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Resumen

El control de calidad de medios de cultivos implica una serie de pruebas y evaluaciones
realizadas con el fin de garantizar la eficacia de los medios de cultivos utilizados en los
laboratorios de microbiologia; esto incluye, entre otras cosas, determinar su productividad y
selectividad, evaluar sus propiedades fisicoquimicas, verificar su esterilidad. EIl objetivo del
presente trabajo consistio en evaluar la calidad de los medios de cultivo Palcam, Hektoen, agar
Burkholderia cepacia y caldo Fraser durante 30 dias en el Laboratorio Laser Pharmacéutica
S.A.S. Dentro de los resultados obtenidos, la productividad de los medios de cultivos solidos fue
mayor al 90% , se comprobd la selectividad de los mismos al no permitir el crecimiento de cepas
indeseadas; para la promocidn del caldo Fraser se observo visiblemente el cambio de color a
negro al inocular 100 UFC/mL del microorganismo diana y la inhibicién de la cepa indeseada;
todos los medios de cultivo cumplieron los estandares de calidad en los 3 tiempos analizados
(Odias, 15 dias y 30 dias), por ello, se establecid que el tiempo de vigencia de los medios de
cultivo estudiados fue de 30 dias estando almacenados en refrigeracion a temperatura de 2°C a
8°C.

Palabras clave: Burkholderia, Fraser, Hektoen, Palcam, productividad, selectividad.
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Abstract

The quality control of culture media involves a series of tests and evaluations carried out in order
to guarantee the efficacy of the culture media used in microbiology laboratories; this includes,
among other things, determining its productivity and selectivity, evaluating its physicochemical
properties, verifying its sterility. The objective of this study was to evaluate the quality of the
culture media Palcam, Hektoen, Burkholderia cepacia agar and Fraser broth for 30 days at the
Laser Pharmaceutical S.A.S. Laboratory. Within the results obtained, the productivity of the
solid culture media was greater than 90%, their selectivity was verified by not allowing the
growth of unwanted strains; for the promotion of Fraser broth, the color change to black was
visibly observed when inoculating 100 CFU/mL of the target microorganism and the inhibition
of the unwanted strain; all the culture media met the quality standards in the 3 times analyzed (0
days, 15 days and 30 days), therefore, it was established that the validity time of the culture

media studied was 30 days when stored in refrigeration. at a temperature of 2°C to 8°C.

Keywords: Burkholderia, Fraser, Hektoen, Palcam, productividad, selectividad
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Glosario

Cepa de referencia: Es una muestra de un microorganismo que se utiliza en estudios
cientificos, se encuentra caracterizada como minimo a nivel de género y especie y es seleccionada

por ser representativa y se obtiene de colecciones reconocidas.

Control de calidad: Es un conjunto de técnicas, metodologias y herramientas utilizadas
para garantizar que un producto o servicio cumpla con los requisitos y expectativas del cliente y
sea de la més alta calidad posible. Se utiliza para fabricar mejor el producto, con los mejores

componentes y materias primas Yy aplicando los controles adecuados.

Comparabilidad: Es el crecimiento de microorganismos que es visiblemente comparable

al obtenido anteriormente con una partida de medio analizada y aprobada previamente.

Estandarizacién: La estandarizacion microbiana es el proceso de hacer que las soluciones
o los medios de cultivo tengan una cantidad especifica de microorganismos asegurando que se

estén utilizando cantidades precisas y reproducibles de microorganismos.

Esterilizacion: Es el proceso que se lleva a cabo para asegurar la eliminacion o muerte de

todos los microorganismos presente en un determinado material o producto.

Exactitud: Grado de concordancia entre el resultado de una medicién (valor medio) y el

valor de referencia aceptado (patrén de uso interno o patron internacional).

Inoculo: Se refiere a la cantidad de microorganismos que se afiaden a un medio de cultivo

para iniciar el crecimiento bacteriano.
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Promocion de crecimiento: Se refiere al conjunto de condiciones y procesos que se
utilizan para favorecer el desarrollo de microorganismos deseados comparable al obtenido
anteriormente con un medio analizado y aprobado previamente.

Productividad: Referente a los medios de cultivos, es la capacidad que tiene este para
favorecer el crecimiento y la reproduccion de un microorganismo.

Recuperacion microbiana: Se refiere a la proporcion de microorganismos que pueden ser
recuperados o detectados en una muestra después de ser procesada y analizada en un
procedimiento.

Repetibilidad: Variable estadistica que determina si los resultados de un experimento o
prueba son consistentes y reproducibles bajo las mismas condiciones cada vez que se lleva a cabo.

Selectividad: Es la propiedad que tiene un medio de cultivo para suprimir el crecimiento

de un microorganismo interferente.

Validacion: Accién de probar y documentar que cualquier proceso, procedimiento o

método, conduce efectiva y consistentemente a los resultados esperados.

Verificacion: Es un proceso de confirmacion o comprobacion de la exactitud, autenticidad

o validez de algo.

Viabilidad: Capacidad o posibilidad de que algo pueda llevarse a cabo de manera efectiva

y logrando los objetivos deseados.

Vigencia: Estado de lo que tiene validez durante un periodo de tiempo determinado.
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1. Introduccion

Los medios de cultivo son esenciales para el trabajo de laboratorio en la gran mayoria de
los campos de accion de la microbiologia y por esa razén su control de calidad es un proceso
fundamental; este proceso incluye una serie de actividades, que van desde la eleccion del o los
microorganismos especificos, la seleccion del medio de cultivo apropiado, la preparacion y
esterilizacion del medio de cultivo y la verificacion de la esterilidad del medio de cultivo.

La verificacion es el proceso documentado por el cual un procedimiento analitico (o
método) validado demuestra ser adecuado para el uso al que esta destinado; los métodos
farmacopeicos se consideran métodos validados (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2013).
La evaluacién del control de calidad de los medios de cultivo es un proceso necesario en
microbiologia ya que garantiza que los microorganismos estén creciendo en condiciones
Optimas, asegurando la integridad de los datos generados en los laboratorios, lo que a su vez
respalda la confiabilidad de los resultados obtenidos como también permitir la estandarizacion de
los procesos, lo que facilita la comparacion y reproducibilidad de los resultados obtenidos.

La implementacidon de las Buenas Préacticas de Laboratorio (BPL) son fundamentales para
garantizar la calidad y fiabilidad de los resultados obtenidos en los laboratorios de investigacion
y desarrollo. En Colombia, la resolucion 3619 del 2013 Ministerio de Salud y Proteccion Social
establece los requisitos para implementar las BPL en los laboratorios que realicen control de
calidad en productos farmacéuticos implicando, entre otros aspectos, evaluar el control de

calidad de los medios de cultivo (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2013).
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La evaluacion del control de calidad de los medios de cultivo empleados en el laboratorio

de microbiologia garantiza que los microorganismos estan creciendo en condiciones optimas
contribuyendo a asegurar la fiabilidad y veracidad de los resultados obtenidos.

