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utilizacion de glucosa como sustrato. La acetoina se oxida a diacetilo



que es de color rojo, con los reactivos KOH y alfa naftol. El medio
tiene incorporado creativa que intensifica el color rojo.

GEL (gelatina): Determina la presencia de enzimas proteoliticas, en
cuyo caso el pigmento negro que tiene incorporado el medio de
gelatina difunde a través de todo el microtubo.

GLU (glucosa), MAN(manosa), INO (inositol), SOR (sorbitol), RHA
(ramnosa), SAC (sacarosa), MEL (melibiosa), AMY (amigdalina), ARA
(arabinosa): Determinan la produccion de acidos a partir de estos
carbohidratos, lo que se evidencia por el viraje del indicador (azul de
bromotimol) de azul a amarillo.

ATCC: American type culture collection, corresponde a una coleccion
de cultivos tipo con caracteristicas morfolégicas y bioquimicas
conocidas, utilizadas como material de referencia en ensayos
microbiologicos.

PCR: Polimerase Chain Reaction, es un método utilizado para la
amplificacion de material genético que luego puede servir para otros
propoésitos como la identificacidon u otros analisis.
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RESUMEN

En la presente investigacion se evaluaron dos métodos de conservacion de
cepas bacterianas: agar BHI y L-Drying. La cual se realiz6 en los laboratorios de
microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El
Salvador durante el ultimo trimestre del 2012, utilizando las cepas:
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomona aeruginosa ATCC 9027,
Escherichia coli ATCC 8739 y Salmonella typhimurium ATCC 14028
obtenidas de un primer pase.

Se evaluaron las caracteristicas morfolégicas, bioquimicas, y la viabilidad de
los cultivos; en cuatro intervalos de tiempo: Antes de la conservacion, despues,
a 1.5 meses y 3 meses después de conservados. Los resultados mostraron
que para ambos meétodos se lograron mantener la estabilidad bioquimica y
morfolégica de los cultivos durante el estudio. Para analizar los resultados de
los conteos de viabilidad se utiliz6 ANOVA multifactorial, tomando en cuenta los
factores: tiempo, método y microorganismo. Los resultados mostraron una
diferencia significativa respecto a los conteos en métodos empleados. Luego se
analizaron los datos de conteo por separado respecto a los factores tiempo y
microorganismo, obteniendo valores P=0.000, a=0.05, indicando diferencias
significativas para ambos métodos, respecto a los dos factores. Finalmente las
graficas mostraron un aumento en los recuentos por L-drying, debido a un
exceso de humedad causado por la desviacion de la presién del sistema
durante el procedimiento de conservacion, que podria afectar la estabilidad
bioquimica de los microorganismos conservados. Por otro, lado la conservacion
en agar BHI mostro un decrecimiento gradual en la viabilidad teniendo en
consecuencia una menor variabilidad bioquimica. Mediante proyecciones se
estimo un tiempo util entre 4.8-5.6 meses. Finalmente se elaboré un manual de
procedimientos con la informacion recolectada.
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1.0 Introduccion

Durante la realizacion de analisis de control de calidad es necesario contar con
material de referencia que permita la calibracién de equipos, la evaluacién de
un método o la atribucion de valores a estos materiales. En el caso especifico
de un laboratorio de control de calidad microbiolégico, el material de referencia
consiste en cultivos puros de microorganismos especificos, por ejemplo: Cepas
de colecciones de referencia, y cepas de trabajo (cultivos de alta estabilidad
genética que han sido subcultivados a partir de una cepa de referencia). Es
también necesario contar con un inventario de cepas de reserva, es decir cepas
que provengan de un unico repique de las cepas de referencia y que se

encuentren adecuadamente conservadas.

Para la conservacién de los microorganismos de referencia, los métodos
utiizados deben garantizar que la cepa preservada mantenga sus
caracteristicas tanto fenotipicas, rasgos morfolégicos que definen al organismo
como tal, como genotipicas, caracteristicas bioquimicas relacionadas con la
identidad de la cepa. Estudios similares han sido llevados a cabo ya en la
Universidad de El Salvador como los realizados por Benitez A y Hernandez R
sobre otros meétodos de conservacion de cepas de microorganismos, La
implementacion satisfactoria de estos métodos y su ejecucion efectiva
contribuye con la implementacién de un sistema de gestion de calidad,
convirtiéndose en una herramienta que permitiria el aseguramiento de la calidad
mediante el seguimiento de directrices sobre elementos especificos de los
procesos. De ahi la necesidad de los microorganismos de referencia para
garantizar la calidad de los resultados obtenidos de las pruebas realizadas en el
control de calidad microbiolégico en el laboratorio de microbiologia de la

Universidad de El Salvador.
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El procedimiento comenzd con la obtencion de las cepas de interés, las cuales
seran proporcionadas por el laboratorio de microbiologia de la Facultad de
Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador, que proceden de un
segundo pase de cepas ATCC. Una vez Obtenidos los cultivos se procedera a
su resiembra, para su caracterizacion y preparacion para ser conservados por
el método de siembra en agar BHI y por L-drying, luego se realizaran controles
a los cultivos conservados para verificar la constancia de sus caracteristicas
morfoldgicas, bioquimicas y la viabilidad en el ultimo trimestre del ano 2012. La
informacion obtenida durante esta etapa de la investigacion fue analizada
utilizando el analisis de varianza multifactorial (ANOVA) tomando en cuenta los
factores: método, tiempo y microorganismo; en el caso de las caracteristicas
bioquimicas se utilizaron tablas de contingencia para llevar un registro de los
resultados de las caracterizaciones. Finalmente se redacté un manual para el
mantenimiento de las cepas de referencia bacterianas dentro del laboratorio de
microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El

Salvador.
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2.0 Objetivos

1.1 Objetivo general:

1.1.1 Evaluar dos métodos para la conservacién de cepas bacterianas de

trabajo utilizadas en un laboratorio de control microbiolégico de

medicamentos.

1.2 Objetivos especificos

1.2.1

1.2.2

1.2.3

1.2.4

Caracterizar bioquimica y morfolégicamente cuatro cepas bacterianas
de referencia: Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomona
aeruginosa ATCC 9027, Escherichia coli ATCC 8739 y Salmonella
typhimurium ATCC 14028.

Implementar los procedimientos para la conservacion por L-drying y
cultivo en agar BHI de las cepas de referencia mencionadas, para ser
utilizadas en un laboratorio para el control microbiolégico de

medicamentos.

Verificar la estabilidad bioquimica y la viabilidad de las cepas de
referencia conservadas mediante los métodos durante un periodo de

tres meses.

Elaborar un manual de procedimientos que incluya los métodos de
caracterizacion, conservacion y monitoreo de los cultivos de referencia

en estudio.
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3.0 Marco tedrico

3.1 Control de calidad
Se trabajara con dos normativas para el control de calidad, referente a los

materiales de referencia, estas se detallan a continuacion:

3.1.1 Apartados de la Normativa ISO 17025 segunda edicién aio

2005 pertinentes a la investigacion (1)

Segun la normativa 17025 correspondiente a laboratorios de control de calidad
en su apartado 5.6 pertinente a trazabilidad de las mediciones indica lo

siguiente:

Todos los equipos utilizados para los ensayos o las calibraciones, incluidos los
equipos para mediciones auxiliares (por ejemplo, de las condiciones
ambientales) que tengan un efecto significativo en la exactitud o en la validez
del resultado del ensayo, de la calibracion o del muestreo, deben ser calibrados
antes de ser puestos en servicio. El laboratorio debe establecer un programa y
un procedimiento para la calibracion de sus equipos. Ademas la norma indica
que es conveniente que dicho programa incluya un sistema para seleccionar,
utilizar, calibrar, verificar, controlar y mantener los patrones de medicion, los
materiales de referencia utilizados como patrones de medicion, y los equipos de
ensayo y de medicién utilizados para realizar los ensayos y las calibraciones.
Una vez examinadas las regulaciones establecidas por la normativa ISO/IEC
17025 podemos ver la importancia en sistemas donde son necesarias
calibraciones para tener resultados confiables, también constituye un sistema
que permite realizar un seguimiento del estado de los microorganismos de
referencia utilizados y la constancia de sus caracteristicas. Ademas el
cumplimiento de estas condiciones permite la comparacion de resultados entre
laboratorios que operen bajo las mismas condiciones (Prueba y microorganismo

de referencia) ).
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Podemos concluir que las caracteristicas que buscamos para garantizar una

buena calidad en la conservacion de cultivos son:

- El mantenimiento de un cultivo puro.

- El mantenimiento de un cultivo con poca o ninguna variacion en sus
caracteristicas fenotipicas y bioquimicas, que garanticen obtener
resultados constantes bajo las mismas condiciones.

- El mantenimiento de cultivos que se puedan recuperar para su uso

posterior por periodos prolongados de tiempo.

3.1.2 Apartados de la USP relacionados con el mantenimiento de
cultivos microbiolégicos

En el apartado <1117> de la Farmacopea de los Estados Unidos (USP)

referente a mejores practicas en el laboratorio de microbiologia (2) nos habla

sobre el mantenimiento de cultivos microbianos: Este capitulo menciona que la

conservacion de cultivos de reserva es el componente mas importante para que

un laboratorio de microbiologia sea exitoso. Estos cultivos deben ser manejados

con cuidado en todo momento para evitar su contaminacion.

El cuidado de los cultivos comienza con su recepcién. Un curador de cultivos de
reserva confirma la identidad de los cultivos recibidos, aun si estos vienen de
una fuente de confianza como lo son las colecciones de cultivos nacionales. Los
errores pueden pasar. El uso incorrecto de una cepa en una prueba de
compendio puede llevar el resultado de semanas o meses de trabajo con
dudas.

El capitulo refuerza la recomendacién de emplear la “técnica de siembra por
lotes” para el mantenimiento de cultivos. Un elemento critico para la
implementacion de esta técnica, es ir a los contenedores de reservas de
cultivos solo una vez y restringir el numero de pases. Se debe mencionar que

no hay nada magico acerca del numero 5, este numero de pases gano
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popularidad en el compendio por su uso en la prueba de esterilidad y ha sido
mantenido para la consistencia. El propdsito de esta practica es que un
laboratorio cuidadoso cuide la pureza y la identidad de sus cultivos de reserva

limitando el potencial para la “deriva” debida a pases excesivos.
3.1.3 Manejo de cultivos por lotes.

Los parametros de calidad para las prueba de compendios se ven directamente
afectados por el estado metabdlico y fisiologico de las cepas en los indculos
que se utilizan. Por lo que se hace importante tener un protocolo para el
mantenimiento de los cultivos de reserva. Estos cultivos deberian ser adquiridos

de fuentes como colecciones de cultivos nacionales. (3

Debido a que la preparacion y almacenamiento de los microorganismos afecta
la fisiologia de las células, los microbidlogos deben elegir el mejor método para
el mantenimiento para evitar mutaciones y minimizar la variabilidad en las

resistencias microbianas y viabilidad (3).

Muchos laboratorios usan la técnica de cultivo en lotes para el mantenimiento
de cultivos de reserva, especialmente para los mantenidos en condiciones de
refrigeracion realizando los procedimientos ilustrados en la figura N°1. Mediante
esta técnica los cultivos se transfieren a intervalos regulares, haciendo siembras
por duplicado durante cada pase para maximizar la vida util que pueda tener
cada uno de los lotes semilla, considerando la regla de los 5 pases propuesta
en el apartado <1117> de la USP. Adicionalmente como control, se realizan

pruebas para verificar la identidad y viabilidad de las cepas conservadas (3).
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Paso 1. Reconstitucion del Cultivo Maestro segun
las especificaciones del proveedor

Paso 2. Transferencia a los medios de cultivo
recomendados. Preparar 10 o mas subcultivos
semilla (Lotes de cultivo inicia o LCIl) e incubar
bajo las condiciones apropiadas. Observar el
crecimiento, confirmar identidad y pureza
utilizando un subcultivo representativo.

Paso 3. Después de un tiempo determinado,
realizar una transferencia desde el Subcultivo
LCI-A. Incubar bajo las condiciones apropiadas y
observar el crecimiento. Descartar LCI-A.

Paso 4. Refrigerar A1L y A1S. Utilizar A1L para las
pruebas en que se requiera y utilizar A1S para
subcultivar.

Paso 5. En intervalos adecuados (una semana o
un mes) Proceder con las transferencias
mostradas a un lado hasta cumplir 4 pases.

Figura N°1 Esquema de manejo de cultivos de reserva por el método de cultivo

por lotes (3)
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3.2 Métodos de preservacion de microorganismos
Los métodos de preservacion de cultivos microbianos no son algo nuevo, desde
los principios de la historia de la humanidad, estos se han llevado a cabo de

diferentes maneras y han ido evolucionando ().

En la antigledad, para la produccion de bebidas alcohdlicas, de manera
empirica, las personas involucradas en la produccion desarrollaron la practica
de guardar una parte de la produccién anterior para servir como una semilla

para la siguiente produccion s).

Pero no fue hasta mas adelante en la historia, cuando la microbiologia como tal
habia tomado un auge, que las técnicas de conservacion de cultivos de
microorganismos que conocemos Yy aplicamos hoy comenzaron a surgir, desde
el mantenimiento de cepas aisladas en soportes solidos con agar y
transferencias sucesivas, hasta la liofilizacién, que es considerada como uno de

los mejores métodos de conservacion de microorganismos en la actualidad (s).

Uno de los principales retos a los que se enfrentan los métodos de preservacion
de microorganismos es la variabilidad genética/fenotipica que puede existir en
los cultivos que se usan, ya que su manipulacion y pases sucesivos los hacen
propensos a mutaciones genéticas espontaneas, esto se puede reducir de
manera considerable reduciendo el metabolismo y actividad de las células que
se estan conservando, esto a la vez constituye una de las caracteristicas
deseables al momento de elegir un método para la conservacion de
microorganismos. Otro aspecto a tomar en cuenta para elegir un método de
conservacion para un microorganismo es el periodo de tiempo que se desea
conservar, ya que los diferentes métodos disponibles hoy en dia pueden lograr

periodos de conservacion desde meses hasta afios.

