ul contienen 450
microorganismaos.

v, Para verificar el nimero de microrganismos inoculados, de cada suspension de
se vertieron 100pl en una caja petri estéril por duplicado, se adicioné AST, se
homogenizo y se dejaron solidificar las placas. Para Candida albicans se utilizé

SDA.
V. Las placas fueron incubadas 24-48 horas a 30°C.
vi. Posteriormente se contaron las unidades formadoras de colonia sobre ias

placas y se calculd el numero de microorganismos

6.4.2 Inoculacion de las Muestras

a) Por cada formula se probaron 3 lIotes diferentes de producto, los cuales fueron
inoculados con cada uno de los 5 microorganismos de prueba.

b) Diauno.

i. Para cada muestra, asépticamente se adiciond 1 g de producto a 99 mi de
caldo TAT.

it. Despueées se inocularon 10yl de la suspension del inoculo preparado en 3.b,c, d.
Este paso fue repetido para cada uno de los 5§ microorganismos.
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vi.

Dia Dos

vii.

viii.

Control del indculo. Para este control se prepararon 5 contenacoras con 99 ml
de caldo TAT a los cuales se les inoculd por separado 10ul de cada uno de ios
microorganismos antes mencionados, con el fin de verificar la viabilidad de los
microorganismos de prueba.

Control negativo de la muestra: Para todas las muestras, aséplicarnente se
adiciond 1 g de producto a 99 ml de caido TAT.

Control Negativo. Para el control Negativo de Caldo, se preparén dos
contenedores con 99 mi de caldo TAT.

Nota: El lote de caldo TAT debe ser el mismo tanto para los controles, como para las

muestras problema.

Las muetras y los controles se incubarén a 30°C, a 200-220 r.p.m., por 24
Horas.

Preparacion del equipo de acuerdo al apéndice 9.10, 9.11 y 9.12

Se corrieron los controles para deteminar el fondo de luz, control de reactivos
de bioluminicencia, control de ATP y control de caldo( Ver apéndice 9.11)

Una vez verificados los controles se procedio a la lectura de las pruebas de la
siguiente manera:

Lectura del caldo TAT solo

Lectura de las muestras de producto + caldo TAT

Lectura de caldo TAT + microorganismo

Lectura de la muestra de producto + caldo TAT + microorganismo

Nota: Para cada muestra se tomaron alicuotas de 50 u! por duplicado y se
colocaron en los tubos para su lectura

Posteriormente .se transfirieron alicuotas de 50 ul de las muestras de prueba
incubadas (inoculadas con microorganismos) por duplicado en dos tubos de
lectura. Los tubos de lectura se colocaron dentro del Luminémetro y se corrieron
las muestras.(Ver apéndice 9.11 y 9.12)

Por dltimo.después de leer las muestras,se limpiaron y drenaron los inyectores
del lumindmetro,para evitar cualquier tipo de contaminacién en ias lineas.

Con la finalidad de comprobar la presencia de ios microorganismos inoculados,
cada una de las muestras fueron estriadas a partir del TAT de enriquecimiento
de 24 horas sobre placas de AST, ASM, MAC, PIA, y se incubaron toda la
noche a 30°C.En el caso Candida albicans se utilizéo SDA y Biggy. Para Bacillus
subtilis se estrid solamente sobre AST y se realizé una tincion de Gram para
confirmar los bacilos Gram positivos. A partir de las placas de AST se corrieron
las bioquimicas correspondiente de los microorganismos utiizados mediante el
sistema microestandarizado API 20 NE,API Staph y API 20C AUX; los
resultados se muestran en las tablas 25, 26, 27 y 28.
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c) Dia Tres

i Checar la confirmacion del estriado de las placas deil Dia 2 para crecimiento e
identificacion. Registrar los resuitados como positivos o negativos y confirmar la
identificacion del organismo.

26




DIAGRAMA H: — PREPARACION DEL INOCULO

= Ps. aeruginosaB C. albicans
)

C. albicans

B. subtilis

18-24 horas
30°C

9 mi de sol.
Salina 0.85%
estéril >

pH 6-7

Aj u;#a

0.5 Estandar de McFarland
(1.5 X 10° bacterias/ml)
(1.5 X 10* levaduras/ml)

i

Dilucion de cada
organismo de Bacterias 1:10

0.85% 3
Sol. salina om Suspension
Usada del

10° amterions
4.5 X 10*
ufc / mi 10" 102 o? 10™*

4.5 ml en 5.5 mi
de Sol. Salina

B. subtilis estéril al 0.85%

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN
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DIAGRAMA |- PREPARACION DEL INOCULO CONTINUACION- CUENTA UTILIZADA

Organismos preparados: B. subtilis B. cepacia P, aeruginosa S. aureus C. albicans
4.5 X 10* 10° ufc / ml 10° ufc/mi 10° ufc/mi 10° ufc / mi
ufc/ ml

l Opcian 1
100 ul de microorganismos 100 pl de microorganismos
Usar el Método de vaciado en placa Usar el Método de vaciado en placa
Solo para C. albicans Solo para C. dibicans
v
2X )
SDA ALM ™ggy SDA
2X
Incubar por toda la noche
3o0°c d
Datos
Datos Conteo de ufc y invalidados
Calculo del Cuentas no
validos Cuentas Nivel de inoculo iguales
fguales Nivel de
Nivel de Inoculo
Inoculo




DIAGRAMA J : ESTUDIO DE VALIDACION CON MICROORGANISMOS.DIA 1

3 lotes por Producto de prueba, con cada uno de los 5 microorganismos.

Por cada muestra de L Muestra de producto _]
Producto:
* Por cada
Homogenizacién corrida

Adicion 10 plde
la suspensién de
microorganismos

Por cada
microorganismo

Adicion 10 p | de
la suspensién de
microoraanismos

Producto inoculado, caido inoculado, y controles en el incubador con agitacién
30 °C, 200-220 rpm, 24 horas

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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DIAGRAMA K: LECTURA DE LAS MUESTRAS

DIA 2:

r Verificacion de los Controles ]

v

1. ' Lectura del caldo TAT solo

2. Lectura de las muestras de producto + caldo
TAT

3. Lectura de caldo TAT + microorganismo

4. Lectura de la muestra de producto + caldo
TAT + microorganismo.

v

Lectura en el Luminémetro

Verificacion del crecimiento e identificacion de
los microorganismo

Solo para B.
subtilis

Solo para
C. albicans

Incubacién : toda la noche a30°C I

v
c’. © Comparacion ©
Re-analisi ME CALD
& de los datos >
paralelos | Aprobad
(crecimiento sobre
v ‘/\ L NEGATIVO | el estriado en placa | POSITIVO
y positivo por
Registro de Resuitados — bioluminiscenciz
Reanalisis
* Errores comunes:
- FALSOS NEGATIVO o
Positivo: Error en el pipeteo vy BIOLUMINISCENCIA POSITIVO
Muestra  RLU > Agrupacion de células
2 x Caldo RLU
1

Limpieza final
del equipo

30
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6.5 ESTUDIO EN PARALELO ENTRE EL METODO TRADICIONAL MICROBIOLOGICO Y
EL METODO DE BIOLUMINISCENCIA.

Pruebas en Paralelo L

Para cada producto se probaron tres muestras / dia de produccidn para un total de 10 dias
continuos de produccion. Esto es un total de 30 muestras por cada férmula

6.5.1 Método de Bioluminiscencia.Dia uno.

i. Bioluminicencia: Por cada muestra, asépticamente se pesé 1 g de producto en
99 ml de Caldo TAT en un contenedor de plastico estéril (asegurando de cerrar
bien la tapa). Posteriormente se incubd con agitacion a 32.5°C, a 200-220
r.p.m. por 24 — 25 hrs. Asegurando que la agitacidon no causara salpicaduras del
caldo en la tapa de los contenedores . (Incluyendo un control de caldo de S50
mil — 100mI por cada frasco o matraz de medio usado.)

Verificacion de los controles.Dia dos

ii. Después, se transfirieron alicuotas de 50 ul de las muestras de prueba
incubadas por duplicado en dos tubos de lectura. Se colocaron los tubos
dentro del Lumindmetro y se hizo el corrimiento de las muestras.

(Ver apéndice 9.10, Apéndice 9.11 y Apéndice 9.12)

1. Al terminar de leer ias muestras,los inyectores se drenaron y se limpiaron,para
evitar contaminacion de las lineas del equipo

6.5.2 Método Tradicional: Para cada muestra se pesaron 10 g de muestra en 90 mlL de
caldo TAT. Las muestras se homogenizaron y se transfirieron a cajas petri de la
siguiente manera: : '

a) 1.0 y 0.1 ml ,posteriormente se adicionaron 25 mi de ALM previamente
atemperado a 46°C.incubando a 32°C por cuatro dias .Se tomaron las
lecturas calculando las UFC/g ,multiplicando las colonias contadas por et
factor de dilucién

b) 1.0 mi a caja petri y adicionando aproximadamente 25 ml de SDA
previamente atemperado a 46°C .Las cajas se incubaron a 22°C por cinco
dias .Se tomaron las lecturas, calculando las UFC/g ,multiplicando las
colonias contadas por el factor de dilucion

c) 1.0 ml a tubo de ensaye que contiene 9 ml de caldo TAT. Incubando a 32°C

por 48 hrs .Con una asa se estrio el contenido de cada tubo en ALM,
ASM, AMK.. Incubando 48 hrs a 32°C . Bioluminicencia- Dia Dos.
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DIAGRAMA L : METODO DE PRUEBA. ESTUDIO EN PARALELO (METODO TRADICIONAL
Y METODO DE BIOLUMINISCENCIA)

3 muestras / dia de produccion 10 dias de produccicon = 30 muestras

METODO DE
BIOLUMINISCENCIA

Incubacidn con agitacién:
32.5 °C, 200-220 r.p.m., 24 horas
(que el caldo no salpique en la tapa)

DIA

Reconstitucién de los l

Ragins

Limpieza y drenado de los

¥

Corrimiento de las pruebas de los
Controles positivo y negativo

50 ul Caido
en cada uno

TE
FALLA DE ORIGEN

(34

X4

CON

v

METODO
TRADICIONAL
10 gr de
muestra
1.0 ml 0.1 ml 1.0 ml
2xX 2X 22X

Incubacién a
32°C por 4 dias

Incubacién a
22°C por 5§ dias

4

Leer las placas y
calcular las UFC/gr
multiplicando ias
colonias contadas
por el factor de
dilucion

+

Leer |as placas y
calcular las UFC/gr
multiplicando ias
colonias contadas
por el factor de

dilucion
10 ul ATP

o — Control l
Tubos de ensaye con 9 m| de 1.0ml
caldo TAT.Incubar a 32°C por
48hrs.Estriar ol contenido de
cada tubo en ALM,ASM,McC

L Medir las RLU en el Luminémetro l l
r Registrar los resuitados I
Comparacion de
resultados nu—
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7.0 TABLAS DE RESULTADOS

TABLA 3. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE LA EFICIENCIA DEL ANALISTA

NO DE MUESTRA | LECTURA(RLU’S) Y% C.V. RESULTADOS ESTRIADO EN
AGAR
1 3359 8 NEGATIVO NO CRECIO
2 3591 0.8 NEGATIVO NO CRECIO
3 3509 1.6 NEGATIVO NO CRECIO
+ 4305 3.4 NEGATIVO NO CRECIO
E) +305 3.6 NEGATIVO NO CRECIO
6 4210 5.8 NEGATIVO "NO CRECIO
7 3465 6.5 NEGATIVO NO CRECIO
8 4281 6.5 NEGATIVO NO CRECIO
9 36U0 6.1 NEGATIVO NO CRECIO
10 4282 1.5 NEGATTIVO NO CRECIO

TABLA 4. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE BIOCARGA

DESCRIPCION RESULTADO %0 DE MUESTRAS Observacidén
NEGATIVAS microscopica
PRODUCTO DE NO CRECIMIENTO 100%%
PRUEBA 1 -
PRODUCTO DE NO CRECIMIENTO 99.0%% . Bacilos Gram positivos
PRUEBA 2 L e e e o
PRODUCTO DE NO CRECIMIENTO 100% 0
PRUEBA 3 : B
PRODUCTO DE NO CRECINIENTO 100%
PRULEBA 4 :
PRODUCTO DE NO CRECIMIENTO
PRUEBA 5
PRODUCTO DE NO CRECIMIENTO
PRUEBA 6 2
PRODUCTO DE NO CRECINIENTO B
PRUEBA 7
PRODUCTO DE NO CRECIMIENTO C100%
PRUEBA 8 R
PRODUCTO DL NO CRECIMIENTO 100%
PRUEBA Y )
PRODUCTO DE NO CRECIMIENTO 1007
PRLUEBA 10

“En cada categoria de producto se analizaron 100 muestras distrividas en S dias de
produccion.

