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1.0RESUMEN 

En este trabajo se estudiaron 10 fórmulas diferentes de cuidado oral, con :a finalidad de 
implementar un método microbiológico alternativo que disminuyera el tiempo de cuarentena, y 
generara ahorros. 

Para determinar la factibilidad de implementar el método de bioluminiscencia como un método 
de rutina para la liberación de producto terminado de diferentes formulacionas de cuidado oral, 
se procesaron 100 muestras por cada fórmula, encontrándose un porcentaje menor al 10°/o de 
repeticiones, lo que indicó que los niveles de limpieza de la planta son adecuados. 

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

Como parte del proceso del validación de este método también se llevó a cabo el desafio de 
cada formula con microorganismos de prueba, para ello se utilizarón las siguientes cepas de 
referencia ATCC: Burkholderia cepacia, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, 
Baci//us subtilis y Candida albicans. La finalidad de este estudio radicó en determinar si el 
método es capaz de detectar bajas concentraciones de microorganismos; en tc:d&s la& formulas 
desafiadas hubo recuperación de los microorganismos inoculados. 

Por último se compararon los métodos de bioluminiscencia y cuenta en placa , utilizando para 
ello 30 muestras por formula producidas durante 1 O dias . Estas muestras se analizaron por 
ambos métodos dentro de las primeras 8 hrs de ser manufactur;¡das. En todos los casos se 
encontró concruencia en los resultados. 

Los diferentes estudios de validación realizados para la implementación de método de 
bioluminiscencia mostraron que esta tecnología puede ser aplicada con las ventajas de obtener 
resultados confiables en menor tiempo. 
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2.0 INTAODUCCION 

2.1 lllOLUMINISCENCIA APLICADA EN ANALISIS MICROlllOLÓOICOS 

Los métodos tradicionales de análisis microbiológicos aplicados a diversos productos 
susceptibles de contaminación microbiana han cambiado muy poco desde que el proceso 
fuera introducido hacia finales del siglo XIX, es decir, que las muestras de productos son 
cultivadas en una placa de agar e incubadas durante un periodo de hasta 7 días para obtener 
resultados. Durante el proceso de incubación. el producto en análisis. 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 precisión altos.(17, 18, 19,32.41) 

Generalmente los métodos tradicionales se basan en el recuento de colonias y la identificación 
posterior de microorganismos objetables, los cuales están sujetos a errores humanos. La 
tecnología de bioluminiscencia está dirigida específicamente a la aceleración y mejora en la 
exactitud de los análisis microbiológicos.(16,21,26,28,39) 

Todos los organismos vivientes utilizan y/o contienen ATP, y sólo se necesitan niveles muy 
bajos de los mismo para activar la reacción de bioluminisencia, lo 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 tecnología se mencionan (21 ): 

• Una detección más rápida de microorganismos con respecto a los métodos tradicionales en 
placas de agar. 
Mayor sensibilidad del método. detecta 1000 microorganismos contra 10,000,000 que 
forman una colonia de organismos. 
Los resultados de prueba son más rápidos; 24-48 hrs contra 5 - ?días por lo menos. 
La valoración cualitativa del contenido microbiano se basa principalmente en una prueba 
de esterilidad. 
Al liberarse la producción en menor tiempo, reduce el tiempo de inventarios detenidos por 
cuarentenas, y por consiguiente genera ahorros. 
Enzima luciferasa es específica para la hidrólisis de ATP 
Dado que la mólecula de ATP es químicamente idéntica en todos los organismos se puede 
detectar una amplia gama de microorganismos entre los que se incluyen Bacterias, 
hongos y levaduras (40) 

Todo método de análisis presenta también desventajas. que al final se evalúan y se comparan 
con las ventajas para establecer la factibilidad de su implementación. Las desventajas que se 
han observado con este método son (27): 

No es un método cuantitativo 
No detecta un microorganismo en específico. 
El costo de la prueba puede resultar más alto con respecto a los métodos tradicionales. 

5 
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2.1.1 METABOLISMO BACTERIANO 

Todas las células vivas requieren agua y ciertos nutrientes para crecer y dividirse.Entre las 
sustancias inórganicas (oligoelementos) se incluyen iones como Mg+2,Zn+2, Mn+2.Co+2 y 
Fe+3, que actúan como cofactores en una variedad de procesos enzimáticos. De modo similar 
el Na+2 es escencial para ciertos sistemas de transporte de nutrientes. El fósforo (en toma de 
P04) es un constituyente escencial de los nucleótidos y fosfolípidos, mientras que el azufre se 
encuentra en ciertas coenzimas (ejemplo Acetil-CoA), así como en dos de los aminoácidos. De 
forma semejante, una fuente de nitrógeno (como NH4+ o como compuestos nitrogenados 
orgánicos) es escencial para la síntesis de aminoácidos y nucleótidos. Por último el oxígeno 
forma parte de diversas sustancias escenciales y además actúa en su forma elemental como 
aceptar final de elctrones para la respiración aerobia, el proceso mediante el cual se produce 
energía en forma de ATP. 

Entre las sustancias orgánicas necesarias para el crecimiento, cabe citar a las carbohidratos, 
que intervienen en la producción de enrgía y la estructura celular, los aminoácidos y 
nucleótidos que representan los bloques fundamentales para la síntesis de proteínas y ácidos 
nucleicos, y los lípidos, que son los componenetes mayores de la membrana celular. Por 
último las vitaminas actúan como cofactores para ciertas reacciones enzimáticas. 

Todas las células requieren un suministro de energía para sobrevivir. Esa energía típicamente 
en forma de ATP, procede del catabolismo ordenado de varios sustratos orgánicos 
(carbohidratos, lípidos y proteínas. El proceso de descpomposición de sustratos y conversión 
en energia utilizable se conoce como catabolismo. La energía producida se puede usar 
después para la síntesis de constituyentes celulares, proteínas, ácidos grasos y ácidos 
nucléicos, un proceso conocido como anabolismo. El conjunto de esos dos procesos, 
íntimamente relacionados e integrados, se denomina metabolismo intermediario. 

Las vías metabólicas específicas usadas por las bacterias para descomponer y sintetizar 
sustratos orgánicos son muy similares para todas las células vivas (procarióticas y 
eucarióticas). Esas semejanzas proporcionan la base para el concepto de unidad bioquímica 
(la quím lea de todas las formas de vida es escencialmente la misma y los mecanismos para 
síntesis de energía como ATP, síntesis y funcionamiento del código genético e identificación 
de las vías metabólicas para degradar los hidratos de carbono, las proteínas y los lípidos, son 
en escancia idénticas). 

El proceso metabólico comienza en general con la hidrólisis de macromoléculas grandes en el 
medio ambiente celular externo por enzimas específicas o exoenzimas. Las pequeñas 
moléculas producidas (monosacáridos, péptidos de cadena corta y ácidos grasos) pueden ser 
transportadas después al citoplasma, donde serán convertidas a través de una o más vías en 
un producto intermediario universal común, el ácido pirúvico. Utilizando el ácido pirúvico, los 
carbohidratos procedentes de los nutrientes importados, pueden ser canalizados hacia la 
producción de energía o hacia la síntesis de nuevos hidratos de carbono, aminoácidos, lípidos 
y ácidos nucleicos. (30,31,49). 

Para utilizar la bioluminisencia cómo un método microbiológico alterno para liberar producto 
terminado, primero es necesario comprobar que es reproducible con respecto a los métodos 
tradicionales en placa, dado que las características fisicoquímicas de un producto pueden 
interferir en la reacción de bioluminiscencia, o el producto a analizar contenga extractos 
naturales y por consiguiente de manera intrínseca tenga un alto contenido de ATP y genere 
falsos positivos: las fuentes de ATP no microbiano son (29,36,37) : 

ATP libre -suspendido en el medio, o residuos biológicos 
ATP somático dentro de las células no microbianas (ej. células epiteliales ) 
ATP ligado a agregados de proteínas fuera de la célula (ej. micelas de caseína en leche ó 
en glóbulos de grasa) . 

. Por lo anterior es necesario validar el método de bioluminiscencia , en diferentes aspectos 
(24,38,43,44,45,46,48): 
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Validar la eficiencia del analista (Eatudio de eficiencia del •nallata). Este estudio es realizado 
para asegurar que la persona que maneja la muestra lo hace de manera aséptica, y para 
asegurar las condiciones microbiológicas del medio ambiente 

Asegurarse que la muestra a analizar no interfiera con la reacción de Bioluminicencia (Ef8cto 
de la mueatre). 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 reacción. 

Determinación de Biocarga (Anéllaia 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 análsis de la muestra si no se conoce la causa raíz de 
la biocarga en un producto y se corrige por medio de programas de Control Microbiológico 

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

Estudio en paralelo del producto terminado. Consiste en determinar si los métodos 
tradicionales y de biolumminiscencia son equicomparables en el proceso de liberación de un 
producto terminado . 

2.2 GENERALIDADES DE LA lllOLUMINISCENCIA 

7 
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La bioluminiscencia, ha sido conocida desde la antigüedad, Aristóteles (384-322 A.C.) describió 
la bioluminiscencia en los peces muertos (debido a las bacterias) y de algunos hongos; Roberto 
Boyle en 1667,descubrió con su campana neumática, que el oxígeno estaba íntimamente 
ligado al fenómeno cuando probó que: " la luz procedente de la madera en putrefacción 
disminuía conforme se evacuaba aire. (1,2) 

En su "Origen de las especies" Darwin (1859) menciona brevemente a la bioluminiscencia en 
la sección intitulada "Dificultades especiales de la teoría de la selección natural" (3) 
En 1887 Dubois, describió la presencia de dos sustancias responsables de la luminiscencia de 
Pho/as dactvlus (una almeja) y encontró que una de ellas era termoestable (el sustrato 
llamado luciferina) y la otra termolábil (la enzima llamada luciferasa) (4). 

Harvey en 1932. argumentó que, pese al poco conocimiento acerca de los componentes y de 
los mecanismos de las reacciones bioluminiscentes, en organismos simples (bacterias y 
hongos) la producción de la luz está relacionada con el mecanismo de la respiración celular. 

El mismo Harvey en 1957, completó el experimento de Boyle al permitir la entrada de aire al 
interior de la campana y observó que la luz, aparentemente extinguida, revivía rápidamente. (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 característica importante de la bioluminiscencia y de la quimioluminiscencia, es que 
pueden ser utilizadas en técnicas analíticas aplicándolas a disciplinas tales como la química 
analítica, la parasitología, la microbiología, la hematología, la farmacología y la inmunología. 
(1,5,6). 

La bioluminiscencia y la quimioluminiscencia han tenido impacto en la química clínica como 
sustitutos de las reacciones colorimétricas de substratos de oxidasas y deshidrogenasas. En 
este tipo de ensayos, la sensibilidad de la reacción quimioluminiscente puede ser usada, ya 
sea para cuantificar substratos que no son fácilmente 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 energía absorbida en forma de luz. Existen varias 
formas de luminiscencia, los electrones a un nivel de energía más alto y son: . 

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

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

c) Quimoluminiscencia: Donde la activación la efectúa una reacc1on química que ocurre 
cuando una molécula emite un fotón como resultado de una reacción química exergónica, 
en la cual uno de los intermediarios o productos finales se deja en un estado de excitación. 
Este fenómeno ocurre adiabáticamente y sin absorción de luz, ya que se requiere una 
gran cantidad de energía para producir un fotón (aproximadamente 200 kilojoules). La 
mayoría de las reacciones quimioluminiscentes son de tipo oxidativo. 

11 
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DIAGRAMA A. REACCIÓN GENÉRICA QUIMIOLUMINISCENTE 

SUSTANCIA EN ESTADO 
FUNDAMENTAL 

SUSTANCIA EN UN 
ESTADO 

ELECTRÓNICAMENTE 
EXCITADO 

PRODUCTO EN ESTADO 
FUNDAMENTAL 

Usualmente, la emisión de luz se genera a partir de un estado de singlete excitado, y ocurre 
con un amplio rango de eficiencia. La quimiolumlniscencia sensibilizada resulta cuando un 
producto excitado transfiere su energía a otra sustancia que posee características 
fluorescentes. (5,7,8,35) 

DIAGRAMA B. TRANSFERENCIA DE ENERGfA PARA LA EMISIÓN DE LUZ 

c• 

2 

REACTIVOS A+ B 

1+2 • QUIMIOLUMINISCENCIA 
2 • FLUORESCENCIA 
3 • ABSORCIÓN 

ESTADO &INGLETE EXCITADO 

3 TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

ESTADO &INGLETE 
FUNDAMENTAL 
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d) La Bioluminiscencla es un caso especial de quimioluminiscencia y se le da este nombre 
por encontrarse en organismos vivos. 

En la bioluminiscencia, las reacciones químicas están catallzadas por una enzima 
denominada "lucifer•••", la cual crea un ambiente favorable para la oxidación luminiscente de 
un sustrato específico designado como "luciferina" (7,5). 

El paso Inicial de la reacción es la rápida conversión 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 oxígeno molecular para dar un peróxido intermediario (3,2,9) 

El siguiente paso es la formación del anillo del peróxido y la ruptura del mismo, para producir 
C02 y un carbonilo excitado, el cual sufre una eliminación de protones (sin pérdida de 
excitación) para generar la especie emisora. Después de la emisión de luz en el producto final 
la oxiluciferina (4,9,10,11,12,34) 

DIAGRAMA C REACCIÓN GENERAL DE BIOLUMINISCENCIA 

~:.... 
ENZIMA 

ATP 

Mg+2 
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~ :r- c...._OAMP 
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02 
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DESDOBLAMIENTO 

O-

~0-
0- Ü :..ISOR 

OH 

·~ 
O-

=:O+ AMP 

* 
~O+C02 -H..O 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

~+LUZ 
O 
~XYLU::ERINA 

- (L-0) 
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Generalmente la eficiencia cuántica en las reacciones quimioluminiscentes tiene un rango de 
1-1.5°/o;mientras que las reacciones bioluminiscentes más eficientes se aproxima al 100º/o 
(2,5,6.7) 

2.3 DIVERSIDAD Y FUNCIONES DE LA BIOLUMINISCENCIA. 

Una gran cantidad de organismos están dotados con la habilidad para emitir luz, exibirla y 
controlarla en una variedad de formas (3,9, 11 ). 

Los animales luminosos son más comunes de lo que pudiera suponerse y ejemplos de estos 
organismos tienen una distribución muy amplia y muy variada. 