Actualmente existen una gran cantidad de métodos para la preservacion de los

microorganismos de interés, ya sea para la produccién, como referencias o para
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el control de calidad de algunos productos. A continuacion se detallan algunas

de las técnicas mas importantes utilizadas en la actualidad:

- Liofilizacion (Freeze-drying Liquid-drying)

- Congelacion (Nitrogeno liquido y congelacion de -20°C a -50°C)
- Conservacion en tubos inclinados cubiertos de parafina

- Conservacion por cultivo continuo

- Meétodos restringidos (adherencia a un sustrato)

La conservacidén de microorganismos es una herramienta util en muchas areas
como la industria, en la que se necesitan microorganismos que mantengan
ciertas caracteristicas debidamente identificadas. Los cultivos de
microorganismos con determinadas caracteristicas son esenciales para la
mayoria de los ensayos microbioldgicos. Los cultivos de referencia o controles
son utilizados en un amplio numero de determinaciones, debido a que no
pueden obtenerse resultados validos si no se trabaja con cultivos de alta
calidad. Por todo esto una coleccion de cultivos bien mantenida es un requisito

indispensable para las buenas practicas del laboratorio ().

3.2.1 Conservacion por congelacion.

Por este método se congelan las células en suspension en un liquido con un
agente crio-protector, algunos de los agentes mas utilizados son leche
descremada, azucares solubles en agua y glicerol, se guardan a temperaturas
inferiores a cero grados centigrados, con lo que el agua se congela. De esta
forma, al no disponer las células de agua en forma liquida, no hay crecimiento.
Cuando se quiere trabajar con las células asi conservadas, se recuperan
subiendo la temperatura, preferiblemente de manera rapida. Este es el mejor
método de conservacion desde todos los puntos de vista, pero tiene el
inconveniente de requerir sistemas de refrigeracion especiales como lo son los
refrigeradores de bajas temperaturas o tanques de nitroégeno liquido, y ademas
existe el peligro de que algun fallo del sistema produzca una subida no deseada
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de la temperatura durante el almacenamiento. También resulta ser el método

mas molesto para realizar el envio de las cepas ().

Los cuatro factores que influyen en la viabilidad y estabilidad de las células

conservadas por este método se muestran en la pagina siguiente:

Edad de las células: En la mayoria de los casos conviene utilizar células
maduras del inicio de la fase estacionaria de la curva de crecimiento,
pero cuando se trate de organismos que presenten en su ciclo vital algun
estado que les prepare para la resistencia a condiciones adversas, es
preferible alcanzar este estado. Esto sucede en el caso de
microorganismos que esporulan, en algunos pleomorficos e incluso en
algunos mas sencillos.

Velocidad en la congelacion y descongelacion: Aunque hay programas
de congelacién bien estandarizados para determinados casos o
circunstancias, en general es mejor que las variaciones de la
temperatura sean rapidas para la descongelacion y graduales para la
congelacion, por lo que para descongelar conviene poner las células a
37°C.

Temperatura de almacenamiento: Debe ser lo mas baja posible. Lo mejor
es guardar tubos cerrados o sellados, que contengan las células
microbianas, sumergidos en nitrégeno liquido, que tiene una temperatura
de —195°C, o bien en la fase gaseosa del nitrogeno liquido, con una
temperatura de —140°C.

Empleo de agentes crioprotectores: Estas sustancias protegen del dafio
que se pueda producir en las células microbianas en el momento de la
congelacion. Existen muchos compuestos que se pueden utilizar como
crioprotectores, pero el que se utiliza con mas frecuencia es el glicerol, a
una concentracion del 15 al 20%. También se pueden utilizar el
dimetilsulféxido, la leche descremada y carbohidratos como glucosa,
lactosa, sacarosa, inositol, etc. En su eleccién influye el tipo de

microorganismo que se quiera conservar.
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En el mercado existen variados tipos de armarios congeladores, de los cuales
los mas aconsejables son los que alcanzan temperaturas por debajo de —70°C.
Aquellos que so6lo alcanzan temperaturas entre —20°C y —40°C, como ocurre
con la mayoria, no son aconsejables, entre otras cosas porque debido a la gran
concentracion de solutos que existen en la suspension celular, su punto de
congelacion baja. El dafio que se produce en las células es debido a que a
estas temperaturas hay frecuentes congelaciones y descongelaciones. Si se
afade un crioprotector no i6nico, como por ejemplo el glicerol, se reduce la
cantidad de hielo que se produce y se evita el aumento de la concentracién

idnica.

Para la conservacion en armarios congeladores, las células se almacenan en
criotubos (tubos de plastico esterilizables resistentes a la congelacion que
cierran herméticamente), preparando lotes de varios tubos para cada cepa a
conservar y utilizando en su totalidad un tubo para cada ocasion. De esta
manera se evita que las cepas se congelen y se descongelen varias veces.
Esto también se puede evitar empleando tubos con criobolas (bolas de tipo
abalorio que se impregnan con la solucién celular a congelar), ya que para
tomar una muestra basta con emplear una o varias bolitas sin necesidad de
descongelar el resto. Este método no se debe emplear para la conservacion de
microorganismos anaerobios, como por ejemplo el género bacteriano
Clostridium, ya que al estar las células en una superficie hay un mayor

contacto con el oxigeno y puede afectar la viabilidad.

3.2.2 Conservacion por liofilizacion ).

La liofilizacién se consigue por sublimacion del hielo de las células (en el caso
de la liofilizacion por freeze/drying). Por lo tanto, primero tenemos que congelar
el agua libre de las células y después eliminarla mediante el vacio, sin que haya
necesidad de subir la temperatura, Para este proceso se emplean los aparatos

denominados liofilizadores. Sin embargo este proceso podria acabar afectando
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a la viabilidad del microorganismo. No se da crecimiento en las células
conservadas por este método, puesto que se les ha quitado el agua mediante
un proceso suave. Con ello la estabilidad genética es alta, pero a veces no
tanto como en la congelacion, porque Las células microbianas asi conservadas
se someten a un tratamiento mas complejo que en el caso de la congelacion, ya
que se afnade la sublimacion del agua a la congelacion previa. Sin embargo,
este es un método muy recomendable por su comodidad para el
almacenamiento y para el envio de las cepas, pues una vez conseguidos los
liéfilos pueden almacenarse a temperatura ambiente (18°C-20°C), con lo cual su

envio es muy cémodo ().

Los factores que hay que tener en cuenta para hacer una buena liofilizacién son
l6gicamente los mismos que influyen en la congelacién, a los que habra que
afiadir otros que surgen como consecuencia de la deshidratacion. Sin embargo,
antes de pasar a explicar éstos, se tienen que hacer unas breves
consideraciones acerca de la congelacién previa. La congelacion puede
hacerse rapida (sumergiendo los tubos en nitrégeno liquido).o lentamente.
Respecto a los crioprotectores, se pueden utilizar varios dependiendo del tipo
de microorganismo, pero para liofilizar no se debe utilizar glicerol, debido a su
elevado punto de evaporacién y a su higroscopicidad, que provoca que los
liéfilos queden muy viscosos. Tampoco es conveniente utilizar el
dimetilsulféxido, porque es toxico, y al concentrarse por la evaporacion del agua
puede danar a las células microbianas. Por lo tanto, para la liofilizacion se
recomiendan como crioprotectores el inositol para la mayoria de las bacterias y
la leche descremada para hongos y actinomicetos, pero para algunos
microorganismos pueden ser mas convenientes otros crioprotectores, como por
ejemplo el acido glutamico-glutamato para las bacterias lacticas, mezclas de
glucosa con caldo higado o chopped meat (sin carne) para bacterias

anaerobias, etc. (5).
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Los factores que influyen especificamente, ademas de los ya mencionados en

la eficacia de la liofilizacidbn como medio de conservacion son:

- Tipo de microorganismo. Hay algunos microbios que no resisten la
liofilizacion y l6gicamente seran aquellos que contengan mas agua en su
interior. Algunos hongos filamentosos, especialmente los no
esporulados, no se pueden guardar liofilizados y hay que recurrir a otros

métodos.

- Concentracion celular. Lo mejor es liofilizar suspensiones celulares con
una concentracion del orden de 108-10° células/ml en el caso de las

bacterias y algo inferior en el caso de hongos filamentosos y levaduras.

- Temperatura durante la sublimacion. Debe ser lo mas baja posible, sin

subir por encima de —50°C.

- Grado de deshidratacion alcanzado. Debe ser lo mas alto posible,
aunque la concentracion de solutos puede conllevar una pequefa

cantidad de agua remanente que no es perjudicial.

- Atmosfera de oxigeno en el tubo. Las células liofilizadas se guardan en
tubos cerrados al vacio para evitar, tanto la rehidratacion como la
presencia de algun gas dentro del tubo, como el oxigeno que puede

danar a las células.

- Condiciones de almacenamiento. La temperatura debe ser constante,
preferentemente a 18°C y sin bajar de los 0°C. Los li6filos se deben

guardar en la oscuridad.

3.2.3 L-drying .7
Es un método para la conservacion de microorganismos mediante la remocion

del agua libre del medio, el método fue propuesto por Annear en una serie de
ensayos ) Yy consiste en un sistema que consta de una bomba de vacio para

reducir la presion del sistema, la que esta unida a una trampa de agua cuya
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funcién es retener el agua que se remueve de viales que contienen una
suspension de microorganismos mediante la reduccidn de la presion del
sistema a una temperatura facil de alcanzar, ya que la temperatura propuesta
es 20°C. Los viales unidos al sistema por un tubo distribuidor una vez terminado
el procedimiento, pueden al final ser llenados con una atmosfera inerte,

cortados y sellados con una llama.

Un método simplificado es propuesto por Malik, KA; En una publicacién por la
Unesco para la realizacion de este procedimiento de manera simplificada cuyos
materiales y equipos utilizados son de facil acceso a la mayoria de laboratorios.
El procedimento ocupa como base para la fijacion de los microorganismos,
pastillas de una mezcla de carbon activado, leche descremada y miel de abejas;
A la cual luego se agrega una suspension del microorganismo a conservar, que
luego se somete al procedimiento previamente descrito. Una ventaja de este
metodo es su efectividad para conservar para algunos microorganismos

sensibles a la conservacion por otros metodosgs).

3.2.4 Conservacion por transferencia periodica (5)
La cepa microbiana se guarda en forma de cultivo activo en el medio de cultivo

en el que ha crecido. Sin embargo, estas células no pueden permanecer
indefinidamente en el mismo tubo, porque al seguir activas excretan productos
téxicos del metabolismo que se acumulan, provocando el envejecimiento y
muerte celulares, por lo que es necesario transferirlas a otro tubo con medio de
cultivo fresco. Este es el peor método para conseguir la estabilidad genética,
puesto que al estar las células creciendo hay una alternancia de generaciones,
y al cabo del tiempo las células que se estan guardando seran descendientes
lejanas de las células iniciales y es posible que ya no conserven algunas de sus

caracteristicas.

Al utilizar este método es aconsejable retrasar el envejecimiento y alargar los

periodos entre dos resiembras. Esto se puede conseguir de varias maneras
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como por ejemplo: disminuyendo la cantidad de indculo; rebajando la
proporcion de algunos nutrientes en el medio de cultivo; inoculando en picadura
los microorganismos que son anaerobios facultativos, ya que el crecimiento en
presencia de oxigeno es mas rapido y origina productos generalmente toxicos;
y almacenando los cultivos a 4°C-8°C. A veces también se suele recubrir el
crecimiento con una capa de aceite mineral estéril. Con esto se consigue
también evitar en la medida de lo posible la desecacion del medio de cultivo,
que podria ser toxico para las células al aumentar su concentraciéon. Hay que
tener en cuenta que los microorganismos muy aerobios, como por ejemplo los
hongos filamentosos, no se pueden guardar en tubos completamente cerrados.
Por ultimo, otro inconveniente que tiene la transferencia periddica es que la
contaminacion de los cultivos resulta mas facil al tener que manejar los tubos a
lo largo del tiempo y también por la posibilidad de entrada de acaros en los

mismos.

3.2.5 Métodos restringidos
Ademas de los meétodos anteriormente mencionados existen metodologias

restringidas, que consisten en la adicibn de wuna suspension de
microorganismos, a un sustrato estéril adecuado que puede ser tierra estéril,
bolas de alginato, esferas de silica gel o en papel filtro entre otros sustratos,
existen incluso kits con los que la preservacion de cultivos microbianos se
vuelve mas simple, estos consisten en viales que contienen un sustrato
previamente preparado al que practicamente solo es necesario agregar una
suspension de microorganismo para lograr la conservacién por un periodo de

tiempo. (12,9

La conservacion por siembra en agar BHI se puede clasificar bajo esta
categoria, y es una de los métodos a analizar en esta investigacion. EI método
se fundamenta en el medio de conservacién a largo plazo propuesto por el BAM

(manual de analisis bacterioldgico (9), al cual se le han realizado modificaciones,
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sustituyendo algunos de sus componentes (extracto de levadura, cloruro de
sodio y Peptona) por caldo BHI al 2.5% (10) Obteniéndose buenos resultados
para la conservacion de enterobacterias y otras especies por periodos largos
prolongados de tiempo, ya que los resultados muestran que los cultivos

mantuvieron una buena viabilidad asi como sus caracteristicas bioquimicas.

3.2.6 Conservacion por suspensién en agua destilada o en agua de
mar esteril ().
Es un método alternativo muy utilizado y que da altos porcentajes de viabilidad

en diversos tipos de microorganismos, tanto hongos filamentosos como
levaduras y algunas bacterias. Consiste en suspender en agua estéril unas
cuantas células del cultivo que se quiere conservar. Se pueden preparar en crio
tubos de los anteriormente mencionados. En este caso la concentracion celular
no debe ser superior a 104-10° células/ml en el caso de bacterias y levaduras.
Para los hongos filamentosos que no esporulan, se pueden poner en
suspension trocitos de agar con el crecimiento del hongo. En el caso de
microorganismos marinos, la suspensién se hace en agua de mar diluida.
Algunos estudios muestran que cultivos que se han preservado de esta manera
logran tener muy buenas viabilidades, especialmente cuando el agua
esterilizada contiene cloruro de sodio al 0.85% con lo que se pueden conservar

a bajas temperaturas (4-8°C), por afos para el caso de hongos.