Cada muestra fué reportada como positiva cuando un crecimiento de microorganismos fue

observado y como negativo cuando no se observo crecimiento sobre las placas estriadas. Los
resultados fueron expresados en porcentaje.
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. TABLA S. RESULTADOS DEL EFECTO DE LA MUESTRA PARA

EL PRODUCTO DE PRUEBA 1

m OO0 ®>»

Lectura [LecturajLeclura |Lectura ] Lectura | Promedio
2 3 4 5
RLU del caldo solo 3807 3900 [ ----—- = | - 3854
RALU del caido + 10 ul de ATP 141952 [145256]) ----- | - [ -~ 1436046
7 5
RLU de la muestra en el caldo 6463 6519 | - | == [ - 6491
RLU de la muestra en caldo + 10 ul de ATP 193941 199214 conam ——— ] e 1965779
3 5
RLU del fondo de iuz del aparato 53 43 45 49 48 48
Concentracion de ATP en el caldo (pM) ={(A-E}x 16
000
(8- A) I 43 ! picorolar
Respuesta al ATP* (%) = (D - C) x ¢La muestra inhibe
100 la reaccidén de
bicluminiscencia?
* Debe estar entre 25%-200% (B - A) 137 %
Concentracion de ATP del producto (pM)} = - x sla muestra
16 000 contiene ATP no
microbiano?
* Debe ser menor a 2 veces la concentracion (D -C)

de ATP en el caldo

RESULTADO DEL ESTUDIO: Prueba del efecto de
ia muestra aprobada

CONTROLES DE MEDIOS UTILIZADOS

Lote de caldo TAT: 090502-2

Lote de reactivo liberador: 11060102
Lote de enzima-sustrato: 13041201
Lote de ATP : 41011201

53 =icomol
ar

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN
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TABLA 6. RESULTADOS DEL EFECTO DE LA MUESTRA PARA

EL PRODUCTO DE PRUEBA 2

RLU del caldo solo
RLU del caldo + 10 ul de ATP

RLU de la muestra en el caldo
RLU de la muestra en caldo + 10 ul de ATP

m oo w>»

RLU del fondo de luz del aparato

Concentracién de ATP en el caldo (pM)

Respuesta al ATP* (%)

¢ Debe estar entre 25%-200%

Concentracion de ATP del producto (pM)

* Debe ser menor a 2 veces la concentracion
de ATP en el caldo

RESULTADO DEL' ESTUDIO: Prueba del efecto de
la muestra aprobada

CONTROLES DE MEDIOS UTILIZADOS

Lote de caldo TAT. 090502-2

Lote de reactivo liberador: 11060102
Lote de enzima-sustrato: 13041201
Lote de ATP 41011201

LecturalLectunEI'Lectura LecturaJLectura 5Promedio
1 2 3 4
3807 J 3900 | o= | ———— § - 3854
1a1952]1a5256] ———— [ - [| - 1436046
7 S .
6399 6232 | ---- § oceem f aceee 6315 5
1954021186911 ----- L 1911567,
o] 5 5
53 [ 43 45 49 48 48
= - x
16 000
(B-A) picomolar
= (D -C) x ¢La muestra inhibe la
100 reaccion de
bioluminiscencia?
B-a) [133 %
= - x ¢ La muestra contiene
16 000 ATP no microbiano?
(D-C) == Jpicomolar

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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TABLA 7. RESULTADOS DEL EFECTO DE LA MUESTRA PARA

EL PRODUCTO DE PRUEBAJ

RLU del caldo soio
RLU del caldo + 10 ul de ATP

RLU de la muestra en el caldo
RLU de la muestra en caldo + 10 ul de ATP

m 00 w@>»

RLU del fondo de luz del aparato

Concentracion de ATP en el caldo (pM)

Respuesta al ATP* (%)

* Debe gstar entre 25%-200%

Concentracion de ATP del producto (pM)

* Debe ser menor a 2 veces la concentracion
de ATP en el caldo

RESULTADO DEL ESTUDIO: Prueba del efecto de

la muestra aprobada

CONTROLES DE MEDIOS UTILIZADOS
Lote de caldo TAT: 090502-2

Lote de reactivo liberador: 11060102

Lote de enzima-sustrato: 13041201
Lote de ATP 41011201

|LecturaILectura Lectura [Lectura | Lectura § Promedio
1 2 3 4 S
3807_J 3900 -———- 3854
141952]145256] ----- 1436046
7 5
5449 1 5486 | ----- 1 oo § ooeee 5467.5
174676]165067] ---—-- [ ----- ----- 1698721
7 <] .5
53 ] a3 a5 49 a8 48
]
= x

16 000
(B-A) plcomolar

=D - C) x ¢La muestra inhibe i
100 la reaccidon de

bioluminiscencia?
®-A [T8 ]%

= - x ¢La muestra
16 000 contiene ATP no

microbiano?
(0-¢c) [B51 _Jpicomolar

TESIS Cuid

FALLA DE ORIGEN

36



37

TABLA 8. RESULTADOS DEL EFECTO DE LA MUESTRA PARA

EL PRODUCTO DE PRUEBA &

RLU del caldo solo
RLU del caldo + 10 ul de ATP

ALU de la muestra en el caldo
RLU de la muestra en caldo + 10 ul de ATP

m OO0 O>»

RLU del fondo de luz del aparato

Concentracion de ATP en el caldo (pM)

Respuesta al ATP" (%)

* Debe estar entre 25%-200%

Concentracion de ATP del productc (pM)

* Debe ser menor a 2 veces la concentracion
de ATP en el caldo

RESULTADO DEL ESTUDIO: #fPrueba del efecto de
la muestra aprobada

CONTROLES DE MEDIOS UTILIZADOS

Lote de caldo TAT: 090502-2

Lote de reactivo liberador: 11060102
Lote de enzima-sustrato: 13041201
Lote de ATP 41011201

l.ectura LecxuraILec(ura Lectura] Lectura | Promedio
1 2 3 4 5
3807 1 3900 | ---—- f --cor B o-ome 3854
141952§145256] ----- | -ecee | eeeme 1436046
7 5
4842 4510 | --co- F cceee B oo 4676
158235149322 ----- | ----- ———— 1537787
2 2 -
53 1 43 ] a5 49 a8 48
= (A - E) x
16 000
B-A) picomolar
=R - C) x ¢La muestra inhibe
100 la reaccion de
bioluminiscencia?
(B-A) [ 107 |%
= - x ¢cLla muestra
16 000 contiene ATP no
microbiano?
(0-c)y [a8_]picomolar No

TE3IZ OON

EVENEEN

FALLA DE ORIGEN
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TABLA 9.
PRODUCTO DE PRUEBA 5

RLU del caldo solo
RLU del caldo + 10 ui de ATP

RLU de la muestra en el caldo
RLU de la muestra en caldo + 10 ul de ATP

m 00 w>»

RLU del fondo de luz del aparato

Concentracion de ATP en el caido (pM)

Respuesta al ATP* (%)

* Debe estar entre 25%-200%

Concentracién de ATP del producto (pM)

* Debe ser menor a 2 veces la concentracion
de ATP en el caldo

RESULTADO DEL ESTUDIO: Prueba del efecto de
la muestra aprobada

CONTROLES DE MEDIOS UTILIZADOS

Lote de caldo TAT: 030502-2
Lote de reactivo liberador: 11060102
Lote de enzima-sustrato: 13041201
Lote de ATP 41011201

RESULTADOS DEL EFECTO DE LA MUESTRA PARA EL

%LecturaILecmra Lectura JLectura [ Lectura | Promedio
1 2 3 a S
3807 3900 § ----- e B 3854
141952145256 ----- | ---—- [ ----- 1436046
7 =
4167 1 4196 | - | ---—- § - 4181.5
130365141534 ----- | - [ ----- 1359501
-] 3
53 43 45 49 48 48
= = x
16 000
(8 - A) a3 Jpicomolar
=D - Q) x ¢La muestra inhibe
100 la reaccion de
bioluminiscencia?
-4 [35 = No
= - x ¢l.a muestra
16 000 contiene ATP no
microbiano?
(D -c) [43 _Jpicomolar No

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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TABLA 10. RESULTADOS DEL EFECTO DE LA MUESTRA PARA
EL PRODUCTO DE PRUEBA 6

LecluraILectura LecturaflLectura]Lectura | Promedio
1 2 3 4 5
A RALU del caldo solo 3807 l 3900 | -~ F  -oeee 3854
=] RLU del caldo + 10 ul de ATP 1419521145256 ----- [ ----- 1436046
7 5
C RLU de la muestra en el caldo 7396 7321 § cceee f meeee K -eeee 7358.5
D RLU de la muestra en caldo + 10 ul de ATP 1504000149191 === | === § - 1497959
(o] 7
E RLU del fondo de luz del aparato 53 43 45 49 48 48
Concentracion de ATP en el caldo (pM) = (A - B) x
16 000
(B8-A) picomolar
Respuesta al ATP* (%) = (D - C} x slLa muestra inhibe
100 la reaccion de
bioluminiscencia?
* Debe estar entre 25%-200% (B-A) 64 )% No
Concentracion de ATP del producto (pM) ={C - E) x iLla muestra
16 000 contiene ATP no
microbiano?
* Debe ser menor a 2 veces la concentracion (©0-c) [78_]picomolar

de ATP en el caldo

RESULTADO DEL ESTUDIO: Prueba del efecto de
la muestra aprobada

CONTROLES DE MEDIOS UTILIZADOS
Lote de caldo TAT: 090502-2

Lote de reactivo liberador: 11060102
Lote de enzima-sustrato: 13041201

Lote de ATP : 41011201

TESIS CON
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TABLA 11. RESULTADOS DEL EFECTO DE LA MUESTRA PARA EL PRODUTTO DE PRUEBA 7

m 00 w>»

FLecturaILectura Leacturagl.ectura]Lectura | Promedio
1 3 4 5
RLU del caldo solo 3807 3900 | ---o- | -coe- J ooee- 3854
RLU del caldo + 10 ul de ATP 1419521145256 ----- | <« { - 1436046
7 5
RLU de la muestra en el caldo 7885 18083 | -——— ] - J— 7984
RLU de la muestra en caldo + 10 ul de ATP 168111 J162650] ----- ] =ccee | -coae 1653807,
5 [o] 5
RLU del fondo de luz del aparato 53 43 | a5 49 48 48
Concentracion de ATP en el caldo (pM) ={A - ) x
16 000

(B - A) 43 Ipicornolar

Respuesta al ATP* (%) =D - C) x
100

* Debe estar entre 25%-200% (B - A) 35 ]

Concentracion de ATP del producto (pM) x

16 000

* Debe ser menor a 2 veces la concentracion (p-c) [77__Jpicomolar
de ATP en el caldo

RESULTADO DEL ESTUDIO: Prueba del etecto de
la muestra aprobada

CONTROLES DE MEDIOS UTILIZADOS

l.ote de caldo TAT: 090502-2
Lote de reactivo liberador: 11060102
Lote de enzima-sustrato: 13041201
Lote de ATP I 41011201

¢La muestra inhibe
la reaccion de
bioluminiscencia?