TABLA 1 CLASIFICACIÓN DE ORGANISMOS BIOLUMINISCENTES (&) 

B•cteri•• Honao• Pl•nt•• Anim•I•• 
Photobacterium fisheri Omnialia. Noctiluca Photinus nvralis 
Photobacterium Xylaria Aequorea aequorea 
phosnhoreum Gonvaulax 
Photobacterium Armillaria Pyrodinium Pelagia 
lioanathi 
Vibrio cholera Balanoalossus 
Bcncckea han·evi Ptvchodera 
Beneckea snlendida Renitla reniformis 

CVDridina hilaendorfii 
Pholas dactilus 
Lada neritoides. 
Arac:hnocampa 
luminosa. 
Dinlocanlia lon1ra 

La bioluminiscencia aparece más comúnmente en los organismos marinos, entre los que hay 
una amplia variedad que va desde las bacterias microscópicas y el planctón, hasta varias 
especies de peces (únicos vertebrados luminiscentes ) (4, 11) 

Los organismos de tierra luminiscentes y que son más 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 función de la bioluminiscencia es como medio de 
comunicación.como er:i 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 
Argyropelecu•._el cual iguala la luz ambiental para disfrazar su silueta. 

En general la bioluminiscencia es usada para el cortejo.comunicación.diferenciación de sexo, 
distracción de depredadores, camuflaje, búsqueda y atracción de la presa ( 1O,11) 

Las diferentes funciones de la bioluminiscencia, pueden ser clasificadas en tres categorías: 

11 
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a) DEFENSA. Ayuda a evitar a los depredadores. 

Para asustar 
Alarma 
Camuflaje 
Visión 

Medusa, dinoflagelados. 
Dinoflagelados 
ATflY'~lecu•, Calamar 
Pez linterna 

b) ATAQUE. Ayuda a la depredación. 

Atracción 
Fototactismo 
Camuflaje 
Visión 

Pejesapo 
Gusano de luz de Nueva Zelanda,pez linterna. 
Calamar 
Pez linterna, P•chy•toml••· 

c) COMUNICACIÓN lntraespecies 

Cortejo, apareamiento Luciernaga, pez linterna, gusano de luz de las Bermudas. 

Por otra parte, es difícil colocar en cualquiera de las categorlas anteriores la función de la 
bioluminiscencia en las bacterias y el hecho de que en algunas bacterias luminiscentes el 
contenido de luciferasa se aproxima al 5°/o de la proteína total, no puede ser un suceso fortuito. 
Actualmente se considera que la bioluminiscencia bacteriana tiene como funciones la 
adquisición de nutrientes y de un nicho adecuado (13) 

No existe un sistema químico que sirva como modelo para todos los organismos, ya que la 
mayoría de las luciferinas tienen diferentes estructuras químicas y un amplio rango de pesos 
moleculares y diferentes mecanismos de reacción catalítica (1,4) 

Una dificultad para realizar un estudio apropiado de los mecanismos que emplean los 
organismos bioluminiscentes es la mínima cantidad de material activo que se puede obtener; 
como por ejemplo,30,000 luciérnagas sólo producen 15 mg de luciferina pura.5 toneladas de 
Aequonr•_proporcionan 100 mg de proteína activa y de unos 40,000 ejemplares del antozoo 
Renil/• reniform•• sólo 0.5 mg de luciferina pura (4) 

TABLA 2. SISTEMAS BIOLUMINISCENTES (3) 

Ora•niamoa luminoao• Lucifer•••• lPM\ Emlalón mlixlm• (nmi 
Bacterias ªº·ººº 495-500 
(Photobacterium, Vibrio) 

Dinoflagelados 420,000 475 
IGonvaulax. Pvrocvstisl 
Celentérados 21,000 460-490 
IAeauorea. Renillal 
Anélidos 300,000 500 
IDiolocardial 
Moluscos 170,000 500 
ILatial 
Crustáceos 68,000 465 
(Cvnridina) 
Insectos 100,000 560 
(Photinus. Photuris) 

12 
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2.3.1 Fuenl8• de luclr.rlna (Luclérnage) 

El acopio de organismos para el estudio químico de los mecanismos Intrínsecos, es un 
problema Importante en el campo de la biolumlnlscencla, pero la luciérnaga es más visible y 
capturable que la mayoría de los otros organismos, por ello ha sido el sistema blolumlnlscente 
más Intensamente estudiado. 

La mayor parte del trabajo sobre luciérnagas se ha realizado con una especie norteamericana 
Photlnu• pyr•ll•. pero los componentes esenciales de la reacción luminosa son comunes a 
todas las demás especies hasta ahora examinadas. (9, 12,42) 

El Photlnu• pyrall• emite luz In vivo con un máximo de 562 nm, aunque otras especies 
utilizan la misma luciferina emiten en el intervalo comprendico entre 550 y 575 nm. La 
luciérnaga es uno de los organismos bloluminiscentes más eficientes, ya que su rendimiento 
cuántico 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 síntesis total realizada por White . 

La luciferina tiene una pobre estabilidad, siendo fácilmente oxidada a dehidroluciferlna, la cuál 
puede reaccionar con ATP pero es incapaz de producir lumlnlscencla.(9) 

DIAGRAMA D. MOLÉCULA DE LUCIFERINA Y DEHIDROLUCIFEAINA DE LA 
LUCIEANAGA 

.·~-··,¡,_ ·_·.·. •" ~--:··.~·'.>;~··· ·<c.• 
,;H·;?: ·-' -· . ' . 

~8~~i*í~l-!~;~~~~t· .. 
2.3.2 La luciferasa 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN¡ 

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

Especificidad: La luciferasa de la luciérnaga sólo cataliza la oxidación luminiscente de la 
luciferina de la luciérnaga, y ésta reacción depende de la presencia de ATP, Iones Mg+2 y 
oxígeno molecular. 

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

lnhibidores: La enzima es fuertemente inhibida por el plrofosfato, varias aminas, cobre y p­
cloromercurlbenzoato, la Inhibición de éste último puede ser Inhibida por glutatlón. 

13 



Benzimidazol, benzitriazol y derivados substitutos Inhiben la reacción por competencia con la 
luciferina. 
La actividad de la luciferasa de la luciérnaga es muy sensitiva a la inhibición por aniones 
específicos. 
El orden de la eficacia de la inhibición por los aniones es SCN- > 1 - - NQ3 > Br- > CI-. 

Temperatura y pH: El pH óptimo de la actividad es de 7.8 y la intensidad máxima de luz se 
observa a 25-26ºC. (47) 

Estabilidad: La enzima puificada es estable a 4ºC pero pierde su actividad por repetidas 
congelaciones y descongelaciones. La enzima se desnaturaliza por burbujeo de aire a través 
de la solución o por exposición a superficies tales como tiras de celofán o perlas de vidrio. La 
actividad de pierde rápidamente por diálisis y no puede ser restaurada por el dializado o por 
extracto crudo hervido. ( 14, 15) 

1~ 
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3.0 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GENERAL 

-O- Implementar un método microbiológico rápido y equivalente al método tradicional de 
cuenta en placa, utilizando la bioluminiscencia para la liberación de producto terminado . 

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

-e- Demostrar que el método de Bioluminiscencia es equivalente al método de detección 
tradicional a través de los diferentes estudios de validación { Efecto de la muestra, desafío 
con microorganismos, estudio en paralelo) para optimizar el tiempo de liberación de 
producto terminado. 

<• Reconocer las buenas prácticas de manufactura a través del estudio de factibilidad para la 
implementación del metodo bioluminiscente. 

-e- Demostrar que los resultados obtenidos en el estudio en paralelo cumplen con las 
especificaciones microbiológicas indicadas en la ley general de salud para la liberación de 
producto terminado {50) 

15 
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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 req4ieren espacios de bodegas, mejorar los tiempos de distribución de sus productos, 
disminuir sus costos de transportación, disminuir inventarios, optimizar recursos humanos, los 
cuales representan altos costos; para ello se requieren de métodos microbiológicos con 
tendencia a reducir los tiempos de cuarentena de aquellos productos sensibles a 
contaminación microbiológica. 
Por lo tanto se propone en el presente trabajo la validación de un método rápido, que soporte 
las especificaciones microbiológicas de producto terminado de cuidado oral y que sea 
equivalente a los métodos tradicionales de análisis. 

16 
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5.0 MATERIAL y EQUIPO 

5.1 REACTIVOS 

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 Triplicasa (AST) 
Agar dextrosa sabouraud 

• Agar MacConkey 
• Agar para aislamiento de Pseudomonas (PIA) 

Agar Biggy 
Agar Leetheen modificado 
Agar nutritivo 
Agar sales manito! 
Agua destilada o desionizada, para la preparación de los medios 

5.2 MATERIAL GENERAL DEL LABORATORIO 

Contenedores estériles con tapa de rosca (150 mi I 11 cm x 4cm de diámetro) 
Gradilla para Tubos de lectura. 
Celdas desechables de Lectura para luminómetro 
Micropipetas: 

5·50 µI 
40·200 µI 
200 -1000 µI 

Puntas para pipetas estériles. 
5-200 µI 

300-1000 µI 
Material de vidriería dedicado para la preparación de medios de cultivo. 
Placas Petri estériles. 
Pipetas estériles de 1, 2 & 1 O mi 
Asas bacteriológicas 
Tubos de ensayo 

5.3 EQUIPO 

Luminómetro 
lncubador con agitación ajustada a 32.5ºC = 2.5°C y 200-220 r.p.m. 
Autoclave 
Balanza 
Campana de Flujo laminar. 
lncubador ajustado 22.5ºC = 2.5ºC 
lncubador ajustado 32.5ºC = 2.5ºC 
Baño de agua ajustado a 46ºC = 2ºC. 

5.4 MATERIAL BIOLóGICO 

Burkhotderia cepacia ATCC 25416 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 
Staphylococcus aureus ATCC 6538 
Bacillus subtilis ATCC 6633 

• Gandida albicans ATCC 10231 
6.0 METODOLOGIA 
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8.1 ESTUDIO DE LA EFICIENCIA DEL ANALISTA 

6.1.1 En una campana de flujo laminar. se transfirieron asépticamente 100 mi de caldo TAT 
en 1 O contenedores estériles. 

l. Durante este paso se verificaron las condiciones ambientales mediante la 
exposición de placas de AST en el área de trabajo. 

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

iii. Posteriormente se incubarán los contenedores con el caldo TAT a 32.5ºC en 
un incubador con agitación a 200- 220 r.p.m. 

iv. Visualmente se verificó algún indicio contaminación como turbidez de el caldo 
o filamentos de crecimiento microoiano. 

v. Se estrió cada muestra de ciado TAT sobre placas de agar AST. para 
confirmar la presencia o ausencia de contaminación. Se incubaron las placas 
por 48 horas a 22.5ºC y 48 horas más a 32.5ºC. 

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

vii. Registrar los resultados 

tR 
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DIAGRAMA E: ESTUDIO DE LA EFICIENCIA DEL ANALISTA. 
Por cada Analista 

Agua destilada o 
desionizada de bajo 
contenido de ATP 

Indicios de contaminación: Turbidez. 
·CHICi~lC? F~toao 

Eatriado:EI contenido de 

ceda ~-"" pl9cea. 

., ... lncut?~ción a 22.5 ~<?~ 4~ 

.. _, l!"cubación a 32.!;;.~C. ".'ª.-· .. 

lnterpretarción de 

condiciones ambientales 

. c.1;h~r• .. ~~~~1.~.1~.!JL 

Incubación a 32.5 ºC 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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fS.2 ESTUDIO DIE LA BIOCAAGA (ANALISIS DIE FACTIBILIDAD) 

Procedimiento de la prueba. 

a) En este estudio se requirieron para el análisis 1 00 muestras de producto 
terminado. Las muestras fueron colectadas en un periodo de 5 días de producción 
( 20 por día con intervalos de 1 hora) 

b) Todas las muestras fueron analizadas antes de tener 8 horas de haber sido 
producidas. 

e) Cada es vaciada completamente en un contenedor estéril y homogenizada. 

d) Asépticamente se peso un gramo de producto en 99 mi de caldo TAT en un 
contenedor estéril. 

e) Cada uno de los contenedores fue incubado con agitación a 32.SºC y 200-220 
r.p.m durante 24 horas. 

f) Por último se estrió el contenido de cada contenedor sobre placas de agar Soya 
triptica 

g) Se incubaron las cajas estriadas de 18-24hrs. a 32.SºC . 
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DIAGRAMA F: PRUEBA DE BIOCARGA 

100 muestras/ 5 días de 
Producción 

Vertlr el producto en ~ 
~-u_n_c_o_n_t_e_n_e_d_o_r_e_s~t~é_r_u_y~~~~~~~~--1~ z Homoaenlzarlo 

/ \ __, l - \ Esterilizar 

I \b'*f'ftT rs ;e; 
AL 

e::, 
/¡/¡flf I 

.. 

r'.:SIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

lncub9cl6n con mgltllcl6n 
32.9•2.SºC 

Reporte Cree (C) o No Cree. 

Calcular el % de muestras 
(.+,lo~~r•.!'11~~ 
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8.3 ESTUDIO DEL EFECTO DE LA MUESTRA 

6.3. 1 Método de Prueba. 

a) Para cada fórmula de producto se prepararon previamente dos contenedores estériles 
con 99 mi cada uno de caldo TAT estéril. Se etiquetaron como como "I" para caldo solo 
y "11 " para caldo solo más muestra. Posteriormente, asépticamente se pesaron 1 g de 
la muestra dentro del contenedor 11 

b) Se agitó el contenedor 11 para asegurar que los contenidos es uniforme. Asépticamente 
se transfirieron alícuotas de 50µ1 caldo TAT del contenedor "1" dentro de cada uno de 
cuatro tubos de lectura. Posteriormente se adicionaron 10 µI de ATP a dos de los 
tubos antes preparados. 

c) Se repitió lo indicado en el inciso b) para el contenedor 11. Esto dió ocho (8) tubos de 
lectura. 

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

e) Se realizaron los cálculos 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 la reacción de bioluminiscencla. Ver apéndice 9. 13 

6.3.2. Fórmulas para determinar el efecto de la muestra 

Ver apéndice 9. 13 

1 !-: ~~~ ~ :.:·f:;~ 
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Agua destilada/ 
des Ionizada 

(bajo contenido 
deATP) 

DIAGRAMA G: PRUEBA DEL EFECTO DE LA MUESTRA 

Prep•r•ción de C•ldo 

. \ 

/ " - \ 

/
e.ido\ 

____. TAT_ ', 
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8.4 ESTUDIO DE VALIDACION CON MICROORGANISMO 

6.4. 1 Preparación del Inoculo. 