Para el caso de analisis microbiologicos para productos farmacéuticos, los medios de
cultivo deben cumplir con los requisitos establecidos por las Farmacopeas aprobadas en la
legislacion colombiana como puede ser la Farmacopea de los Estados Unidos (USP), que
implican verificar su preparacion realizando pruebas de productividad de cepas deseadas
(promocidn de crecimiento) e inhibicion de cepas indeseadas, por cada lote y cada preparacion
de medios de cultivo, ademas de poder establecer el tiempo de vigencia del medio después que
es preparado; asegurando, de esta forma, la calidad de cada medio preparado.

En este trabajo se realizo la evaluacion del control de calidad de los medios de cultivo
Palcam, Hektoen, agar Burkholderia cepacia y caldo Fraser durante 30 dias en el Laboratorio

Laser Pharmacéutica S.A.S.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo General
Realizar el control de calidad de medios de cultivo selectivos y diferenciales utilizados en

un laboratorio de microbiologia para determinar bacterias patogenas.

3.2 Objetivos Especificos

» Establecer la productividad/promocion de los medios de cultivo mediante la inoculacién
de cepas deseadas (diana) en cada medio ensayado.

» Determinar la selectividad de los medios de cultivo inoculando las cepas bacterianas
interferentes/inhibitorias respectivas.

» Determinar la estabilidad de los medios de cultivo en condiciones de refrigeracion con el

fin de favorecer el crecimiento de los microorganismos.
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4. Marco Teorico

4.1 Medio de Cultivo

Un medio de cultivo es una mezcla equilibrada de nutrientes necesarios para la
recuperacion, proliferacion, aislamiento y diferenciacion de microorganismos en las condiciones
adecuadas de temperatura 'y pH (Cerra et al., 2013); por ello, los laboratorios deben tener un
control en el disefio, almacenamiento, preparacion y uso de los medios de cultivos para asegurar
la validez y confiabilidad de los resultados obtenidos.

Rodriguez et al. (2018) establecen que los componentes de un medio de cultivo “pueden
ser de origen organico o inorganico, natural o artificial, su finalidad es garantizar el crecimiento
del organismo o célula, su identificacion o diferenciacion dentro de un conjunto de ellos e,
incluso, inhibir el desarrollo de otros™.

Entre los principales componentes de un medio de cultivo se tiene: Agua, carbohidratos,
sales minerales (organicas e inorganicas), colorantes e indicadores, factores de crecimiento y
otros como antibioticos (Rodriguez et al., 2018).

Un medio de cultivo debe reunir una serie de condiciones para que el crecimiento de las
bacterias sea el 6ptimo, como son: Disponibilidad de nutrientes, como minimo ha de contar con
fuente de carbono, nitrégeno, azufre, fosforo y sales inorganicas; consistencia, presion de
oxigeno u otros gases, contenido de humedad, pH y temperatura de almacenamiento adecuados y
esterilidad (Cerra et al., 2013).

4.1.1 Evolucion de los medios de cultivos
En su evolucion, la microbiologia inici6 desarrollandose en el instante en que fue

descubierto el microscopio, tras este hecho se desarrollé el uso de agar y mas delante de los
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medios de cultivo, lo que contribuy6 de manera relevante en el desarrollo de la microbiologia;
pioneros como Brefeld, quien logro aislar y cultivar esporas de hongos en medios solidos hechos
a partir de gelatina y Lister quien desarroll6 un medio de cultivo puro basado en diluciones de
medios liquidos; Koch por su parte utilizé rodajas de papa y gelatina como fuente nutritiva
obteniendo un medio solido transparente facilitando la observacion detallada de las colonias
microbianas; en 1887, Petri fue el primero en utilizar las placas de vidrio planas, por su parte
Beijerinck y Winogradsky, aportaron las bases para el desarrollo de medios selectivos lo que fue
continuado por Wurtz quien fue el primero en adicionar indicadores de pH a la composicion de
los medios, siendo el comienzo de los medios diferenciales (Casado et al., 2012, pp 7-8).
4.1.2 Clasificacion de los medios de cultivos

De acuerdo con el Manual de Microbiologia de Merck (sf, 12th edicion, pp.143), segun
su consistencia pueden ser:

- Medio liquido: consta de una solucion acuosa de uno 0 mas constituyentes.

- Medios solidos: contiene un agente gelificante o solidificante en concentraciones
que varian del 1 al 2%.

- Medios semisdlidos: se preparan a partir de medios liquidos afiadiéndoles un
agente solidificante en una proporcion menor que la preparacion de medios
solidos.

De acuerdo con intencion de uso, los principales pueden ser:

- Medio de conservacion: mantiene la viabilidad de los microorganismos durante
un periodo prolongado.

- Medio de enriquecimiento: proporciona los nutrientes requeridos para la

multiplicacién de los microorganismos.
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- Medio de enriguecimiento selectivo: formulado para apoyar la multiplicacion del
microorganismo objetivo o un grupo de microorganismos mientras se inhibe
parcial o totalmente el crecimiento de los organismos que interfieren
acompanantes.

- Medio diferencial: permite la deteccion de una 0 mas caracteristicas
fisiolégicas/bioguimicas de un microorganismo para su identificacion (Merck sf,
12th edicion, p.143).

4.2 Preparacion y esterilizacion de medios de cultivo

Los medios de cultivo se pueden encontrar comercialmente listos para su uso o prepararse

en el laboratorio; la Farmacopea de los Estados Unidos (USP) capitulo 1117 (2022) destaca:
Se debe garantizar cada una de las etapas de su obtencién que van desde su preparacion,
lavado del material de vidrio, almacenamiento y las pruebas de control de calidad al
medio preparado; implicando, entre otras cosas, seguir cada una de las instrucciones de
preparacion del fabricante del medio, validar el ciclo de esterilizacién, realizar las
pruebas de esterilidad del medio de cultivo y de promocion del crecimiento al medio de
cultivo obtenido (USP 1117, 2022).
4.3 Pruebas de control de calidad para medios de cultivo

A todos los medios de cultivo que se preparen se debe realizar pruebas de control de
calidad, que incluyen: toma de pH, promocion de crecimiento/ inhibicion y la verificacion de
estabilidad periddica para confirmar la fecha de vencimiento (USP 1117, 2022).
4.4 Prueba de promocién- productividad de medios de cultivo.

El objetivo de esta prueba es determinar si el medio de cultivo fomenta el crecimiento de

los microorganismos deseados. Un resultado favorable se obtiene cuando el crecimiento del
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microorganismo deseado es comparable al crecimiento obtenido con un medio control ensayado
previamente; el crecimiento obtenido de la cepa deseada no debe ser inferior a 50% con relacion
al inoculo control (USP 61, 2022).