¢cla muestra
contiene ATP no
microbiano?

l No l
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TABLA 12. RESULTADOS DEL EFECTO DE LA MUESTRA PARA EL PRODUCTO DE PRUEBA 8

m o0 o»

RLU del caido solo
RLU del caldo + 10 ul de ATP

RLU de la muestra en el caldo

RLU de la muestra en caldo + 10 ul de ATP

ALU del fondo de luz del aparato

Concentracion de ATP en el caldo (pM)

Respuesta al ATP* (%)

* Debe estar entre 25%-200%

Concentracion de ATP del producto (pM)

* Debe ser menor a 2 veces la concentracion

de ATF en el caldo

RESULTADO DEL ESTUDIO: Prueba del efecto de

la muestra aprobada

CONTROLES DE MEDIOS UTILIZADOS

Lote de caldo TAT: 090502-2

Lote de reactivo liberador: 11060102
Lote de enzima-sustrato: 13041201

Lote de ATP 41011201

[Cectira]CecturalLecturafLectura] Lectura | Promedio
1 2 3 a4 5
3807 3900 § -o-m  eeeee B oo 3854
141952]145256f ---— ]| ----- ——— 1436046
7 S
6857 6498 saeem B cweee B eeeee €6677.5
138492151845 ---— | ----- ———— 1451686
o] 2
53 | 43 | a5 49 48, a8
= - x
16 000

(B -A) picomolar

= - x
16 000

(D-C) picomolar

¢La muestra inhibe
ia reaccién de
bioluminiscencia?

¢La muestra
contiene ATP no
microbiano?

[L_No |

41



TABLA 13. RESULTADOS DEL EFECTO DE LA MUESTRA PARA EL PRODUCTO DE PRUEBA 9

m 00 o»

RLU del caldo solo
RLU del caldo + 10 ul de ATP

RLU de la muestra en el caido

RLU de la muestra en caldo + 10 ul de ATP

RLU del fondo de luz del aparato

Concentracion de ATP en el caldo (pM)

Respueasta al ATP* (%)

* Debe estar entre 25%-200%

Concentracion de ATP del producto (pM)

* Debe ser menor a 2 veces la concentracion

de ATP en el caldo

Lectura) LecluraILeclu rajlLectura
1 2 3 4

Lectura | Promedio
S

3807 | 3900 | - | - [ —— 3854
141952[145256] --— | - —-< | 1436046
7 s
7980 | 7290 § - | - [ - 7635
154854'158316 ---------- 1565852.
1 a 5
53 § a3 | as a9 a8 a8

= = x
16 000
(B-A) Epicomolar
= LL‘_Q) x
100
®-A [[ogg%
=(C -E) x
16 000
(0-© [[78Jpicomotar

RESULTADO DEL ESTUDIO: Prueba del efecto de

la muestra aprobada

CONTROLES DE MEDIOS UTILIZADOS

Lote de caldo TAT: 090502-2
Lote de reactivo liberador: 11060102
Lote de enzima-sustrato: 13041201
Lote de ATP 41011201

JLla muestra inhibe
1a reaccidn de
bioluminiscencia?

¢La muestra
contiene ATP no
microbiano?

No
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TABLA 14. RESULTADOS DEL EFECTO DE LA MUESTRA PARA EL PRODUCTO DE PRUEBA 10

LecturaILectura Lectura] Lectura J Lectura ] Promedio
1 2 3 4 S
A RLU del caldo solo 3807 3900 3854
B RLU de! caido + 10 ul de ATP 1419524145256 ----- § - f ----- 1436046
7 5
C RLU de la muestraenelcaldo 17040 ]| 7659 ] ----- ¥ o---- P 7349.5
D RLU de la muestra en caido + 10 ul de ATP mmeee L meee- 1636509
E ALU de! fondo de luz del aparato S3_1 43 ] 45 49 48 48
Concentracion de ATP en el caido (pM) ={A-E}x16
000
(8- A) picomolar
Respuesta al ATP" (%) =D - C) x ¢Lla muestra inhib
100 la reaccion de
bioluminiscencia?
* Debe estar entre 25%:-200% (B - A) e ]
Concentracidn de ATFP del producto (pM) = (C - E) x iLa muestra
16 000 contiene ATP no
microbiano?
* Debe ser menor a 2 veces la concentracion (D-C) 72 Jpicomolar

de ATP en el caldo

RESULTADO DEL ESTUDIO: Prueba de! efecto
de la muestra aprobada

CONTROLES DE MEDIOS UTILIZADOS

Lote de caldo TAT: 090502-2

Lote de reactivo liberador: 11060102
Lote de enzima-sustrato: 13041201
Lote de ATP : 41011201
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TABLA 15. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE VALIDACION CON
MICROORGANISMOS PRODUCTO DE PRUEBA 1

ALU de tres 1otes de producto

DA ]

e

Toonwra] COTE Lt KLiX )
unies A [ ] [ POGAEEG [ INOCULADAS
Ervr na na na N:z," na NS NG NG NG NO na ~.
~a [ =T ey ~ wa R RS ~T ~E N ~e ~a
= e TAT. 8. B va ~a na PQS Bl ~a NS NC z;ﬁ'\l.l ncoaras a s Encue E'Iﬂ'\ Pegatve
in de cotor rosac
pahdo con boraes
Caos TATS €| Soecs7 wa wa =5 - Tooras D NC ~C NT Tovacars
eibwcane ae
cotor cake
—
Caac TA T« 17660308 va POS (] ~a NC NG aS INCOH] Ca cacig Gram negainvo
Ps saruginoss Je coor rosajcromosas
caida con bordes [r con
| row mrr
[Caido (Aie S R na na va PCS 12 Coon.as NC NG Cocos Grarfiposivos
wurove corveras a
Sorces  lisos
amantio
Caigo 1AT« 8. 215630 va rva na PQa 445 Coormas NG NC acios Gramposiives
Subtrine rugosas
iogues
o TATS na 2140126 [ 2068734 { 27305w4 POS £l Coiwonas va NG ACHO G MeQatve
nuesira « 8. 8 cromo
pnllantes con
Dorges reguiares orgmentacikn
reguiares b e
vardosa
na 215158 ToHASS 174267 PCH - Toen Coonas NG NG NG Levadura
biancas maie | biancas mate | rmcondas oe
cwcutares ciculares color cate
na 2578w2) [ 201254 [1277544 +Os o Lowonias rva NC NG Cowonas ncooras | Coonas Hacno Gram regatvg
€ o cremosas © Oe color rosa
pratanies con Salas con Doraes
borgy reQular
Ca-ac na 3212578 [ 15w 75 [IusSe26 =} ‘e —onias NC NG Coionias NG NC LOCOS ON TACITOS
TATamuestra B 2 2 convexas ue corveran oe Gramposinos
S. sirmie baraes wwos borces isos
e coor de coor
o o
Caa ~a TUS23I6 12UGwS 120458 POS add —OIOIAY NG NC na NT NC 108 Gramposinos
TATemuestra UQOH
8. subtsh reguiares
T o = = TS " ~a = wa ~e o ~a ~a
5m wauioe
ane: € EY = 5T NEG ~a ~A s ~a wa ~a ~a e
macevas
Contcion AT | ranioee ~ A - . A POn na oA A s na A e na
] eo's e ~a ~a Neo ~a ~a " ~a ~a ~a e e
A SC - AT TS ~a na na HoS v.a na ) na na na va A
Mesos No. de lote
TAT 110602-7
MoA 15068242
sDA 150602-1
Agar  sa  y 2805026
manaos
: 120802 CON
Mc CONKEY 0606023 CLAVES: F
Resctvos Mo, de tute e NO APLICA A Dz omG
Lumin ATE 129012 Pos: POBITIVO
Lumin £X 13041201 nEQ: NEGATVO
At 41091201 ne: 0 CRECIO
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TABLA 16. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE VALIDACION CON

MICROORGANISMOS PRODUCTO DE PRUEBA 2

ALU de tras Iotes de producto

Lasturs ] LO [ c AL [~ rm_' [ anE ] aec WA “TweciSn |
oniea a [ ] POANEG
p— - -
) va na va NEL na N NG N N NG na na
— -
n FTITES T TR ~E ~a RE ~C NT < T e ~a
R rva va va POS - Cowonas rva NG NG Toras [rrry BACHO Sram
hegaro
con coior | rata|macnoas con
oande  con [Bigmentacien
wreguiares Doroes froeramente
vrcosa
— 4__.J
Caxas TATe C.f 602057 na na na PCS C3 Cownus (=TT TY NT N NG LevaIL?
Joivacans
17660368 na va na POS C) Cawonas NC NG Lolon.as Caianas dacuo Gram
atve
britanies  con o rosa|reconaas con
caige  con|ogmentacen
eraguiaces Soraes verae-azul
iroguiares
Frorer parry e e EEE (3 o N NC Comoma: T NC Todor
| conve uas jconvezas de Gramposs
Doroes leos de boroes  haos
color amaniia caior
amanic
Caigo TATs 8] 215630 va wva rva £OS al5 Coonu NG NG va NG NC Bacios
subtim rugosas Grampositivos
iragularet
TAT. na 1226547 fr1ab8796 [12358w7 £0OS » Cowonas wva NC NG s i
. B 3 cremosas negatne
onllantes con
arces
ieguisran
Cavcaic TAT. ~a 245879 | 2587913 Joa/BY s oS £l Cawomas Cowonas NC NG NG Levaaura
mussta . C. Slancas mate | biancas mate
| sibecane circutares. cicuiares
[Cwiao TATe aa 2457957 |32V 456 [2Bwoar2 POS ] na NG NT > nas dacno Gram
—uesra - Py 2 [H 3 ncoioras 6 ou [cremasas regatvo
serugsnose rosa
Cado a 321578 [ newls [Aossedo eOs 1< Canmas NC NG Coionas NG NG Cocon en
TATwrmuestra « @ 2 2 Canvesas O conveaas de racimos.
S. avreua Dorses naas a0 borges hos Gramposinos
u ce
amanio
-y na gy Tarsed 146 328 P0S ‘a5 NT NC na NS NC Bacho
[TAT « M - ruge Grampositivos
8. subtrks rreguiares.
Toros Se wF| iz =< == = =TS e = o o = oy ~e e
o~ esume
Grarcs g = iGN 75 ~to ED) ~ ED e o e EX) a
evcrcs
ERERTI NG NXIYA == oY) T 5T = oy == = e == s ~a
Zorve D S ~a e woa NG ~a e ~a ~e ~a = ~a ~a
Sao.
CECCEACEE FETIESN ST ~a “s =Ty s =2 N = ~a 0 ~a
Mesics o de lete .
empissdon
TAT 110622-7
MoA 150602-2
sca 1506021
Aga  sa y 2805026 —
~anitol {ad (o e PoN
Pla 1306026 Loy i L n"
Mc CONKEY  060602-3 CLAVES: F‘AL ¢
Reactvas . 4o lote e O APLICA DE ORIG
Lurmin ATE 1200121 POS: pomTIVO
Lumin EX 13041201 wEa: nEGATVO
ate 41011201 we: O CRECIO
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TABLA 17. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE VALIDACION CON
MICROORGANISMOS PRODUCTO DE PRUEBA 3