La Tabla N° 1 resume las ventajas y desventajas de cada uno de los métodos

descritos en los parrafos anteriores y algunos otros.
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TablaN°1 Tiempo de almacenamiento, ventajas y desventajas de los
diferentes métodos de conservacion de mediano a largo plazo de
microorganismos mas utilizados ()

Método AImacep amiento Ventajas Desventajas
(anos)
Simple, bajo costo, Secado del agar, baja
Agar 0.5-2 equipamiento requerido estabilidad genética,
bajo riesgo contaminacién
Aceite mineral 220 bajo costo, gqU|pqm|ento trabajo.r_noderado’, _baja
requerido bajo estabilidad genética
. . . Requiere protectores, Alto
Equipamiento requerido
. ) » costo de congelador (-
Congelamiento 4-5 bajo, buena estabilidad o .
e 80°C). Células pueden ser
genética .
sensibles al 02
Nitrégeno - Preparacion rapida, buena Suministro regular de N
;s Infinito " " .
liquido estabilidad genética liquido
Bajo riesgo de Alto costo de
Liofilizacién 15-20 contaminacion, puena a equaml_ento, no todas
regular estabilidad las especies pueden ser
genética sometidas a este proceso
Simple , bajo costo, bajo
equipamiento requerido, Estabilidad genética
Agua 1-5
buenos resultados con regular
hongos filamentosos
L-drying 3-10 Simple, bajo costo, bajo estabilidad genética

equipamiento requerido

3.3 Caracterizacion de cultivos (13)

Los profesionales que se desempefian en la industria de medicamentos y/o

cosmeéticos, deben conocer las normas que rigen la calidad microbiologica del

producto a ser elaborado, los microorganismos objetables y el fundamento de

los métodos oficiales para descartar la presencia de éstos. También en el caso

de la industria alimentaria, los alimentos son sometidos a una serie de controles

microbiolégicos para asegurar la ausencia de microorganismos que pueden
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causar enfermedades y/o descartar la presencia de toxinas capaces de causar

intoxicaciones alimentarias.

Por estas razones, es importante conocer los métodos en los cuales se basa la
identificacion microbiana. No todos los microorganismos se identifican por las
mismas técnicas. La mayor parte de los métodos se realizan en un laboratorio y

se busca utilizar el menor numero de procedimientos y ensayos posibles.

En la mayoria de los casos la identificacion no se realiza con base a un solo
método, sino a la combinacién de mas de uno para lograr una identificacion

mas exacta.

3.3.1 Clasificacion de los métodos de identificacion microbiana.

Los métodos utilizados en la actualidad para la identificacion microbiana,

dependiendo de su fundamento, se pueden clasificar en:

- Criterios morfoldgicos
- Tincién diferencial

- Pruebas bioquimicas
- Tipificacion con fagos
- Pruebas seroldgicas

- Deteccion molecular

3.3.2 Métodos basados en criterios morfolégicos

Son métodos que utilizan caracteristicas estructurales de los microorganismos
ya sea a nivel microscépico o macroscopico para lograr distinguir a un
microorganismo de otro, es decir, a nivel macroscopico podemos distinguir
caracteristicas la forma de la colonia y su aspecto como observamos en la
figura 2 colonias circulares con un aspecto especifico, mientras que a nivel

microscopico se pueden distinguir la presencia de diferentes tipos de organeros
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(cilios o flagelos y sus posiciones respectivas) o la presencia de esporas entre

otras caracteristicas.

Figura N° 2 Morfologia macroscépica

3.3.3 Métodos basados en tincion diferencial

Es posible sacar conclusiones en relacién con la morfologia de una bacteria,
examinando una lamina que fue sometida a un proceso de tincién diferencial.
Estos criterios morfolégicos encabezan las primeras etapas del proceso de
identificacion bacteriana. La mayor parte de las bacterias, tefiidas con Gram, las
podemos clasificar como Gram positivas o Gram negativas, debido a
caracteristicas presentes en la composicion de su pared celular, en el caso de
las Gram negativas esta pared se compone por una fina pared celular de
peptidoglicano que no retiene el colorante durante la tincion de gran, mientras
que las gran positivas presentan una membrana lipidica y la pared de
peptidoglicano es mucho mas gruesa. Se observa en la figura 3 una tincion al
Gram en la que predominan los organismos Gram negativos. Otras tinciones
diferenciales, como el acido resistente, se aplican a otro tipo de bacterias, como

por ejemplo micobacterias.
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Figura N° 3 Tincion diferencial de Gram
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3.3.4 Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas han sido ampliamente utilizadas para diferenciar
bacterias. Estas pruebas se fundamentan en demostrar si el microorganismo es
capaz de fermentar azucares, la presencia de enzimas, la degradacién de
compuestos, la produccion de compuestos coloreados, etc. Aun bacterias
fuertemente relacionadas pueden separarse en dos especies diferentes con
base a pruebas bioquimicas. El tiempo necesario para la identificacion de
bacterias puede reducirse considerablemente con el uso de sistemas
miniaturizados basados en pruebas bioquimicas. Estas herramientas que
permiten reducir el tiempo del reporte, en primer lugar fueron elaborados para
bacterias de importancia meédica, tales como las enterobacterias. Estos
sistemas han sido disefados para realizar varias pruebas bioquimicas
simultaneamente y permitir la identificacién en un tiempo mas corto. Cada uno
de los ensayos, consta de tubos miniaturizados que contienen el medio de
cultivo que se hidratan al inocularse con la suspension bacteriana pura, lo que
se muestra en la figura 4. Las pruebas se clasifican en grupos; a cada uno de
resultados positivos de los ensayos de se le asigna un determinado valor
numeérico, obteniéndose un cdédigo que correspondera a un determinado género

0 especie en un texto de la base de datos.

Figura N° 4 Sistema de Pruebas bioquimicas API

En la tabla N° 2 se presentan los métodos de caracterizacion de cultivos mas

comunmente utilizados en analisis microbioldgicos.



Tabla N° 2 Métodos de caracterizacién de microorganismos
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Método

Caracteristicas examinadas

Ejemplos de caracteristicas

Morfologia
Macroscdpica

Colonias

Tamano; color; textura; traslucidez;
caracteristicas del borde

Morfologia
microscopica

Forma celular, tamafo y
estructuras

Cocos; bastones; espirales; esporas
flagelos; capsulas

Reacciones de tinciéon

Gram; acido resistente

Productos
metabdlicos

A partir de carbohidratos y
compuestos relacionados

Acidos; gases (CO2; H2); alcoholes;
aldehidos; cetonas

A partir de compuestos
nitrogenados

Indol; gas de nitrégeno; amoniaco

Requerimientos
nutricionales

Materiales Traza

Minerales; vitaminas y otros factores

Fuentes de Nitrogeno

Proteinas; aminoacidos; compuestos
inorganicos; nitrégeno atmosférico

Fuentes de carbono

Compuestos organicos; COx,
Carbohidratos

Fuentes de energia

Compuestos organicos e inorganicos:

luz

Fisiologia

Requerimiento de oxigeno

Anaerobios; anaerobios facultativos;
estrictamente aerdbicos

Temperatura de crecimiento

Psicrofilos (0-15C); mesdfilos (25-45C);

termofilos (55C+)

Actividad enzimatica

Catalasa; oxidasa; nitrato reductasa

Tipo de metabolismo

Oxidativo o fermentativo

3.4 Control de calidad de cultivos

Las colecciones de cultivos deben desarrollar programas de investigacién para
determinar y asegurar la estabilidad de las cepas. Las propiedades conocidas
deben chequearse periédicamente, pero para estimar la estabilidad con
precision debe seleccionarse una propiedad que no sea estable en la cepa y
chequear su comportamiento en el tiempo (siempre que sea posible) (13). Los
estudios de estabilidad pueden incluir el chequeo en el tiempo de la viabilidad,

la pureza y la identidad de las cepas. La viabilidad se refiere al mantenimiento
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de la funcionalidad de la célula para llevar a cabo los procesos de su ciclo de

vida: crecimiento, multiplicacion.

En la Tabla 3 se ejemplifican las propiedades de los microorganismos utilizadas
para su identificacion asi como un breve ejemplo de y la manera en que se
aplican para la identificacion:

Tabla N°3 Caracteristicas a evaluar en los cultivos para la determinar la
variabilidad de los cultivos (12)

Caracteristica Ejemplo Aplicabilidad

Conteo de colonias en placas si es posible; si
no es posible, determinar los conteos celulares

Viabilidad microscépicamente; para cultivos Todos los cultivos
filamentosos, usar el radio de crecimiento de
las hifas a través del tiempo
Pureza Examinar por contaminantes a través de
cultivos y microscopia; PCR, hibridizacion de Todos los cultivos
ADN, etc.
Morfologia Apariencia del cultivo (color, olor exudados, Hongos, algas,
pigmentos, tipo y cantidad de esporas) bacterias, actinomicetos
Cuando sea aplicable, se puede medir el
Formacién de producto formado bajo condiciones
productos determinadas y cuantificar periédicamente Todos los cultivos
(determinado por el desarrollo de
procedimientos estandarizados)
. . Acidos; gases (CO2;
A partir de carbohl_dratos y H2); alcoholes:
Productos compuestos relacionados aldehidos: cetonas

metabolicos

Indol; gas de nitrégeno;

A partir de compuestos nitrogenados .
amoniaco

Minerales; vitaminas y
otros factores
Proteinas; aminoacidos;

Materiales Traza

.y compuestos
Fuentes de Nitrogeno . . p_ .

Requerimientos inorganicos; nitrégeno
nutricionales atmosférico

Compuestos organicos;
COg, Carbohidratos
Compuestos organicos
e inorganicos: luz

Fuentes de carbono

Fuentes de energia
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Tabla N°3 Continuacion.

Anaerobios; anaerobios
Requerimiento de oxigeno facultativos;
estrictamente aerébicos
Psicrofilos (0-15C);
Fisiologia Temperatura de crecimiento mesofilos (25-45C);
termofilos (55C+)
Catalasa; oxidasa;
nitrato reductasa
Tipo de metabolismo Oxidativo o fermentativo

Actividad enzimatica

3.5 Estabilidad Bioquimica (13).

Se refiere al mantenimiento de las caracteristicas bioquimicas de un
microorganismo a lo largo del tiempo, es decir aquellas que denotan
caracteristicas especificas del metabolismo y productos desarrollados a partir
de éste, es en pocas palabras, que las caracteristicas identificadas inicialmente
del microorganismo en estudio se mantengan a lo largo del estudio
determinando que el microorganismo mantiene su identidad y su utilidad,
garantizando obtener los resultados esperados, lo que hace de esta
caracteristica una de las mas importantes para evaluar la efectividad de un
meétodo de conservacidon de microorganismos ademas de garantizar la viabilidad

de los microorganismos.

3.6 Caracteristicas de los microorganismos en estudio

A continuaciéon en la tabla N°4 se describen brevemente propiedades que
identifican a cada uno de los microorganismos a estudiar en la presente
investigacion, respecto a su morfologia macroscépica, caracteristicas
bioquimicas, morfologia microscopica y aplicaciones en farmacia

respectivamente:
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Tabla N° 4 Caracteristicas morfologicas y bioquimicas de los microorganismos

en estudio
Rasgo Morfologia Caracteristicas Tincién al Apllcacmn.es
. . ., en farmacia
Macroscopica (14) | Bioquimicas(14) Gram(14)
Bacteria @)-
Salmonella Colonias Indol (-), Bacilos de 0,7 — | - Control de
typhimurium circulares, 1,5x2-5pm, calidad de
convexas de borde ureasa (-), Gram negativos, medios de
redondo y aspecto lipasa (-), generalmente cultivo
cremoso, Colonias - moviles - Control de
grandes de 2 a 4 Lisina (+), peritricos prueba
mm, rugosas o | Ornitina (+), Citrato preparatoria
lisas (18). En agar | de Simmons (+), de limites
Bismuto-sulfito, | H2S (+) y Movilidad microbianos
presenta colonias (+)- Resiste la
de negro a congelacion en
verdoso. aguayla
desecacion
Sobre medios Coagulasa (+) Cocos gran - Prueba de
Staphylococcus sélidos las fibrinol!sina(+) positivos que eficacia de
aureus colonias son hialuronidasa (+) | forman racimos preservante
redondas, lisas, termonucleasas en forma de s
prominentes y (+) bacteriocinas uva - Control de
brillantes de color | (+) penicilinasas calidad de
gris a dorado. En (+) ADNasa (+) medios de
agar Baird-Parker cultivo
se muestra como - Prueba de
colonias negras Limites
puntiformes con microbianos
un halo
transparente
alrededor.
Pueden producir
grado variable de
hemolisis.
Escherichia coli Las colonias en Oxidasa, (-), Son bacilos - Pruebas de
agar nutritivo son | Voges Proskauer rectos Gram resistencia
lisas, convexas, (-), H2S (), negativos de de
humedas de Ureasa (-), lipasa | 1.1-1.5um de coliformes
superficie brillante | (-), Catalasa (+), ancho por 2 — en agua.
con bordes lisos. | rojo de metilo (+) 6um de largo. - Control de
Se presentan calidad de
aislados o en medios
pares y pueden - Prueba de
0 no poseer Limite
capsula microbiano.
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Pseudomona
aeruginosa

Colonias
mucoides,
rugosas. La
mayoria presenta
una coloracion
verde por la
difusion de
pigmentos. Crece
con un color
verde
caracteristico en
agar cetrimide

Pude producir
pioverdina
(pigmento

verde),
piorrubina

(pigmento rojo)
piocianina,

Catalasa (+),

Oxidasa (+).

Bacilos rectos o
ligeramente
curvados, de 0.5-
1.0 x 1.5-5.0um,
con flagelos
unipolares, no
visibles a la
tincion.

- Pruebas de
sensibilidad

- Control de
calidad de
medios
- Prueba de
Limite
microbiano.




CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4.0 Disefio Metodologico

4.1 Tipo de estudio

- Transversal Se compararon las condiciones y la efectividad entre dos
meétodos de conservacion de microorganismos, dentro del laboratorio de
microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El

Salvador, durante el ultimo trimestre del afio 2012.

- Experimental Se realizaron comprobaciones de las caracteristicas
bioquimicas de las cuatro cepas en estudio utilizadas como material de

referencia en microbiologia de medicamentos.

- Exploratorio Se evalud la capacidad de los métodos de conservacion, L-
drying y siembra en agar BHI, de mantener las caracteristicas bioquimicas y

la viabilidad de cuatro cepas bacterianas.

4.2 Investigacion bibliografica

Para la revision bibliografica de la investigacion se consultaron:
- Biblioteca de Facultad de Quimica y Farmacia Dr. Benjamin Orozco (UES)
- Biblioteca de la Facultad de Medicina (UES)

- Internet

4.3 Esquema general del procedimiento experimental

Las cepas ATCC de Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa,
Escherichia coli y Salmonella typhimurium, provenientes de una coleccion
de crio-viales de cultivos tipo de la ATCC se trabajaron de acuerdo al siguiente
esquema general (Figura 5), cuyos procedimientos especificos se describen en

las secciones siguientes y ademas en el manual de procedimientos.