4.5 Prueba de inhibicion- selectividad de medios de cultivo.

Determina la capacidad de un medio de cultivo selectivo para inhibir el crecimiento de un
microorganismo no deseado. No debe crecer la cepa indeseada (inhibitoria) al inocular 100
ufc/mL (USP 62, 2022).

4.6 Microorganismos y medios de cultivo para pruebas de promocion de crecimiento e
inhibitorias
4.6.1 Burkholderia cepacia (BCC)

Los microorganismos del complejo BCC son “bacilos rectos, Gram negativos no
fermentador de glucosa, oxidasa positiva y catalasa negativa, no presenta esporas, es aerobio
estricto, con un flagelo polar que le permite movilidad; su tamafio varia entre 1 a 5 um de
longitud y 0,5 a 1,0 um de ancho” (Mahenthiralingam et al., 2008). EI complejo Burkholderia
cepacia se encuentra conformado por 22 especies: B. alpina, B ambifaria, B. anthina, B. arbris,
B. cepacia, B. contaminans, B. difusa, B. dolosa, B. dolosa, B. lata, B. latens, B. metallica, B.
multivorans, B. paludis, B. pseudomultivorans, B. pyrrocinia, b. seminalis, B. stabilis, B.
stagnalis, B. territorio, B. ubonensis y B. vietnamiensis (Rojas et al., 2019).

Los miembros del BCC son bacterias oportunistas que pueden causar infecciones graves
en pacientes con sistemas inmunoldgicos comprometidos, los sintomas varian segun la infeccién
pueden incluir fiebre, escalofrios, tos, expectoracion con sangre y dificultad para respirar; en
situaciones graves, la infeccion puede provocar sepsis, una infeccion generalizada y

potencialmente mortal (Rojas et al., 2019).
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La FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos) ha emitido varias alertas
sanitarias sobre productos contaminados con esta bacteria, dentro de ellos han identificado
productos farmaceuticos no estériles a base de agua, tales como solucion oral de docusato
(laxante), povidona yodada, cloruro de benzalconio y gluconato de clorhexidina, en los Estados
Unidos y en el extranjero (FDA, 2023).

Por todo lo anterior, la FDA “advierte a los fabricantes de medicamentos que el complejo
Burkholderia cepacia presenta un riesgo de contaminacion en productos farmacéuticos no
estériles a base de agua” (FDA, 2023).

Medio de cultivo Burkholderia cepacia (BCSA). Dentro de los componentes de
este medio de cultivo se encuentra la lactosa, sacarosa, cloruro de sodio, extracto de
levadura, rojo de fenol, cristal violeta; la polimixina B, gentamicina y vancomicina le
confieren la selectividad al medio; el crecimiento tipico de las bacterias del complejo B.
cepacia son colonias de color marron verdoso con halo amarillo o colonias blancas con
halo rosado—rojo (USP 60, 2019).

4.6.2 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es una bacteria Gram positiva, un bacilo corto no esporulado, y
movil, gracias a la presencia de flagelos polares, catalasa positiva y oxidasa negativa; tiene la
capacidad de crecer y multiplicarse en una amplia variedad de condiciones ambientales,
incluyendo temperaturas bajas y altas de hasta 45°C, pH &cidos y salinidad elevada (Diaz, 2005).

Listeria monocytogenes es una bacteria patdgena que puede causar enfermedades graves
en humanos, especialmente en personas con sistemas inmunolégicos debilitados, ancianos,

mujeres embarazadas y recién nacidos; puede causar meningitis, sepsis, encefalitis y otros
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trastornos neurolégicos, asi como abortos espontaneos y partos prematuros en embarazadas

(Beamonte et al., 2020).
Caldo Fraser. Medio de cultivo liquido de enriquecimiento selectivo para

Listeria spp.

“Su mecanismo de accion para inhibir la microbiota acompariante se da gracias al
cloruro de litio, el acido nalidixico y el clorhidrato de acriflavina; la deteccion de
la actividad B-D-glucosidasa es posible con la adicion de esculina y citrato de
amonio y hierro (I11), la glucosa esculina es escindida por B-D-glucosidasa en
esculetina y glucosa; la esculetina luego forma un complejo de color verde oliva a
negro con los iones de hierro (111), por lo tanto el crecimiento de Listeria
normalmente provoca un ennegrecimiento del caldo” (Merck sf, 12th edicion, p.
294).
Medio de cultivo Palcam. “Medio de cultivo solido, selectivo y diferencial para
la deteccion y aislamiento de Listeria monocytogenes; la selectividad del medio se
obtiene por el contenido en polimixina, acriflavina, ceftazidima y cloruro de litio;
L. monocytogenes degrada la esculina del medio a esculetina formando un
complejo de color verde a negro por la accion de los iones de hierro tifiendo asi las
colonias de L. monocytogenes de color verde grisaceo con un halo negro” (Merck
sf, 12th edicidn, p. 383).

4.6.3 Shigella spp.

Shigella spp. es una bactreria Gram negativa de tamafio de 1-6 um de longitud x 0.3-1
pm de didmetro, anaerobios facultativos, no moéviles, no formadoras de esporas, pertenecientes a

la familia Enterobacteriaceae, generalmente fermentan la glucosa sin producir gas, no


https://www-sciencedirect-com.unipamplona.basesdedatosezproxy.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/shigella
https://www-sciencedirect-com.unipamplona.basesdedatosezproxy.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/anaerobe
https://www-sciencedirect-com.unipamplona.basesdedatosezproxy.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/anaerobe
https://www-sciencedirect-com.unipamplona.basesdedatosezproxy.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/enterobacteriaceae
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descarboxilan la lisina, no fermentan lactosa y no producen sulfuro de hidrogeno y carecen de

actividad ureasa. Se han identificado 50 serotipos, pertenecientes a cuatro serogrupos (o
especies): grupo A (S. dysenteriae), grupo B (S. flexneri), grupo C (S. boydii), y grupo D (S.
sonnei); las especies de Shigella causan infecciones agudas del tracto gastrointestinal, a veces

con manifestaciones extraintestinales (Villacrés, 2015).
Medio de cultivo Hektoen. “Es un medio de cultivo que permite la deteccién de
microorganismos Gram negativos de especies de Salmonela y Shigella. Se
caracteriza por ser un medio selectivo gracias a las sales biliares que inhibe la
biota acompafante y diferencial por el citrato férrico aménico, tiosulfato sddico,
la lactosa, la sacarosa, la salicina y el indicador azul de bromotimol junto a la
fucsina &cida, mientras que el citrato de hierro es el indicador de la formacion de
SHy; Shigella spp. al no fermentar la lactosa y al no producir SH> las colonias
caracteristicas son del mismo color del medio, verde-azuladas mientras que
Salmonella spp. en presencia de tiosulfato es capaz de producir SH2 resultando en

colonias grandes de color negro” (Merck, sf, 12th edicion, pp 304).
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5. Marco Legal

Ministerio de Salud y Proteccién Social. Resolucion 1160 del 2016. Por la cual se
establece el Manual de Buenas Précticas de Manufactura y las Guias de Inspeccion de
Laboratorios o Establecimientos de Produccion de medicamentos.