ALY de res [oles de producto
s

s T T m——
Lasture JLOTE AJLOTE B JLOTEC UFC Y AR el
unies ADAS
e e e 17 o T T e T ~ e e
e <850 <500 7w NS e T NG NG NT e e ~a
I e ~a ~a FOS T wa 15 K3 Counias ferr Ty Bacwo Gram
°
color rosalreaoncas  con
cairdo  conlpigmentacien
arae: vperamente
“|roguiares wercosa
e m— —
[Tae TAT- C.| 60:0: wa wa e oS T s[oonas T 3 N Covacuta
@ibecane plancas ae
ma
crcures
T7560968 ~a wa v =) O ~a L= N Toanas Bacwo Gram |
o negatna
color rasa|regoncas
oaido  con|orgmentacin
hores verce-azul
irraguiares
£ T ~ o POS 2 T KT Coora NE NG =)
conveua: ae Grampouirvos
porcec heos
an caicr
amanto
Calao TAT- 8] 215630 va CQ POS a5 Townias rugosas wNC NG NC NG ‘Fw-
oguares Grampostvos
~a T s ey 5T v Toion, CE) NC NG an Tacho Gram
cremosas cremosas negaina
orhantes con reconcas
Dorges mogulare: prgrmentacion
hgeramente
veraosa
— ——
0 TIeres | 6807 66238 =0 v CToiorwas Gancans Tooray wC NC NG Tovacura
mate circuiares radoncas oe
coar cate
Caioo TR i- ~a Teaxs | 15300656 | 16362371 PCS ] Cooras RC TiC Bacro Gram |
ruesta - Pe cremosas negaivo
eorugnose B con
toroes rreguiares
oorges  |veroe-azul
nequiares
e 750237 | 7922357 | vesee =F) 2 Comras corvarar ~NC RC NC NG Tzt wn (asmos
Qe Sorces 80t de Grampositvas
conor amaniio
w coior
anasio
Taoc a Frer= Py T =Cs et Cooras rugosan NG T EL NG NG Dacias
TATemLestra - wreguares Gramposiras.
8 subtiis
Sonan om T <a - - = NES 4 ET) e a e ~a e ~a
an wauen
Grance E 75T TET 5t Lo e ) e ~a ~a wa e
eactvos
Satzase LYY == =3 >oS =) = LY LT s v e LTy
e ~a ~a e NEw e a ~a ~a na A ~a e
P =2 ~a ~a 05 = = ~a ~a ~a ~a ~a ~a

o. de lase.

110602-7
150602 2
150602+
2805026

Mc CONKEY ;:;?:i CLAVES: TESIS CON
Commaze  sawove vos.  rowTvg. FALLA DE ORIGEN

e, de late
ATR 41011201 nc: M0 CRECIO

]
8
s
H
2
H
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TABLA 18. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE VALIDACION CON
MICROORGANISMOS PRODUCTO DE PRUEBA 4

ALY de tres |otes de producto

— S
Lantws JLOTE AJLOTE BJLOTEC ] CELRS GFC ALM “86a ] SGav r~—) (3 [ TweciSo |
unleaa ADAS
— LE
3200 na na rva na NG NG Ne N No na )
~a 000 1500 457w N ~a NG N NE ~T N e D)
BTy na va nva POS Cl na NG NG Cownias dacro Gram
| et regainG
Sango con boroet |reconcas  con
i [ramere
veraowa
Taico TATe C.] 60207 rva va e rOS El Cowrias SOONAS nas NG NO NS “evBour,
tiancas mate [olancas maie Jredoncas  de
COMr caM
e e = = 5T = = ~= o e T (T e
Pa o ae coior m cremoras negatvo
Balco con boraes fredonaas  con
aroe azi
[Cace TATe S.[ >»»»a2a rva na na PO 12 Cownras NC NG Coionas NG NG Cocas
convexas ae comveaas de Gramposinvos
barges isos borges isos ae
o coior amaniio
amanio
[Caco TAT« @ 215630 va wa ~a PQY .45 Coonas NG NG va NC NG 1)
subtiie josas Grampositivas
CTao | TAle ~a Fear> ] SG1B277 [ 6711746 FOS 3 e N NG “Bacic Gram
imuastra - B, regalve
e
b —t - -]
[Caco TAT. FET THEBH4 224687 POS £ Cowrnas SO oo NG NC NC Levadure
muestra - C. olarcas mate [ niancas mate | reconcas de
#ibecane crrcularen cirrcuiares cowor cak
S VE—
Caas TATS na >=>rs | 5003117 | 60334ws <1 5 Toonas ~a NC NG Coomas ImcoIoTas JCoonas [ Bacio Gram |
muesita - Pa < Sas U 08 COMOX rosa  SCremosas negatvo
servgnoes oruantes con Dauaz con borces |redondas
Dordes neguiaros BQMentacon
ireguiares |
[ aco na 1113585 [261353%6 [ 20222092 =) 12 Ty NC NC Coanas NG NC Cocos en
TAT-muestra = convenras o convexas de 1RCINO1
S. surous BOra DOraes #sos Qe Grampositvos
‘o cour Covor amanio
amane
- na EREr 28167 EErTTS =1 ks ey T NG ra ~NO NG oac
TATornuestra = rugosas Grarmpowstvos
8. subtine rreguares
~onao e Ly ) as ad -4 NEG na ~a ~a na rva ) va va
! aus0
Je tEY i NEG EX) v rva A va va va va
cvachvos
CERTIETY SR WY TFT WY == == CET == == == == 5z == T s
Cantrs. Qe ECR] ne na “va NEG na na na A na na ~a va
e
Caas e A P S ~ A ~a rea POs . ~a na " A na na va

Memon No. de lete
ampissdos

TAT 1106027

MLA 150602.2

SDA 1506021

g T TESIS CON

1306C2-€
e FALLA DE ORIGEN
Reactrvos Ne. do lote na MO APLICA
Lurhi ATE 1200121 POS: POSITIVO
Lume EX 13041201 NEG: NEGATIVO
ATE 41011201 wC: NO CRECIO
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TABLA 19. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE VALIDACION CON

MICROORGANISMOS PRODUCTO DE PRUEBA S

ALU de tres Iotes de progucto

Testwre JLOTE A 0 ‘ec “Teecion |
Unies
e e e e e
va ABOC ELve asie NEG na NG NG NC NC NG va ~a
TAT
ads AT B] oos e e e 55 5 ooy 0 T NT TR I
comscia cromosas. o ae G c reoainvg
riiantes can 5alao con bordes |reaonaas  con
ora
reguiares igeramente
vercosa
Cazo TATe C] 632057 na nva va 205 o Cowras Colomas Coonias NG NG NG
#tDcane ola~cas -
coior cae
Caico TAT«F 17600368 na va na POS ] ~va NG NC Cawnias incooras [Coonas E‘ 10 Gram
Pa Inose color  fosa |cremosas nNaga
oritantes. con SaNdo con borows |reaoncas  con
boroes
reguiares |=roeaz
H— GG 1A 1. S.] sreres ~a va na FOS "2 NC NC Colonias NC ~NC .
uraue [corvmens  ae Sramponitvos
boroes isos e
coor amantio
[Cado TAT- & 215630 va ~a n~a POS 445 NC NC va NC NG 108
aubtilre Grampositivos
AT va Errers 6618277 6731146 HOS £ na NG NG Coonas incooras [Coonas Bacue Gram
. cior rosa, . [cramosas regaio
con PAlao con bordes con
voraas ireguiares Digmentacen
ireguiares Igerasmenie
vrcoss
TAT . na Ere AbHvoi4 CLUCEFE) 205 3 Coomas —owmas Coonias NC NG NC Levadura
~lastra - € oisncas mate | biancas mate | mvoncas e
laibcans crsuiares TCulAre S cownr cals
S ]
T A na 144GA0 426360 E*F) 8 ~oonas na NG NG COONa NGO Coworvias Bacwo Gram
eesra - cramore o de color rosa  [cremosas egaing
serugnons orilanies con PAIIO COM DOIOES ] con
. ireguiares | |oormentacon
rreguares —rceazul
Laigc na ey T ST <25 1e A NC NC OOMEs NG NC Locos e
TATemuesira - Ifveras O com 1 racimos
5. avreue orges 1oy Doroms 108 oe Gramposivas
e coior Coior amantio
arario
na Twd20W8 V766245 [27700644 PCH 445 N NG e NG NC Baceos
Grampomtvos
= o = = ~ES = ~e e ~e ~e 0 e
e o 0e
s ED I 3 Y G = == wa ~a w3 ~a e T
mactvos
Teme ] s = = =TT == = ~a ~a Ty ~ T ~s
050 ~a ~= s <te = na ~e e e o e v
FETIC Y =3 == Cory ~a £ 2D 0 LX) e =~ ==
———
edion No. de lese
empladons
TAT 110602-7
ma 508022
SCa *506C2-
Agar - y 2805026
fow, SIS C
A 1306026
Mc CONKEY  080602-3 cLaves: DE ORIG“
Resctivos e. e tote wa O aPLICA FALL
Lumin ATE 1200121 pos: PomTIVO
Cummn EX 13041201 nEa: NEGATIVO
ATE 41011201 NC: NO CRECIO
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TABLA 20. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE VALIDACION CON

MICROORGANISMOS PRODUCTO DE PRUEBA ¢

ALU de tres iotes de producto

e
Toshwa JLOTE AJLOTE S JLOTEC] CELaem | UFC ] “TWCION |
unios POG/MEG | INOCULADAS
e s
EE e e GO L) e ~a
~a 000 s 7w NEG ) ~a
Caido AT« 8. s fva na ~a =) 3 Sacno wram
copmcia ‘nogatvo
S—
[Tece TaT= G| eceosy v e ) oS v Tovaau
Slancas
circuimras mate cotor cakd
crcuiaios
=n) TATe] 1 /660368 na s va POS C) Colarmas va NS NG Bacro Gram
Pe asrugnnosa e nan o regal
brilsnies con péhdo con boroes 3 con
soroe:
\regu! vercie-azut
Caigo Aie S.[ >s»saa na va va POS 2 NC NG NC NC Cacos
eureue Jconvenas oo Grampositnvos
borces hesos
e cotor
amaniio
[Cavo TATe 8] 215630 va va ~va POS 445 Caonias NG NC va NG NG Sacios
eubtitm rugosas Grampositvos
regulares
va By 21w27a wE55W7 205 Bl Cowomas rva NG NG COOrIas INCOIOIRY Hacio Lram
cremonas 0 ae coior ro negaivo
brantes con Ao con bordes
bordes eguiares
meguiases
= TATe na 247678 21282% 20671C POS » GO NS NG NC Levaqura
ruesra o C biancas ma
@4 crcuiares
crcuiares
1o B na e ©4438624 | 20594578 POs o > na NG NC Coomas incooras [Coonas Bacio Grarm
uestra - cramo ae coior rosa  |cremasas negaine
Jeervon Sriantes con paioia con bordes [«
Y reguiares orgrnentacidn
wraguares verce-arut
—acc na rammm 2187022 1075754 POS 12 O NG . ~G NS Cocos en
TAT-rmuestra » comwas acmos
S. aureve torges haos ce Grampowitnos
1o
na 623y | 22621736 | 246067 POS adr NG na NC NG acHO s
Grampomitvos
Y res en == 3 ~a pry ~e ~a ~ e =
I T TIT 5T REw e D — ~ e s e e
YOI = =z oy TS == == ~= ~= == oYy ~a 7y
4618 e na na NEG na “a ~a ) na na va na
P = = =% ST 5 ) = o =3 LTy o ~a
Webos No, de bate
empinedon
AT +10602-7
LA 1506022
sca 150602.1
Agar  sal g 2805026
manitor
2.a 1306026 .
QIO sy,
Mc CONKEY 0606023 CLAVES: St I
Aeactrvos e, do lese e %O APLICA -
T e & FALLA DE ORIGEN
Lumim EX 13041201 NEG: NEGATVO
AT 4101120t [ NO CRECIO
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TABLA 21. RESULTADOS DEL ESTUNMO DE VALIDACION CON
MICROORGANISMOS PRODUCTO DE PRUEBA 7