Siembra del
microorganismo

Preparaciéon de suspensiones
estandarizadas

Caracterizacion bioquimica de
los microorganismos

Conservacion del cultivo

Conservacion en agar BHI. Conservacion L-Drying

Controles de calidad

Verificacion de pureza

Veri.fiCé'\C‘ién de Caracterizacion
viabilidad bioquimica de los

Morfologia macroscépica

microorganismos

Morfologia microoscdpica

— Conteo en placa

Figura N°5. Metodologia general de la investigacion.

4.3.1 Preparacion de suspensiones estandarizadas
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Se sembraron las cepas provenientes de viales de cultivos ATCC en dos placas

de Petri con agar nutritivo y se incubaron a 35 °C por 48 horas.

Después de la incubacidén se procedid a la preparacion de las suspensiones

madre estandarizadas, arrastrando el crecimiento de las placas de cada

microorganismo con buffer fosfato pH 7.4 estéril. Las suspensiones asi
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preparadas se ajustaron a valores de absorbancia determinada
experimentalmente mediante el uso de un espectrofotometro UV/Vis (Figura
N°6, Anexo N°2) a una longitud de onda de 590 nm. Se realizaron diluciones
seriadas de las suspensiones estandarizadas y se hicieron recuentos mediante
el plaqueo de 0.1 mL de las diluciones 10, 107 y 10-%. Para poder determinar la
absorbancia adecuada que permitiera tener un recuento de 10'° UFC/mL en la

suspension estandarizada.

4.3.2 Caracterizacion de los microorganismos
Una vez obtenidas las suspensiones estandarizadas y, antes del proceso de
conservacion, se realizaron las pruebas para la caracterizacion de los

microorganismos como se detallan en la siguiente tabla.

Tabla N°5. Pruebas bioquimicas realizadas a los microorganismos en estudio.

Microorganismo Pruebas realizadas

St. Aureus ATCC 6538 Siembra en agar Baird Parker, siembra en agar
manitol, prueba de coagulasa, prueba de la catalasa.

P. aeruginosa ATCC 1027 Siembra en agar cetrimide, crecimiento a 41.5 °C,
prueba de nitratos.

E. coli ATCC 8739 Identificacion por sistema RapidONE 20E, pruebas
IMVIC

S. thyphimurium ATCC 14028 Identificacion por sistema RapidONE 20E, pruebas
IMVIC

4.3.3 Conservacion de los microorganismos
A cada una de las suspensiones conteniendo 10" UFC/mL de cada uno de los
microorganismos se le aplicaron los procedimientos de conservacion en

estudio:

4.3.3.1 Método de L-drying.
Se utilizé un sistema constituido por tres elementos (Figura N°8):
- Una bomba de vacio, con funcionamiento a una presion de vacio de 5

mbar durante el proceso.
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- Una trampa de agua, conteniendo silica gel activada sumergida en un
bafio frio que consiste en alcohol etilico vertido sobre una porcion de hielo
seco en un recipiente de metal, para remover y retener el exceso de agua
que se esta descartando del desecador.

- Desecador. Conectado a la trampa y consecuentemente a la bomba de
vacio. Dentro del desecador se colocan los tubos de microcentrifuga
conteniendo 0.1mL de la base para la conservacion (20% de leche
descremada 10% de carbon activado y 5% de miel) junto con 0.1mL de
la suspension de los microorganismos conteniendo 10" UFC/mL de cada
cepa estudiada. La temperatura dentro del ambiente del desecador debid
mantenerse alrededor de 20°C durante las 2 horas que duré el proceso

(ver Figura N°7).

Mediante la reduccion de la presidon en el sistema, el agua de los preparados
pasé a la atmosfera y fue retenida en la trampa de agua, luego del
procedimiento se obtuvo un producto seco que fue conservado a una

temperatura menor de 10°C.

" - =75 N P e
Figura N°7. Sistema utilizado para la conservacion de las bacterias por el

meétodo
4.3.3.2 Método de conservacion en agar BHI
Se sembraron los microorganismos en estudio por la técnica de pique: un asa
en punta se humedece con la suspension de los microorganismos conteniendo

10" UFC/mL de cada cepa estudiada y se inoculd hasta la mitad del tubo
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conteniendo medio de cultivo BHI, el cual se encontraba envasado en tubos

vidrio de borosilicato de 75x12 mm con tapon de algodéon y gasa.

Posteriormente estos tubos fueron incubados por 24h a una temperatura de

37°C, y finalmente almacenados a temperatura ambiente.

4.3.4 Control de calidad de los microorganismos conservados.

Una vez aplicados los procedimientos de conservacion, se realizaron los

procesos de reanimacion de los cultivos, mostrados en la figura 8 (Anexo N°2)

y los controles posteriores, en los siguientes tiempos: inmediatamente después

del proceso, a los 1.5y 3 meses.

Los controles realizados fueron:

Verificacién de la viabilidad de los cultivos mediante recuento en placa
por extendido. Se hicieron las diluciones seriadas mostradas en las
figuras 9 y 10 (Anexo N°2). Una vez realizadas las diluciones se procedio
a inocular placas con agar nutritivo por el método de extendido, tomando
0.1mL de las suspensiones con concentraciones tedricas de 104, 10% y
102 UFC/mL e incubandolas a 35°C por 48 horas, para obtener placas en
un rango facil de contar vy verificar la viabilidad bacteriana. Una vez
realizado el conteo, se tomaron colonias aisladas y se sembraron por el
método de estria en una placa de agar nutritivo y se incubaron a 35°C
por 24 horas para posteriormente realizar las pruebas bioquimicas
correspondientes a cada microorganismo.

Verificacion de la pureza mediante la identificacion de la morfologia
microscoépica y macroscopica ( Tabla N°6)

Caracterizacion bioquimica. Las pruebas bioquimicas realizadas
involucran la siembra en medios selectivos y otras pruebas mencionadas
en la tabla N°5.
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Tabla N°6. Resultados esperados de verificacion de la pureza de los cultivos

conservados.

Microorganismo

Morfologia microscoépica

Morfologia macroscopica
(Agar nutritivo)

St. aureus
ATCC 6538

Cocos Gram positivos que
forman racimos en forma de uva

Colonias grises o amarillo dorado,
redondas, borde liso.

P. aeruginosa
ATCC 1027

Bacilos cortos Gram negativos

Colonias mucoides, borde rugoso,
presentan coloracién verde

E. coli
ATCC 8739

Bacilos cortos Gram negativos

Colonias redondas convexas, borde
liso

S. thyphimurium
ATCC 14028

Bacilos cortos Gram negativos

Colonias redondas, borde liso,
usualmente de 2-4mm de diametro

4.4 Partes con las que cuenta el manual de procedimientos

Portada
indice
|. Objetivo

Il. Alcance

lll. Procedimientos. Cada uno de los procedimientos contendra las

Siguientes partes:

- Encabezado

- Materiales y equipo

- Reactivos y medios de cultivos

- Desarrollo

- Esquema general del procedimiento

IV. Formulario

V. Glosario de

abreviaturas
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4.5 Analisis Estadistico.
Los datos obtenidos durante los periodos de tiempo evaluados (antes del
proceso de conservacion, después de aplicar el proceso y 1.5 y 3 meses
después) fueron analizados estadisticamente para verificar la existencia de
diferencias significativas en la viabilidad de los cultivos conservados por los
métodos evaluados, a continuacion se describe de manera mas detallada como
se realiz6 el analisis estadistico anteriormente mencionado para cada
parametro:

a) Viabilidad. Para determinar diferencias en los recuentos de
microorganismos recuperados se utilizo el analisis de varianza multifactorial
para muestras aleatorias independientes (ANOVA) (20).

El analisis ANOVA es una herramienta estadistica que mediante el analisis de

la varianza de grupos de datos, permite determinar si existe una diferencia

significativa entre un grupo afectado por diferentes factores. Para nuestra
investigacion se tomaron en cuenta tres factores en sus diferentes niveles,
estos factores son:

- Tiempo: evaluado antes del proceso (t=pre-proceso), inmediatamente
después del proceso (t=post-proceso), a los 1.5 meses (1=1.5 meses) y 3
meses después (t = 3 meses).

- Método: evaluado en los métodos de L-drying (t=L-drying) y siembra en
agar BHI (t=BHI)

- Microorganismo: evaluado para cada uno de las 4 cepas en estudio
para los dos métodos (t=E.coli, t=Salmonella, t=Ps. Auruginosa, t=St.

aureus).

Las observaciones pueden describirse mediante el modelo estadistico lineal:

Vi = u+ T+ B+ Ok + &

i=1,2,3,4
j=1.2
k=1,2,3,4
1=1,2
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Doénde:

Y;jii: Variable respuesta (Conteos de 3 Efecto en el conteo debido al
viabilidad) j-ésimo método evaluado

U : Conteo promedio de viabilidad 6 Efecto en el conteo debido al

T; : Efecto en el conteo del tiempo k-ésimo microorganismo evaluado

debido al i-ésimo tiempo evaluado €ijk1 - Componente aleatoria del error

ANOVA parte de una hipétesis nula en la que todas las medias entre los
factores son iguales, es decir no hay una diferencia significativa, en el caso
contrario hay una diferencia entre las medias lo que indica que el factor
evaluado influye en la variable respuesta. Para los factores a evaluar tenemos

las siguientes hipotesis:
- Para el tiempo
Ho: Mpre-proceso= Mpost-proceso = M1.5meses = [M3meses
Ha: por lo menos dos de las p son diferentes
- Para el microorganismo
Ho: ME.coli= MSalmonella = M1Ps.aeruginosa = [St.aureus
Ha: por lo menos dos de las p son diferentes
- Para el método
Ho: YL-Drying= MBHI
Ha: por lo menos dos de las p son diferentes

Los factores anteriores fueron analizados por la prueba F, a un nivel de
confianza del 95%; es decir, a = 0.05. La tabla de la distribucion F tedrica se
muestra en el anexo N°1 y las formulas para construir el analisis de varianza se

muestran en el anexo N°3.
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Las suposiciones que fundamentan el analisis de varianza son que los datos
estén descritos de manera adecuada por el modelo estadistico y que los
errores sean independientes y se encuentren distribuidos de manera normal
con media cero y varianza constante o2. Para la aplicacion del modelo se

verifican las suposiciones anteriores.

En el caso de las hipdtesis en las que mediante ANOVA se demostrd
diferencias significativas de alguna de las medias, se aplicoé la prueba de
Minima Diferencia Significativa (LSD-por sus siglas en inglés), la cual mediante
un procedimiento de comparacion multiple determind cuales medias fueron

significativamente diferentes de otras.

Adicionalmente, para el caso de los datos de viabilidad del método BHI se
hicieron graficas de porcentaje de viabilidad residual vs tiempo. La viabilidad
residual se calculd mediante la siguiente formula en los cuatro tiempos

estudiados (Pre-proceso, post-proceso, 1.5 meses y 3 meses):
Viabilidad residual (%) =100 (N/No)

Dénde: No es la viabilidad celular inicial de la muestra (Pre-Proceso)
N es la viabilidad celular en el tiempo t

Las graficas de viabilidad residual se realizaron usando el programa EXCEL,
mediante el cual también se les afadié una linea de tendencia exponencial con

una formula base:
Y = yoeﬁt

Doénde:

Y = viabilidad residual B: tasa de decrecimiento de la
viabilidad inicial
yo: viabilidad inicial
] t: tiempo (meses)
e: numero de Euler
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Se determind su ecuacion y coeficiente de correlacién para cada cepa de los
microorganismos conservados. De la ecuacion obtenida se despejo el tiempo y
se sustituyo el valor de la cantidad de microorganismos viables residuales por el
valor 0.0000001%, con el objeto de encontrar el tiempo en el que aun fuera
posible encontrar al menos 100 UFC (0.0000001%) de microorganismos viables

en el tubo conservado.

b) Estabilidad bioquimica. Los datos obtenidos a partir de las pruebas APl y
las pruebas de caracterizacion bioquimica para cada microorganismo, para la
verificacion de la estabilidad bioquimica fueron organizadas en tablas de

contingencia.



CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 Resultados y Discusion de Resultados

5.1 Caracterizacion inicial de las cepas
En las tablas N°7 y 8; y figuras N°11 y 12 se detallan los resultados de las
pruebas bioquimicas realizadas, para el establecimiento de la identidad de los

cultivos conservados.

Tabla N°7. Resultados iniciales de las pruebas bioquimicas realizadas a
Staphylococcus aureus ATCC 6538

Prueba Coagulasa Agar Baird Catalasa Agar
Tiempo 9 Parker Chapman
Resultado esperado | Formacion | Colonias negras Formacion Viraje de indicador
positivo. de coagulo con halo de burbujas a amarillo
Criterio de
f‘;\ceptac[or.l para Positivo Positivo Positivo Positivo
inoculo inicial

Tabla N°8. Resultados iniciales de las pruebas bioquimicas realizadas a
Pseudomona aeruginosa ATCC 9027

Prueba Crecimiento

. Cetrimide Nitratos o Oxidasa
Tiempo a41°C
Resultado Colonias de Coloracion roja al Presencia Papel reactivo se
esperado positivo. color verde agregar reactivo de turbidez torna violeta
Criterio de
aceptacion para
inoculo inicial Positivo Positivo Positivo Positivo

Los resultados de las pruebas bioquimicas que se muestran en las tablas N°7 y
8 concuerdan con los resultados propuestos por el manual de Bergey's de
microbiologia identificativa sy para St aureus y P. aeruginosa y lo indicado en

los certificados de las cepas (anexo N°3).

Los resultados del sistema computarizado RapidONE realizados a las cepas
evaluadas de Salmonella typhimurium y Escherichia coli indicaron la
presencia de: Salmonella cholerasius (Figura N°11) con un nivel de
identificacion de 98.64%, y Escherichia coli (Figura N°12) con un nivel de
identificacion mayor de 99.99%. Ambos resultados estan dentro de un nivel

aceptable de identificacién con un error menor al 10%2s).




59

La identificacion mediante el sistema RapidONE de Salmonella typhimurium
(Salmonella cholerasius serovar: typhimurium) solo permiti6 obtener la
especie y genero del microorganismo como: Salmonella cholerasius. Por lo

que en el resto del documento se hara referencia a este asi.