Ministerio de Salud y Proteccion Social. Resolucion 3619 del 2013. Por la cual se expide
el Manual de Buenas Préacticas de Laboratorio de Control de Calidad de Productos
Farmacéuticos.

Organizacién Internacional de Normalizacion 11290-1 (I1SO, 2017). Microbiology of the
food chain - Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria monocytogenes and
of Listeria spp.

Organizacién Internacional de Normalizacion 21567 (1SO, 2004). Microbiology off food
and animal feeding stuffs — Horizontal method for the detection of Shigella spp.

United States Pharmacopeia USP-NF CAPITULO 1117. Buenas Précticas de las
Laboratorio Microbioldgico.

United States Pharmacopeia USP-NF CAPITULO 60. Examen microbiol6gico de
productos no estériles: Pruebas para el complejo Burkholderia cepacia.

United States Pharmacopeia USP-NF CAPITULO 61. Examen microbiolégico de
productos no estériles: Pruebas de recuento microbiano.

United States Pharmacopeia USP-NF CAPITULO 62. Examen microbioldgico de

productos no estériles: Pruebas de microorganismos especificos.
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6. Metodologia

6.1 Criterios para realizar la evaluacion

Los protocolos se realizaron teniendo en cuenta la normatividad vigente de la USP
capitulo <60>, <61>, <62>, <1117>y las normas 1SO 11290-1 e I1SO 21567, descritas en el
marco legal.

Nota aclaratoria: Para el caso de los medios de cultivo Fraser, Palcam y Hektoen (no
incluidos en las farmacopeas oficiales) se usé el protocolo ISO respectivo para su deteccién en
alimentos, por solicitud del laboratorio donde se realizaron los ensayos.

6.2 Materiales y equipos
6.2.1 Microorganismos de prueba

A continuacion, se nombran los microorganismos utilizados como estandares de
referencia para las pruebas (tabla 1), los equipos utilizados (tabla 2) y los medios de cultivos para
las pruebas (tabla 3) que se realizaron por el Laboratorio Laser Pharmacéutica S.A.S.

Tabla 1. Microorganismos de prueba para realizar las pruebas

Microorganismo ATCC®
Staphylococcus aureus 6538
Pseudomonas aeruginosa 9027
Escherichia coli 8739
Salmonella Typhimurium 14028
Listeria monocytogenes 35152
Shigella flexneri 12022
Burkholderia cepacia 25416
Burkholderia cenocepacia BAA-245

Nota. Datos tomados de la USP <60>, <61>, <62>, ISO 11290-1 e ISO 21567
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6.2.2 Equipos

Tabla 2. Equipos utilizados durante la prueba de control de calidad para medios de cultivo

Equipo Caracteristicas

] Fabricante: Lab Science
Espectrofotometro

Modelo-serie: VEH1406116

) ) Fabricante: Tuttnauer
Autoclave para medios de cultivo

Modelo-serie: Modelo 387 OE

., Fabricante: OHAUS
Potenciometro

Modelo-serie: B527139251

Fabricante;: MEMMERT
Incubadora bacterias

Modelo-serie: D416.0372

. . Fabricante: BOECO
Micropipeta 10-100pL

Modelo-serie: 01N31406

Fabricante: UNI-T

Termédmetro Infrarrojo
Modelo-serie: UT300C

Fabricante: Cleaver Scientific

Modelo-serie: 2565600034

Micropipeta 100-1000uL

Fabricante: NUAIRE
Modelo-serie: 98007

Cabina de Flujo Laminar

) ) Fabricante: Raypa
Autoclave para medios de cultivo

Modelo-serie: A HS-75N

. . Fabricante: BRAND
Micropipeta 1-10 mL

Modelo-serie: 20C36830

Fabricante: BOECO
Vértex

Modelo-serie: V-1 PLUS

Nota. Equipos de Laboratorio Laser Pharmacéutica S.A.S
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6.2.3 Reactivos y medios de cultivo

Tabla 3. Medios de cultivo a validar

Medio de cultivo

Caldo Fraser

Medio de cultivo Palcam

Medio de cultivo Hektoen

Medio de cultivo Burkholderia cepacia

Nota. En el informe quedaran consignados todos los lotes y fechas de vencimiento de las cepas, medios de cultivo y
reactivos utilizados.
6.2.4 Materiales
e Asa microbiologica
e Cajas de Petri estériles de 90 mm
e Cajas de Petri estériles de 45 mm
e Frascos Schott de 100 mL
e Gradillas
e Puntas para micropipeta de 100uL, 1000uL y 10 mL

e Tubos 16x150 mm vacios estériles.

6.3 Descripcion de procedimiento y técnica analitica
6.3.1 Grupos de prueba
Grupo viabilidad: Son los in6culos de los microorganismos Burkholderia
cepacia, Burkholderia cenocepacia, Listeria monocytogenes, Shigella flexneri,
Escherichia coli, Salmonella Typhimurium y Pseudomonas aeruginosa, estos se

encuentran en una suspension de agua peptonada a una concentracion de <100 UFC/mL y
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de los cuales se evalud el crecimiento bacteriano en medio de cultivo Agar Triptona-Soja
(TSA) (se realizaron 2 réplicas).
Grupo prueba: En donde se inocul6 el medio de cultivo a evaluar con el

microorganismo de ensayo (<100 UFC/mL).

6.3.2 Recuperacion de los microorganismos (Grupo viabilidad)
Del Cryobank conservado a -20°C, se tomo una perla de cada una de las cepas requeridas
y se pasaron a una caja de medio TSA para bacterias. Se incubd de 18 a 24 horas a 32.5°C £

2,5°C.

6.3.3 Estandarizacion del inéculo

Luego del tiempo de incubacion del microorganismo recuperado se tomo una asada y se
procedio a disponer en agua peptonada 0.1%. Se prepard segun el tubo de 0.5 de la escala de
McFarland, usando el espectrofotometro a una longitud de onda de 625 nm. Se ajusto el indculo
de cada microrganismo para que la dilucién de trabajo corresponda a un in6culo de <100
UFC/mL. De este indculo se realizaron los controles positivos para todas las pruebas (se

realizaron 2 réplicas).

6.3.4 Prueba de promocién y crecimiento
A los medios de cultivo se les realizé la prueba de promocién y crecimiento y la prueba
inhibitoria a 3 tiempos (tiempo 0, tiempo 15 dias y tiempo 30 dias) para garantizar la vigencia de

estos y en las condiciones de almacenamiento definidas.
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6.3.5 Descripcidn del montaje de la prueba de promocidn de crecimiento y prueba inhibitoria

Item Procedimiento

1.
Se prepard el indculo como se describe en la estandarizacion. Se procedio a hacer

diluciones seriadas base 10 a partir del indculo madre a una concentracion de 108, de esta
suspension se tomaron 1ml y se adiciono a tubos con 10ml de agua peptonada 0.1% y asi
sucesivamente se llevaron a cabo las demas diluciones hasta llegar a una concentracion 102
para obtener <100 UFC/mL.