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

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

Nota: Gandida albicans fué transferida a SDA 

c) A partir de los cultivos de 24 horas, se inoculó una asada de cada microorganismo en 
tubos con 9 mi de solución salina estéril al 0.85°/o. 

i. 

ii. 

iii. 

iv. 

v. 

vi. 

6.4.2 

Visualmente se ajustó la turbidez de la solución del cultivo con el tubo # 0.5 del 
nefelómetro de McFarland que equivale aproximadamente a1.5 x 108 

bacterias I !Tll y 1.5 x 1 o• I mi para Gandida albicans. 

A partir de la suspensiones de microorganismos se prepararon diluciones 
decimales seriadas excepto d!3 Bacillus subtillis, en solución salina estéril al 
0.85°/o para alcanzar una concentración teórica de 1000 ufc por mi en donde 
1 O µI contienen 1 O microorganismos. 

Para Bacil/us subtilis se preparó una dilución seriada en solución salina estéril 
al 0.85°/o para alcanzar un inoculo con una concentración aproximada de 
100,000 ufc por mi. A partir de esta dilución se tomarón 4.5 mi y se tranfirieron 
a tubos con 5.5 mi de solución salina al 0.85o/o para alcanzar una 
concentración teórica de 4.5 x 1 o• ufc por mi en donde 1 O µI contienen 450 
microorganismos. 

Para verificar el número de microrganismos inoculados. de cada suspensión de 
se vertieron 100µ1 en una caja petri estéril por duplicado, se adicionó AST, se 
homogenizó y se dejaron solidificar las placas. Para Candida albicans se utilizó 
SDA. 

Las placas fueron incubadas 24-48 horas a 30ºC. 

Posteriormente se contaron las unidades formadoras de colonia sobre las 
placas y se calculó el número de microorganismos 

Inoculación de las Muestras 

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

b) Día uno. 

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

ii. Después se inocularon 1 OµI de la suspensión del inoculo preparado en 3.b,c, d. 
Este paso fue repetido para cada uno de los 5 microorganismos. 



111. Control del inóculo. Para este control se prepararon 5 contenedores con 99 mi 
de caldo TAT a los cuales se les inoculó por separado 1 OµI de cada uno de los 
microorganismos antes mencionados, con el fin de verificar la viabilidad de los 
microorganismos de prueba. 

lv. Control negativo de la muestra: Para todas las muestras, asépticarnente se 
adicionó 1 g de producto a 99 mi de caldo TAT. 

v. Control Negativo. Para el control Negativo de Caldo, se preparón 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. 

Día Dos 

vi. Las muetras y los controles se incubarón a 30ºC, a 200-220 r.p.m., por 24 
Horas. 

vii. Preparación del equipo de acuerdo al apéndice 9. 1 O, 9. 11 y 9. 12 

i. Se corrieron los controles para deteminar el fondo de luz, control de reactivos 
de bioiuminicencia, control de ATP y control de caldo( Ver a;:>éndice 9. 11) 

ii. Una vez verificados los controles se procedió a la lectura de las pruebas de la 
siguiente manera: 

iii. Lectura del caldo TAT solo 

iv. Lectura de las muestras de producto+ caldo TAT 

v. Lectura de caldo TAT +microorganismo 

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

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

vii. Posteriormente .se transfirieron alícuotas de 50 µI de las muestras de prueba 
incubadas (inoculadas con microorganismos) por duplicado en dos tubos de 
lectura. Los tubos de lectura se colocaron dentro del Luminómetro y se corrieron 
las muestras.(Ver apéndice 9.11 y 9. 12) 

viii. Por último.después de leer las muestras.se limpiaron y drenaron los inyectores 
del luminómetro,para evitar cualquier tipo de contaminación en las líneas. 

Con la finalidad de comprobar la presencia de los 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 30ºC.En el caso Gandida albicans se utilizó SDA y Biggy. Para Bacillus 
subtilis se estrió solamente sobre AST y se realizó una tinción de Gram para 
confirmar los bacilos Gram positivos. A partir de las placas de AST se corrieron 
las bioquímicas correspondiente de los microorganismos utilizados 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. 



c) Día Tres 

l. Checar la confirmación del estriado de las placas del Día 2 para crecimiento e 
Identificación. Registrar los resultados como positivos o negativos y confirmar la 
Identificación del organismo . 

. .. .. 
... 4 ... :. 

26 
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B. subtllis 
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DIAGRAMA H: - PREPARACIÓN DEL INOCULO 
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DIAGRAMA 1- PREPARACIÓN DEL INÓCULO CONTINUACIÓN- CUENTA UTILIZADA 

Organismos Pl'9P•radoa: B. subtifis B. cepacia P. aeruginosa S. aureus C. albicans 
4.5 X 104 

103 ufc I mi 103 ufc/ml 103 ufc/ mi 103 ufc/ml 
ufc/ mi 

o o . 

1 00 µI de microorganismos 
Usar el Método de vaciado en placa 

Datos 

Validos Cuentas 
iguales 

Nivel de 
Inoculo 

Incubar por toda la noche 
30°C 

Conteo de ufc y 
Calculo del 

Nivel de Inoculo 

o o 
1 oo µI de microorganismos 

Usar el Método de vaciado en placa 

Cuentas no 
iguales 

Nivel de 
Inoculo 

Datos 
Invalidados 
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DIAGRAMA J : ESTUDIO DE VALIDACIÓN CON MICROORGANISMOS.DIA 1 

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

Por cada muestra de 
Producto: 

Paread• 
mieraarganl•ma 

-
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0:::;11 .. 
Adicion 10 µ 1 de 

la suspensión de 
microoraanismos -----+ 
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·-1 .· 99 rnl ....._ 
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~TAT 
._control 
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,, 

... 
'· .¡ 

99ml 
-~ ·TAT 

+la de; 
.mueeua~ 
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o 

.99m1 
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o 
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··conuol 
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" 

, 

1 
Producto inoculado, caldo inoculado. y controles en el incubador con agitación 

30 ºC. 200-220 rpm, 24 horas 

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

DÍA 2: 

1 Verificación de los Controles 1 

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. 

Lectura en el Luminómetro 

Solo para B. 
subtilis 

Verificación del crecimiento e identificación de 
los microorganismo 

+ 

Solo para 
C. a/blcans 

Incubación : toda la noche a30°C 

... 
_________ __.l .. CAl..DO Re-análisis :-

Comparación 
de los datos 
paralelos 
(crecimiento sobre 
el estriado en placa 
y positivo por 
blolumlnlscenciz 

CALDO 

í Aprobad• 

Posmvo cv 

Registro de Resultados 

Positivo: 
:LVIuestra RLU 
2 x Caldo JU.U 

Limpieza 
del equipo 

> 

final 

cv > 

Error en el pipeteo y 
Agrupación de células 

NEGATIVO 

FAl.SOS NEGATIVO O 
8101.UMINISCENCIA POSITIVO 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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9.5 ESTUDIO EN PARALELO ENTRE EL MÉTODO TRADICIONAL MICROBIOLÓGICO Y 
EL MÉTODO DE l!llOLUMINISCENCIA. 

Pruebas en Paralelo 

Para cada producto se probaron tres muestras I día de producción para un total de 10 días 
continuos de producción. Esto es un total de 30 muestras por cada fórmula 

6.5.1 Método de Bioluminiscencia.Día uno. 

i. Bioluminicencia: Por cada muestra, asépticamente se pesó 1 g de producto en 
99 mi de Caldo TAT en un contenedor de plástico estéril (asegurando de cerrar 
bien la tapa). Posteriormente se incubó con agitación a 32.5ºC, a 200-220 
r.p.m. por 24 - 25 hrs. Asegurando que la agitación no causara salpicaduras del 
caldo en la tapa de los contenedores . (Incluyendo un control de caldo de 50 
mi - 1 OOml por cada frasco o matraz de medio usado.) 

Verificación de los controles.Día dos 

ii. Después, se transfirieron alícuotas de 50 µI de las muestras de prueba 
incubadas por duplicado en dos tubos de lectura. Se colocaron los tubos 
dentro del Luminómetro y se hizo el corrimiento de las muestras. 
(Ver apéndice 9. 1 O, Apéndice 9. 11 y Apéndice 9. 12) 

m. Al terminar de leer las muestras.los inyectores se drenaron y se limpiaron.para 
evitar contaminación de las lineas del equipo 

6.5.2 Método Tradicional: Para cada muestra se pesaron 1 O g de muestra en 90 mL de 
caldo TAT. Las muestras se homogenizaron y se transfirieron a cajas petri de la 
siguiente manera: : 

a) 1 .o y O. 1 mi ,posteriormente se adicionaron 25 mi de ALM previamente 
atemperado a 46ºC.incubando a 32ºC por cuatro días .Se tomaron las 
lecturas calculando las UFC/g ,multiplicando las colonias contadas por el 
factor de dilución 

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

c) 1.0 mi a tubo de ensaye que contiene 9 mi de caldo TAT. Incubando a 32ºC 
por 48 hrs .Con una asa se estrió el contenido de cada tubo en ALM, 
ASM, AMK .. Incubando 48 hrs a 32ºC . Bioluminicencia- Día Dos. 

:\1 
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DIAGRAMA L : MÉTODO DE PRUEBA. ESTUDIO EN PARALELO (MÉTODO TRADICIONAL 
Y MÉTODO DE lllOLUMINISCENCIA) 

3 muestras/ día de producción 10 días de producción= 30 muestras TE5!:.: CON 
FALLA DE ORIGEN 

MÉTODO DE 
BIOLUMINISCENCIA 

METO DO 
TRADICIONAL 

DíA 2: 

Í99ml< 
Caldo 

'TAT 
lcont 

Incubación con agitación: 
32.5 ºC, 200·220 r.p.m., 24 horas 

(que el caldo no salpique en la tapa) 

Reconstitución de los 
Re,tjygs 

Limpieza y drenado de los 
jnyectores d@I Lymjnómetrg 

Corrimiento de las pruebas de los 
Controles positivo y negativo 

1 
50µ1 Caldo 
en cada uno 

1 gr de 
muestra 

Medir las RLU en el Luminómetro 

Registrar los resultados 

10 gr 
muestra 

de 

90ml.: 
Caldo: 
\TAT 

+ • 1.0 mi 0.1 mi 

2X 2X 

[] 

+ 
Incubación a 

32ºC por 4 dias 

Leer las placas y 
calcular las UFC/gr 

multiplicando las 
colonias contadas 

por el factor de 
dilución 

1 

Tubos da ensaye con 9 mi de 
caldo TAT.lncubar a 32ªC por 
48hrs.Estriar el contenido de 
cada tubo en ALM,ASM,McC 

Comparación 
resultados 

de 

+ 
1.0 mi 

2X 

Incubación a 
22ºC por 5 dlas 

Leer las placas y 
calcular las UFC/gr 

multiplicando las 
colonias contadas 

por el factor de 
dilución 

1.0 mi 
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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) 0/.,C.V. RESULTADOS 

1 3359 8 NEGATIVO 
::? 3591 tJ.8 NEGATIVO 
3 3509 1.6 NEGATIVO 
4 -1-305 3_...¡. NEGATTVO 
5 4305 3.6 NEGATIVO 
6 4"'1'1 5.8 NEGATIVO 
7 3465 6.5 NEGATIVO 
8 4::?81 6.5 NEGATIVO 
\) 36!KI 6.1 NEGATIVO 

111 4:?8:? 1.5 NEGATIVO 

TABLA 4. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE BIOCARGA 

DESCRIPCION 

PRODCCTO 
PRL'EBA 1 
PRODL'CTO 
PRCEBA::? 
PRODCCTO 
PRL'EBA3 
PRODCCTO 
PRCEB:\4 
PRODCCTO 
PRL"EB:\ 5 
PRODL"CTO 
PRCEBA6 
PRODLºCTO 
PRL"EB:\ 7 
PRODCCTO 
PRL'EBA8 
PRODL"CTO 
PRL-EBA 9 
PRODCCTO 
PRL"EB:\ 111 

DE 

DE 

DE 

DE 

DE 

DE 

DE 

DE 

DE 

DE 

RESL'LT.·\DO 

NO CRECIJ\.ITE:t--'TO 

NO CRECil\ITENTO 

NO CRECil\ITE:t--'TO 

NO CRECil\ITENTO 

NO CRECil\ITENTO 

NO CRECIMIENTO 

NO CRECil\ITENTO 

NO CRECIJ\.ITENTO 

NO CRECil\ITE:t--'TO 

NO CRECil\ITENTO 

0 u DE l\füESTRAS 
NEGATIVAS 

ESTRIADO EN 
AGAR 

NOCRECIO 
NOCRECIO 
NOCRECIO 
NOCRECIO 
NOCRECIO 

ºNOCRECIO 
NOCRECIO 
NOCRECIO 
NOCRECIO 
NOCRECIO 

Observación 
microscópica 

•En cada categoría de producto se analizaron 100 muestras distriuídas en 5 dias de 
producción. 

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. 