ERIC Web Identification Report
RapIlD ONE
Run Date: 211172013
Facility: Universidad de El Salvador
Microcode: 6120010 Reference Ma: SAL

Sysfem Tests|-URE 00% +LDC  94% -KSF 00% -ONPG 00% -NAG 00% +GGT 95% -IND 00%
+ADH &0% -TET 56% +5BL 20% —-BGLU 00% -MAL 00% -PYR 00% -OXI 00%

+0DC  98% -LIFP 00% -GUR 11% -pXYL 00% -FRO 07% -RDON 00%

IDENTIFICATION = Salmonella Group 1

Choice Probability Bioscore Contraindications
Salmonella choleraesuis 98.16% 1/6 None
]Salmunella 1 (Most) 1.84% 1439 TET [91]

Probability Level: Implicit
Biofrequency: Typical

Salmonell group 1. Pathogenic for man and animals. O group C1. Arabinose and trehalose negative.

Figura N°11. Resultados del sistema de identificacion Digital Rapid ONE para

Salmonella choleraius serovar: typhimurium

ERIC Web Identification Report
RaplD ONE
Run Date: 2111172012
Facility: Universidad de El Salvador
Microcode: 6161001 Reference No: EC

System Tesfs|-URE 01% +LDC £84% —-ES5F 01% +ONPG 95% -NAG 00% -GGT 44% +IND 98%
+LDH 15% -TET 02% +5BL 90% -BGLU 01% -MAL 01% -PYR 01% -OXI 00%
+0DC  75% -LIF 00% +GUR 92% -pXYL 00% -PRC  03% -RDON 02%

IDENTIFICATION = Esc. coli
Choice Probability Bioscore Contraindications

Esc. coli > 99.9% 1/28 ADH [15]

Probability Level: Satisfactory
Biofrequency: Acceptable
Isolated from a wide variety of clinical specimens and infections. Includes E. cali “inactive” Alkalescens-
Dispar (nonmotile anaerogenic O antigen) and "enteropathogenic’ designations.

Figura N°12.Resultados del sistema de identificacion Digital Rapid ONE para E.

coli.
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Mediante las pruebas bioquimicas realizadas se logro identificar la especie y
género de los microorganismos utilizados, asi como sus caracteristicas
bioquimicas mas determinantes. Lo cual proporciona la certeza de utilizar las
cepas requeridas como microorganismos estandares para los ensayos
microbiolégicos realizados a productos farmacéuticos. Confirmando las

caracteristicas indicadas en los certificados (anexo N°4).

5.2 Conservacion de las cepas

De la implementacion de los procesos de conservacion por L-Drying y agar BHI
se obtuvieron 10 viales de cada microorganismo conservado en cada método
(Figura N°13).

AR, KM

"‘. -

— e ™ =

Figura N°13. Viales con bacterias conservadas por L-drying (Izquierda) y

siembra en agar BHI (Derecha)

Para la evaluacion de la viabilidad y caracteristicas bioquimicas de los cultivos,
se utilizé un vial de cada una de las cuatro cepas conservadas para cada
evaluacion realizada: post-tratamiento, 1.5 meses y 3 meses, haciendo un total
de 3 viales utilizados por cada microorganismo, dejando un total de 7 viales de

cada cepa en reserva para investigaciones posteriores.

5.2.1 Conservacién por el método L-drying
Durante la realizacion de éste procedimiento se observaron dos desviaciones
respecto a los parametros de desempefio propuestos: el desecador de vidrio

con adaptador para vacio. Solamente se pudo mantener a una temperatura de
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25°C, es decir 5°C mayor a la propuesta en la bibliografia (11); ademas la bomba
de vacio no alcanzo los 5mBar deseados (11). Ambos factores anteriormente
mencionados afectaron el proceso ya que de acuerdo a la ley de los gases
ideales (PV=nRT) la presion y la temperatura afectan el volumen y estado del
agua presente dificultando la perdida de humedad de los cultivos, por lo que se
dejaron los cultivos por dos dias mas en el desecador para eliminar el exceso
de humedad en los viales. Una vez finalizado el proceso estos fueron
almacenados en bolsas estériles selladas en un refrigerador a una temperatura
de 4-10°C.

La reanimacién de los cultivos conservado mediante este método se realiz6
agregando 0.3mL de caldo nutritivo a cada vial a analizar y dejandolo reposar

por una hora para luego realizar los recuentos de microorganismos.

5.2.2 Conservacioén por el método de siembra en agar BHI.
La conservacién de los microorganismos por siembra en agar BHI se llevo a

cabo siguiendo todas las condiciones anteriormente descritas en la
metodologia. Los cultivos conservados por este método fueron cubiertos con
una lamina de papel parafilm para evitar la pérdida de humedad de los cultivos,
luego estos fueron almacenados en un contenedor de durapax previamente
sanitizado, manteniendo a una temperatura aproximada de 26-27°C a lo largo
de la realizacion de la investigacion, los datos y graficas del control de la

temperatura durante la realizacion del estudio se muestran en el anexoN°® 5.

Para la reanimacion de los cultivos, el contenido de los tubos con los
microorganismos fue triturado utilizando un asa estéril y resuspendiendo
mediante lavados con Buffer fosfato pH 7.4 para recuperar el cultivo, hasta
lograr un volumen de 30 mL, que se homogenizd en un tubo estéril con ayuda
de un vortex, para proceder finalmente con el recuento mediante el

procedimiento mostrado en la seccién 2.3.4 de los materiales y métodos.
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5.3 Viabilidad y conservacion de propiedades bioquimicas.
La figura N°14 en la siguiente pagina muestra que se observaron fenbmenos
diferentes de comportamiento de viabilidad para cada método los datos crudos

de conteo correspondiente a cada método se muestran en el anexo N°6.

Viabilidad L-Drying y BHI

1.00E+12
1.00E+10 -
1.00E+08 -
1.00E+06 -
1.00E+04 -
1.00E+02 -
1.00E+00 -

UFC sobrevivientes/tubo

Pre proc [Post proc|1.5 meses| 3 meses | Pre proc |Post proc|1.5 meses| 3 meses

L-Drying BHI

W E. coli ™ Salmonella Ps. Aeruginosa M St. Aureus

Figura N°14. Estudio de viabilidad de microorganismos conservados por el
método L-drying (Izquierda) y el método de BHI (derecha).

En el caso del método de L-Drying se observa que hay un descenso de la
viabilidad del Salmonella y Pseudomona aeruginosa después de la aplicaciéon
del proceso, para luego observarse aumento de los microorganismos viables

correspondientes a estas cepas a los 1.5 meses y 3 meses de conservacion.

Siempre en el método de conservacion por L-Drying, no se observa cambio en
la viabilidad de E.coli y de St. aureus por la aplicacién del proceso. Sin
embargo, si se observa un leve descenso de las cepas mencionadas a los 1.5

meses, seguido de un aumento de viabilidad a los 3 meses.

Por otro lado para el método de BHI se observa un comportamiento mas

homogéneo de los microorganismos, caracterizado por un descenso constante
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de la viabilidad de todos los microorganismos estudiados tanto después de la

aplicacién del método como a los 1.5 y 3 meses.

Al aplicar el analisis de varianza a los datos de los conteos promedio se

obtuvieron los resultados indicados en la Tabla N°9.

Tabla N°9. Analisis de varianza de los conteos realizados, respecto a los
factores: Microorganismo, tiempo y Método para un nivel de

confianza de 95%

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F | Valor-P
Factores Cuadrados Medio
A:Metodo 1.93286E23 1 1.93286E23 6.67 0.0164
B:Microorganismo 2.22051E23 3 |7.40169E22 2.55 0.0793
C:Tiempo 1.41147E23 3 |4.70491E22 1.62 0.2104
RESIDUOS 6.95975E23 24 [2.8999E22
TOTAL (CORREGIDO) [1.25246E24 31

La tabla anterior muestra que los datos son significativamente diferentes entre

los métodos de conservacion aplicados a los microorganismos (P=0.0164).

En contraste, el Analisis de Varianza indica que los factores tiempo y especie
de microorganismo son factores que no generan diferencias significativas; es
decir que al considerar los datos totales no se puede considerar que hay
variaciones significativas por tipo de microorganismo ni por tiempo (P>0.05 para

las hipdtesis que involucran estas variables).

Dado que dentro de los objetivos de la tesis se encontraba verificar las
variaciones en viabilidad de las cepas en estudio bajo las condiciones de
conservacion aplicada, se decidié realizar nuevamente el analisis de varianza
pero utilizando solamente los datos para cada tratamiento aplicado, cuyos

resultados se encuentran en las siguientes secciones.

Es importante mencionar que paralelamente a la realizacion del analisis ANOVA
se verificaron los supuestos para la aplicabilidad del modelo, los cuales

muestran en la siguiente pagina (figuras N° 15y 16):
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1) una tendencia lineal de la distribucion de probabilidades de los residuos,

lo que verifica la distribucion normal

Grafico de Probabilidad Normal

99.9

porcentaje acumulado

RESIDUOS

Figura N°15.Grafica de distribucion lineal de los errores en la aplicacion del

modelo ANOVA (Factores: método, tiempo microorganismo).

2) Una grafica de residuales que muestra que estos no siguen ningun
patron en especifico, lo que demuestra la independencia de los

resultados y su aleatoriedad.

Grafico de Residuos para conteo (UFC/mL)
(mewsog

35— =

Residuos ° [ . ' ) .o N

-5_ | ) ’ o - L] B =

25 " : C .

-45 = 1 1 L L 1]
0 10 20 30 40

Numero de fila

Figura N°16.Homogeneidad de los residuos en la aplicacion del modelo
ANOVA (Factores: método, tiempo microorganismo).

Las evidencias anteriores evidenciaron la adecuabilidad de los datos al modelo
por lo cual no hubo necesidad de una transformacion de los datos para su

analisis.
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Los resultados del proceso de conservacion por el método de L-Drying se

presentan en la Figura N°17.

Viabilidad L-Drying

1.0E+12
1.0E+10
1.0E+08
2 1.0E+06
<
2
5 1.0E+04
1.0E+02
1.0E+00
Pre proc Post proc 1.5 meses 3 meses
W E. coli 2.65E+11 3.55E+11 3.20E+09 8.75E+11
B Salmonella 3.05E+11 3.00E+08 3.00E+09 5.25E+11
M Ps. Aeruginosa 4.60E+10 4.00E+08 2.30E+09 4.00E+11
M St. aureus 8.20E+10 1.35E+11 1.85E+10 6.50E+10

Figura N°17. Estudio de viabilidad de microorganismos conservados por

L-

drying

Como se menciond en la seccidn anterior, se observaron variaciones bastante

heterogéneas de los diferentes microorganismos en el tiempo. Al aplicar el

analisis de varianza a los datos, tomando solamente en cuenta los factores

tiempo y microorganismo, se obtuvieron los resultados mostrados en la tabla

N°10. Previo a la aplicacion de este modelo se verificaron de nuevo los

supuestos, como se muestra en las figuras N°18 y 19.

Tabla N°10. Datos de analisis de varianza de los conteos realizados, respecto a

los factores: Microorganismo y tiempo a un nivel de confianza de

95% para el método de conservacién por L-Drying.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F | Valor-P
Factores Cuadrados Medio
A:Microorganismo 6.44526E23 3 |2.14842E23 13.84 | 0.0000
B:Tiempo 1.10423E24 3 3.68078E23 23.70 0.0000
RESIDUOS 3.26094E23 21 1.55283E22
TOTAL (CORREGIDO) 1.81927E24 27
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De tal manera que se establecié un nuevo modelo para el analisis dejando a un

lado el factor método, queda planteado como:
Yie = Ti + O + &g
Doénde:

Y1 Variable respuesta (Conteos de
viabilidad)

0,.: Efecto del microorganismo

&1 - Errores residuales

t; . Efecto del tiempo

Estos datos confirman lo observado en las graficas, que existen diferencias
significativas de la viabilidad tanto durante el tiempo de estudio como por tipo
de microorganismo de estudio. Para darle seguimiento al objetivo de verificar
las variaciones de viabilidad en el tiempo se aplico la prueba de minima
diferencia significativa de Fisher (LSD) para ver la relacién existente entre la
cantidad de microorganismos promedio encontradas a los diferentes tiempos
cuantificados. Los resultados de esta prueba se observan en la tabla N°11.

Tabla N°11. Resultados de la prueba LSD aplicada la viabilidad de los
microorganismos conservados por el método L-Drying.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

1.5 meses - 3 meses * -5.50333E11 1.44867E11
1.5 meses — Pre proceso * -2.49333E11 1.44867E11
1.5 meses - Post proceso -1.15733E11 1.49618E11
3 meses - Preproceso * 3.01E11 1.29573E11
3 meses - Post proceso * 4.346E11 1.44867E11
Pre proceso - Post proceso 1.336E11 1.44867E11

* indica una diferencia significativa
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Grafico de Residuos para Conteo

[, 1.E1:§J3 ‘

20+ . . .
10

ol : . . . -

residuos

10k . - .
-20 - : ’ :

30 -, s ) - B
o] 5 10 15 20 25 30
numero de fila

Figura N°18. Homogeneidad de los residuos en la aplicacion del modelo

ANOVA (Factores: tiempo microorganismo).
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Figura N°19. Grafica de distribucion lineal de los errores en la aplicacion del

modelo ANOVA (Factores: método, tiempo microorganismo).

Una ecuacion representativa de los resultados de la prueba LSD se muestra a

continuacion:

Mpreproceso = Mpost proceso = H1.5 meses < M3 meses

<
La prueba de diferencia de medias mostré6 que la poblacién de los ultimos

meses de muestreo es mayor a la poblacién inicial e incluso mayor a la
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poblacién posterior al proceso, en otras palabras que los microorganismos se

estan reproduciendo.

La grafica de viabilidad residual de los microorganismos conservados por este
método (Figura N°20) confirma como se establecio en el parrafo anterior que los

microorganismos en los tubos se estan reproduciendo.

—El =@=—E. coli

O 4606 == Salmonella

'S

D 200.0 / Ps. Aeruginosa

w —>=St. aureus
—0:0+1% !

-0.5 0.5 1 1.5 2 2.5 3 35

Tiempo (meses)
Figura N°20. Viabilidad residual de los microorganismos conservados por el

meétodo de L-Drying

Dados las diferentes dificultades encontradas durante la implementacion del
procedimiento se considero la posibilidad de que el crecimiento en los tubos
conservados por este método se debiera a la humedad final de estos.
Mediciones de la humedad de los tubos conservados mostraron los datos

indicados en la Tabla N°12.

Tabla N°12. Humedad relativa de los tubos correspondientes a los diferentes

microorganismos conservados por el método de L-Drying.