RALU de tres lotes de producto

Lasture JLOTE A TotEC T [ ] #5a J &3av | [~ Wec ~HESh ]
oniea POA/MNEG | INOCULADAS
AN N — —_—
OIITT CaIT0 devy na s na NE va NC NG NG NI NG na ~a
TAT
e 2500 4500 o) NEG ~a NC NC WNE NC 3 wa — na ]
Caca TATe 8. TS ~a ~a na POS w Coonas na NC NC LOIONas NCSIOTeS Cooras Bacio Gram
copmcia o ae coior negainva
ananies can panas con torces fredoncas  con
porces
Ireguares geramente
s
Catao TAT. 60LUS7 na na na [T} £ Coonias NS NG NC Levedura
(@itecans Diancas mate de
circutares
[Caico TAT+| 17660368 na na P05 8 Coonas NG Baceo Gram
Pe meruginoss rogaive
brttantes  con
qes
rogulare; verce-azui
[Caido TAT< 8.1 »»»ma> na va na Pas 12 [ NG NG No .
rove | convexas Gramoositvas
bordes o
caior
armaniia
[Caico TAT. 8. 215630 va va POS5 ads NG NC va NG NG F;:lm
sublilie Grampositvos
TATe "~ »ae»> 23363182 [ 32057195 POS v NC NT Bacio Gram
Y regamvo
cepacia orilantes con con
borges imegulares pigrmentacien
imeguiares igeramen
veroosa
G TAT:] e 56306 | w0777 =3 =05 - Tooras NC AT NC Tevacura
munstra o €, blancas mate reconcias ce
Jeibca ciIrculares color cak
cucuiaces
Cado TA T~ na 6861121 2451871 2375223 POS El na NG NG Colonas iNcooras §oONAs Bacno Gram
s - Pe @ colr rosa  Joremonas negaivo
panaa con borows [reconcas
. o ac
roe-azul
Caac na Ry d58odace 17268 =S e NC NG NG NC Cocos en
TATemuestra « mas
s, au Gramposivas
Caco ) 633407 st 747308 PCS aas NO NC ra NC NC acHOS
TAT. ra Grampositnes
8. suntine
Eonoc ow iz = ey 3 e NEG ~a ~a a L0 o A e
e mau-e0
IER = TS 3 <ES o e o ~a ~a e e e
prLYPr s = == 5 = ~a ~a ~a o) Ty = ~a
o3 ~a ~a LY} NES ~a . e e wa ~a ~a ~a
< o8 AL -~ a a - =r) na red na @ ) a va va
o, de ot
106027
*5C602-2
1506021
G- sal y 2805026 o
ranio! . 'v
1306026 -
Me CONKEY  060662-3 CLAVES: l‘\LU\ DE omclu
Reactivos e, do tute e NO APLICA
Lumin ATE 1290°21 pos: posITIVO
Lumin EX 13041201 NEG: NEGATVO
ATE 4101120 3 NO CRECIO




TABLA 22. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE VALIDACION CON
MICROORGANISMOS PRODUCTO DE PRUEBA 8

FILU de tres Iotes de producio

Caowura JLOTE AJLO Lok ¢ =¥ [ ®%aav T AR Ta ] TeCion ]
unica WOCULADAS
200 e na na NEw ~a NT N Ne NG NG n~a va
na 4800 450¢ ASTE NEG na NG NC NG ) N ~a na
EEETY va na ~a oS w SO0Nas va N NG Lowrnas incool Cowonmas Bacic Sram
[cremasas o de coor rosalcremosas negatva
| S barac con boroesjreqonass  con
con  baraes -
| reguiares ugararente
. veroosa
[Cado TAT« C, B02057 va =) @ (Caonas Coonas NC NG NG Lovadura
ibeza blancas reaoncas
mate color cakd
oo TAT-]i/660368 e e =CS ] ) NG ~NC T T T Ty Bacro ram
Pe seruginoss olor {e negatne
patao con poraes| con
oo TAT. S| sareer ~a ~a e 7Cs T2 Toonas NG NG Cowon: WS ~NC Cocon
(surewvs Convaxas oe [COnve xas oe jGrampositvos
borces hsos porses imas ow
b color COIOr amanic
amaniic
Cawgo TAT. 8. 215630 na na rva POS adl Coronas NG NC va NG NC e
eubtilie Grampositvos
ST TAT- na e 2¥9Ca74 2567657 PCS » va NT NG Coonas iIncoo! X dacio Gram
B - 0 Ge color rasa | cremasas negaivo
copecia Do con Bordes cas  con
res  [pomentacn
igeramente
.
na 25n64 1e2t PCS - Coonas NG NC Levadula
anc recancas ce
color cate
n~a IT3t1427 | 22vddas 4aw/H13 POS o na NG NC Coomas incoworas [Coomas Bacio Gram
@ o color mosa  [cremosas negatvo
pAhOO con DOroces .
con boroes imeguares agmentacien
reguiares verce-azut
Cacc na B EXT) EXa =) 035 < as N NS OOMAS NO NC Cocos en
TAT.muestra + conwmeas de < Tacmon
S. aurws Doraes isos Dores 1sos 0e Grampostvas
o conor cosor amania
amanto
Caoc na Sanchebu{ Sd4ndnsy 1 [hass /wbs TS aas NC NC na NC NG 8CHOS
TATmuesira - Grampostvos
8. subtine
Torac ae < = = e N o 3 ~a ~a o e a
30+ @au oo
£3) SRS T e %5 s = D e ~a ~a e ~a
S oma-S | easzeon A LYy na TTs X LX) na [y LY e s A
Te| 4o°s Ty ET) ~a ~Ea o a B e e ~a e )
FETIEN = = ~a Gery s o) LX) ~a ~a o) s e
o, de o
110602.7
1506522
15063240
Agar v 2805626
manor
2y 1306026
M SCNKEY  080602-3 cLavES:
Reactives No. do lete e N0 APLICA
Luruin ATE 1290121 POS: TIV
Lurmun EX 1304120+ NEG: nEGaTVO
T 41011201 NC: NO CRECIO




TABLA 23. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE VALIDACION CON
MICROORGANISMOS PRODUCTO DE PRUEBA 9

RLU de tres (otes de producto

P e Cram o .
Lecturs < Al -ma
dnies FOS/AEQ | INOCULADAS
EFE va va v na N e N NG N na na
el N - - -
na 480C as7% G nva NG NG NC NO va na
[Cao TAT. B By va ~a na POS - Coionas ~va =3 No Coicruas  nzoioral has cacea Gram
comacia cremosas o ce caior rosalcremosas
{entantes 2anac con boroes |recordas con
con . .
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TABLA 24. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE VALIDACION CON
MICROORGANISMOS PRODUCTO DE PRUEBA 10

RLU de res iotes de producto

T TR R Wz Lo
anles | mocuLADAS
"—l..omrm caxo | 9200 ~a ~a e e T LT3 ) . e
TAT
04 na ABOO 4500 4574 va NC NC NC NC NC ~a na
TAT
—
[Cico TAT- &] ===> wa A e FoS g TOONAS a NG N IOrIAR nCOITaS
comacia o c
brilantes paigo con parges |reconcas  con
con
iwregulares {igeramente
veracan
Caco 1A7- C.] 602057 wa wa v T 3 NG N NC Covacura
atmecane
[Cago AT-] 17660068 wa Ve v 555 G NC Cowonms nco0Tas
Pe sorvgrnona o e color
Déhao con ordes |
Caico TATs B.] »aveen wa va na FOS ] TCownas NG NG
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TABLA 25. IDENTIFICACION DE C.albicans

24h
48h
72h|

Parémetros de ldentificaciéon

[Sistema AP
ion d

1 20 C AUX]

- - - - - Y - -+ - - - - + - - - + +* - - +
- + - + - + - - + - + + * - - + - + - - +
- + - - - > - - * - * +* * - - + * + -* - -+
0 GLU GLY[2KG ARA XYL JADO XLT GAL [INO SOR MDG|NAG CEL LAC JMAL SAC TRE MLZ RAF -1ypnae/“
Pseudo-
hyphae
1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4
I 2 I I S I I [ ] I I [ I I 1 I I 7 I I 4 l

C. albicans

Microorganismo identificado:

TABLA 26. IDENTIFICACION DE S.aureus

Parametros de ldentificacion
[Sistema API Stap
ifi i de

h]

Gram positi

24h

+ +
ADH URE LSTR

Microorganismo identificado
Pruebas primarias
Catalasa (+): Coaguiasa (+)

S.aureus




[*]]
W

TABLA 27. IDENTIFICACION DE Ps seruginoss

24h
48h

24h

48h

24

Pardmetros de ldentificacion

[Sistema AP! 20NE}

de Gram neg s nO fer
| # | - - - - - +* - + - - + - - - - | & + | * - +*
INO2 N2
1 12 4 1 2 4 1 2 a 1 2 4 1 2 4 112 4 1 2 4
NO3 TRP GLU URE ESCJGEL PNG|GLUJARA[MN [MAN INAG|MAL[GNTJCAP [ADI [MLT[CIT |PAC| OX
E
lll |1| |5| |4| Isl l7| |5|
| |- | | | 1 1 1 | . | |
Microorganismo identificado:
Ps. Aeruginosa
TABLA 28. IDENTIFICACION DE B.cepacia
Parametros de identificacion
[Sistema API 20NE])
identiti ion de i Gram -] s no ferme
24hl- |-l - - - - - - + + + + + + - + + + + | + +*
48h (NO2 N2
1 |2 4 1 2 a 1 2 aq 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4
INO3  TRP GLU[ADH URE ESC [GEL PNG|GLU [ARA [MN |MAN JNAG [MAL GNT'CAP ADI IMLTICIT {PAC] OX
E
h |0| |o| ICI |7| Isl I'II |7|
h 1 1 3 | 1 — | [

48

Microorganismo identificado:

B. cepacia

TESIS CON
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TABLA 29. RESULTADOS DEL ESTUDIO ENTRE EL METODO TRADICIONAL Y EL DE
BIOLUMINISCENCIA (PRODUCTO DE PRUEBA 1)

METODO DE BIOLUMINISCENCIA METODO DE CUENTA EN PLACA
No de Lectura de la muestra Lectura del caldo conuol Cuenta total Resultados del Observacion
mucstra acrobica L Py ; pi
(UFC/gr) (UFC/gn)
1 4500 3000 < 10 <10
2 2292 3000 < 10 <10
3 2705 3000 <10 <10
4 2965 4500 <10 <10 .
3 2061 4500 <10 <10 ol
G 4500 <10 <10
7 = 2500 < 10 <10
8 2500 <10 <10
Y i 2500 <10 o €10 7
] 3650 <10 <10
3650 -« 10 <10
3650 i 10
5960 <.10
5960 F <10
5960 <.10
3950 < 10;
3950 <:10:
S . 3950 . i 107
‘19000 . 3934 5500 <10
20 i 4481 5500 -< 10
21 590690 5500 <10 [ Bacilos Gram
. : sitivos
22 109159 7500 ‘< 10 - <10 Bacilos Gram
23 - 1068880 7500 <10 <70 Bacilos Gram
positivos
24 5092 7500 < 10 . <10
25 3071 4250 <10 . <10
26 3772 4250 <10 <10
27 3994 4250 < 10 <10
28 4096 2970 < 10 <10
29 4001 2970 < 10 <10
300 3986 2970 < 10 <10

e En el caso de las muestras 21,22,23 ,éstas son positivas porque las lecturas son dos
veces mayor a la lectura del caldo control.Los resultados del método de cuenta en placa se
expresan <10 debido a que el método detecta a partir de 10 UFC/gr

Especificaciones microbiologicas (50)

Microorganismos aerobios No mayor a 500 Unidades formadoras de colonia/g

Microorganismos objetables Ausentes T Ao
LS

¥aLiA DE ORIGEN




TABLA 30. RESULTADOS DEL ESTUDIO ENTRE EL METODO TRADICIONAL Y EL DE

BIOLUMINISCENCIA (PRODUCTO DE PRUEBA 2)

METODO DE BIOLUMINISCENCIA METODO DE CUENTA EN PLACA
No de Lect de la ] del caido solo Cuenta toral Resultados del Observacion
muestra q opi
(UFC/gn (UFC/gn
1 1047 3000 <10 <10
2 1099 3000 < 10 <10 |
3 1016 3000 < 10 <10
Y 4500 <10 <10
3 4500 < 10 <10
G 4500 <10 <10
7 2500 <10 <10
8 2500 < 10 - <10
9 2500 < 10 <10
E 3650 <10 S <10 5
3650 <10 w10
3650 < 10 , <10
5960 <10
5960 <10
5960 <10
3950 <10
3980 <10
3950 <10
5500 <10
5500 <10
5500 <10
7500 <10
- 7500 ‘<10
24 7500 2 a1Q
25 : 4250 Lt el 10
206 4250 e <10
27 4250 <10
28 2970 <10 Bacilos Gram
vos
29 3045758 2970 <10 Bacilos Gram
— positivos
30) 1080 2970 <10 <10

. En el caso de las muestras 17.28 y 29 ,éstas son positivas porque la lecturas son dos
veces mayor a la lectura del caldo control.Los resultados del método de cuenta en placa se

expresan <10 debido a que el método detecta a partir de 10 UFC/gr

Especificaciones microbiolégicas (50)
Microorganismos aerdbios

Microorganismos objetables Ausentes

No mayor a 500 Unidades formadoras de colonia/g

ESIT CON
FALLA DE ORIGEN
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TABLA 31. RESULTADOS DEL ESTUDIO ENTRE EL METODO TRADICIONAL Y EL DE

BIOLUMINISCENCIA (PRODUCTO DE PRUEBA 3)

METODO DE BIOL.