33 
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TABLA 5. RESULTADOS DEL EFECTO DE LA MUESTRA PARA 
EL PRODUCTO DE PRUEBA 1 

A ALU del caldo solo 

B ALU del caldo+ 10 ul de ATP 

c ALU de la muestra en el caldo 

D ALU de la muestra en caldo+ 10 ul de ATP 

E ALU del fondo de luz del aparato 

Concentración de ATP en el caldo (pM) 

Respuesta al ATP" (%) 

• Debe estar entre 25':6-200':6 

Concentración de ATP del producto (pM) 

• Debe ser menor a 2 veces la concentración 

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 

Lectura 
1 

3807 

141952 
7 

6463 
193941 

3 
53 

=~x16 
000 

(B-A) 

= ~ X 
100 

(B - A) 

=~X 
16 000 

(D -C) 

Lectura Lectura Lectura Lectura Promedio 
2 3 4 5 

3900 3854 
145256 1436046 

5 
6519 6491 

199214 1965779 
5 

43 45 49 48 48 

43 ! picor.-:olar 

¿La muestra inhibe 
la reacción de 

bioluminiscencia? 
137 f% No 1 

¿La muestra 
contiene ATP no 

microbiano? 
53 l~~com.:>I No 

1 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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TABLA e. RESULTADOS DEL EFECTO DE LA MUESTRA PARA 
EL PRODUCTO DE PRUEBA 2 

Lectura Lectura Lectura Lectura 

A ALU del caldo solo 
B ALU del caldo+ 10 ul de ATP 

C ALU de la muestra en el caldo 
D ALU de la muestra en caldo + 1 O ul de ATP 

E ALU del fondo de luz del aparato 

Concentración de ATP en el caldo (pM) 

Respuesta al ATP* (%) 

• Debe estar entre 25~ó-200~f:J 

Concentración de ATP del producto (pM) 

• Debe ser menor a 2 veces ta concentración 
ele ATP en el calcio 

1 
3807 

141952 
7 

6399 
195402 

o 
53 

=~X 
16 000 

2 3 
3900 

145256 
5 

6232 
186911 

5 
43 45 

(B ·A) ~ picomolar 

=~X 
100 

(B ·A) c:::!M:)% 

=~X 
16 000 

(D • C) c:::E:]picomolar 

4 

49 

Lectura 5 Promedio 

3854 
1436046 

6315.5 
1911567. 

5 
48 48 

¿La muestra inhibe la 
reacción de 

bioluminiscencia? 
No l 

¿La muestra contiene 
ATP no microbiano? 

No l 

RESULTADO DEL ESTUDIO: Prueba del electo de 
la muestra aprobada 

CONTROLES DE MEDIOS UTILIZADOS 
TESIS CON 

FALLA DE ORIGEN 
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 7. RESULTADOS DEL EFECTO DE LA MUESTRA PARA 
EL PRODUCTO DE PRUEBA 3 

Lectura Lectura Lectura Lectura 

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

C RLU de la muestra en el caldo 
D RLU de la muestra en caldo + 1 O ul de ATP 

E RLU del fondo de luz del aparato 

Concentración de ATP en el caldo (pM) 

Respuesta al ATP• (%) 

• Debe estar entre 25%-200% 

Concentración de ATP del producto (pM) 

• Debe ser menor a 2 veces la concentración 
ele ATP en el calcio 

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 

1 
3807 

141952 
7 

5449 
174676 

7 
53 

~X 
16 000 

2 3 
3900 

145256 
5 

5486 
165067 

6 
43 45 

(B - A) ~plcomolar 

=~X 
100 

=~X 
16 000 

(D - C) (3Dpicomolar 

TE~•S Ct..·i¡ 
FALLA DE ORIGEN 

4 

49 

Lectura Promedio 
5 

3854 
1436046 

5467.5 
1698721 

.5 
48 48 

¿La muestra inhibe 
la reacción de 

bioluminiscencia? 
l No l 

¿La muestra 
contiene ATP no 

microbiano? 
No l 
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TABLA 8. RESULTADOS DEL EFECTO DE LA MUESTRA PARA 
EL PRODUCTO DE PRUEBA 4 

A ALU del caldo solo 
B ALU del caldo + 1 O ul de ATP 

C ALU de la muestra en el caldo 
D ALU de la muestra en caldo + 1 O ul de ATP 

E ALU del fondo de luz del aparato 

Concentración de ATP en el caldo (pM) 

Respuesta al ATP" (%) 

• Debe estar entre 25'%-200'!!6 

Concentración de ATP del producto (pM) 

• Debe ser menor a 2 veces la concentración 
de ATP en el caldo 

RESULTADO DEL ESTUDIO: Prueba del electo 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 

Lectura Lectura Lectura Lectura 
1 

3807 
141952 

7 
4842 

158235 
2 
53 

~X 
16 000 

2 3 
3900 

145256 
5 

4510 
149322 

2 
43 45 

(B ·A) ~picomolar 

=~X 
100 

(B • A) CJ:QL]% 

=~X 

16 ººº 
(D - C) ~picomolar 

4 

49 

Lectura Promedio 
5 

3854 
1436046 

4676 
1537787 

48 48 

¿La muestra inhibe 
la reacción de 

bioluminiscencia? 
No 1 

¿La muestra 
contiene ATP no 

microbiano? 
No 1 

TES!S CON 
FALLA DE ORIGEN 
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TABLA 9. RESULTADOS DEL EFECTO DE LA MUESTRA PARA EL 
PRODUCTO DE PRUEBA 5 

A RLU del caldo solo 
B RLU del caldo + 1 O ul de ATP 

C RLU de la muestra en el caldo 
D RLU de la muestra en caldo + 1 O ul de ATP 

E RLU del fondo de luz del aparato 

Concentración de ATP en el caldo (pM) 

Respuesta al ATP* (%) 

• Debe estar entre 25'!f>-200% 

Concentración de ATP del producto (pM) 

• Debe ser menor a 2 veces la concentración 
de ATP en el caldo 

RESULTADO DEL ESTUDIO: Prueba del efecto de 
la muestra aprobada 

Lectura 
1 

3807 
141952 

7 
4167 

130365 
9 
53 

=~X 
16 000 

Lectura Lectura 
2 3 

3900 
145256 

5 
4196 

141534 
3 

43 45 

(B - A) LJDpicomolar 

=~X 
100 

(B - A) C][:)% 

= !.Q.....:..jil X 
16000 

(D - C) ~picomolar 

Lectura 
4 

49 

Lectura Promedio 
5 

3854 
1436046 

4181.5 
1359501 

48 48 

¿La muestra inhibe 
ta reacción de 

bioluminiscencia? 
No 1 

¿La muestra 
contiene ATP no 

microbiano? 
No 1 

CONTROLES DE MEDIOS UTILIZADOS 

TESIS CON f 
FALLA DE ORIGEN 

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

38 
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TABLA 10. RESULTADOS DEL EFECTO DE LA MUESTRA PARA 
EL PRODUCTO DE PRUEBA 8 

Lectura Lectura Lectura Lectura 

A ALU del caldo solo 
B ALU del caldo+ 10 ul de ATP 

e ALU de la muestra en el caldo 
D ALU de la muestra en caldo+ 10 ul de ATP 

E ALU del fondo de luz del aparato 

Concentración de ATP en el caldo (pM) 

Respuesta al ATP• (º/o) 

• Debe estar entre 2S~G-200% 

Concentración de ATP del producto (pM) 

• Debe ser menor a 2 veces la concentración 
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 

1 
3807 

141952 
7 

7396 
150400 

o 
53 

~X 

16 ººº 

2 3 
3900 

145256 
5 

7321 
149191 

7 
43 45 

(B - A) ~picomolar 

=~X 
100 

(B·A) ~% 

=~X 

16 ººº 
(D - C) ~picomolar 

4 

49 

Lectura Promedio 
5 

3854 
1436046 

7358.5 
1497959 

48 48 

¿La muestra inhibe 
la reacción de 

bioluminiscencia? 
No ! 

¿La muestra 
contiene ATP no 

microbiano? 
No ! 

39 
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TABLA 11. RESULTADOS DEL EFECTO DE LA MUESTRA PARA EL PRODUCTO DE PRUEBA 7 

A ALU del caldo solo 
B ALU del caldo+ 10 uf de ATP 

e ALU de la muestra en el caldo 
D ALU de la muestra en caldo + 1 O uf de ATP 

E ALU del fondo de luz del aparato 

Concentración de ATP en el caldo (pM) 

Respuesta al ATP* (~~) 

•Debe estar entre 25%-200% 

Concentración de ATP del producto (pM) 

• Debe ser menor a 2 veces la concentración 
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 

Lectura 
1 

3807 
141952 

7 
7885 

168111 
5 

53 

~ X 

16 000 
(B· A) 

= !.Q._-~ X 

100 

(B ·A) 

=~ X 

16 000 

(D-C) 

Lectura Lectura Lectura Lectura Promedio 
2 3 4 5 

3900 3854 
145256 1436046 

5 
8083 7984 

162650 1653807. 
o 5 

43 45 49 48 48 

QDpicomolar 

¿La muestra inhibe 
la reacción de 

bioluminiscencia? 
~% No 1 

¿La muestra 
contiene ATP no 

microbiano? 
crr:::Jpiconiolar No 1 
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TABLA 12. RESULTADOS DEL EFECTO DE LA MUESTRA PARA EL PRODUCTO DE PRUEBA 8 

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

C RLU de la muestra en el caldo 
D RLU de la muestra en caldo + 1 o ul de ATP 

E RLU del fondo de luz del aparato 

Concentración de ATP en el caldo (pM) 

Respuesta al ATPº (%) 

• Debe estar entre 25~G-200% 

Concentración de ATP del producto (pM) 

• Debe ser menor a 2 veces la concentración 
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 

Lectura Lectura Lectura Lectura 
1 2 3 4 

3807 3900 
141952 145256 

7 5 
6857 6498 

138492 151845 
o 2 

53 43 45 49 

~ X 

16 000 
(B-A) ~picomolar 

=~ X 

100 

(B ·A) DQLJº/o 

=~ X 

16 000 

(D-C) ~picomolar 

n:s1scoN 
VALLA DE ORIGEN 

Lectura Promedio 
5 

3854 
1436046 

6677.5 
1451686 

48 48 

¿La muestra inhibe 
la reacción de 

bioluminiscencia? 
No 1 

¿La muestra 
contiene ATP no 

microbiano? 
No 1 

41 



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

A ALU del caldo solo 
B ALU del caldo + 1 O ul de ATP 

e ALU de la muestra en el caldo 
D ALU de la muestra en caldo+ 10 ul de ATP 

E ALU del fondo de luz del aparato 

Concentración de ATP en el caldo (pM) 

Respuesta al ATP• (%) 

• Debe estar entre 25%-200% 

Concentración de ATP del producto (pM) 

• Debe ser menor a 2 veces la concentración 
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 

Lectura Lectura Lectura Lectura 
1 

3807 
141952 

7 
7980 

154854 
1 

53 

.cA....:...J;l X 
16000 

2 3 
3900 

145256 
5 

7290 
158316 

4 
43 45 

(B - A) ~picomolar 

= LQ.....:....Ql X 
100 

(B - A) CJ:QE:J% 

=~X 

16 ººº 
(D - C) ~picomolar 

4 

49 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Lectura Promedio 
5 

3854 
1436046 

7635 
1565852. 

5 
48 48 

¿La muestra inhibe 
la reacción de 

bioluminiscencia? 
No ! 

¿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 

A ALU del caldo solo 
B ALU del caldo+ 10 ul de ATP 

c ALU de la muestra en el caldo 
O ALU de la muestra en caldo + 1 O ul de ATP 

E ALU del fondo de luz del aparato 

Concentración de ATP en el caldo (pM) 

Respuesta al ATP- (º/o) 

• Debe estar entre 25'Jb·200% 

Concentración de ATP del producto (pM) 

• Debe ser menor a 2 veces la concentración 
de ATP en el caldo 

RESULTADO DEL ESTUDIO: 
de la muestra aprobada 

Prueba del efecto 

CONTROLES DE MEDIOS UTILIZADOS 

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

= !a..::,J;il X 1 6 
000 

(B-A) 

= !.Q.....:....Ql X 
100 

(B- A) 

=~· 16 000 

(D- C) 

Lectura 
1 

3807 
141952 

7 
7040 

163835 
o 

53 

Lectura Lectura Lectura 
2 3 4 

3900 
145256 

5 
7659 

163466 
8 

43 45 49 

~picomolar 

~picomolar 

Lectura Promedio 
5 

3854 
1436046 

7349.5 
1636509 

48 48 

¿La muestra inhib 
la reacción de 

bioluminiscencia'? 

43 

No l 

¿La muestra 
contiene ATP no 

microbiano? 
No l 



TABLA 15. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE VALIDACION CON 
MICROORGANISMOS PRODUCTO DE PRUEBA 1 

/\llu••~: .. "°'ª • 
Caoao TAT. -· 

·-~ 

C....100 OA•• C. . ,.., ... 
C••Oo :A;. 
P•~n-

C.IQO lAl• B . ..... ,,. 

.._ __ 
- ALU de tr- lot- de produclo 

~=­
~=!·· con 
1...-gulatwa 

~o•O"••• ...ooon,.• ea.en ... 
D•anca• mata Di.neas mal" rWondas 
c1reu1a,.a c1f'Cularw• eoior cal* 

cramo .. a 
Dr1ilanltta CO" 
Do•Oea 
•rtttOula•ea 

Go•O""'·•• 
CO""'·-· dtt 

~aea ~= 
amar•llO 

rugoa.aa 
1rt89Utaraa 

con_,... ae 
Dorda• 11.aa 
,. "°"" .,,,.,dio 

-

O O. COior ~:: ;~=-
o•lodO ain Dora .. ..acmaaa con 
1fT99ula,.• oogrr-.1ac>ÓI'> 

::w'le 

·-

Caldo TAT• 
...,uea1ra • B. 
e~•• 

Colo""'ª •ncc>IO•a• ~•&a• , coaic:110 Gratn .-..ga1,_ 

Caigo "':"AT. 
,.., ... at•a • c. .,,.., ... 
C...100 TAT• 
........ "ª - P9 

-""'•"-

Ca·oco 
TAT.,......,.eatra • 
s .... ..aue 

Cau:Jc 
TA'!°•l'T'luealra • 
B. aubf1k• 

--
V~A 

SCA 

:..um,,.,A'fE 

......... 

060602·3 ......... 

31!>-/D 
2 

NO APLICA 

POSITNO 
NEOATNO 
NOCAECI() 

c...,.....011.11• 
Dnli:~::.con 

1PWgul..,..• 

Cooon•a• eoo0n .. • 
Dla"c:a• ....,.,,. D1anc:as ma1e r-aonoaa a. 

c•f'Cularea cm:-u1t1••• cOIOl"cal* 

cremo-• 
D"':"O::.coro 

,,,...gutarea 

con--•ae t>O"O•• .. ...,. 
;>eco•or 
..,......,11g 

ruoo .... • 
•r'8'Qu:a•e1 

ColOl'I••• 
c~-•a" 
Dora.a 11ao• 

deCOIOf' 

o da COIO• t0•• c......--oaaa 
0A11100 con DOraea tadOndaa con 

•fT89ularws ~:""' 

t;.oion•a• 1ncoooraa Cooonoa• 
o aa color rasa c•emoaaa 

p.t.1.ao co" e>oroea raooncsaa COI"' 
mttgulafes e:.Z~":i'°" 

TESIS CON 
FALLA DI ORIGEN 

Coco• en rac•fftOa 
Oramoo .. 1noa 



TABLA 1e. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE YALIDACION CON 
MICROORGANISMOS PRODUCTO DE PRUEBA 2 

~A7••. 