Microorganismo % de humedad
St aureus 17.249 + 16.708
Ps. aeruginosa 14.763 + 14.832
E. coli 47.952 + 61.386
Salmonella 74.654 5.456
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Los resultados de humedad indicaron una alta heterogeneidad en este
parametro, empezando desde niveles minimos de aproximadamente 5% hasta
aproximadamente 80%. Estos niveles de humedad han sido reportados como
niveles permisibles para el crecimiento de los microorganismos, lo cual a su vez
puede también permitir mutaciones indeseables en cepas destinadas a ser

utilizadas como referencia.
5.3.2 Viabilidad de los microorganismos por siembra en agar BHI.

Los resultados de viabilidad de las cepas conservadas por el método de agar

BHI se observan en la Figura N°21.

Ya en la seccion 3.3.1 se habia mencionado una clara tendencia de disminucion
de la viabilidad presentada por los microorganismos conservados a través de
este método. Los resultados del analisis de varianza (Tabla N°13) indican que
hay diferencias significativas de viabilidad en los diferentes tiempos de estudio
y por microorganismo (P=0.00, y P=0.01 respectivamente). Previo a la
aplicacion de este modelo se verificaron de nuevo los supuestos, como se

muestra en las Figuras N°22y 23.

1.0E+12 = T
Viabilidad BHI
1.0E+10
1.0E+08
S 1.0E+06
3
e
= 1.0E+04
1.0E+02
1.0E+00
Pre proc Post proc 1.5 meses 3 meses
mE. coli 2.65E+11 3.55E+10 1.50E+07 3.85E+06
B Salmonella 3.05E+11 5.65E+10 3.00E+08 6.25E+05
Ps. Aeruginosa 4.60E+10 1.15E+10 8.00E+07 3.65E+05
B St. aureus 8.20E+10 4.50E+09 5.50E+07 2.30E+05

Figura N°21. Estudio de viabilidad de microorganismos conservados por

siembra
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Figura N°22.Evaluacion de homogeneidad de los residuos en la aplicacion del

modelo ANOVA al método BHI(Factores: tiempo microorganismo).
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Figura N°23.Grafica de distribucion lineal de los errores en la aplicacion del

modelo ANOVA al método BHI(Factores: tiempo microorganismo).

Tabla N°13. Datos de analisis de varianza de los conteos realizados, respecto

a los factores: Microorganismo y tiempo a un nivel de confianza de

95% para el método de conservacion por siembra en agar BHI.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F | Valor-P
Factores Cuadrados Medio
A:Microorganismo 4.17925E22 3 [1.39308E22 4.01 0.0190
B:Tiempo 1.43244E23 3 |4.7748E22 13.75 0.0000
RESIDUOS 8.33472E22 24 |3.4728E21
TOTAL (CORREGIDO) |2.73037E23 30




Tabla N°14. Resultados de la prueba LSD aplicada la viabilidad de los

microorganismos conservados por el método de conservacion por

siembra en agar BHI.

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites

1.5 meses - 3 meses 6.90671E9 6.31991E10
1.5 meses — Pre proceso * -1.58342E11 6.31991E10
1.5 meses - Post proceso -2.0092E10 6.31991E10
3 meses — Pre proceso * -1.65249E11 6.08134E10
3 meses - Post proceso -2.69987E10 6.08134E10
Pre proceso - Post proceso * 1.3825E11 6.08134E10
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* indica una diferencia significativa.
Una ecuacion representativa de los resultados de la prueba LSD se muestra a

continuacion:

Mpreproceso = Mpost proceso = M1.5 meses = M3 meses

Ademas de haber diferencias significativas, las diferencias de medias (Tabla
N°14) indicaron que si bien hay reduccion significativa de la viabilidad de los
microorganismos debida a la aplicacion del método de conservacion, solamente
durante el mes y medio posterior; por otro lado no hay diferencias significativas
en la cantidad de microorganismos viables entre los tiempos de post-proceso,
1.5 meses y tres meses. EI mantenimiento de la viabilidad durante los tres
meses posteriores a la aplicacion de método de conservacién sugiere un buen
comportamiento del método que apoya su utilizacibn como método de

conservacion.

La grafica de viabilidad residual de los microorganismos conservados por este
meétodo (Figura N°24) nos confirman las inferencias obtenidas mediante el
analisis de varianza y la prueba de comparacion de medias; pero ademas nos
permiten agregar una linea de tendencia exponencial, una ecuaciéon y un
coeficiente de correlacion correspondiente. Los datos anteriores nos indicaron

el ajuste de los datos al modelo exponencial y se utilizaron como una
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herramienta predictiva para encontrar el tiempo al cual todavia sera posible

encontrar microorganismos viables en los tubos conservados.

Es importante observar que tres de los cuatro coeficientes de correlacion
obtenidos para las lineas de tendencia agregadas son mayores a 0.97 lo cual
indica que mas del 97% de los datos se ajusta al modelo. Solamente para la
curva de viabilidad residual de E. coli se observo un coeficiente de correlacion
de 0.87, que para efectos de considerarse este como un estudio preliminar
ofrece una perspectiva que representa bastante bien el comportamiento de los

microorganismos bajo este método de conservacion.

St aureus Escherichia coli
T 150 5 150 o
S y= 33 43e-3.708x _3 = y= 19.739e>
g g R2=0.8706
= 50 =0.9725 E 50
- ]_59_d) 4 :'E -]_.59_d) 1. 2 3 4
s Tlempo (Meses) S Tiempo (Meses)
Salmonella cholerasius Pseudomona aeruginosa
e 46.413e4111x S e 517983718
S 100 y= S y=
8 R? = 0.9885 § R2=09904
T ©
3 N B
81 o 0 - 2 3 4 | B 40 2 4
= Tlempo (Meses) > Tlempo (Meses)

Figura N°24. Viabilidad residual de los microorganismos conservados por el
método de siembra en agar BHI. La linea azul indica los datos
obtenidos experimentalmente, y la linea roja indica la linea de
tendencia agregada mediante el programa Excel® cuya ecuacién

y coeficiente de correlacion se indican dentro de cada grafica.



73

Al realizar el despeje de la ecuacion obtenida de la linea de tendencia
correspondiente a cada microrganismo se obtiene una expresion util para
predecir el tiempo en el cual bajo las condiciones de almacenamiento actuales
de los tubos (25-27 °C) sera posible recuperar al menos 100 UFC (0.0000001%
de la poblacion inicial) de los microorganismos. Los resultados obtenidos del
despeje de ecuaciones (Tabla N°15) sefalaron que en tiempos entre 4.8 y 5.4
meses todavia sera posible recuperar microorganismos viables de tubos
producidos mediante este método de conservacion y bajo las condiciones de
almacenamiento establecidas. Los datos de estabilidad bioquimica presentados
en las siguientes secciones completan la informacion necesaria para establecer
el nivel de utilidad de este sistema para la conservacion de microorganismos de

referencia en el laboratorio de microbiologia.

Tabla N°15. Prediccion del tiempo de la vida util de los microorganismos conservados

por el método de BHI

Microorganismo Ecuacion de prediccion Tu=100 urc

0.0000001
E. coli B In—g9739 5.26 meses

3.626

0.0000001
_""26413 4.85 meses
4111

I 0.0000001
_ "T51.798 5.4 meses
3.718

Salmonella

Ps. aeruginosa

I 0.0000001
St. aureus n—=373 5.29 meses

X= 773708

5.4 PUREZA DE MICROORGANISMOS

Las Tablas N°16 y 17 muestran los resultados de la verificacion de pureza
realizadas a los cultivos conservados asi como los resultados esperados de la
morfologia microscépica de cada microorganismo. Los resultados confirmaron
la presencia de los microorganismos de interés durante todas las
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determinaciones realizadas. Se confirmé la presencia de las bacterias en
estudio tanto en medios nutritivos como en selectivos, durante todos los
tiempos de estudio, para ambos métodos de conservacion.

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion de
la pureza microscopica durante la realizacion del estudio, con sus respectivos
resultados esperados.

Tabla N°16. Resultados de los controles de pureza microscépica para las

bacterias en estudio.

Morfologia Morfologia Microscépica (resultados)
caracteristica LD BHI
Microorganismo Tiempo (meses) Tiempo (meses)
0 pre | 15| 3 0 pre |15 |0
Staphylococcus Cocos gram (+) en + + + |+ + + + |+
aureus racimo
Salmonella Bacilos cortos gram (-) + + + |+ + + + |+
cholerasius no esporulados
Escherichia coli | Bacilos cortos gram (-) + + + |+ + + + |+
no esporulados
agrupados en cadenas
cortas
Pseudomona Bacilos gram (+) no + + + |+ + + + |+
aeruginosa esporulados

En algunas placas de recuento presentaron contaminacion microbioldgica,
evidenciada por la presencia de colonias con morfologias diferentes a la de las
bacterias conservadas, mientras que a nivel microscépico era dificil observar la
contaminacion por bacilos gram (-) con morfologia microscépica similar a las
bacterias en estudio. Sin embargo se logro discriminar a los bacilos gram
negativos contaminantes por la presencia de esporas terminales en la
estructura celular de los mismos. Se atribuyé esto al grado de contaminacion
presente en el laboratorio, verificado mediante la realizacion de controles a los
cultivos Los cuales mostraban predominantemente contaminacién por hongos
filamentosos, colonias de color naranja puntiformes y colonias redondas de
color crema, concordantes con la  contaminacion  observada.
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Tabla N°17. Resultados de bacterias en estudio respecto a la morfologia macroscopica esperada en medios de

promocion y selectivos.

Bacteria Medio | Morfologia macroscopica Pre-proceso | Post- 1.5 3 meses
proceso meses
LD BHI | LD | BHI | LD | BHI | LD | BHI

Staphylococcus Colonias puntiformesredondas, lisas, convexas y
aureus ATCC brillantes de color amarillo dorado.
6538 AN + + + + + + + +

BPA Colonias puntiformes negras con decoloracion + + + + + + + +
Pseudomona Colonias mucoides, grandes de borde irregular y olor
aeruginosa AN caracteristico + + + + + + + +
ATCC 9027 CET | Colonias mucoides que presentan pigmentacion verdosa + + + + + + + +

y olor caracteristico

Escherichia coli AN Colonias lisas, convexas y humedas de superficie + + + + + + + +
ATCC 8739 brillante y bordes lisos

EMB Colonias puntiformes humedas y con coloracién verde + + + + + + + +

metalica caracteristica

Salmonella AN Colonias grandes, lisas y humedas + + + + + + + +
typhimurium XLD Colonias negras de borde regular + + + + + + + +
ATCC 14028

CET: Agar cetrimide EMB: Agar EMB AN: Agar nutritivo XLD: Agar XLD
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5.5 ESTABILIDAD BIOQUIMICA

Los resultados obtenidos en la caracterizacion de los cuatro microorganismos
conservados por ambos métodos indican que todos estos mantuvieron sus
caracteristicas bioquimicas iniciales a lo largo de la investigacion. Las pruebas
API para las Enterobacterias: Escherichia coli y Salmonella cholerasius, se
ajustaron a los patrones de comparacion establecidos por la base de datos del
sistema RapidONE 20E, confirmando la identidad de estos microorganismos
(Tabla N°18), adicionalmente se realizd el conjunto de pruebas IMVIC a las
enterobacterias analizadas (Tablas N°19 y 20), los resultados obtenidos
mediante estas pruebas también identifican a los microrganismos evaluados
como Escherichia coli y Salmonella Spp respectivamente, de acuerdo a lo
descrito también en el manual de Bergey’s(9). Para las no Enterobacterias:
Staphilococcus aureus y Pseudomona aeruginosa, los resultados obtenidos
corresponden con lo indicado en las pruebas establecidas en el Manual de

Bergey’s de microbiologia identificativa (19) (Tablas N°21 y 22).

Tabla N°18. Porcentaje de identificacién para Salmonella typhimurium ATCC
14028 y Escherichia coli ATCC 8739 en la prueba RapidOne

Resultado Post-proceso 1.5 meses 3 meses
Microorganismo pre- proceso de LD BHI LD BHI LD BHI
RapidOne (%) %) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%)
Salmonella 98.16 98.20 | 98.16 | 98.18 | 98.52 | 98.16 | 98.18
typhimurium ATCC
14028
Escherichia coli ATCC >99.9 >99.9 | 99.96 | >99.9 | >99.9 | >99.9 | 99.98
8739




7

Tabla N°19. Resultados de pruebas bioquimicas IMVIC Escherichia coli 8739 por los métodos L-drying y BHI
(TSI: Agar tres azucares y hierro; I: Indol; RM: Rojo de Metilo.VP; Voges Proskauer; C: Citrato; M:

Movilidad).
Prueba RM Movilidad VP Indol TSI Citrato Agar EMB
BHI | LD | BHI | LD | BHI | LD |BHI | LD |BHI | LD | LD | BHI | LD | BHI
Tiempo
Post-proceso + + + + - - + + | AAA | AA - -
1.5 meses + + + + - - + + | AAA | AA - - + +
3 meses + + + + - - + + | AAA | AA - -
Resultado
esperado + + - + A/A - +

Tabla N°20. Resultados de pruebas bioquimicas IMVIC para Salmonella por los métodos L-drying y BHI (TSlI:
Agar tres azucares y hierro; I: Indol; RM: Rojo de Metilo.VP; Voges Proskauer; C: Citrato; M:

Movilidad).
Prueba RM Movilidad VP Indol TSI Citrato Agar BS
Tiempo BHI | LD |[BHI| LD BHI | LD | BHI | LD BHI LD BHI | LD | BHI | LD
K/A, H2S, K/A, H2S,
Post-proceso + + + + - - - - gas gas + + + +
K/A, H2S, K/A, H2S,
1.5 meses + + + + - - - - gas gas + + + +
K/A, H2S, K/A, H2S,
3 meses + + + + - - - - gas gas + + + +
Resultado esperado + + - - K/A, H2S, gas + +

Ademas se realizaron pruebas complementarias utilizando el sistema INVIC para la identificacion de
enterobacterias, cuyos resultados concuerdan con las pruebas APl realizadas a estos mismos cultivos.



Tabla N°21.

6538 por método L-drying y BHI
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Resultados de pruebas bioquimicas Staphylococcus aureus

Prueba Coagulasa Agar Baird Parker Catalasa Agar Chapman
BHI LD BHI LD BHI LD BHI LD

Tiempo
Pre-proceso + + + + + + + +
Post-proceso + + + + + + + +
1.5 meses + + + + + + + +
3 meses + + + + + + + +
Resultado
esperado. + + + +

Tabla N°22. Resultados de pruebas bioquimicas Pseudomona aeruginosa
9027 por método L-drying y BHI.