UMINISCENCIA

METODO DE CUENTA EN PLACA

No de Lectura de la muestra Lecrura del caldo conerol Cuenta toral Resultados de! Observacion
mucstra (UF%) iy P
1 1504 3000 <10 <10

2 1060803 3000 <10 <70 Bacilos Gram
positivos

3 3374 3000 < <10

+ 3383 4500 < <1C

5 3219 4500 < <10

6 3235 4500 < <10

7 4134 2500 < <10

8 2386 2500 < <10

9 3203 2500 < <10

10 3208 3650 < <10 N

11 4185 3650 < <10

12 3407 3650 < 10

13 3115 5960 e

14 4519 5960 ‘<

15 2227 5960 <

16 2413 3950 <

17 2351 3950 <

18 2257 3950 <

19 7967 5500 <

20 3443 5500 - <

21 4718 5500 <

22 3428 7500 <

235 2316 7500 <

o4 2029 7500 <

25 2663 4250 <

26 2398 4250 <

27 2311 4250 <

28 2305 2970 <

29 5016 2970 <

30 5415 2970 <

. En el caso de la muestra 2, ésta es positiva porque la lectura es dos veces mayor a ia
lectura del caido control.Los resultados del método de cuenta en placa se expresan <10
debido a que el método detecta a partir de 10 UFC/gr

Especificaciones microbiolégicas (50)
Microorganismos aerobios
Microorganismos objetables

No mayor a 500 Unidades formadoras de colonia/g

Ausentes
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TABLA 32. RESULTADOS DEL ESTUDIO ENTRE EL METODO TRADICIONAL Y EL DE
BIOLUMINISCENCIA (PRODUCTO DE PRUEBA &)

METODO DE BIOLUMINISCENCIA METODO DE CUENTA EN PLACA
No de Lectura de la muestra Lectura del caldo conwol Cuenta total Resultados del Observacion
wra

mue (UFC/gr) (UFC/gn -

1 2124 3000 <10 <10

2 3453 3000 < 10 <10

3 3498 3000 <10 <10

+4 1582 4500 <10 <10

3 2649 4500 < 10 <10

6 3684 4500 < 10 <10

-7 3963 2500 < 10 <10 -

.8 3818 2500 <10 <10

i T 6635 2500 <10 - <10 B -

10, 21923 3850 <10 ... . L <10 -|- - Becilos Gram
4868 3650 <10 - - <10 - -
4509 3650 Cooaw 10 e v ot Qe
4813 5960 o 10 R <10
3310 5960 . <10 S <107
7365 5960 Lo 10 E s ;<10
3773 3950 c e 10 v wor )10 2
5811 3950 o€ 10 T )10
4807 3950 <10 v | e e 10
3627 5500 <10 - oot 10 7
3786 5500 S €107 s | e e <10
3924 5500 <10 - : . <10 B g
3846 7500 .- <10 . <10 7 P
6313 7500 < 10 . <10" i - .
3893 7500 <10 | oo €10
4205 4250 <10 c<10 .
5346 4250 <10 <10
5307 4250 < 10 <10
5116 2970 <10 - w10

e < 2650 2970 <10 <10 v
3t : 3564 2970 < 10 <10

En el caso de la muestra 10, ésta es positiva porque la lectura es dos veces mayor a la lectura
del caldo control.Los resultados del método de cuenta en placa se expresan <10 debido a que
el método detecta a partir de 10 UFC/gr

Especificaciones microbiolégicas (50)
Microorganismos aerobios No mayor a 500 Unidades formadoras de colonia/g
Microorganismos objetables Ausentes
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TABLA 33. RESULTADOS DEL ESTUDIO ENTRE EL METODO TRADICIONAL Y EL DE
BIOLUMINISCENCIA (PRODUCTO DE PRUEBA S)

METODO DE BIOLUMINISCENCIA METODO DE CUENTA EN PLACA
No de Lecrura de la mucstra Lectura del caldo control Cuenta totat Resuhtados del Observacion
muestra bi B iemi : Py
(UFC/gn) (UFC/go). -
1 3515 3000 < 10 <10
2 3395 3000 < 10 <10
3 3258 3000 <10 <10
<+ 4122 4500 <10 <10
5 - 4253 4500 < 10 <10
6 4241 4500 <10 <10
7 4205 2500 < 10
8 ;. 4400 2500 < 10
9 4515 2500 <10
110 - 4481 3650 < 10
1 4657 3650 <10 -
2 . 2516 3650 < 10
3. S 2303 5960 < 10
14 - 2356 5960 < 10
15 2706 5960 < 10 -
16 2610 3950 <10 .
17 8152 3950 < 10
18 8307 3950 <10
19 2201 5500 <10
20 2246 5500 < 10
21 2258 5500 < 10~
22 2425 7500 <10 -
23 2650 7500 <10
24 2860 7500 < 10
25 R 3529 4250 <10
26 4340 4250 < 10
27 4240 4250 <10
28 3775 2970 < 10
29 3707 2970 < 10
301 3395 2970 <10 <10

e .lLos resultados del método de cuenta en placa se expresan <10 debido a que el método
detecta a partir de 10 UFC/gr

Especificaciones microbiolégicas (50)
Microorganismos aerobios No mayor a 500 Unidades formadoras de colonia/g
Microorganismos objetables Ausentes
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TABLA 34. RESULTADOS DEL ESTUDIO ENTRE EL METODO TRADICIONAL Y EL DE
BIOLUMINISCENCIA (PRODUCTO DE PRUEBA §)

METODO DE BIOLUMINISCENCIA METODO DE CUENTA EN PLACA
No de Lectura de 1a muestra Lectura del caldo control Cuenta total Resultados del Observacion
muestra prer g (e it P
1 1629 3000 <10 <10
2 1662 3000 < 10 <10 |
3 1724 3000 <10 <10
+ 2097 4500 <10 <10
5 2139 4500 < 10 <10
[ 2095 4500 <10 <10
7: 4799 2500 <10 <10
8- 4940 2500 <10 2 B g
I 4925 2500 <10
. 3047 3650 < 10!
3168 3650 < 10.
3198 3650 <10-
3207 5960 <10 i
3184 5960 <10
2969 5960 < 10 .-
3233 3950 <10
3367 3950 <10
3396 3950 <10 =
3322 5500 <10 -
3196 5500 <10 :
3190 5500 <10
3119 7500 - <10
S 4558 7500 < 10
N .- 3729 7500 <10
- 4222 4250 <10
3706 4250 < 10
3812 4250 < 10
3774 2970 < 10
4242 2970 < 10
4339 2970 <10 <10

. .Los resultados del método de cuenta en placa se expresan <10 debido a que el método
detecta a partir de 10 UFC/gr

Especificaciones microbiolégicas (50)
Microorganismos aerébios No mayor a 500 Unidades formadoras de colonia/g
Microorganismos objetables Ausentes
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TABLA 35. RESULTADOS DEL ESTUDIO ENTRE EL METODO TRADICIONAL Y EL DE
BIOLUMINISCENCIA (PRODUCTO DE PRUEBA 7)

METODO DE BIOLUMINISCENCIA METODO DE CUENTA EN PLACA
No de Lectura de la muestra Lectura del caldo control Cuenta total ’7 Resultados del Observacion
muestra aerédbica iq imi i Gpi
(UFC/gr) (UFC/gn

1 2762 3000 < 10 <10

2 2700 3000 <10 <10 |
3 5005 3000 < 10 <10

<+ 5800 4500 <10 <10
5 4986 4500 <10 <10
[ 5244 4500 < 10 <10
7 3070 2500 <10 <10

8- 2839 2500 <10 . .- - <10

PR 3014 2500 BB <10 .

<100 e e 2945 3650 - <10

N 3013 3650 ‘<10 .

12.- P 3007 3650 <10

A1 e R 2930 5960 <10
14 i B R 3188 5860 <10
15 - o, 3041 5960 <10 i

A6 3081 3950 €10,
17 3088 3950 o <10
18: - 4413 3950 <10
19 B s 4451 5500 ‘<10

20 4744 5500 SRR L«

21 ) . 5498 5500 i <10

22 : - 5590 7500 <10

23 5707 7500 <10 - i
24 5994 7500 . <10 B e T
25 5642 4250 <10

=26 5835 4250 <10

27 2708 4250 <10

28 2916 2970 <10

paid) 3003 2970 <10

30 4655 2970 <10

e .Los resultados del método de cuenta en placa se expresan <10 debido a que el método
detecta a partir de 10 UFC/gr

Especificaciones microbiolégicas (50)
Microorganismos aerdbios No mayor a 500 Unidades formadoras de colonia/g
Microorganismos objetables Ausentes
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TABLA 36. RESULTADOS DEL ESTUDIO ENTRE EL METODO TRADICIONAL Y EL DE
BIOLUMINISCENCIA (PRODUCTO DE PRUEBA 8)

METODO DE BIOLUMINISCENCIA METODO DE CUENTA EN PLACA
No de Lectura de la Lectura det caldo 1 Cucnta rotal Resultados del Observacion
mucstra opi
(UFC/gn) (UFC/gr)
1 4818 3000 < 10 <10
2 5158 3000 < 10 <10
3 5300 3000 < 10 <10
4 5435 4500 < 10 <10
3 5481 4500 <10 <10
G - 5468 4500 < 10 <10
7 5735 2500 < 10 <10
8- 5761 2500 < 10 - <10
DI 2540 2500 <10 . <10
B ES 2679 3650 <10 <10
g 2681 3650 <.10 <10
2627 3650 < 10 <10
2691 5960 <10 <10
2660 5960 < 10 <10
2420 5960 < 10 <10
2666 3950 <10 <10
2355 3950 <10 <10
2321 3950 < 10 <10
2245 5500 <10 <10
3121 5500 <10 <10
2662 5500 < 10 <10
2558 7500 < 10 .. <10 -
2224 7500 < 10 : <10+
2569 7500 < 10 R | e
2478 4250 <10 K <10
3698 4250 < 10 <10..
3214 4250 <10 <10
3212 2970 < 10 <10
3652 2970 < 10 <10
3452 2970 <10 <10

. .Los resultados del método de cuenta en placa se expresan <10 debido a que el método
detecta a partir de 10 UFC/gr