Caiao "'fA; .. e 
., __ 

T .. T. 
..,u.,111ra .. B. 
C9119C .. 

TAT .. 
• c. 

albea,.. 

(,,;;,t100 !Al• 

"'ue1wa - P9 
-rvg11n-

:;a•ao ,. ... ,. ........... 1•• .. 
S.aure~ 

:::&100 
iAT .. ...,ueU•& • 
B. au,.,.,• 
•o.-oo '.'.l9 , .. z 
'l"'"'7u•i:JC: 

--
L.,.1,1m1nATE 

1.,. .. m,.,EX 

·~ 

RLU d9 tr- lot .. O. producto 

L99- L01s L ... IE. LOTE C-- ~e 
....._ A • e ~a 

J..' 1 ..-~ ltl J • ~¡t\,.¡~ JU:>~._....., 

•.-... 

060602·3 ......... 

• 2 ' 

CLAVES: 

NEO: 

NOAPUCA 

POSITIVO 
NEGATIVO 
NOCAE.C.0 

-
on••• 

CIWf'T>0 .. 11 
on11.an1e11 ·-· 
eo.on ••• 
o•ancas 
erre u lares 

eo.cn~. 
cremows 

~==!·• 
'"ftgUl&Utll 

con-.. 1 oe 
00<0.S l1110ll da 
color arnanllo 

Colon••• 
c:......a .. 11 
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c:•trmews 
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COltlet 

G<01nn•a11 
con-u1ae 

Dof'O••••..:isoe 
eoooramat1l10 

-

ca_.. ... 

o,.ncas "'ª'ª 

Co<on1a• 
c:or>-usae 
ooroe• 111011 

oec:olct 
amanuo 

~o•on•a• ~·•• B.-cuo Ura"" 

.-1c0<0tas ~ .. = ~-:: con "'9CJ•I...., 
oauoo con i:i•go"••·11ac1C1., 

~º.;g:.~..,. =~:.-'· 

•ne=•~•.,.~=• 
COfQ<ro .... ~·con 
p;6hdO con Oign>erl!Kión 

00-0.,11 •'99"~'• 
,......,,Ula ... I -<Oo&a 

i:ia1.aoc:on 

~-11regulal'•• 

Cf9'TIO .. ll 
r.oonaas con 

~Zaz~'°" 

~·· Qr..,..,po111l•\IOll 

(.;.ocosen 
rac1rno11 

Qrampa .. 1..igs 

'r'?;'"'T~ ..., ... - . 
• L, .;•J.•· I .(... •v 

FALLA DE OMGEN 



TABLA 17. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE VALIDACION CON 
MICROORGANISMOS PRODUCTO DE PRUEBA 3 

C..oo A • B. -
L.99- LOTa .. LOT&. LOT& e e~ UFC 
..._ ~a -.:ULADA8 

1 ;;-;;;;,;;::. 

onllantes c:on 
Doraes otfttgular•• 

- -Y 

NC 

'ºº ,,. .... .... 6020::>' ··- =~.~ .. ¡~=~ .. =:· •edond•• 
';,~1~-• color calé 

..... - ·--

oneoooras o oe cremo..., 
color •OM r.Oc;M"I04S con 
oa1oc:10 con p.¡~•T,...la::oón 
O'J..0.S 1'991'.,,...nte 

. '""'l.l"lar•• -<tJO-

•;;.~.-~-0--~ •• ~.--...,..,--~l---=---l---,---ll--.,.,---ll--~---+-----~---+~~-----+--=---+-~,~.c----+-·-,~c"·"--+,~~~-·::::;::--~~.~º-,o~-.. +,'.'..."""~~.~~-~ •• --~-+--~.~~.,;.~~:~,~~ .• -=--f 
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mues1ra ... B ·-
Ca•oo TAT· 
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"""'º 'l'AT • ...,ue•I•• • 
s .... ,.... 
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-- ••0602·1 

•50602 2 
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O.A 
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NO APl..tCA 

POSaTIVO 
NEGATIVO 
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TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

..........-s ... 1-::1mos 
01arnpg .. 1noo• 



47 

TABLA 1a. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE VALIDACION CON 
MICROORGANISMOS PRODUCTO DE PRUEBA 4 

Mue•lra aoia • 
TA~ 

C..oo •A 1 ... •· ·-

C.100 TAO ... 8. 
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TES!~ CON 
FALLA DE ORIGEN 

._.,,.,,..,ATE 
L.,,.,,., Ex 
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POSITIVO 

NEGATIVO 

NOCAECIO 



TABLA 19. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE VALIDACION CON 
MICROORGANISMOS PRODUCTO DE PRUEBA 5 
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TAllLA 20. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE YALIDACION CON 
MICROORGANISMOS PRODUCTO DE PRUEllA 8 
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1,;ooon ... 
conv.us de 

bo<de• hllOSde 
COIOl.afT\atlllQ 

Cotan••• •ncoio••• eooon ... • 8.-"º ,_.,.,.,.. 
a oe ca10r f'OSa c•ernot.a• negauvc 
o•i.ao c0ti oo•c>e• r900l">C1a;a con 
ortegularos PogrT>enla:oón 

~-;:"'ª 

Coloro1aa •r>eO<Ot&S Cooon .. a S.C••O Ufll,.,.. 
o ae coior rosa c.....oo-• negalrvc 
o4'1odo con boro.a ~· con 
•"9QUl&res 1)9"9ftl.COÓl"I 

_,,,...zul 

Co<o,...1as 'neo";"•• Colon••• t:iac:uo ,,,.,.,.,.., 
oaacoiorroaa e....no .... • ,,.,...11..u 

o•hoo con t>o<"Ma r..aono.a con 
orreguiarea oogrnen1ac:oón 

~oo-='"'ª 

TES!:' C'C!'l 
FALLA DI ORIGEN 

-'9 



50 

TABLA 21. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE VALIDACION CON 
MICROORGANISMOS PRODUCTO DE PRUEBA 7 

Mue•Ttlt &Ola .. 
TAT 

c .. 100 TA,., ... 

·-~ 

Catoo -A·· C. •llHc•,,. 

C .. JOO -A•• P•-...-

\..oliOO !Al• a. 

Ca•oo TA r. B. 
•ullf•I• 

~IOO TAT• :=::. .. c. 

Colldo TAT• 
~ueUra • P9 --
C.•'ªº rAr.muest•a. 
s .• ., ..... 

c..ao 
'l'"AT .. mue•T•a • 
B. aubrrlfa 

;::0"00 O. •uZ 

º'"<tQU•D<l 

--

RLU de tr- lot .. de producto 

~ LOr-.A L-·-- L---C ,.;c¡¡;¡;¡¡¡"'ca ..ac~ 

POS 

........... 

'f 280502-€ 

- 0606C.l-l .......... CLAVES: 

MO APL.tcA 

NEG: fllEQATIYO 
NC: M>CAECIO 

eo.o ..... 
C...-..Osa• 
onua,,, .. cO" -· 
"°"º"••• Co<0"••• 
Dlllnc;a• mal• O•ar>ca• l'900r'1Qa• 
c1rcuiaras mat• coiorcafá 

CDnV9-• de 
tlOl'de• 11.0• 
Oll COior 
WT"anllo 

e.o.en.a• 
rugosa• 

•ITitOUIAr•• 

eoion .... 
c•e.-osa• 

tl'"..,.Te•CO" 
bo•::J•• 

<;O"--•Qe 
tlo<ae .. hSO• 

0.COIOf 

CU..--• d• 
boro.• 11.a• o• 
coioramanuo 

~ .... 
C>orO.• l•K>•O. 
COIO<.,.,...,,llO 

Coocn.a• oncoicraa 
oa.coaorro•• c~aa• 

pa1icio con coro.a IWdonaa• can 
ll'TSIQUIA .... p~lacoór'I 

=="-

Colon.as 1ncoioraa 
o a• cOIO< •o•a cn•<n<>-• 

pa11ao con t>ordea •edOnd&a con 
"'otgulares !:.Zaz~IÓ" 

50 

-·­Ci•arnl>O .. ln.o• 

Coco•..., 
ra::•ma• 

Cirampo.,1""°" 
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TABLA 22. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE VALIDACION CON 
MICROORGANISMOS PRODUCTO DE PRUEBA 8 

Ca1Qo TA":". B. ·---
C.....ao T•r- c. ., ........ 

- ... ¡. 

;,~::.. c. 

C.1oci ':'A~­
.,.,uestra • P9 ----
.:;,.,cc 
!'AT • ..,..yeal•a • 
s .• .,~ 

C.. o OC 
TA-• ...,..,.,a1ra. 
B. auM1lla 

.. onoc <l• • .z 
'39' e'<:lU,DO 

--
'°"A 
SOA 

-

RLU de tr- lot- de producto 

POS 

060602·3 -....... NO APLICA 

NEQ: NEQATrvO 

NOCAECtO 

;;o.o .... . 
c....,,a ... • 
1>n!lant•• 

COlon•a• 
ci1ancaa 
mate 
corcu!area 

t1nU&rotes 
con DOl'O<H 
onegularas 

Goic ..... 
cor-as.,.. 
boli:t9s ltSOS 

~nlloCOlor 

t\JQONIS 
•n,.gu1anta 

c•ernoMl.s 
cirnlarues 

coro ooroes 
1negu1a .. a 

Colon.as 
,~. 

on11an••H 

co,._..aaa .. 
ootnooa ''"°ª 

;..ooon••• 

""'"'º .... .. .. ..-:;_ .... . 

~··· ,..,,... -·· c1rcu•ares 

t>•a.r>c•• 

-y 

(.;oton ... ·-· colOrc:alié 

.~~=~ 
cOIOrcale 

_..., 

~'C""ª" mcooora• ;:.o.o.-..aa 
O Otl COIO• """'ª e,_..., .... 
p&ltao con oora.a •.oond•• con 
ot•~ulare. ~'Z~~OÓl"I 

Co•on1aa 1neoooraa Colo!'>••• 
o de <:O'Of rosa c:r.....a-• 

SllÍhdo con DOrae• redOnO.S con 
'"'9QUla... p~!.:::oOn 

~ro:::"'ª 

Com 
OramDO.,trvas 

Qrampas1t1'1Ca 

C<vo"""ª •n<:OIO•a• Cooo.., .. • 8-=11<> ú•am 
o de eotor -.;isa e~-• ,..._a1rvo 

PAll<ICI i;on D0<'09S ~· con 
'"*;J .. iar.• ~~~~IÓI'\ 

Orarnpa.,!...aa 

OtatT'IOO.,•rvas 
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TABLA 23. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE VALIDACION CON 
MICROORGANISMOS PRODUCTO DE PRUEBA 9 

...... '°º , ... , ••. ·-
Ct1100 r.A;• C. .. -.. 

ALU d9 tr .. lot .. d9 producto 

L.9- 1-·-• -·-• -·-e -

•o• 

-
t ... OIOt'I ... . 
c..-no .. . 
Onlla!"ll9s 

- "°""'' •rTegulal,... 

- _., 

l.clO!"loAS Gotgn .. s 

oianc:..s oia..ea• reaonoaa 

c._ ... 
º"llanl•• 
con t>oro.• 
·rr~ular•s 

C.O.On1as 
eo.._ ... <:i• 
OOl'd'9S h-.os 
~ .... .,,.,.,.,11o 

ma1a COIOf<:.llle 
c1rculate• 

-

~·::. °"' 
ttOtd9s h'ICI• d9 
coior11m .. nlle' 

•ec - ·--
l,;.01Qn1as .n::o•o••• .... e>..CnO u.r•m 
O <Je CCllor ros• C,_... "9galNO 

"'ª''ªº con coro.• reaor-o.. con 
O~TM:oón 

:=="'. 

Colon••• •nco>o••• VOOon••• coac•IO ..:;¡,.,.,.. 
o cie COIOt ro•• c......,... ..-gativo 
oiUoao con OOO't!e• ~· con 
1"9QUi.i"- =--~~oón 

Ne 

Ne 

. .;:::: . 
.,;;.-'~.~~~~.-.-.~,.~~~~1--.,,..,.~.....,....,.,--t""'"""='¡....,,,~~·~""'",,~,-t---,=<~-t-~-..,,.--~-t-.~.~"""'~-~.-+_.,,.,..~1-~,.,,.~-+~·-N=c-·~"t"G°""""~.~;;;::;~•:.:.,~~~::;';~~-·of<!.~~-::;::-:_••~--it-1~~.,...w .. ~~~o..,:.;~;;-
c~NI on11an1ea 0•1000 con ~· ..aanc:saa con 

...... 
'T'"ª"'ª • c. •lbc•,,. 

con tx>rUes •tT...,ui.tes p~i.:.on 

'"9'1U•area :Oai:'"'• 

..;.Q>O"I ... 

o~• •.aonaa•O• 
mal• cooor ea'* 

.,;;,-~"-:~-.. -.-:~ .• ~J..~.l--~~~~......¡-..,~......¡"-~~4---,~~4-~~-..,~4-0-,~~---.~.;,_~~~,.....~~-4-~~~0~-1"eo.~0-~-"~-.,:,..-·-,-~-.~-·~~~~-,~-~-~-.~--1-~"'~-..... -,~-~NO-.. -m-
..,..,8'n- º""ª"''ªª oa•oaa con t>oroe• ~· con 

;;.aoao 
":'"A.T .... utHT•a • 
s ..... .... 

C...•ac 
TAT • .,...u.-•lta • 
8 .... - ... 
,.onac .J• ·.z 
""' ...;: .... po 

·­--
' 290502'6 

Ve COl••.,<EV 060602-3 
-.,.,_ ......... CLAYE9' 

lillO&PLtCA 

~TIYO 

MEGATNO 
NOCRECM) 

eon ~ord•• •rT9gulareS pogrnen1.co0n 

..:.o-on,aa 
e.,,.._,..•a• 
OO'a..• ·•ao• 

o .. eOIOf" 

Cc.ac"n ... con_...,•O• 
00:..0•• h-108 
eOIOl'aman1lo 

_,,,_azul 

Q,.,,.,pa .. l<wo• 
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TABLA 24. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE VALIDACION CON 
MICROORGANISMOS PRODUCTO DE PRUEBA 10 

[C.atao •A+•· ·-
Ca•do Ai• C. ---
ca.ao !A· .. P•--.-

Ca<do TAT .. S. --
Ca100 iAi• 
mu.,SltA • 8. ·-· 
ca•ao "':'AT .. 
.......... , .... e 
•ll#c•,. 