Prueba Crecimiento

Cetrimide | Nitratos ad41°C Oxidasa

BHI |LD | BHI | LD BHI LD | BHI | LD
Tiempo
Pre-proceso + + + + + + + +
Post-proceso + + + + + + + +
1.5 meses + + + + + + + +
3 meses + + + + + + + +
Resultado
esperado. + + + +

5.6 Manual de conservacion de cepas.

Debido a que el procedimiento de conservacion por siembra en agar BHI indico

en el estudio buena estabilidad (no reproduccién) de los microorganismos,

ademas de tratarse de un método mas econdmico de conservacion se elabord

el manual de conservacién de cepas utilizando como punto basico este método.

El manual incluye ademas procedimientos de verificacion de la estabilidad de

los microorganismos estudiados en este trabajo de graduacién y los registros a

llenar.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES



6.0 Conclusiones

Se confirmé durante todas las etapas del estudio que las cepas
bacterianas presentaban las caracteristicas bioquimicas vy
morfoldgicas propias de los microorganismos en estudio

El método de L-drying (liquid drying) no se recomienda para la
conservacion de microorganismos bajo las condiciones del estudio,
debido a las limitaciones del equipo con el que cuenta el laboratorio
de microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia, ya que
produce cultivos inestables en su viabilidad y un riesgo en la perdida
de sus propiedades bioquimicas.

El Método de conservacion por agar BHI (Infusion Cerebro Corazén)
mostro una pérdida significativa en su viabilidad unicamente luego de
la aplicacion del método, posterior a esto, durante el periodo de
evaluacion del estudio y a las condiciones de temperatura de
almacenamiento.

Los cultivos conservados por siembra en agar BHI mostraron una
buena estabilidad en su viabilidad y caracteristicas bioquimicas por lo
que se propone este método para su implementacion en la
conservacion de cepas de referencia bacterianas como las
estudiadas para un laboratorio de control de calidad microbiolégico
de medicamentos, por periodos de tiempo menores a 3 meses o
hasta 5 meses.
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7.0. Recomendaciones

Evaluar el método de conservacién por BHI (Infusion Cerebro Corazén)
durante un intervalo de tiempo mayor y asi determinar el periodo maximo
en el que el método podria lograr conservar las caracteristicas de
viabilidad deseadas de una coleccién de cepas bacterianas bajo las
condiciones en las que se desarrollo la investigacion, o bajo condiciones
diferentes.

Realizar una evaluacion del método de conservacion L-Drying con una
bomba de vacio de mayor capacidad con el fin de reducir el porcentaje
de agua residual contenida en los viales conservados.

Implementar controles de temperatura y humedad relativa de las
diferentes areas que componen el laboratorio de microbiologia para el
conocimiento de las condiciones bajo las que opera el laboratorio, de tal
forma que se asegure constancia tanto en las condiciones para el
mantenimiento de las cepas como las condiciones bajo las que se
realizan las pruebas.

Que el laboratorio pueda contar con un programa de monitoreo de carga
microbioldgica ambiental en las areas de las que consta el laboratorio asi
como también del ambiente de las incubadoras usadas en los analisis
para asi realizar medidas correctivas de acuerdo al caso, lo cual es
especialmente importante tanto para el programa de conservacién de
material de referencia como para la realizacion de las pruebas.

Realizar una revision de los procedimientos de limpieza y sanitizacion de
las areas de trabajo del laboratorio de microbiologia asi como la
distribucion de los materiales e instrumentos contribuiria para evitar
posibles fuentes de contaminacién cruzada que afecte el programa de
conservacion de cepas de referencia y todas las pruebas analiticas
realizadas en el laboratorio
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Anexo N° 1.

Tabla N°23 Tabla de la distribucion F

1-0=095 v, = grados de libertad del numerador
1-a=P(F<f,,.:) v, = grados de libertad del denominador
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

161.446 199.499 215707 224.583 230.160 233.988 236.767 238.884 240.543 241.882 242.981 243.905 244.690 245363 245.949
18,513 19.000 19.164 19.247 19.296 19.329 19.353 19.371 19.385 19.396 19405 19412 19419 19424 19429

OO ~NOoO O kwWwN =

10.128 9.552 9.277 9.117 9.013 8.941 8.887 8.845 8.812 8.785 8.763 8.745 8.729 8.715 8.703
7.709 6.944 6.591 6.388 6.256 6.163 6.094 6.041 5.999 5.964 5.936 5912 5.821 5.873 5.858
6.608 5.786 5.409 5192 5.050 4.850 4.876 4.818 4772 4.735 4.704 4.678 4.655 4.636 4.619
5.987 5.143 4.757 4.534 4.387 4.284 4.207 4.147 4.099 4.080 4.027 4.000 3.976 3.956 3.938
5.591 4.737 4.347 4.120 3.972 3.866 3.787 3.726 3.677 3.637 3.603 3.575 3.550 3.529 3.511
5318 4.459 4.066 3.838 3.688 3.581 3.500 3.438 3.388 3.347 3.313 3.284 3.259 3.237 3.218
5117 4.256 3.863 3.633 3.482 3.374 3.293 3.230 3.179 3.137 3.102 3.073 3.048 3.025 3.008
4.965 4.103 3.708 3.478 3.326 3.217 3.135 3.072 3.020 2.978 2.943 2913 2.887 2.865 2.845
4.844 3.982 3.587 3.357 3.204 3.095 3.012 2.948 2.896 2.854 2.818 2.788 2.761 2739 2.719
4.747 3.885 3.490 3.259 3.106 2.996 2.913 2.849 2.796 2.753 2717 2.687 2.660 2.637 2.617
4.667 3.808 3.411 3179 3.025 2915 2.832 2.767 2.714 2.671 2.635 2.604 2.577 2.554 2.533
4.600 3.739 3.344 3.112 2.958 2.848 2.764 2.699 2.646 2.602 2.565 2.534 2.507 2484 2.463
4.543 3.682 3.287 3.056 2.901 2.790 2.707 2.641 2.588 2.544 2.507 2475 2.448 2424 2.403
4.494 3.634 3.239 3.007 2.852 2.741 2.657 2.591 2.538 2.494 2.456 2425 2.397 2.373 2.352
4.451 3.592 3.197 2.965 2.810 2.699 2.614 2.548 2.494 2.450 2413 2.381 2.353 2.329 2.308
4.414 3.555 3.160 2.928 2773 2.661 2.577 2.510 2.456 2412 2.374 2.342 2.314 2.290 2.269
4.381 3.522 3.127 2.895 2.740 2.628 2.544 2477 2423 2.378 2.340 2.308 2.280 2.256 2.234



ANEXO N° 2. ESQUEMAS DE DILUCION

Microorganismo Abs.
Escherichia coli 0.192
Pseudomona aeruginosa 0.138
&, m-\‘ Salmonella 0.171
; l = X am Staphilococcus aureus 0.135
Dilucion [ 0.1m
madre 9.9mL ]| w
U 9.9mL 1| W\
100 9.9mL ||
102 | 9.0mL ][
Suspension w U 9.0mL
estandarizada
0.1mL 4g+ 1# “
Dk 107 0.1mL
s 10 l
' L
20 mL de Agar Nutritivo por placa
/Y\ Arrastre con buffer =
) fosfatopH 74 ] Escherichia coli
Alicuota s . - g S — _] - Pseudomona aeruginosa
analizada Ul On [—] Salmoneila
madre — :
4 _ Staphilococcus aureus
e

Figura N°6 Esquema de estandarizacion y verificacion de viabilidad de cultivos.

30 minutos

W a
| f Proceso de reanimacion en L-drying

Figura N°8 Procedimientos de reanimacién para cultivos conservados por
siembra en agar BHI y L-drying



‘01m\r
0.1mL

Dilucién madre 0. lm\r
FD=100 9-9mL 1.0mL
CT=10"" 9 9mL 1. OmN(_
FD=102 f 1 0m|\

99mL |
CT=10° FD=104 9.0mL
= 9.0mL
CT=107 FD=10° U ¥ 5;0( L
CT=105 FD=107 i
g CT=10¢ _ FD=10°
Proceso de reanimacion CT=103 FD=109
= CT=102
Se agregd 0.3mL de 01mL
caldo nutritivo a cada vial AN
para reconstituir los ¢92
cultivos. Y leL —— ] 0.1mL
== .
l_, — i
CT: Concentracion tedrica
FD: Factor de dilucién 20 mL de Agar Nutritivo por placa

Figura N°9. Esquema de dilucién y conteo para cultivos conservados por L-

drying

‘ 0. 1m\’_
0.1mL
Dllumon madre \(‘
1. 0m\_r

30mL

[ | FD=10" 9-9’“L 1. OmR’—
CT=10° 9 9mL 1. OmL\
FD=103 9. 0mL 1 (
CT=107 ED=105 9.0mL
9.0mL
CT=105 FD=10° U m
Proceso de reanimacién _ CT=104 FD=107 U
= 3
Se diluyé el contenido ' cT=10 FD_1OZ
de los tubos (3mL) con 0.1mL & CT=10
30mL de buffer fosfato | —
pH 7.4 y luego se [ "'.Zjﬂi%.' 0.1mL
homogenizé utilizando [ ) i ] o
un vortex - 0. 1mL[ { ﬁ,, |
=
CT: Concentracion tedrica .
FD: Factor de dilucion 20 mL de Agar Nutritivo por placa

Figura N°10. Esquema de dilucién y conteo para cultivos conservados por siembra
en agar BHI



Anexo N° 3.

Tabla N°24 Férmulas utilizadas para el calculo de los valores Py F

a b ¢ n 2 Zy 2
y o000 l...
SC ota = yzlk[ - SC __ =l _ [XIT)
fota! i=1 jz—;k—l =1 ] N ben N
U 2
Z y'j" yz Zyoo.k 2
SCB — j_] _ o000 SC y LLL 1]
acn N abn N
a b 5 a b 5 a b 5
Zzy ijee Zyzi"‘ Zy ojoe ) : Zy ijee )
SCAB — i=1 j=1 _ i=1 _ j=1 + y [YYY) _ i=1 j=1 _ y [TYY) —SCA —SCE
cn ben acn N cn N
Zzyzjoko Zyzion- Zy2°’k’ 2 yziOkO 2
SC _ l:I k:1 _ 1:1 _ k:l + y o000 — 1:1 k:I _ y LIl L] _ SC _ SC
¢ bn bcn abn N bn N 8 ¢
Zzy o jke Zy ojoe Zy eo/o 2
SC _ 1 k 1 y o000
BC
an acn abn N

C

DRLTED DN 3) WD 3) W zy,..

SC =i:lj:1k:l _l]jl =l k=l _Jlkl +
4Be n cn bn an bcn
b .
Zy..j'. Zy[o-o 2
j=1 = A
acn abn N
a b ¢
z yz’jk' 2
= sk yN ~8C,~SC, ~SC. ~5C,y~SCye = SCye
n

SCERROR:SCTotal_SCA _SCB _SCC _SCAB_SCAC_SCBC



Tabla N°24 Cuadro resumen de ecuaciones necesarias para el analisis de

anova multifactorial.

Fuente Suma de Grados de Media de F(Calculada)
o cuadrados libertad cuadrados
de variacion
Factor A S, a-1 M,
CM ERROR
Factor B SC, b-1 M, F, = M,
CM ERROR
Factor C SC. c-1 CM . F.= CM .
CM ERROR
Interaccion AB SC,, (a@-1)(b-1) M ,, F, = M ,,
CM ERROR
Interaccion AC SC,. (a-1)(c-1) CM ¢ oo M
e CM ERROR
Interaccién BC SC;. (b-1)(c-1) CM ¢ g Mse
e CM ERROR
Interaccion SC, s (@-1)(b-1)(c-1) CM o CM ,5c
ABC e CM ERROR
Error SC,pron abc(n-1) CM s rror
Total SC N-1

Tota




Anexo N°4. Certificados de microorganismos

¢ Microbiologics:

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2014/11

Microorganism Name cherichia cali Release Information:

Catalog Number: 0483 Quality Control Technologist: Christine Condon
Lot Number: 483-287 Release Date: 2012/18/7

Reference Number: ATCCS 8733 ™*
Purity: < 0.1% Total Peliet C!
Recovery: > 1000 CFUs per Peligt
Passage from Reference: 2

Performance
Macrosopic Features: Medium:
Medium to large, gray, mucoeid, convex, SBAP
Microscopic Features: Method:
Gram negative straight rod Gram Stain (1)
Vitek GN (1) Other Features/ Challenges: Results
Phenatypic Features Results (1) Oxidase (Kovacs): negative
Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE = Beta-glucuronidase (E. coli Broth w/MUG): positive
ADONITOL .
L-Pymrolydonyl-ARYLAMIDASE -
L-ARABITOL -
D-CELLOBIOSE
BETA-GALACTOSIDASE +

H2S PRODUCTION
BETA-N-ACETYL-GLUCGSAMINIDASE -
Glutamyl Arylamidase pNA -
D-GLUCOSE +
GAMMA-GLUTAMYL-TRANSFERASE 2
FERMENTATION/GLUCOSE b
BETA-GLUCOSIDASE -
D-MALTOSE +
D-MANNITOL +
D-MANNOSE *
BETA-XYLOSIDASE .
BETA-Alanine arylamidase pNA i
L-Proline ARYLAMIDASE =
LIPASE 5
PALATINOSE -
Tyrosine ARYLAMIDASE +
UREASE 5
D-SORBITOL +
SACCHAROSE/SUCROSE -
D-TAGATOSE Z,
D-TREHALOSE +
CITRATE (SODIUM) ‘
MALONATE -
5-KETO-D-GLUCONATE -
L-LACTATE alkalinization +
ALPHA-GLUCCSIDASE -
SUCCINATE alkalinization +
BETA-N-ACETYL-GALACTOSAMINIDASE -
ALPHA-GALACTOSIDASE 72
PHOSPHATASE -

Glycine ARYLAMIDASE - /
ORNITHINE DECARBOXYLASE

LYSINE DECARBOXYLASE
L-HISTIDINE assimilation
COURMARATE
BETA-GLUCORONIDASE
0/129 RESISTANCE (comp.vibrio.} Brad Goskowicz; President
Glu-Gly-Arg-ARYLAMIDASE - AUTHORIZED SIGNATURE
L-MALATE assimilation
ELLMAN

L-LACTATE assimilation -

Yoa

¥ B i

Figura N°25. Certificados de Identidad de la cepa de E. coli utilizada.