Especifi i microbioldgicas (50)
Microorganismos aerobios No mayor a 500 Unidades formadoras de colonia/g
Microorganismos objetables Ausentes
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TABLA 37. RESULTADOS DEL ESTUDIO ENTRE EL METODO TRADICIONAL Y EL DE

BIOLUMINISCENCIA (PRODUCTO DE PRUEBA 9)

METODO DE BIOLUMINISCENCIA METODO DE CUENTA EN PLACA
No de Lecrura de la del caldo control Cuenta total Resultados del Observacion
muestra ' Lt
(UFC/go) (UFC/gn
1 4350 3000 <10 <10
2 4221 3000 < 10 <10
3 4421 3000 <10 <10
+ 4456 4500 <10 <10
35 4224 4500 < 10 <10
6 4163 4500 < 10 <10
7 4258 2500 < 10 <10
8 4624 2500 < 10 <10
B 4255 2500 < 10 <10
10 4455 3650 <10 <10
. 4426 3650 < 10. <10
4458 3650 < 10" <10
= 4478 5960 < 10 <3
T4 4896 5960 <10 210
150 . 2434 5960 <10 «10
1647 : 2365 3950 <10 < <10 -
ARG 2563 3950 <10 <10
8. . 2391 3950 < 10 S <10
PE 2456 5500 <10
20 2851 5500 <10
21 2165 5500 <10 <10
22 2389 7500 <10 <{0
23 2791 7500 < 10 <10
24 2689 7500 <10 <3
EE) 2444 4250 <10 <10
26 2693 4250 < 10 «10
27 2968 4250 < 10 <10
28 3145 2970 < 10 <10
29 3644 2970 < 10 <10
30 3515 2970 < 10 <10

L .Los resultados del método de cuenta en placa se expresan <10 debido a que el método

detecta a partir de 10 UFC/gr

Especificaciones microbiolégicas (50)
Microorganismos aerébios No mayor a 500 Unidades formadoras de cclonia/g
Microorganismos objetables Ausentes
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detecta a partir de 10 UFC/gr

Especificaciones microbiolégicas (50)

Microorganismos aercbios No mayor a 500 Unidades formadoras de colonia/g

Microorganismos objetables Ausentes

TABLA 38. RESULTADOS DEL ESTUDIO ENTRE EL METODO TRADICIONAL Y EL DE
BIOLUMINISCENCIA (PRODUCTO DE PRUEBA 10)
METODO DE BIOLUMINISCENCIA METODO DE CUENTA EN PLACA
No de Lectura de la Lecnu del caido 1 Cuenta total Resultados del Observacion
muestra Shvi iq Pyt by opi
(UFC/gn (UFC/gr)
1 3037 3000 <10 <10
] 3132 3000 <10 <10
3 3121 3000 < 10 <10
3 3948 4500 < 10 <10
5 3478 4500 <10 <10
6 - 3331 4500 <10 <10
7. 3339 2500 <10 <10
8. 3478 2500 < 10 <10
CES 3987 2500 < 10 <10
10 3088 3650 < 10 <10
11" 3190 3650 <10 <10
13 A 3015 3650 < 10 <10
3 R 4150 5960 < 10 <10
-14 4266 5960 <10 <10 .
-15 4895 5960 < 10 <10
16 4265 3950 < 10 <10
17 4378 3950 <10 <10 .
18 4460 3950 < 10 <10 o
19 4596 5500 < 10 Cow10
20 3577 5500 <10 <10 -
21 3678 5500 < 10 i <10
232 3712 7500 <10 - <10
23 3842 7500 < 10 <10 -
24 3956 7500 <10 <10
25 3012 4250 < 10 <10 ]
26 3258 4250 <10 <10
27 3910 4250 < 10 <10
28 3449 2970 < 10 <10
29 4899 2970 < 10 <10
30 11500 2970 1”0 <10 Bacilos Gram
positivo.
- .Los resultados del método de cuenta en piaca se expresan <10 debido a que el método
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8.0 DISCUSION

8.1 Eficiencia del analista

En ia tabla 3 se muestran los resultados del estudio de la eficiencia del analista . Los diez
contenedores estuvieron libre de contaminacion, ya que sobre las superficies de las placas
estriadas no hubo ningun tipo de crecimiento y las lecturas del luminémetro estuvieron por
debajo del vailor de 10,000 URL. En el caso de que hubiera habido algun crecimiento en las
placas, los resultados de este estudio se invalidarian, y por consiguiente se repetiria el estudio .

8.2 Andlisis de Factibilidad

En la tabla 4 se muestran los resuitados del estudio biocarga, encontrandose en todos los
productos evaluados un porcentaje de re-andlisis menor al 5%, por o que el estudio se
considera aceptable.

En el producto de prueba 2 y 6 se encontro un porcentaje de re-analisis del 1%; los
microorganismos encontrados en ambos casos fueron bacilos Gram posiiivos. Las muestras
correspondientes a estos reanalisis fueron evaluadas por el método de cuenta en placa para
conocer el numero de unidades formadoras de colonias por gramo, en ambos casos la cuenta
total mesofilica aerdbia estuvo dentro de las especificaciones microbioldgicas

Un porcentaje de re-analisis mayor al 10%indica que el método de bioluminiscencia no es el
adecuado para la evaluacién microbiolégica del producto , ya que frecuentemente se estaria
analizando dos veces un producto por bioluminiscencia , apoyados de manera simulitanea por
el método de cuenta en placa,. lo que para las plantas productivas resulta incosteable. Las
medidas a tomar para hacer factible la utilizacion de la bioluminiscencia van enfocadas al
mejoramiento de las condiciones de limpieza para la manufactura de cada producto.

8.3 Efecto de la muestra

En las tablas 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 se muestran los resultados del estudio de
validacion de! efecto de la muestra, para cada uno de los productos de prueba. En todos los
casos las muestras demostraron no inhibir la reaccion de bioluminiscencia, ni contener ATP de
origen no microbiano, dicho de otra manera la concentracion de ATP de las muestras fué
menor de dos veces el valor de la concentracién de ATP en el caldo sin ATP,y ei porcentaje de
respuesta para ATP esta entre el 25% y 200%,por lo que se considera que todas las muestras
evaluadas son aptas para analizarse por el método de bioluminiscencia.

8.4 Estudio de validacion con microorganismos

En las tablas 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24 se muestran los resultados del estudio de
validacion con microorganismos, Paeruginosa.B.cepacia. S.aureys. C.albicans, B. Sublilis para
los 10 productos de prueba.

Se evaluaron por cada producto tres lotes diferentes por duplicado cada muestra.Los

resultados mostrados son el promedio de los duplicados.Las lecturas se consideran positivas
cuando el valor de RLU s de la muestra en dos veces mayor a la lectura en RLU s del caido
estéril solo.En las tablas en algunas muestras no se reportan valores de RLU s, debido a que

los resultados fueron muy altos (>1 X 102 RLU’s) y el equipo lo reporta como >>x=hight
backgrund.

Con la finalidad de considerar los datos como validos, el nivel de inoculo debe ser confirmado La
concentracion del inocuio de al menos de 10 a 20 ufc/mi es aceptable. Para 8. subtilis el nivel
de inoculo debe de ser confirmado con 450 ufc/ml. Una concentracion de inocuio >400 a <500
ufc/ml es aceptable. Si ei nivel no es correcto, entonces los resultados no son valido.Todos los
indculos preparados estuvieron dentro de los criterios antes mencionados.

Las caracteristicas bioquimicas de cada microorganismo de prueba fueron verificadas a partir de
las placas de verificacion de los in6culos .y con el sisterna microestandarizado API
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8.5 Estudio en paralelo

En las tablas 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37 y 38 se muestran los resultados
comparativos del método de bioluminiscencia y del método de cuenta en placa.

Los valores positivos por el método de bioluminiscencia son valores de RLU s dos veces la
lectura del caldo TAT estéril sin muestra.

L.a muestra 30 del producto de prueba 10 mostrada en la tabla 38 indica que el método de
bioluminiscencia resulté positivo y hubo crecimiento en la cuenta en placa.por io que se
evidencia la correlacion de resuftados.

Las muestras 21,22.23 del producto de prueba 1 mostrado en ia tabla 29, las muestras
17.28.29 del producto de prueba 2 mostrado en la tabla 30,la muestra 2 del producto de
prueba 3 mostrado en la tabla 38.la muestra 10 del producto de prueba 4 mostrado en la
tabla 32, indican una lectura positiva por bioluminiscencia pero sin crecimiento en las placas
de agar,esto es debido a que el método convensional es menos sensible.Si por el contrario
hubiera crecimiento en las placas de agar y no hubiera lectura por el meétodo de
bioluminiscencia se estaria hablando de algun posible error en la metodologia que debe de
ser investigada y documentada.

Todas las muestras que fueron probadas como negativas por el método de bioluminiscencia
fueron también negativas por el método convensional.

Las muestras que resultaron positivas por el método de bioluminiscencia fueron estriadas a
partir del caido sobre placas de agar Letheen modificado e incubadas a 32°C por 48 hrs.En
todos los casos se encontraron bacilos Gram positivos.

La correlacién de resultados entre ambos métodos esta por arriba del 95 % ,lo que indica
una congruencia entre ellos.Un valor por debajo dei 95% requiere un re-andlisis de las
mismas muestras , para determinar si los resultados discrepantes son a causa de un error
experimental . En el caso que se determine que No es un error experimental, la validaciéon
debera ser repetida.
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9.0 CONCLUSIONES

La bioluminiscencia aplicada a la microbiologia demostrd ser un buen método de analisis , ya
que se obtuvieron resulitados comparables con los métodos tradicionales de cuenta en placa.

Esta metodologia resulta ser muy util en la industria , ya Que con ello se disminuyen
considerablemente los tiempos en que los productos se mantienen en las bodegas , esperando
un dictamen , pero el requisito que tiene que tener la industria para la aplicacion de la
bioluminiscencia , es tener un control microbiologico que abarque toda la cadena productiva
de los sistemas como pueden ser de manera geneérica el agua, las materias primas, las areas
de operacién, El personal que manufactura el producto, El aire de compresion, los equipos,
con el fin de reducir la biocarga en e! producto a analizar , ya que se trata de un método
cualitativo.

Esta metodologia deja de ser atractiva cuando constantemente se tiene que re-analizar un
producto, pero el problema no radica en la técnica si no el ambiente en que el producto es
elaborado, por lo que el trabajo del Quimico farmaceéutico Bidlogo se debe enfocar a la
deteccion de puntos que son criticos de contaminacion microbidlogica, estableciendo puntos de
monitoreo y control , por consiguiente mejorando el proceso.(20)

Esta metodologia aun cuando se lleve de manera rutinaria en la industria, no se puede dejar de
aplicar los métodos cuantitativos de analisis microbidlogicos , ya que cuando constantemente
los resultados de bioluminiscencia indiguen altas lecturas es necesario saber la cuenta en
placa y el tipo de microorganismo presente en el producto, para que con ello se establezcan
planes de contingencia y se detenga una posible contaminacién microbiolégica de grandes
magnitudes.

La seleccidon de microorganismos de prueba es particular de cada industria,(a los que el
producto es sensible , ya sea por su composicion de ingredientes,su actividad de agua,o su pH)
pero se deben de incorporar aquellos que por especificacion se indiguen, mas aquellos que
estén presentes en los estudios de biocarga.

Cuando un producto se analiza por bioluminiscencia , hay que tener en cuenta que cuando
existan cambios de formuilacion importante (Ingrediente activo, adiciéon de un material, cambio
de conservadores....) , €5 necesario re-iniciar con el proceso de validacion indicado en este
trabajo, ya que puede haber inhibicion del! crecimiento de microorganismos presentes,
obteniéndose con ello resultados erroneos.
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10.0 APENDICE

10.1 Preparacién de Caido.

i. Para la base de caildo TAT, pesar 25 g en 960 mL de agua destilada o
desmineralizada de bajo contenido de ATP,adicionar 40 mL de Tween
20,calentar en un bano de agua 50-60 °C de 15-30 minutos con agitacion
constante hasta compieta disolucion.