2. Para la prueba de promocion de crecimiento y prueba inhibitoria se procedio de la siguiente
manera:
Caldo Fraser:
Incubando el caldo por 24 horas a 37°C.
Microorganismo Diana: Listeria monocytogenes

Microorganismo interferente : Escherichia coli

Medio de Cultivo Palcam:
Incubando el medio de cultivo por 24 horas a 37°C.
Microorganismo Diana: Listeria monocytogenes

Microorganismo interferente : Escherichia coli

Medio de Cultivo Hektoen:
Incubando el medio de cultivo por 20-24 horas a 37°C.
Microorganismo Diana: Salmonella Typhimurium, Shigella flexneri

Microorganismo interferente : Escherichia coli

Medio de Cultivo Burkholderia cepacia:
Incubando el medio de cultivo por 48-72 horas a 30-35°C.
Microorganismo Diana : Burkholderia cepacia y Burkholderia cenocepacia.

Microorganismo interferente : Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa
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Se tomo el indculo preparado del item 1y se procedio de la siguiente manera:

Para medios de cultivos liquidos: Se agregd 0.1 mL del in6culo del microorganismo de
prueba (a una concentracion de 1x10* UFC/mL, para que la concentracion de este quedara
<100 UFC/mL) a 10 mL del caldo a evaluar. La incubacion se hizo de acuerdo con lo

descrito en el item 2.

Para medios de cultivo sélido: Para el recuento por profundidad se inoculé 1 mL del
microorganismo de prueba a una concentracion <100 UFC/mL en cajas Petri por duplicado
y se agrego6 15-20 mL del medio de cultivo a una temperatura <45°C. Para el recuento por
superficie se inocul6 0.1 mL del microorganismo de prueba a una concentracion de 1x10°
UFC/mL, para que la concentracion de este quedara <100 UFC/mL y se inocul6 de forma

homogénea en toda la superficie del medio de cultivo sélido con un asa de Hockey. Se

incub6 de acuerdo con lo descrito en el item 2.

Nota: los analisis se realizaron por duplicado tanto para los microorganismos dianas como

para los microorganismos interferentes.

Pasado el tiempo de incubacion se registraron los datos.

6.3.6 Descripcidn de los aspectos fisicoquimicos de los medios
Item

1.

Procedimiento

Paralelo al analisis de la prueba de promocién de crecimiento y prueba inhibitoria se

anotaron los siguientes parametros:

-pH: Se confirmé el pH para cada lote del medio con un medidor de pH, haciendo uso de un

potenciometro después de haber sido calibrado adecuadamente con buffers de pH (USP 61,
2022).
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-Color: Para los medios preparados se observaron si estos al pasar el tiempo estando
almacenados originaron algun cambio de color o mantuvieron el mismo color desde su
preparacion (USP 61, 2022).

- Temperatura de almacenamiento: Se hizo monitoreo de la temperatura de la nevera
en donde fueron almacenados y conservados los medios de cultivos para los tres tiempos de

analisis (USP 61, 2022).

6.3.7 Evaluacion de la vigencia de los medios

Item Procedimiento

1.
Para determinar la vigencia de los medios de cultivo, se evaluaron los aspectos

fisicoguimicos de los medios descrito anteriormente para la prueba de promocion y

crecimiento y la prueba inhibitoria en diferentes tiempos.
Tiempo 0 tras la preparacion.
15 dias tras la preparacion.

30 dias tras la preparacion.

Se registraron los datos en los diferentes tiempos evaluados.

6.4. Parametros estadisticos

Parametro Calculo

Exactitud (Porcentaje de recuperacion) Este se obtiene teniendo en cuenta UFC
tedrico (in6culo) vs el UFC experimental.

La cantidad de microorganismos

recuperados en el medio de cultivo aevaluar con ¢4 Recuperacion = ZES2xPerimental » 40
UFC Inéculo
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respecto al control del inéculo estandarizado,

expresado en porcentaje.

Comparabilidad del medio
Comparar los resultados cuantitativos
lote de medio de cultivo

con un igual

previamente aprobado.

Se toman los datos obtenidos del medio
de cultivo anterior con el medio de cultivo que

se esta evaluando.

UFC del medio evaluado
UFC del medio previamente
aprobado

Comparabilidad =

Promocion para medios liquidos (caldos)

Se evidencia con la turbidez del medio
pasado el tiempo de incubacion.
Se compararon los resultados con un lote

de medio de cultivo igual previamente aprobado

Se determina con la turbidez o

ennegrecimiento del medio

6.5 Criterios de aceptacion

Parametro Criterio de aceptacion
Exactitud (Porcentaje de
. >50% y <200%
recuperacion)
>0.5

Comparabilidad del

medio

Promocidn para medios

liquidos (caldos)

0= ausencia de turbidez, 1=parcialmente turbio, 2=turbio

O Ennegrecimiento del medio (Positivo o negativo)
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7. Cronograma de actividades

MARZO ABRIL MAYO JUNIO

ACTIVIDADES Semanas Semanas Semanas Semanas
1(2(3|4|1|2|3|3 213 4

Induccién al laboratorio de Microbiologia

Lectura de recuentos microbianos: Hongos y
levaduras, Aerobios mesdfilos y patégenos

Preparacion de material al analista

Muestreo de ambientes, superficies, aires
comprimidos, operarios y aguas en plantas
externas

Anélisis microbioldgico de agua potable

Andlisis  microbiolégico de  muestras
farmacéuticas, veterinarias y cosmeéticas.
Antibidticos

Analisis microbioldgico de frotis de superficies

Analisis microbioldgico de operarios

Medidas de diferencias de presion

Interlaboratorio

Desarrollo del trabajo de grado
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8. Resultados y analisis

A continuacion, se detallan los resultados obtenidos de la verificacion del control de
medios de cultivo segun las pruebas realizadas. En la tabla 4, se describen los medios de cultivos
tomados para el ensayo con sus respectivos lotes de preparacion y de esterilizacion.

Tabla 4. Datos de los medios de cultivo para el ensayo

Lote 1 Lote 2 Lote 3

Medio de cultivo Lp LE LP LE LP LE

CaldoFraser o438 134 0439 134 0440 134

Medio de cultivo
Palcam
Medio de cultivo
Hektoen
Medio de cultivo
Burkholderia 0426 134 0427 134 0428 134

cepacia
Nota. LP: Lote de preparacién. LE: Lote de esterilizacion.