'-•'°º 1"AT•muell•a • 
s .... ,.. ... 

'"""'ºº TAT•muast•a • 
s.aubfl"• 
~Ol"Oc ª" .,, 
Cli'"...:;.,,cc 

--

...__ -

• :.1E-.i11 ~-114'11.;;i •:.~dl:llo<tl . 

___ .... 

eos 

' 280502~ 

-._ .. ,,.,.nATE 
i...,m,..,EX 

CLAVES: 

NO APLICA 

P09mYO 
NEGATIVO 
NOCAECtO 

onHanT•• 
con~ 
1nwgu..,._• 

- -

ecn _ _. oa 

OO<'des 111'01 cJe 
COIOrmna"lllo 

eo.on .... 
c:on-.aaaa 

coro.. 11.a• oa 
colOr ama,nllO 

- ·--

Cooon•a• oneoicras ""°'°"'ªª ~"º uram 
o eta CQIOf" rosa c~a.• negauvo 
páhao con oc;,,,:;t•• reaonaaa con 
•tteguia .. a poor-1.coón 

~-;:"te 

<,;;.oioo.aa oncooor.. Colon.as l;ja::uo ...:;,...,., 
o ae COior •o•• cntmosa• n.,gat"'° 
oáhcto con DOl'de• ...oonc;s.a con 
1rr19Qu1ates ~'Z'u~oón 

~~~=~··;.;;;;.;;::. 
Dáloao con ooro.s .-.a.• con 

lrf9'1Ul&faS pogr._.i.c:l()n 
-ráe-&6\.11 

Co<a•~ 
fllC'lrT\01 

Cr.n:ipo11t1VQI 

8a::110• 
GrarnPO.,t1'oiO• 

. TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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TABLA 25. IDENTIFICACION DE C.a#bicana 
Parámetros de ldentificmción 
[Sistema API 20 C AUX) 
ldentiflc•cion de l•v•dur-

24h + + + + + + + + + + + + 
48h~~+--.~+-~-+-.~+-~......f~.--ll-~+--.~1-.~+-~-+-.~-+-~.~1--.~+-~......f~~ .... ~......f~~+-~ ..... ~~+-~......f~~~--1 

+ + + + 
72h + + + + + + + + 

O GLU GL Y 2KG ARA XYL ADO XL T GAL INO SOR MDG NAG GEL LAG 

2 4 2 4 2 4 

Microorganismo identificado: 
C. albican• 

TABLA 26. IDENTIFICACION DE S.aureua 

Parámetros de Identificación 
[Sistema API Staph) 
ldentific•cion de cocoa Gr•m poaitivo• 

2 4 2 4 

+ + -· 
TRE 

2 4 1 

24h + + + + + + + + + + + + + 

+ 
RAF Hyphae/ 

Pseudo-
hyphae 

2 4 

.... ....,O,,..,,G~L~U.,...F"""R~U-+.M"""N,....~M~A..,..L•L~A....,,C,...T~R~E,,..~M~A,..-~X~L~T=-l~M~E~L,...,N"""'rT ..... ~P~A..,..L-+.V~P,,_....,,R~A~F,,..X~Y~L-+.S~A....,,G,...,.M~D,,_.N~A~G,..,AQl:i""",.,...l.!.B.IO:"""~~L~S~T~R,,,...-t 
E N N~ G 

Microorganismo identificado 
Pruebas primarias 
Catalasa (+): Coagulasa (+) 
S.aureua 

4 
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TABLA 27. IDENTIFICACION DE P• -rUflino­

Permmetroa de ldentlficeclón 
[Siateme API 20NE) 
ldentificacion de bacilo• Gr•m negmtivoa no fermenttldorea 

24h 
48h 

24h 

48h 

• 1 - - + - -
N02N2 

1 12 4 1 2 4 

N03 TRP ¡¡¡¡,,u AQJ:! .u.a¡;_ ESC 

rn rn 
íl íl 

Microorganismo identificado: 
Pa. Aerugino•• 

+ - + 

1 2 4 
GEL PNG GLU 

rn 
íl 

TABLA 211. IDENTIFICACION DE B.cepecie 

Permmetroa de Identificación 
[Siateme API 20NE) 

- - + 

1 2 4 
ARA MN MAN 

E 

rn 
íl 

ldentific•cion de b•ciloa Gr•m negativo• no fermentador•• 

24h 
48h 

24h 

48h 

- 1 - 1 - - - - -
N02 N2 

1 1 2 4 1 2 4 

N03 TRP ¡¡¡¡,,u ~.u.a¡;_ ESC 

nn nn 
rl rl 

Microorganismo identificado: 
B. cepeci• 

- + + + + + 

, 2 4 1 2 4 
GEL PNG GLU ARA MN MAN 

E 

í'i'1 rn 
rl rl 

+ - + + + + + 

1 2 4 1 2 4 1 
NAG MAL GNT CAP ADI MLT CIT 

rn rn 
íl rl 

+ - + + + + + 

1 2 4 1 2 4 1 
NAG MAL GNT CAP ADI MLT CIT 

rn ni 

11 11 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

-

2 
PAC 

m 
íl 

+ 

2 
PAC 

rn 
r1 
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TABLA 29. RESULTADOS DEL ESTUDIO ENTRE EL METODO TRADICIONAL V EL DE 
BIOLUMINISCENCIA (PRODUCTO DE PRUEBA 1) 

METODO DE BIOLUl\llNISCENCIA ~IETODO DE CUENTA EN PLACA 
Nodc Lccnua de la mueatra Lectura del caldo coauol Cuenta total 

aeróbica 
tUFC/lu\ 

Rnul1ado. del 
enriquecimiento 

IUFC/snl 

Observación 
m.icroecópica 

:? 
3 
4 
5 
6· 
7-
!I 
9 , .. 
10 
11 
1:? 
13. 
14 
15 
16 
17 
1!1 
19 
~n 

:?1 
..,.., 

:?3 

:?4 
:?5 
;?(> ..,-
:?!! 
:?9 
)11 

4500 
2292 
2705 

2965 
2061 
1978 
2088 
2779 
2363 

.:• :2390-

--- ' '"" -2431 
'' - :-:---.->3348 

' --.-- 1427 

: ----- --------- 954 ,, __ .,_ ----- 6214 
886 

2928 
3352 
3934 
4481 

590fJ90 

109159 

10fJ811110 

5092 
3071 
3772 
3994 
4096 
4001 
3986 

3000 < 10 
3000 < 10 

3000 < 10 

4500 <10 
4500 < 10 
4500 <10 
2500 < 10 
2500 <10 
2500 <10 
3650 
3650 
3650 
5960 
5960 
5960 
3950 

3950 
3950 
5500 
5500 
5500 

7500 < 10 

7500 < 10 

7500 < 10 
4250 <10 
4250 <10 
4250 < 10 
2970 <10 
2970 < 10 

2970 < 10 

<10 
<10 
<10 

<10 
<10 
<10 
<10 

<10 

_, <10 

<10 
<10 
<10 
<10 
<10 
<10 
<10 

----
--- -

llllH:llo• Gr•m 
nneltivo• 

s.t:llo• Gr•m 
ftft811#110• 

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 

Eapecific•cionea microbiológic•a (50) 
Microorganismos aeróbios No mayor a 500 Unidades formadoras de colonia/g ---------:--:-=---, 
Microorganismos objetables Ausentes r .............. ~(~·N 

~&.i.A DE ORIGEN 
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TABLA 30. RESULTADOS DEL ESTUDIO ENTRE EL METODO TRADICIONAL Y EL DE 
BIOLUMINISCENCIA (PRODUCTO DE PRUEBA 2) 

Nodc 
muestra 

3 

5 
6 
7 
8 
9 '< .. ' 

18 
19 

:?l 

:?8 

30 

METODO DE BIOLUMINISCENCIA 
Lectura de la muestra Lectura del caldo aolo 

1047 3000 
1099 3000 
1016 3000 

652 4500 
667 4500 
615 4500 
606 2500 

__ .. , '>".: 2445 2500 
1006 2500 

3650 
3650 
3650 
5960 
5960 
5960 
3950 

31150 

,, '.1262 3950 
.• ·.555 5500 

·. 636 5500 
. 884 5500 
1235 7500 
759 7500 
1057 7500 
679 4250 
737 4250 
753 4250 

2970 

31US7se 2970 

1080 2970 

l\.IETODO DE CUENTA EN PLACA 
Cuenta total 

aeróbica 
tUFC/•r\ 

< 10 
<10 
< 10 

<10 
<10 
< 10 
<10 
<10 
< 10 
< 10 -,. 

< 10 ----
< 10 ·' 
< 10 -.- . '_ ... 

< 10 '. 
< 10 

.< 10 

< 10 

<10 
< 10 
< 10 
<10 
<10 
<:10 

·:< 10 
<.10 ,. ... '. 
< 10 

'< 10 

<10 

< 10 

<10 

Reaull:adoa del 
enriquecimiento 

tUFC/or\ 
<10 
<10 
<10 

<10 
<10 
<10 
<10 
<10 
<10 
<10 

'• <10 

<10 
<10 
<10 
<10 
<10 

<10 

<10 
<10 
<10 
<10 
<10 
<10 

.. - <10 
<10 
<10 
<10 
<10 

<10 

<10 

Olhcn·ación 
microacópica 

Bacilo• aram 
aoaltlllO• 

llacilo• Oram 
--Jtit10• 

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 

E•pecific•ciones microbiológic•• (50) 
Microorganismos aeróbios No mayor a 500 Unidades formadoras de colonia/g 
Microorganismos objetables Ausentes TES!~ 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) 

1\-IETODO DE BIOLUP.llNISCENCIA tt.IETODO DE CUENTA EN PLACA 
Nodc Lectura de la mue•ua Lectura del caldo conuol Cuenta total Resu.hadcn del Observación 

mueatra aeróbica enriquecimiento micr09cópica 
tUFC/srr\ IUFC/or· 

1504 3000 <10 "'10 
::? 10flOM13 3000 <10 <10 .. cllo•GT•m 

-e11ivo• 
3 3374 3000 <10 <10 

4 3383 4500 <10 <10 

5 3219 4500 <10 <10 

6 3235 4500 <10 <10 
7 4134 2500 < 10 <10 
8 2386 2500 <10 <lO 
9 3203 2500 <10 <10 
ICJ 3208 3650 < 10 <10 
11 4185 3650 < 10: , , ;~o <10 .·' · .. ·· 

1::? 3407 3650 < 10 :.··:: ·.· <10 ; .. 

13 3115 5960 < 10 <iO . 
14 4519 5960 <10 <10 .. 
15 2227 5960 <10 . . ·. .. ·<10 ~- ·~ ~ ·~ ; 

16 2413 3950 < 10 <10 ..... ;. . ·;;';•:<::·."::::,;.-,, ......... 
17 2351 3950 <10 <10' .... . •: ; ······· . 
11! 2257 3950 <10 <10 :> .•j;•·:·:•• ... ;•· ... ·•.· .. ·. 

19 7967 5500 <10 <'!O . ··· ... ·: ... 
:?fl 3443 5500 <10 <10 ··. ... .:··· -: ........... 
.::?1 4718 5500 < 10 <10 ,· .. ·;·.;.: 

~~ 3428 7500 <10 ..::10·· ·.·. . ·. 
.::?3 2316 7500 <10 <10 
.::?4 2029 7500 <10 <10 
:!5 2663 4250 <10 <1•J 

:!6 2398 4250 <10 <10 
:!7 2311 4250 < 10 <10 
::?H 2305 2970 < 10 <10 
:?9 5016 2970 <10 <1".l 
3fl 5415 2970 <10 <10 

En el caso de la muestra 2, 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 1 O UFC/gr 

E•pecificecione• microbiológic•• (50) 
Microorganismos aeróbios No mayor a 500 Unidades formadoras de colonia/g 
Microorganismos objetables Ausentes 

58 
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TABLA 32. RESULTADOS DEL ESTUDIO ENTRE EL METODO TRADICIONAL V EL DE 
lllOLUMINISCENCIA (PRODUCTO DE PRUEBA 4) 

METODO DE BIOLUMJNlSCENCIA METODO DE CUEl'on"A EN PLACA 
No de Lecrura de la mueatra Lectura del caldo conuol Cuenta 1ota1 RC9uhaclo9 del Obeervacióa 

muntra aeróbica enl'iquecinUen10 mícroecópica 
CUFC/or) CUFC/1rr• 

1 2124 3000 <10 <10 
2 3453 3000 <10 <10 
3 3498 3000 < 10 <10 

4 1582 4500 <10 <10 
5 2649 4500 <10 <10 
6 3684 4500 <10 <10 

·7' .· 3963 2500 < 10 <10 

·8 3818 2500 <10 <10 
-9 ··. 6635 2500 <10 <10 
10 21923 .-so e:'º "''º ,,_llo• Gram 

-811JVD• 
•11 4868 3650 <10 <10 
:t:?. 4509 3650 <10 '. ·. <1Q ... 

13' ,• 4813 5960 < 10 .. ·. <10 
14· 3310 5960 <10 .- <10·· 

15 7365 5960 <10 <10 .. 

16 3773 3950 <10 <10- '· ... 
17·' 5811 3950 <10 <10 
18 4807 3950 <10 ,• <10 ,·, ' 

·19 3627 5500 < 10 .· <10 
.::!ll 3786 5500 <10' ' <10 .· 

21 3924 5500 <10 <10 ' .,., 3846 7500 <10 <10 •', 

:::!3 6313 7500 <10 <10 . 
24 3893 7500 < 10 <10' ', '···· ·.· ' 

.'.'.?5 4205 4250 <10 ·<10' •· ~ -:.,,_ ' . - .. '~ ·". < 

26 5346 4250 <10 <10 · ... ,. ·.·.· ... 
.'.'.?7 5307 4250 < 10 <10 I·•·. ,;.-,,-~ .!< 

28 5116 2970 < 10 <10 ', 

.::!9 2650 2970 <10 <10 ' ... 
30 3564 2970 <10 <10 ., ' ' 

En el caso de la muestra 1 O, 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 

Eapecific•cionea microbiológic•• (50) 
Microorganismos aeróbios 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 V EL DE 
BIOLUMINISCENCIA (PRODUCTO DE PRUEBA 5) 

METODO DE BIOLUMINISCENCIA 
Nodc Lecnua de la mucaua Lecnua del caldo control 

3515 3000 
::! 3395 3000 
3 3258 3000 

4 4122 4500 
5 4253 4500 
6 ... ·. 4241 4500 
7 .. 4205 2500 
8 " " 4400 2500 
9 '.- 4515 2500 
·111 4481 3650 
11 4657 3650 
1:! 2516 3650 
13 2303 5960 
14 2356 5960 
15 2706 5960 
16 2610 3950 

17 8152 3950 
18 8307 3950 
19 2201 5500 
211 2246 5500 
:!1 2258 5500 
~~ 2425 7500 
2.3 2650 7500 
:!4 2860 7500 
:!5 3529 4250 

:!6 4340 4250 
:!7 4240 4250 
:!8 3775 2970 
29 3707 2970 
31J 3395 2970 

1'1ETODO DE CUENTA EN PLACA 
Cuenta total 

aeróbica 
tUFC/snl 

< 10 
<10 
<10 

<10 
< 10 
<10 
<10 
< 10 
<10 
<10 
<10 

" '·'"' 
<10 

·"" '"'· 
<10 "'·'''""'' 
<10 ,"";".~.:-.-~:::· 

R~ultad09 del 
cnriquccimicnto 

tUFC/or\ 
<10 
<10 
<10 

<10 
<10 
<10 
<10 

·. <10 

< 10 - '.:·.·" .:>.·-''··' ::-'.<10 ·.· 

Obtlcn-acióa 
m.icl'omcópica 

<10 ;·~;! .. : <10 -· .. :.·;_; -- -~- ~ - ~ ... --

<10 _.,:.::c.';:_ <10 
< 10· ·•. <10· 
<10 ". <10 
<10 <10 
<10 <10 
<10 <10 

<10 <10 
<10 <10 
<10 <10 
< 10 <10 
<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 

Eapec:ific•cionea microbiológic•a (50) 
Microorganismos aeróbios 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 a) 

METODO DE BIOLUMINISCENCIA METODO DE CUENTA EN PLACA 
No de Lectura de la mue•tta Lectura del caldo conuol Cuenta total R~ultados del OMen·ación 

mue•tra aeróbica enriquecimiento microecópica 
<UFC/lrr) tUFC/srrl 

1629 3000 <10 <10 

::? 1662 3000 <10 <10 

3 1724 3000 <10 <10 

.+ 2097 4500 <10 <10 

5 2139 4500 <10 <10 

6 2095 4500 <10 <10 

7 4799 2500 <10 <10 

8 4940 2500 < 10. . <10 :> •: ..... ·. ;::•: 

9· 4925 2500 <10 ·.·. ···,<10 ·. ···:···•.•·.··.· .. • .. :·. 
lU:. 3047 3650 <10' ,,<10_ ... : .,,,.,, .. :.,: .. ·~•:: ' 

11 3168 3650 <10 . --,<10' '"·····.· ... : .·' <~·· .:, ··,:,'.'~ -- ·-
1~- 3198 3650 < 10 ........ - '·'-· - ·:-·.-· <10 .. ·.·:•· ..... ; .. '• .... 
13 ·. 3207 5960 <10 ·.e<·: '",'•· · .. <10 .• ·.· .•. :• '.'.·> : '· .• 