Autoclavear el caldo TAT inmediatamente para minimizar el crecimiento de
microorganismos que pudieran dar como resultado la liberacion de ATP causando altas
lecturas de la linea base. A 121°C 15 Ibs/in2 durante 15 minutos. pH firial de 7.2 +/- 0.2

ii. Enfriar antes de su uso en baho de agua a 46°C. El caldo TAT puede ser
almacenado a temperatura ambiente por no mas de 7 dias.. Si el caldo TAT
debe ser almacenado por un largo periodo debe ser refrigerado. 2-3°C

10.2 Agar nutritivo (AN)

suspender 23 g de polvo en un litro de agua desmineralizada o destilada,mezclar y
calentar con agitacion constante hasta ebullicion durante un minuto hasta completa
disoluciéon del polvo.Autoclavear a 121°C 15Ibs/in2 durante 15 minutos. . Vaciar el
numero de placas requerido. pH final de 6.8 +/- 0.2

10.3 Agar soya tripticasa (AST)

Suspender 40 g en un litro de agua destilada o desmineralizada,mezclar y calentar con
agitacion constante hasta ebullicion durante un minuto hasta completa disolucion del
polvo.Autoclavear a 121°C 15Ilbs/in2 durante 15 .

Ambos medios pueden ser ambientados en un bafio de agua a 46°C el tiempo
necesario antes de su uso. Vaciar el namero de placas requerido.

pH final de 7.3 +/- 0.2

10.4 Agar Letheen Modificado

Suspender 59.1 g en un litro de agua destilada o desmineralizada , mezclar y calentar
con agitacion constante hasta ebullicion durante un minuto hasta completa disolucion
del polvo.Autoclavear a 121°C 15Ibs/in2 durante 15 minutos. . Vaciar el numero de
placas requerido. pH final de 7.2 +/- 0.2

10.5 Agar sales manitol

Suspender 111 g en un litro de agua destilada o desmineralizada,mezclar y calentar
con agitacion constante hasta ebullicion durante un minuto hasta completa disolucion
del poivo.Autoclavear a 121°C 15lbs/in2 durante 15 minutos. . Vaciar el numero de
placas requerido.pH final de 7.4 +/- 0.2
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10.6 Agar para aislamiento de Pseudomonas (PIA)

Suspender 45g en 980 mL de agua destilada o desmineralizada.adicional 20 mL de
glicerol,mezclar y calentar con agitacion constante hasta ebullicion durante un minuto
hasta completa disolucion del poilvo.Autoclavear a 121°C 15ibs/in2 durante 15
minutos. . Vaciar el numero de placas requerido.pH final de 7.0 +/- 0.2

10.7 Agar dextrosa sabouraud (SDA)

Suspender 65 g en un litro de agua destilada o desmineralizada, mezclar y calentar
con agitacion constante hasta ebullicion durante un minuto hasta comoleta disolucidon
del polvo.Autoclavear a 121°C 15Ibs/in2 durante 15 minutos. . Vaciar el namero de
placas requerido.pH final de 5.6 +/- 0.2

10.8 Agar Biggy

Suspender 49 gr en un litro de agua destilada o desmineralizada mezciar y calentar con
agitacion constante hasta ebullicion durante un minuto hasta completa disolucion del
polvo.No autoclavear. Vaciar el numero de placas requerido.pH final de 6.8 +/- 0.2

10.9 Agar MacConkey

Suspender 50 g en un litro de agua destilada o desmineralizada,niezclar y calentar
con agitacion constante hasta ebullicion durante un minuto hasta completa disolucién
del polvo.Autoclavear a 121°C 15Ibs/in2 durante 15 minutos. . Vaciar el numero de

placas requerido.pH final de 7.1+/- 0.2

Los medios de cultivo sdiidos pueden ser almacenados a temperatura ambiente por no
mas de 7 dias. Si las placas deben ser almacenadas por un periodo largo, refrigerarias.

10.10 Solucion Sailina al 0.85%

Preparar la solucion salina al 0.85% con agua destilada y ajustara unpH de 6 — 7
usando NaOH 1IN o HCl 1N

Dispensar suficientes cantidades en tubos con tapon de rosca. Esterilizar y enfriar a
temperatura ambiente antes de su uso

10.11 Reactivos de biocluminiscencia
Los reactivos de bioluminiscencia son marca CELSIS. El kit de reactivos contiene:

Reactivo liberador de ATP LuminEx.Listo para usarse

Reactivo de Biolumini 1Cin, enzil —sustrato Luminate.

Vertir el contenido de la solucion buffer de enzima-sustrato al vial que contiene el
liofilizado de la enzima-sustrato.Tapar. Homogenizar suavemente sin llegar a agitar.
Permitir que el reactivo reconstituido se atempere durante 15 minutos antes de su uso.
Almacenar de 2-8°C

Reactivo de ATP positivo.

Vertir el contenido de la solucion buffer de ATP al vial que contiene el liofilizado de ATP
Tapar. Homogenizar suavemente sin liegar a agitar. Permitir que el reactivo reconstituido se
atempere durante 15 minutos antes de su uso Almacenar a 2-8°C. Se recomienda que este
reactivo re-constituido se coloque en alicuotas de tal forma que se congelen y solo se deje
en refrigeracion 2-8°C la alicuota de trabajo.
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Buffer de ATP y de enzima-sustrato.

Ambos buffers estan listos para usarse.

Notas:Todos los reactivos de bioluminiscencia deben de estar almacenados a
una temperatura de 2-8°C.

El complejo enzima-sustrato reconstituido expira en S dias.

10.12 Ensayos previos a la lectura de las muestras.por bioluminiscencia

Encender el lumindmetro 30 minutos antes de iniciar las lecturas de las
muestras

Iniciar con el ensayo de verificacion del equipo, “Fondo de luz”, colocar
10 celdas de lectura vacias y limpieas.Tomar lectura

Colocar las soluciones de lavado en los inyectores.Colocar 9 ceildas de
lectura en el lumindmetro para drenar la solucion.

Remover las soluciones de lavado de los inyectores y colocar las
soluciones de enjuague.Drenar la solucion de enjuague.

Remover las soluciones de enjuague y colocar en un inyector la solucion
liberadora de ATP, y en el otro inyector el reactivo enzima sustrato.

Purgar los inyectores con las soluciones anteriores hasta que se haya
remivido la solucidn de enjuague.Retirar las ceidas de lectura
empleadas.

Continuar con la verificacion del ensayo de “reactivos”, colocando 2
ceidas de lectura, iniciar corrida y leer RLU’s de los reactivos de
biotuminiscencia.

EL siguiente ensayo a verificar es el de control positivo lamado “Control
de ATP". EL cual se realiza pipeteando 10 pul de reactivo de ATP por
duplicado en celdas de lectura. Leer RLU s del control positivo.

Por ultimo, el ensayo a verificar es el deil control dei caldo TAT empleado,
el cual se hace pipeteando 50ul del caldo TAT por duplicado en celdas de
lectura. Leer RLU's del caldo.

Para leer las muestras se pipetean 50 ul del caldo TAT con la muestra a
evaluear. Leer las RLU’s de las muestras problema.

Para apagar el equipo , se quitan los reactivos de bioluminiscencia . se
enjuagan y se lavan los inyectores con las soluciones correspondientes.
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10.13 Parametros de los ensayos de verificacion.

ENSAYO ESPECIFICACIONES DE
OPERACION(RLU'S)
1 Blanco de instrumento <100
2 Blanco de reactivo <700
3 Control de ATP >1,000,000
4 Blanco de caldo TAT <10,000

Slecturas de muestras por duplicado

> 2 veces la lectura del caildo solo

10.14 FORMATO Y FORMULAS PARA EL CALCULO DEL

EFECTO DE LA MUESTRA

RLU de! calda solo

RLU dei caldo - 10 ul de ATP

FLU de ta muestra en al caldo

RLU de ta muestra on caldo - 10 ul de ATP
RLU det fondo de luz del aparato

mooo»

Concentracion de ATP en el caldo (pM)

Respuesta al ATP® (%)

* Debe estar entre 25%-200%

Concentracion ce ATP del producto (pM)

* Debe sar manor a 2 veces ia concentracion

de ATP en el caido

per— e ————————
Lectura 1 ] Lectura2 ] Lecturad | Cecturia 4 | Lectura 5 ] Promexo
o C) — - — )
o ) - — — ©
) = -2 s [)
© ) — ¥ — o
o ° © B o o

={A-E)x 16 000
(B-A)

=(0-C)x 100

(B-A)

-(C- E)x 16 000
(D-C)

.La muestra iInhibe la reaccié
Se boluminiscancia?

iLa muestre contiene ATP n-
£y

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN
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DIAGRAMA M:PREPARACION DE LOS MEDIOS PARA LA VALIDACION CON
MICROORGANISMOS INOCULACION DE LAS MUESTRAS

Preparacicn del Agar
Preparacion del Caldo [ —
s PIA

oy
/ - ‘.". <+ ‘Tween 20
[

aldo %
TAT_ §
. A SDA
Agua destilada o T
desionizada de bajo
contenido de ATP
Autoclavear Esterilizar
& enfriar *
Si>7dias,
DISPENSAR EL Enfrie a 46° C en
refrigerar A CALDO TAT EN Baiio de Agua
s g CONTENEDORES
SDA PIA
15- 15-20
20ml ml
Preparaciéon de Sol. Salina l

Almacenear a Temp. Ambiente
r 7 di; rofrigerar

RECONSTUIR LOS REACTIVOS DE
BIOLUMINISCENCIA

Ver apéndice 9.10

1N Ajuste pH
' ™
NaOH v HCI

Esterilizar y
Enfriar
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11.0 GLOSARIO

Bioluminiscencia: Emision de luz como resultado de una reaccién quimica catalizadas por
enzimas.

Fluorescencia/Fosforescencia: Donde la excitacion la producen fotones de luz infraroja. visible o
luz ultravioleta. Las moléculas son excitadas por radiacion electromagneética, y erniten fotones al
regresar al estado fundamental.

Eficiencia: Habilidad para realizar una tarea con la habilidad requerida

Eficiencia cuantica: La eficiencia cuantica (o) se define como la relacién entre el numero o
velocidad de moléculas luminiscentes y el numero o velocidad de moléculas reactantes

Exposicion de Placas: Placas de Agar que son dejadas abiertas en el ambiente por un periodo
especifico de tiempo. Los Microorganismos que circulan en el aire deberan caer sobre las
placas. Los cuales son usados como un indicador de la contaminacion del medio ambiente.

Filamento: Un delgado hilo de crecimiento. Una fibra que es larga y delgada.

Luminiscencia: Se presenta cuando una sustancia se excita energéticamente y después al
regresar a su estado fundamental .disipa la energia absorbida en forma de luz. Existen varias
formas de luminiscencia ,las cuales difieren en la fuente de energia involucrada en la promocion
o excitacion de los electrones a un nivel de energia mas alto .

Quimoluminiscencia: Emisién de luz como resuitado de una reaccion quimica. Ocurre cuando
una molécula emite un fotén como resultado de una reaccién gquimica exergonica,en la cual uno
de los intermediarios o productos finales se deja en un estado de excitacion.Este fenomeno
ocurre adiabaticamente vy sin absorcion de luz ,ya que se requiere una gran cantidad de
energia para producir un fotén (aproximadamente 200 kilojoules).La mayoria de las reacciones
quimicluminiscentes son de tipo oxidativo.

Radioluminiscencia: Donde la excitacion la realizan rayos beta o gamma.

Turbidez: Opaco. Un liquido turbio con una suspension de particulas.
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