0432 134 0433 134 0434 134

0429 134 0430 134 0431 134

Seguidamente, se observa la recuperacion de cada una de las cepas bacterianas (tablas 5,
6y 7) para determinar su viabilidad en medio de cultivo TSA luego de ser incubados a 32.5°C
durante 18 a 24 horas en los 3 tiempos evaluados, ademas de las absorbancias y el porcentaje de
recuperacion; se puede apreciar que las cepas tuvieron un crecimiento satisfactorio y acorde a
las UFC que se esperaban obtener segln la USP 61 (menos de 100 UFC), ya que cada una de las
suspensiones de los indculos de las cepas de referencia estandarizadas contenia <100 UFC (USP

61, 2022).



Tabla 5. Ensayos de viabilidad de las cepas. Tiempo 0 dias
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Microorganismo ABS  ABS  ABS Promedio UEC_mI Recuento 1  Recuento 2 Promedio % de recuperacion
1 2 3 ABS tedrico recuento
Staphylococcus 569 0069 0.069 0.069 74 91 85 88 118%
aureus
Pseudomonas 0
peruginosa 0071 0071 0071 0.071 77 95 91 93 120%
Escherichiacoli ~ 0.072 0.072 0.072 0.072 79 81 89 85 107%
Salmonella 0073 0073 0073 0073 80 94 86 90 112%
Typhimurium
Burkholderia 0
cenocepacea 0072 0.072 0.072 0.072 79 99 97 98 124%
Burkholderia 75 5073 0073 0073 80 90 92 01 113%
cepacia
Listeria 0070 0070 0.070 0.070 76 91 97 94 123%
monocytogenes
Shigella flexneri 0.071 0.071 0.071 0.071 77 79 83 81 105%

Nota. ABS: Absorbancias tomadas. EI UFC Tedrico es obtenido a partir de una matriz estadistica interna del

Laboratorio Laserpharmaceutica dependiente de las absorbancias (Estos valores de UFC Tedrico lo obtiene el
analista de validaciones encargado de la matriz estadistica).

Tabla 6. Ensayos de viabilidad de las cepas. Tiempo 15 dias

Microorganismo ABS  ABS  ABS Promedio UEC_mI Recuento 1  Recuento 2 Promedio % de recuperacion
1 2 3 ABS tedrico recuento
Staphylococcus — hee 068 0.068 0.068 73 % 94 95 130%
aureus
Pseudomonas 0.069 0.069 0.069 0.069 74 08 96 97 131%
aeruginosa
Escherichiacoli ~ 0.077 0.077 0.077 0.077 86 93 95 94 156%
Salmonella 0.072 0.072 0.072 0.072 79 96 08 97 122%
Typhimurium
Burkholderia 0071 0.071 0071 0.071 77 95 97 96 124%
Cenocepacea
Burkholderia ) 75 (973 0,073 0.073 80 97 99 98 122%
CepaC|a
Listeria 0073 0.073 0073 0.073 80 08 94 96 120%
monocytogenes
Shigella flexneri  0.081 0.081 0.081 0.081 92 89 93 91 98%
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Nota 1. ABS: Absorbancias tomadas. EI UFC Teorico es obtenido a partir de una matriz estadistica interna del
Laboratorio Laserpharmaceutica dependiente de las absorbancias. (Estos valores de UFC Teorico lo obtiene el
analista de validaciones encargado de la matriz estadistica).

Tabla 7. Ensayos de viabilidad de las cepas. Tiempo 30 dias

Microorganismo ABS  ABS  ABS Promedio UEC_mI Recuento 1  Recuento 2 Promedio % de recuperacion
1 2 3 ABS teorico recuento
Staphylococcus o 575 0075 0,075 0.075 83 99 97 98 118%
aureus
Pseudomonas 0.074 0.074 0.074 0.074 82 99 91 95 115%
aeruginosa
Escherichiacoli 0082 0.082 0.082 0.082 94 88 90 89 95%
Salmonella 0.076 0.076 0.076 0.076 85 93 99 96 113%
Typhimurium
Burkholderia ) 50 085 (.085 0.085 08 102 96 99 101%
cenocepacea
Burkholderia ) 55 (083 0.083 0.083 95 85 93 89 94%
cepacia
Listeria 0070 0.070 0.070 0.070 76 97 93 95 125%
monocytogenes
Shigella flexneri ~ 0.081 0.081 0.081 0.081 92 88 90 89 97%

Nota 2. ABS: Absorbancias tomadas. EI UFC Te6rico es obtenido a partir de una matriz estadistica interna del
Laboratorio Laserpharmaceutica dependiente de las Absorbancias. (Estos valores de UFC Tedrico lo obtiene el
analista de validaciones encargado de la matriz estadistica).

7.1 Resultados pruebas de promocion e inhibicion de los medios de cultivos

En general, para los medios de cultivos sélidos selectivos utilizados, los resultados
mostrados en las tablas 8 a 16 (apéndice A), comprueban su productividad con los
microrganismos diana y su selectividad al inhibir el crecimiento de los microorganismos
interferentes con cada uno de los tres lotes evaluados. Adicionalmente, como se observa en las
tablas, el porcentaje de recuperacion respecto al inoculo estandarizado cumple los criterios de

aceptacion que debe ser >50% (USP 61, 2022).
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7.1.1 Resultados microbiologicos

Especificamente en el medio de cultivo Palcam, se observo la inhibicion del microorganismo
interferente y la promocién del microorganismo diana (tabla 8, 9 y 10), teniendo resultados no
menores al 50% (USP 61, 2022); L. monocytogenes hidroliza la esculina a esculetina,
reaccionando con el citrato férrico el cual produce un precipitado negro produciendo colonias
grisaceas con halo negro (Apéndice B); en este medio la selectividad la suministran el cloruro de
litio, la acriflavina y la cefotaxima que reprime el crecimiento de Gram negativas y las Gram
positivas acompafantes (Merck sf, 12th edicion, p. 383). Con relacion a los diferentes lotes y los
tres tiempos evaluados, la recuperacion de L. monocytogenes se mantuvo mayor a un 121%, por
lo tanto, se puede afirmar, que el tiempo de almacenamiento del medio de cultivo no afecto6 su
productividad ni selectividad y que pueden ser usados hasta 30 dias luego de ser preparados.

Tabla 8. Promocidn e inhibicion Palcam durante el tiempo de vigencia Lote 0432

Aspectos microbiol6gicos

Medio de cultivo: Palcam Lote: 0432
Microorganismo Tiempo 0 Tiempo 15 Tiempo 30
R1 R2 Promedio R1 R2 Promedio R1 R2 Promedio
E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L. monocytogenes 96 94 95 97 99 98 95 99 97
% de recuperacion respecto al inéculo/comparabilidad del medio
Microorganismo Tiempo 0 Tiempo 15 Tiempo 30
% de Comparabilidad % de Comparabilidad % de Comparabilidad
recuperacion recuperacion recuperacion

L. monocytogenes 125% N/A 122% 1.0 128% 0.9

Nota. R: Recuento. N/A: No aplica, debido a que no hay un medio de cultivo previamente aprobado con el cual
comparar el medio que se est4 evaluando.