•!.+'• 3184 5960 <10 · .. '.·· · .. · <10 .· ... ¡·;·,. ::.·• 
15 2969 5960 <10 '" .... ' <10 ,·· ··•'.:·"' .. 
16 3233 3950 <10 ' ,<10 .. ··:·, ···'·•· .... · ... •·.· 
17 . 3367 3950 <10 <10 : . · .. , .. .. 
18 3396 3950 < 10' .. -.<10 

19 3322 5500 < 10 <10 " ;:!O 3196 5500 <10: ·.· :.·c10 .. ........... . · 
:!1 ' 3190 5500 <10 . . <10 ···•····. 
::?::? 3119 7500 <10 <10 .· .. 
:?3 4558 7500 <10 <10 
::?.+ 4729 7500 <10 <10 
:!5 4222 4250 <10 <10 

:!6 .. 3706 4250 <10 <10 
:!7 3812 4250 < 10 <10 

::?8 3774 2970 <10 <10 
:!9 4242 2970 < 10 <10 
.:;u 4339 2970 < 10 <10 

.Los resultados del método de cuenta en placa se expresan <10 debido a que el método 
detecta a partir de 1 O UFC/gr 

Especificaciones microbiológicas (50) 
Microorganismos aeróbios 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 
lllOLUMINISCENCIA (PRODUCTO DE PRUEBA 7) 

METODO DE BIOLUl'IJNISCENCIA METODO DE CUENTA EN PLACA 
No de Lectura de la mue•tra Lectura del caldo conuol Cuenta total Rnultados del Observación 

mueatra aeróbica enriquecimiento microecópica 
tUFC/•rll tUFC/,.rl 

1 2762 3000 <10 <10 
::? 2700 3000 < 10 <10 
3 5005 3000 < 10 <10 

4 5800 4500 <10 <10 
5 4986 4500 < 10 <10 
6 5244 4500 <10 <10 
7 3070 2500 <10 <10 
8' 2839 2500 <10 <10 ··.··• 
9 3014 2500 < 10- <10 · ....... 

. 
.. 

" 
.10 ·. 2945 3650 <10 ·. <10 . .. ·.·'!·>:-. .,.,,. ·, . 

11 3013 3650 < 10 :,, . . <10 ·. . ·',•·<··· .. 
1:? 3007 3650 <.10 ,• . <10 .' .... ,., ... , ..... 
13 2930 5960 ·- < 10 ... ·.·· <10 ... .... ,,: .. ,,.e• 
14 3188 5960 < 10 . ,.,. . .<10 .... , .. , 
15 3041 5960 <10 ... . . <10 ._,. ~.-. y,-' ·'.-'!._ , ..• _..._. , • 

16 3061 3950 < 10.: . ~- • - ~--~ ¡. •· '. <10 •·. •.. \¡:.•·: . • ·.•,•:·• " 
17 3068 3950 <10 •' <10 .. '. ". 

... . .···;':• 

18 4413 3950 < 10 ,· .. .. •· <10 .......... 
19 4451 5500 < 10 . , '<10 . ................... . 
:!O 4744 5500 < 10.~·- ... ~·- ·- -' <10 .. '•·•·,OV.·•C 

~1 5496 5500 <10 " .. <10 .•• > ........................ ····: . 
~~ 5590 7500 < 10. ......... <10 ... . ..... -.-.;_,.· ~ 'f.'>··-· 
:?3 5707 7500 < 10 . <10 ... 
:?4 5994 7500 < 10 <10 
25 5642 4250 < 10 <10 

~6 5635 4250 < 10 <10 
~- 2706 4250 < 10 <10 
:?!I 2916 2970 <10 <10 
:!9 J003 2970 < 10 <10 
3CI 4655 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 

Eapecificacionea microbiológica• (50) 
Microorganismos aeróbios No mayor a 500 Unidades formadoras de colonia/g 
Microorganismos objetables Ausentes 
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TABLA 38. RESULTADOS DEL ESTUDIO ENTRE EL METODO TRADICIONAL Y EL DE 
BIOLUMINISCENCIA (PRODUCTO DE PRUEBA 8) 

1'1ETODO DE BIOLUP.llNISCENCIA METODO DE CUENTA EN PLACA 
Nodc Lecnua de la mucaua Lectura del caldo conuol Cuenta total Rcaultado• del Ob9cn·acióa 

mucatra aeróbica cnriquccimicn10 micr09cópica 
<UFC/arl CUFC/1r:r) 

1 4818 3000 < 10 <10 
.., 5158 3000 < 10 <10 

3 5300 3000 <10 <10 

4 5435 4500 <10 <10 
5 5481 4500 < 10 <10 
6 5468 4500 <10 <10 ·. 

7 5735 2500 < 10 <10 .• 

8 5761 2500 < 10 <10 . ··.·.· . 
9 2540 2500 <10 <10 . 

JO. 1 .. 2679 3650 <·10 <10 .. 

·11 2681 3650 <.10 <10 
. 1.., 2627 3650 < 10 <10 

13 2691 5960 <10 <10 

14 2660 5960 < 10 <10 . · , . 
15 2420 5960 < 10 <10 . 
16 2666 3950 <10 <10 

17 2355 3950 <10 <10 .... 

18 2321 3950 < 10 <10 . ·. 
19 2245 5500 <10 <10 ·-.,· ,, ...... 
20 3121 5500 < 10 <10 . .... 
~1 2662 1 5500 < 10 <10 1: ,_-·.,·.' · .. -·.};. 
..,.., 2558 7500 < 10 <10 .. > .. ;.:;· ; \ -~ ., . .. ·. 
:?3 2224 7500 <10 <10- ··: .. ,_ .. ;~ . ~ .;-: ' . ~ -·.-·- . : 

. 

':! ..... 2569 7500 <10 <10. .- :-; ,,. ·.,,-'.-

:?5 2478 4250 <10 <10 . ·.···:< "--;·~ . 
. · ... ,. ..• 

~6 3698 4250 <10 <10 ' 

~7 3214 4250 < 10 <10 
~8 3212 2970 < 10 <10 
~9 3652 2970 < 10 <10 
30 3452 2970 <10 <10 

.Los resultados del método de cuenta en placa se expresan <10 debido a que el método 
detecta a partir de 1 O UFC/gr 

Eapeciflcecionea microbiológica• (50) 
Microorganismos aeróbios 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) 

Nodc 
muestra 

3 

5 
6 
7 
8 .. 

10 

1:? 
13 
14 .. 
15 
16 
17 
18 .. 
l'J 

~1 

30 

METODO DE BIOLU~llNISCENCIA 
Lectura de la mucaua Lectura del caldo coauol 

4350 3000 
4221 3000 
4421 3000 

4456 4500 
4224 4500 
4163 4500 
4258 2500 

.· 4624 2500 
4255 2500 
4455 3650 
4426 3650 . 4458 3650 
4478 5960 
4896 5960 
2434 5960 
2365 3950 

2563 3950 
2391 3950 
2456 5500 
2851 5500 
2165 5500 
2389 7500 
2791 7500 
2689 7500 
2444 4250 

2693 4250 
2968 4250 
3145 2970 
3644 2970 
3515 2970 

METODO DE CUENT~ EN PLACA 
Cuenta total 

aeróbica 
1UFC/or1 

< 10 
<10 
<10 

<10 
< 10 
<10 
< 10 
<10 
< 10 
<10 
<10 
<10 
< 10 
< 10 
<10 
<10 

< 10 
<10 
<10 
< 10 _·. 
< 10 
< 10 
< 10 
< 10 
< 10 
< 10 
< 10 
<10 
< 10 
< 10 

a ... u11ado5 del 
enriquecimiento 

íUFC/or\ 
<10 
<10 
<10 
<10 
<10 

c10 
<10 

<10 
<10 
<10 

-:10 
..:10 
<10 

<10 
<10 
<10 
<10 
<10 
<10 
<10 
<10 
~10 

<10 
<10 
<10 
c10 

Obacrvacióa 
microacópica 

.. , .. ,, ... 
" ... 

.................. , 

"•, . "' .. 

.Los resultados del método de cuenta en placa se expresan <10 debido a que el método 
detecta a partir de 1 o UFC/gr 

Eapecific•cione• microbiológic•• (50) 
Microorganismos aeróbios No mayor a 500 Unidades formadoras de colonia/g 
Microorganismos objetables Ausentes 
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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 Lectul'a de la muesua Lectura del caldo conuol Cuenta total Resultada. del Observación 

munua aeróbica enriquecimiento microscópica 
tUFC/2r) tUFC/2rl 

1 3037 3000 <10 <10 
::? 3132 3000 <10 <10 

3 3121 3000 <10 <10 

4 3948 4500 < 10 <10 

5 3478 4500 <10 <10 
6 3331 4500 <10 <10 
7 3339 2500 < 10 <10 .. 
8 3478 2500 < 10 <10 

9 3987 2500 < 10 <10 • .. · 
111· 3088 3650 <10 <10 .. · ,, .. 
11 3190 3650 < 10 <10 .; '"''·•'·" ·. · .. 
"1~ 3015 3650 < 10 <10 : .;., .. ·.,•,· 
13 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 ,:··' ..•. " 
19 4596 5500 < 10 . <10 -· " . ' 

20 3577 5500 <10 <10 ... 

::?1 3678 5500 <10 <10, : 

~~ 3712 7500 <10 .- <10 

:?3 3842 7500 < 10 <10 
::?4 3956 7500 <10 <10 
:?5 3012 4250 <10 <10 

::?6 3258 4250 < 10 <10 
:!7 3910 4250 < 10 <10 
::?8 3449 2970 < 10 <10 
:?9 4899 2970 < 10 <10 
311 11500 2970 tn <10 llacilo• Gr•m 

-altivo• 

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

Eapecific•cione• microbiológic•• (50) 
Microorganismos aeróbios No mayor a 500 Unidades formadoras de colonia/g 
Microorganismos objetables Ausentes 
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8.0 DISCUSIÓN 

8.1 Eficiencia del analista 

En la tabla 3 se muestran los resultados del estudio de la eficiencia del analista . Los diez 
contenedores estuvieron libre de contaminación, ya que sobre las superficies de las placas 
estriadas no hubo ningún tipo de crecimiento y las lecturas del luminómetro estuvieron por 
debajo del valor de 10,000 URL. En el caso de que hubiera habido algún crecimiento en las 
placas, los resultados de este estudio se invalidarían, y por consiguiente se repetiría el estudio . 

8.2 Análisis de Factibilidad 

En la tabla 4 se muestran los resultados del estudio biocarga, encontrándose en todos los 
productos evaluados un porcentaje de re-análisis menor al 5°/o, por lo que el estudio se 
considera aceptable. 
En el producto de prueba 2 y 6 se encontró un porcentaje de re-análisis del 1°/o; los 
microorganismos encontrados en ambos casos fueron bacilos Gram positivos. Las muestras 
correspondientes a estos reanálisis fueron evaluadas por el método de cuenta en placa para 
conocer el número de unidades formadoras de colonias por gramo, en ambos casos la cuenta 
total mesofílica aeróbia estuvo dentro de las especificaciones microbiológicas 
Un porcentaje de re-análisis mayor al 10°/oindica que el método de bloluminiscencia no es el 
adecuado para la evaluación microbiológica del producto • ya que frecuentemente se estaría 
analizando dos veces un producto por bioluminiscencia , apoyados de manera simultanea por 
el método de cuenta en placa, lo que para las plantas productivas resulta incosteable. Las 
medidas a tomar para hacer factible la utilización 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, 1 o. 11, 12, 13, 14 se muestran los resultados del estudio de 
validación del efecto de la muestra. para cada uno de los productos de prueba. En todos los 
casos las muestras demostraron no inhibir la reacción de bioluminiscencia, ni contener ATP de 
origen no microbiano, dicho de otra manera la concentración de ATP de las muestras fué 
menor de dos veces el valor de la concentración de ATP en el caldo sin ATP,y el porcentaje de 
respuesta para ATP está entre el 25°/o y 200°/o,por lo que se considera que todas las muestras 
evaluadas son aptas para analizarse por el método de bioluminiscencia. 

8.4 Estudio de validación con microorganismos 

En las tablas 15, 16. 17. 18. 19, 20. 21, 22, 23 y 24 se muestran los resultados del estudio de 
validación con microorganismos, P.aeruginosa.B.cepacia,S.aureus, C.albicans B.Subtilis para 
los 1 O 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 po:,;itivas 
cuando el valor de RLU's de la muestra en dos veces mayor a la lectura en RLU"s del caldo 
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 io 8 RLU"s) y el equipo lo reporta como >>>hight 
backgrund. 
Con la finalidad de considerar los datos como validos. el nivel de inoculo debe ser confirmado La 
concentración del inoculo de al menos de 1 O a 20 ufc/ml es aceptable. Para B. •ublili• el nivel 
de inoculo debe de ser confirmado con 450 ufc/ml. Una concentración de inoculo >400 a <500 
ufc/ml es aceptable. Si el nivel no es correcto, entonces los resultados no son válido.Todos los 
inóculos preparados estuvieron dentro de los criterios antes mencionados. 
Las características bioquímicas de cada microorganismo de prueba fueron verificadas a partir de 
las placas de verificación de los inóculos .y con el sistema 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 ALU ·s dos veces la 
lectura del caldo TAT estéril sin muestra. 

La muestra 30 del producto de prueba 1 O mostrada en la tabla 38 indica que el método de 
bioluminiscencia resultó positivo y hubo crecimiento en la cuenta en placa.por lo que se 
evidencia la correlación de resultados. 

Las muestras 21,22.23 del producto de prueba 1 mostrado en la 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 método de 
bioluminiscencia se estaría hablando de algún posible error en la metodología 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 caldo sobre placas de agar Letheen modificado e incubadas a 32ºC por 48 hrs.En 
todos los casos se encontraron bacilos Gram positivos. 

La correlación de resultados entre ambos métodos está por arriba del 95 o/o ,lo que indica 
una congruencia entre ellos.Un valor por debajo del 95°/o requiere un re-análisis 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 validación 
deberá ser repetida. 
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9.0 CONCLUSIONES 