& Microbiologics

Certificate of Analysis; Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications

Microorganism Name: Pseudomonas aeruginosa
Catalog Number: 0484

Lot Number: 454-268

Reference Number: ATCC®@ 8027 ™"

Purity: < 0.1% Total Pellet CFU

Recovery: > 1000 CFUs per Peilet

Passage from Reference: 2

Expiration Date: 2014/04

Release Information:

Quality Control Technologist: Megan Murn
Release Date: 2012/5/21

Macrosopic Features:

present as small, round, shiny colonies.
Microscopic Features:
Straight or slightly curved gram negative rod.

Performance

Large, flat, circular to irregular shaped, gray with sitver sheen, A second colony type may also be

Medium:
SBAP

Method:
Gram Stain (1)

Vitek GN (1)

Phenotypic Features
Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE
ADONITOL
L-Pyrralydonyl-ARYLAMIDASE
L-ARABITOL

D-CELLOBIOSE
BETA-GALACTOSIDASE

H2S PRODUCTION
BETA-N-ACETYL-GLUCOSAMINIDASE
Glutamy! Arylamidase pNA
D-GLUCOSE
GAMMA-GLUTAMYL-TRANSFERASE
FERMENTATION/GLUCOSE
BETA-GLUCOSIDASE
D-MALTOSE

D-MANNITOL

D-MANNOSE
BETA-XYLOSIDASE
BETA-Alanine arylamidase pNA
L-Proline ARYLAMIDASE
LIPASE

PALATINGSE

Tyrosine ARYLAMIDASE
UREASE

D-SORBITOL
SACCHAROSE/SUCROSE
D-TAGATOSE

D-TREHALOSE

CITRATE (SODIUM)
MALONATE
5-KETO-D-GLUCONATE
L-LACTATE alkalinization
ALPHA-GLUCOSIDASE
SUCCINATE alkalinization
BETA-N-ACETYL-GALACTCOSAMINIDASE
ALPHA-GALACTOSIDASE
PHOSPHATASE

Glycine ARYLAMIDASE
ORNITHINE DECARBOXYLASE
LYSINE DECARBOXYLASE
L-HISTIDINE assimilation
COURMARATE
BETA-GLUCOROCNIDASE
Q129 RESISTANCE (comp vibrio.)
Glu-Gly-Arg-ARYLAMIDASE
L-MALATE assimilation

ELLMAN

L-LACTATE assimilation

Results
*

Other Features/ Challenges: Results

(1) Oxidase(Kovacs): positive

(1) Motility B Medium: positive

Pseudomonas P Agar: positive (blue-green color diffusing into the
agar)

Growth at 42 C: positive

Vi

Brad Goskowicz, President
AUTHORIZED SIGNATURE

@ 2012 Micrebiologics, Inc. All Rights Reserved 200 Cooper Avenue North Saint Cioud MN 56303

Page 10f2 DOC.286

Figura N°26. Certificados de Identidad de la cepa de P. aeruginosa utilizada.



& Microbiologics®

Certificate of Analysis. Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications

Catalog Number: 0363

Lot Number: 363-139

Reference Number; ATCC® 14028 ™*
Purity: < 0.1% Total Pellet CFU
Recovery: > 1000 CFUs per Pellet
Passage from Reference: 2

Microorganism Name: Salmaonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium

Expiration Date: 2014/02

Release Information:

Quality Control Technologist: Megan Murn
Release Date: 2012/4/2

Macrosopic Features:

Medium, gray/white, circular, convex coianies
Microscopic Features:

Gram negative straight rod

Performance

Medium:
SBAP
Method:

Gram Stain (1)

Vitek GN (1)

Phenatypic Features
Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE
ADONITOL
L-Pyrrolydonyl-ARYLAMIDASE
L-ARABITOL

D-CELLOBIOSE
BETA-GALACTOSIDASE

H2S PRODUCTION
BETA-N-ACETYL-GLUCOSAMINIDASE
Glutamy! Arvlamidase pNA
D-GLUCOSE
GAMMA-GLUTAMYL-TRANSFERASE
FERMENTATION/GLUCOSE
BETA-GLUCOSIDASE
D-MALTOSE

D-MANNITOL

D-MANNOSE
BETA-XYLOSIDASE
BETA-Alanine arylamidase pNA
L-Praline ARYLAMIDASE
LIPASE

PALATINOSE

Tyrosine ARYLAMIDASE
UREASE

B-SORBITOL
SACCHAROSE/SUCROSE
D-TAGATOSE

D-TREHALOSE

CITRATE (SODIUM}
MALONATE
5-KETO-D-GLUCONATE
L-LACTATE alkalinization
ALPHA-CLUCOSIDASE
SUCCINATE alkalinization
BETA-N-ACETYL-GALACTOSAMINIDASE
ALPHA-GALACTOSIDASE
PHOSPHATASE

Glycine ARYLAMIDASE
ORNITHINE DECARBOXYLASE
LYSINE DECARBOXYLASE
L-HISTIDINE assimilation
COURMARATE
BETA-GLUCORONIDASE
0/129 RESISTANCE (comp.vibrio.)
Glu-Gly-Arg-ARYLAMIDASE
L-MALATE assimitation
ELLMAN

L-LACTATE assimilation

Results

Other Features/ Challenges: Results

(1) Oxidase (Kovacs): negative

Hektoen Enieric agar: good growth, blue-green colonies with biack
centers

{1} Salmeneila O antiserum Factor O:4 (Included in group B): positive
(1) Salmonelia O antiserum Factor O:5 (Included in group B): positive
{1) Salmonetia O antiserum Factor 0:12 {Included in group B}: positive
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Figura N°27. Certificados de Identidad de la cepa de Salmonella utilizada.



O Microbiologics:

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications

Microorganism Name: Staphylocaccus aureus subsp. aureus
Catalog Number: 0485

Lot Number: 485-144

Reference Number: ATCC® 6538 ™"

Purity: < 0.1% Total Pellet CFU

Recovery: > 1000 CFUs per Pellet

Passage from Reference: 2

Expiration Date: 2014/02

Release Information:

Quality Control Technologist: Carol J Stanoch
Release Date: 2012/4/10

Performance
Macrosopic Features:

Medium to large, convex, circular, glistening, smooth, creamy, opaque, beta hemolytic - both tight
gold and darker gold colonies may be present.

Microscopic Features:

Gram positive cocel occurring singly, in pairs and in irregular clusters,

Medium:
SBAP

Method:

Gram Stain {1)

Vitek GP (1)

Phenotypic Features Results
D-AMYGDALIN =
PHOSPHATIDYLINOSITOL PHOSPHOLIPASE C -
D-XYLOSE -
ARGININE DIHYDROLASE 1 +
BETA-GALACTOSIDASE =
ALPHA-GLUCOSIDASE &
Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE L
CYCLODEXTRIN E
L-Aspartate ARYLAMIDASE ks
BETA GALACTOPYRANCSIDASE -
ALPHA-MANNOSIDASE -
PHOSPHATASE *
Leucine ARYLAMIDASE
L-Proline ARYLAMIDASE E
BETA GLUCURONIDASE &
ALPHA-GALACTOSIDASE =
L-Pyrralydonyl-ARYLAMIDASE b
BETA-GLUCORONIDASE
Alaninz ARYLAMIDASE n
Tyrosine ARYLAMIDASE =
D-SORBITOL B
UREASE %
POLYMIXIN B RESISTANCE *
D-GALACTOSE ¥
D-RIBOSE >
L-LACTATE alkalinization +
LACTOSE -
N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE b
BC-MALTOSE #
BACITRACIN RESISTANCE +
NOVOBIOCIN RESISTANCE .
GROWTH IN 6.5% NaCl *
D-MANNITOL +
D-MANNOSE +
METHYL-B-D-GLUCOPYRANOSIDE =
PULLULAN -
D-RAFFINGSE
0/129 RESISTANCE (comp.vibrio.) +
SALICIN =
SACCHAROSE/SUCROSE +
D-TREHALOSE *
ARGININE DIHYDROLASE 2 -
OPTOCHIN RESISTANCE +

Other Features/ Challenges: Results

(1} Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive
{1} Coagulase (rabbit plasma-tube): positive
(1} Beta Lactamase (Cefinase Disk}; negative
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Figura N°28. Certificados de Identidad de la cepa de St. aureus utilizada.



Anexo N°5
Tabla N° 25 Registros de temperaturas de almacenamiento para los cultivos
conservados por siembra en agar BHI.

Fecha Hora (am) | Temperatura °C | Hora (pm) | Temperatura °C
25/09/12 8:12 25 12:46 26
26/09/12 2:05 25
27/09/12 9:35 25 2:38 25
01/10/12 9:35 P e B
02/10/12 9:27 A e D
03/10/12 7:50 24.5 3:49 24.5
04/10/12 2:15 26
05/10/12 7:38 25 2:05 25
08/10/12 9:50 25.5 3:01 26
09/10/12 7:09 255 | e | e
10/10/12 7:52 25 2:53 24.5
11/10/12 7:21 25 2:02 25
12/10/12 7:00 25 2:31 25
15/10/12 7:04 26
16/10/12 8:10 26 2:33 25.5
17/10/12 7:46 25.5 2:.05 23
18/10/12 7:15 25 3:15 25
19/10/12 7:05 25 3:40 24.5
22/10/12 7:27 25 3:00 25
23/10/12 10:22 25 1:45 26
24/10/12 7:40 25
25/10/12 3:31 26
26/10/12 7:46 25.5 2:55 26
31/10/12 9:22 26 1:22 26
01/11/12 7:21 25.5
05/11/12 9:18 25.5
06/11/12 11:58 27
07/11/12 7:16 26 3:01 26.5
08/11/12 10:16 26 3:42 27
09/11/12 8:41 26
10/11/12 9:32 25 1:42 26.5
12/11/12 7:12 25.5
13/11/12 9:12 26
14/11/12 8:12 26
15/11/12 7:06 26 2:15 27
16/11/12 2:20 27
19/11/12 6:54 25.5
20/11/12 10:55 25 2:.07 26.5
21/11/12 10:06 25
22/11/12 10:00 25
24/11/12 9:38 25
2711112 9:05 25
29/1112 | e | emeeeeee-

30/11/12 8:05 25

03/12/12

06/12/12 11:31 25.3

10/12/12 9:40 A B B
11/12/12 9:45 255 | eemeeeemeeem | e
12/12/12 10:31 26.5




Figura N°29. Grafico de temperaturas de almacenamiento para los cultivos conservados por siembra en agar BHI
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Anexo N°. 5 Tablas de resultados de conteos.

Tabla N°26. Promedios de los conteos realizados a los cultivos conservados por L-Drying.

Conteo 2

Mo FD Conteo1 | Conteo2 | Conteo 1*FD *FD Prom conteo | Método Tiempo

St. aureus 1.00E+09 74 90 7.40E+10 9.00E+10 8.20E+10 BHI/LD Inicial

E. coli 1.00E+10 25 28 2.50E+11 2.80E+11 2.65E+11 BHI/LD Inicial

cholii':sius 1.00E+10 31 30 3.10E+11 3.00E+11 3.05E+11 BHI/LD Inicial

P. aeruginosa 1.00E+09 44 48 4.40E+10 4.80E+10 4.60E+10 BHI/LD Inicial
St. aureus 1.00E+10 27 N/D 2.70E+11 N/D 2.70E+11 LD post proc
E. coli 1.00E+10 35 36 3.50E+11 3.60E+11 3.55E+11 LD post proc
cholzzr.sius 1.00E+08 5 1 5.00E+08 1.00E+08 3.00E+08 LD post proc
P. aeruginosa 1.00E+08 7 1 7.00E+08 1.00E+08 4.00E+08 LD post proc
St. aureus 1.00E+09 37 N/D 3.70E+10 N/D 3.70E+10 LD 1.5 meses
E. coli 1.00E+08 31 33 3.10E+09 3.30E+09 3.20E+09 LD 1.5 meses
cholz?;sius 1.00E+09 3 3 3.00E+09 3.00E+09 3.00E+09 LD 1.5 meses
P. aeruginosa | 1.00E+08 20 26 2.00E+09 2.60E+09 2.30E+09 LD 1.5 meses
St. aureus 1.00E+10 6 7 6.00E+10 7.00E+10 6.50E+10 LD 3 meses
E. coli 1.00E+10 83 92 8.30E+11 9.20E+11 8.75E+11 LD 3 meses
choliz.sius 1.00E+10 58 47 5.80E+11 4.70E+11 5.25E+11 LD 3 meses
P. aeruginosa | 1.00E+10 40 40 4.00E+11 4.00E+11 4.00E+11 LD 3 meses




Tabla N°27. Promedios de los conteos realizados a los cultivos conservados en agar BHI.

Mo FD Conteo 1 Conteo 2 | Conteo 1*FD | Conteo 2 *FD | Prom conteo | Método Tiempo
St. aureus 1.00E+09 74 90 7.40E+10 9.00E+10 8.20E+10 BHI/LD Inicial
E. coli 1.00E+10 25 28 2.50E+11 2.80E+11 2.65E+11 BHI/LD Inicial
Sal.
cholerasius 1.00E+10 31 30 3.10E+11 3.00E+11 3.05E+11 BHI/LD Inicial
P. aeruginosa | 1.00E+09 44 48 4.40E+10 4.80E+10 4.60E+10 BHI/LD Inicial
St. aureus 1.00E+09 5 4 5.00E+09 4.00E+09 4.50E+09 BHI post proc
E. coli 1.00E+09 35 36 3.50E+10 3.60E+10 3.55E+10 BHI post proc
Sal.
cholerasius 1.00E+09 36 77 3.60E+10 7.70E+10 5.65E+10 BHI post proc
P. aeruginosa | 1.00E+09 7 16 7.00E+09 1.60E+10 1.15E+10 BHI post proc
St. aureus 1.00E+07 7 4 7.00E+07 4.00E+07 5.50E+07 BHI 1.5 meses
E. coli 1.00E+07 1 2 1.00E+07 2.00E+07 1.50E+07 BHI 1.5 meses
Sal.
cholerasius 1.00E+08 6 N/D 6.00E+08 N/D 6.00E+08 BHI 1.5 meses
P. aeruginosa | 1.00E+07 8 8 8.00E+07 8.00E+07 8.00E+07 BHI 1.5 meses
St. aureus 1.00E+04 44 2 4.40E+05 2.00E+04 2.30E+05 BHI 3 meses
E. coli 1.00E+05 40 37 4.00E+06 3.70E+06 3.85E+06 BHI 3 meses
Sal.
cholerasius 1.00E+04 46 79 4.60E+05 7.90E+05 6.25E+05 BHI 3 meses
P. aeruginosa | 1.00E+04 29 44 2.90E+05 4.40E+05 3.65E+05 BHI 3 meses