Tabla 9. Promocidn e inhibicion Palcam durante el tiempo de vigencia Lote 0433

Aspectos microbiol6gicos

Medio de cultivo: Palcam Lote: 0433
Microorganismo Tiempo 0 Tiempo 15 Tiempo 30
R1 R2 Promedio R1 R2 Promedio R1 R2 Promedio
E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L. monocytogenes 94 95 94 96 98 97 96 94 95

% de recuperacion respecto al inéculo/comparabilidad del medio

Microorganismo Tiempo 0 Tiempo 15 Tiempo 30
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0 0, 0, I-
hde Comparabilidad ode comparabilidad %de — Comparabi
recuperacion recuperacion recuperacion lidad
L. monocytogenes 123% N/A 121% 1.0 125% 0.9

Nota. R: Recuento N/A: No aplica, debido a que no hay un medio de cultivo previamente aprobado con el cual
comparar el medio que se esta evaluando.

Tabla 10. Promocion e inhibicion Palcam durante el tiempo de vigencia Lote 0434

Aspectos microbiol6gicos

Medio de cultivo: Palcam Lote: 0434
Microorganismo Tiempo 0 Tiempo 15 Tiempo 30
R1 R2 Promedio R1 R2 Promedio R1 R2 Promedio
E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L. monocytogenes 96 94 95 97 99 98 97 95 96
% de recuperacion respecto al inéculo/comparabilidad del medio
Tiempo 0 Tiempo 15 Tiempo 30
Microorganismo % de 3 Comparabilidad % de 3 Comparabilidad % de 3 Com_parabl—
recuperacion recuperacion recuperacion lidad
L. monocytogenes 125% N/A 122% 1.0 126% 0.9

Nota. R: Recuento N/A: No aplica, debido a que no hay un medio de cultivo previamente aprobado con el cual
comparar el medio que se esta evaluando.

Para el medio de cultivo Hektoen (tabla 11, 12 y 13), la promocidn del crecimiento de los
microorganismos diana Salmonella Typhimurium y Shigella flexneri los valores se encuentran
por encima del 50% e inhibicidn de la cepa interferente E. coli segun lo establece la USP 61,
2022. (Apéndice B). El crecimiento obtenido para Salmonella Typhimurium fue de colonias
negras; en este medio de cultivo el citrato de hierro actta como indicador de la formacion de SH»
en presencia del tiosulfato; mientras que Shigella flexneri al no producir SH2 las colonias
caracteristicas son del mismo color del medio, verde-azuladas negras (Merck, sf, 12th edicion,

pp 304).

Tabla 11. Promocion e inhibicion Hektoen durante el tiempo de vigencia Lote 0429

Aspectos microbiologicos

Medio de cultivo: Hektoen Lote: 0429
Microorganismo Tiempo 0 Tiempo 15 Tiempo 30
R1 R2 Promedio R1 R2 Promedio R1 R2 Promedio
E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. Typhimurium 91 87 89 85 81 83 82 80 81
S. flexneri 96 94 95 95 91 93 94 98 96

% de recuperacion respecto al inéculo/comparabilidad del medio

Microorganismo Tiempo 0 Tiempo 15 Tiempo 30
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% de . % de . % de Comparabi-
recuperacion Comparabilidad recuperacion Comparabilidad recuperacion lidad
S. Typhimurium 111% N/A 105% 0.9 95% 0.9
S. flexneri 123% N/A 101% 0.9 104% 1.0

Nota. R: Recuento N/A: No aplica, debido a que no hay un medio de cultivo previamente aprobado con el cual
comparar el medio que se esta evaluando.

Tabla 12. Promocion e inhibicion Hektoen durante el tiempo de vigencia 0430

Aspectos microbiol6gicos
Medio de cultivo: Hektoen Lote: 0430
Microorganismo Tiempo 0 Tiempo 15 Tiempo 30
R1 R2 Promedio R1 R2 Promedio R1 R2 Promedio
E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. Typhimurium 87 83 85 85 89 87 87 85 86
S. flexneri 98 96 97 87 91 89 92 94 93
% de recuperacion respecto al inéculo/comparabilidad del medio
Tiempo 0 Tiempo 15 Tiempo 30
Microorganismo %de Comparabilidad %de Comparabilidad %de  Comparabi-
recuperacion recuperacion recuperacion lidad
S. Typhimurium 106% N/A 110% 0.9 101% 0.9
S. flexneri 126% N/A 97% 0.9 101% 1.0

Nota. R: Recuento N/A: No aplica, debido a que no hay un medio de cultivo previamente aprobado con el cual
comparar el medio que se esté evaluando.

Tabla 13. Promocion e inhibicion Hektoen durante el tiempo de vigencia Lote 0431

Aspectos microbioldgicos
Medio de cultivo: Hektoen Lote: 0431
Microorganismo Tiempo 0 Tiempo 15 Tiempo 30
R1 R2 Promedio R1 R2 Promedio R1 R2 Promedio
E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. Typhimurium 89 85 87 84 86 85 92 90 91
S. flexneri 92 96 94 92 90 91 94 98 96
% de recuperacion respecto al inéculo/comparabilidad del medio
Microorganismo Tiempo 0 Tiempo 15 Tiempo 30
% de Comparabilidad % de Comparabilidad % de Comparabi-
recuperacion recuperacion recuperacion lidad
S. Typhimurium 109% N/A 107% 0.9 107% 1.0
S. flexneri 122% N/A 99% 0.9 104% 1.0

Nota. R: Recuento N/A: No aplica, debido a que no hay un medio de cultivo previamente aprobado con el cual
comparar el medio que se esta evaluando.

Con relacion a los resultados con el medio de cultivo Burkholderia cepacia (tabla 14, 15
y 16), se comprobd su productividad con B. cenocepacia y B. cepacia en los tres lotes y en los

tiempos evaluados. Este medio de cultivo es selectivo para estos dos microorganismos, se
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desarrollaron colonias de color marrén verdoso y viraje del medio a rosa-fucsia, 1o que indica la
presencia del Complejo B. cepacia (USP 60, 2019). El porcentaje de recuperacion fue el
esperado mayor al 100% para todos los lotes, sin embargo, a los 30 dias de preparado, el
porcentaje de recuperacion bajo a un 93%, pero aun asi el resultado siguio estando dentro de los
valores estipulados por la USP 61 (>50%). De igual manera también se logré observar la
inhibicion del crecimiento de Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa tal y como lo
establece la USP 60.