La bioluminiscencia aplicada a la microbiología demostró ser un buen método de análisis , ya 
que se obtuvieron resultados comparables con los métodos tradicionales de cuenta en placa. 

Esta metodología resulta ser muy útil 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 aplicación de la 
bioluminiscencia , es tener un control microbiológico que abarque toda la cadena productiva 
de los sistemas como pueden ser de manera genérica el agua, las materias primas, las áreas 
de operación, El personal que manufactura el producto, El aire de compresión, los equipos, 
con el fin de reducir la blocarga en el producto a analizar , ya que se trata de un método 
cualitativo. 

Esta metodología 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 Químico farmacéutico Biólogo se debe enfocar a la 
detección de puntos que son críticos de contaminación microbiólogica, estableciendo puntos de 
monitoreo y control , por consiguiente mejorando el proceso.(20) 

Esta metodología aún cuando se lleve de manera rutinaria en la industria, no se puede dejar de 
aplicar los métodos cuantitativos de análisis microbiólogicos , ya que cuando constantemente 
los resultados de bioluminiscencia indiquen 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 contaminación microbiológica de grandes 
magnitudes. 

La selección de microorganismos de prueba es particular de cada industria,(a los que el 
producto es sensible , ya sea por su composición de ingredientes.su actividad de agua.o su pH) 
pero se deben de incorporar aquellos que por especificación se indiquen, más 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 formulación importante (Ingrediente activo, adición de un material, cambio 
de conservadores,. .. ) , es necesario re-iniciar con el proceso de validación indicado en este 
trabajo, ya que puede haber inhibición del crecimiento de microorganismos presentes, 
obteniéndose con ello resultados erróneos. 
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1 O.O APENDICE 

10.1 Preparación de Caldo. 

i. Para la base de caldo 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 baño de agua 50-60 ºC de 15-30 minutos con agitación 
constante hasta completa disolución. 

Autoclavear el caldo TAT inmediatamente para minimizar el crecimiento de 
microorganismos que pudieran dar como resultado la liberación de ATP causando altas 
lecturas de la linea base. A 121ºC 15 lbs/in2 durante 15 minutos. pH final de 7.2 +/- 0.2 

ii. Enfriar antes de su uso en baño de agua a 46ºC. El caldo TAT puede ser 
almacenado a temperatura ambiente por no más de 7 días .. Si el caldo TAT 
debe ser almacenado por un largo periodo debe ser refrigerado. 2-3ºC 

10.2 Agar nutritivo (AN) 

suspender 23 g de polvo en un litro de agua desmineralizada o destilada.mezclar y 
calentar con agitaciór:t constante hasta ebullición durante un minuto hasta completa 
disolución del polvo.Autoclavear a 121 ºC 151bs/in2 durante 15 minutos .. Vaciar el 
número 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 
agitación constante hasta ebullición durante un minuto hasta completa disolución del 
polvo.Autoclavear a 121 ºC 151bs/in2 durante 15 . 
Ambos medios pueden ser ambientados en un baño de agua a 46ºC el tiempo 
necesario antes de su uso. Vaciar el número 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 agitación constante hasta ebullición durante un minuto hasta completa disolución 
del polvo.Autoclavear a 121ºC 151bs/in2 durante 15 minutos .. Vaciar el número 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 agitación constante hasta ebullición durante un minuto hasta completa disolución 
del polvo.Autoclavear a 121ºC 151bs/in2 durante 15 minutos .. Vaciar el número 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 agitación constante hasta ebullición durante un minuto 
hasta completa disolución del polvo.Autoclavear a 121 ºC 1 51bs/; n2 durante 15 
minutos .. Vaciar el número 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, mezc!ar y calentar 
con agitación constante hasta ebullición durante un minuto hasta ccmoleta disolución 
del polvo.Autoclavear a 121ºC 151bs/in2 durante 15 minutos .. Vaciar el número de 
placas requerido.pH final de 5.6 +/- 0.2 

1 o.a Agar Biggy 

Suspender 49 gr en un litro de agua destilada o desmineralizada mezclar y calentar con 
agitación constante hasta ebullición durante un minuto hasta completa disolución del 
polvo.No autoclavear. Vaciar el número 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,mezclar y calentar 
con agitación constante hasta ebullición durante un minuto hasta completa disolución 
del polvo.Autoclavear a 121ºC 151bs/in2 durante 15 minutos .. Vaciar el número de 
placas requerido.pH final de 7.1 +/- 0.2 

Los medios de cultivo sólidos pueden ser almacenados a temperatur3 ambiente por no 
más de 7 días. Si las placas deben ser almacenadas por un período largo, refrigerarlas. 

10.10 Solución Salina al 0.85% 

Preparar la solución salina al 0.85°/o con agua destilada y ajustar a un pH de 6 - 7 
usando NaOH 1 N o HCI 1 N 

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

1O.11 Reactivos de bioluminiscencia 
Los reactivos de bioluminiscencia son marca CELSIS. El kit de reactivos contiene: 

Reactivo liberador de ATP LuminEx.Listo para usarse 

Reactivo de Bioluminiacencia, enzima -sustrato Luminate. 

Vertir el contenido de la solución 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 2-8ºC 

Reactivo de ATP poaitivo. 

Vertir el contenido de la solución buffer de ATP al vial que contiene el liofilizado de ATP 
Tapar. Homogenizar suavemente sin llegar a agitar. Permitir que el reactivo reconstituido se 
atempere durante 15 minutos antes de su uso Almacenar a 2-BºC. Se recomienda que este 
reactivo re-constituido se coloque en alicuotas de tal forma que se congelen y sólo se deje 
en refrigeración 2-BºC la alícuota de trabajo. 
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Ambos buffers están listos para usarse. 

Notaa:Todos los reactivos de bioluminiscencia deben de estar almacenados a 
una temperatura de 2-BºC. 

El complejo enzima-sustrato reconstituido expira en 5 dias. 
10.12 Ensayos previos a la lectura de las muestras.por bioluminiscencia 

i. 

ii. 

iii. 

iv. 

v. 

vi. 

vii. 

viii. 

ix. 

X. 

xi. 

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

Iniciar con el ensayo de verificación del equipo, "Fondo de luz", colocar 
1 O celdas de lectura vacías y limpieas.Tomar lectura 

Colocar las soluciones de lavado en los inyectores.Colocar 9 celdas de 
lectura en el luminómetro para drenar la solución. 

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

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

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

Continuar con la verificación del ensayo de "reactivos", colocando 2 
celdas de lectura, iniciar corrida y leer RLUºs de los reactivos de 
bioluminiscencia. 

EL siguiente ensayo a verificar es el de control positivo llamado "Control 
de ATP". EL cual se realiza pipeteando 1 O µI de reactivo de ATP por 
duplicado en celdas de lectura. Leer RLUºs del control positivo. 

Por último, el ensayo a verificar es el del control del caldo TAT empleado, 
el cual se hace pipeteando 50µ1 del caldo TAT por duplicado en celdas de 
lectura. Leer RLU"s del caldo. 

Para leer las muestras se pipetean 50 µI del caldo TAT con la muestra a 
evaluear. Leer las ALU ·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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1 0.13 Parámetros de los·· ensayos de verificación. 

ENSAYO ESPECIFICACIONES DE 
OPERACIÓN(RLU"S) 

1 Blanco de Instrumento <100 .. 

2 Blanco de reactivo -.>,·.--.-·· - <700 

3 Control de ATP \<>'•. .•• .. ;fe:·' >1,000,000 

4 Blanco de caldo TAT :·:·:Y:'i·:··· - <10,000 ,.<-

5Lecturas de muestras por duplicado > 2 veces la lectura del caldo solo 

10.14 FORMATO Y FORMULAS PARA EL CALCULO DEL 
EFECTO DE LA MUESTRA 

A ALU dal calda sola 
B ALU dal caldo• 10 ul de ATP 

C ALU d• la muastra an el calda 
O ALU de la muestra en caldo - 10 ul de ATP 
E ALU clel fonda de luz del aparato 

Concentra:1ón de ATP en el calda (pM) 

Respuesta al ATP• (~) 

Concentración de ATP ~producto (pMJ 

• Deb• ._. '"""°' • 2 vece• ,. conc•nlT•r:IOn 
e» A TP .,, el caldo 

•tA.:..E.lX 16000 
(8-A) 

•Lll..:.J;,lX 100 

(B•A) 

-~•16000 

(D·CJ 

o 

·. 

Lectura 2 Lectura 3 Lectura• Lectura 5 Promeo.o 

o o 
o o 

~picamol• 

i .OIV/01 f PtCOmol• 

,¿La mu-1recont1ene ATP n· 
~ICfobt..,O'll 

TESIS CON 
FALLA DI ORIGEN 

7:! 
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DIAGRAMA M:PREPARACIÓN DE LOS MEDIOS PARA LA VALIDACIÓN CON 
MICROORGANISMOS INOCULACIÓN DE LAS MUESTRAS 

p,.._ración dal Caldo 
·~ 

Agua destilada o 
desionizada de bajo 
contenido de ATP 

Si>7días, 

refrigerar 

Autoclavear 
& enfriar 

B . 

DISPENSAR EL 
CALDO TA.TEN 

CONTENEDORES 

Prep•r•cl6n de Sol. S•lln• 

Sol. 
Salina 

ARº.t.. 

_.. __ • V 

['~OH I'~--A-ju_s_te_p_H-~~---~-~-l_J_ 

Esterilizar 
Enfriar 

y 

• 

P,.,,.ración dal A_.,. _ _J••••--

Enfríe a 46º C en 
Baño de Agua 

PIA 

SDA 

RECONSTUIR. LOS REACTIVOS DE 
DI O LUMINISCENCIA 

Ver apéndice 9. 1 o 
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11.0 GLOSARIO 

Bioluminiscencia: Emisión de luz como resultado de una reacción química catalizadas por 
enzimas. 

Fluorescencia/Fosforescencia: Donde la excitación la producen fotones de lo..;z intraroja. visible o 
luz ultravioleta. Las moléculas son excitadas por radiación electromagnética. y emiten fotones al 
regresar al estado fundamental. 

Eficiencia: Habilidad para realizar una tarea con la habilidad requerida 

Eficiencia cuántica: La eficiencia cuántica (o) se define como la relación entre el número o 
velocidad de moléculas luminiscentes y el número o velocidad de mo!sculas reactantes 

Exposición de Placas: Placas de Agar que son dejadas abiertas en el ambiente por un período 
específico de tiempo. Los Microorganismos que circulan en el aire deberá., caer sobre las 
placas. Los cuales son usados como un indicador de la contaminación 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 energía absorbida en forma de luz. Existen varias 
formas de luminiscencia ,las cuales difieren en la fuente de energía involucrada en la promoción 
o excitación de los electrones a un nivel de energía más alto . 

Quimoluminiscencia: Emisión de luz como resultado de una reacción qulmica. Ocurre cuando 
una molécula emite un fotón como resultado de una reacción química exergónica,en la cual uno 
de los intermediarios o productos finales se deja en un estado de excitación.Este fenomeno 
ocurre adiabáticamente y sin absorción de luz ,ya que se requiere una gran cantidad de 
energía para producir un fotón (aproximadamente 200 kilojoules).La mayoría de las reacciones 
quimioluminiscentes son de tipo oxidativo. 

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

Turbidez: Opaco. Un líquido turbio con una suspensión de particulas. 
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