Tabla 14. Promocion e inhibicion Burkholderia cepacia durante el tiempo de vigencia Lote

0426
Aspectos microbiol6gicos
Medio de cultivo: Burkholderia cepacia Lote: 0426
Microorganismo Tiempo 0 Tiempo 15 Tiempo 30
R1 R2 Promedio R1 R2 Promedio R1 R2 Promedio
S. aureus 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B. cenocepacea 88 83 85 90 94 92 94 96 95
B. cepacia 86 80 83 85 89 87 91 95 93
% de recuperacion respecto al inéculo/comparabilidad del medio
Microorganismo Tiempo 0 Tiempo 15 Tiempo 30
% de Comparabilidad % de Comparabilidad % de Comparabi-
recuperacion recuperacion recuperacion lidad
B. cenocepacea 107% N/A 119% 1.0 97% 1.0
B. cepacia 103% N/A 108% 1.0 98% 1.0

Nota. R: Recuento N/A: No aplica, debido a que no hay un medio de cultivo previamente aprobado con el cual
comparar el medio que se est4 evaluando.

Tabla 15. Promocion e Inhibicion Burkholderia cepacia durante el tiempo de vigencia cepacia

Lote 0427
Aspectos microbiol6gicos
Medio de cultivo: Burkholderia cepacia Lote: 0427
Microorganismo Tiempo 0 Tiempo 15 Tiempo 30
R1 R2 Promedio R1 R2 Promedio R1 R2 Promedio

S. aureus 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B. cenocepacea 85 91 88 93 87 90 92 96 94
B. cepacia 87 83 85 87 89 88 92 90 91

% de recuperacion respecto al inéculo/comparabilidad del medio

Microorganismo Tiempo 0 Tiempo 15 Tiempo 30
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0, 0, 0, I-
de Comparabilidad hde Comparabilidad %de ~ Comparabi
recuperacion recuperacion recuperacion lidad
B. cenocepacea 111% N/A 116% 1.0 96% 1.0
B. cepacia 106% N/A 110% 1.0 96% 1.0

Nota. R: Recuento N/A: No aplica, debido a que no hay un medio de cultivo previamente aprobado con el cual
comparar el medio que se esta evaluando.

Tabla 16. Promocién e inhibicién Burkholderia cepacia durante el tiempo de vigencia Lote

0428
Aspectos microbiol6gicos
Medio de cultivo: Burkholderia cepacia Lote: 0428
Microorganismo Tiempo 0 Tiempo 15 Tiempo 30
R1 R2 Promedio R1 R2 Promedio R1 R2 Promedio
S. aureus 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B. cenocepacea 80 78 84 89 95 92 88 92 90
B. cepacia 88 86 87 92 84 88 90 92 91
% de recuperacion respecto al inéculo/comparabilidad del medio
Tiempo 0 Tiempo 15 Tiempo 30
Microorganismo % de 3 Comparabilidad % de 3 Comparabilidad % de 3 Com_parabl—
recuperacion recuperacion recuperacion lidad
B. cenocepacea 106% N/A 119% 1.0 92% 0.9
B. cepacia 108% N/A 110% 1.0 96% 1.0

Nota. R: Recuento. N/A: No aplica, debido a que no hay un medio de cultivo previamente aprobado con el cual
comparar el medio que se esta evaluando.

En cuanto a los resultados obtenidos para el medio de cultivo Fraser descritos en las
tablas 17 a la 19 (apéndice B), el ennegrecimiento del medio fue el esperado, demostrando su
productividad, asi como su selectividad al inhibir el crecimiento del microorganismo
interferente, a lo largo de todo el tiempo de vigencia analizado.

Tabla 17. Promocion e inhibicion Caldo Fraser durante el tiempo de vigencia Lote 0438

Aspectos microbiol6gicos

Medio de cultivo: Caldo Fraser Lote: 0438
Microorganismo Tiempo 0 _ Tiempo 15 _ Tiempo 30 _
E E Promedio E E Promedio E E Promedio
E. coli - - - - - - - - R
L. monocytogenes + + + + + + + + +

Nota. E: Ennegrecimiento. Estos anélisis fueron de forma cualitativa, por lo tanto, los resultados fueron solo
indicativos
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Tabla 18. Promocion e inhibicion caldo Fraser durante el tiempo de vigencia Fraser Lote

0439
Aspectos microbiol6gicos
Medio de cultivo: Caldo Fraser Lote: 0439
Microorganismo Tiempo 0 Tiempo 15 Tiempo 30
E E Promedio E E Promedio E E Promedio
E. coli - - - - - - - - -

L. monocytogenes + + + + + + + + +
Nota. E: Ennegrecimiento. Estos andlisis fueron de forma cualitativa, por lo tanto, los resultados fueron sélo
indicativos

Tabla 19. Promocion e inhibicion Caldo Fraser durante el tiempo de vigencia Lote 0440

Aspectos microbioldgicos

Medio de cultivo: Caldo Fraser Lote: 0440
Microorganismo Tiempo 0 _ Tiempo 15 _ Tiempo 30 _
E E Promedio E E Promedio E E Promedio
E. coli - - - - - - - -
L. monocytogenes + + + + + + + + +
Nota. E: Ennegrecimiento. Estos analisis fueron de forma cualitativa, por lo tanto, los resultados fueron sélo
indicativos

7.1.2 Resultados Fisicoquimicos

Los resultados fisicoquimicos de los medios de cultivo control durante los tres dias del ensayo
mostraron los siguientes resultados: para medio Palcam los valores de pH estuvieron entre 7,25
a 7,29 manteniéndose valores cercanos en los tres tiempos evaluados y su color caracteristico
rojo; los valores de pH para el medio Hektoen estuvieron entre 7,48 a 7,54, evidenciando su
color verde caracteristico; el medio de cultivo Burkholderia cepacia tuvo valores pH entre 6,21 a
6,24 y color tipico amarillo; el medio Fraser los valores de pH estuvieron entre 7,25 a 7,28 con
su color amarillo caracteristico; todos los medios de cultivo mencionados se mantuvieron

estables durante los 30 dias luego de ser preparados y almacenados a 2°C a 8°C.



Tabla 20. Aspectos fisicoquimicos para el medio de cultivo Palcam

Medio de cultivo Palcam

ﬁsiﬁggﬁ‘;;?iscos Tiempo 0 Tiempo 15 Tiempo 30
L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3
pH 7,29 7,27 7,28 7,27 7,25 7,26 7,28 7,25 7,27
Color Rojo Rojo Rojo

El medio mantuvo su El medio mantuvo su

El medio mantuvo su

Estabilidad . . . - . X
consistencia consistencia consistencia
Temperatura de 2°C a 8°C. 2°C a8°C. 2°C a 8°C.
almacenamiento
Nota. L: Lote (L1= 0432, L2= 0433, L3= 0434)
Tabla 21. Aspectos fisicoquimicos para el medio de cultivo Hektoen
Medio de cultivo Hektoen
fisiﬁ\spz(i:rtr?iscos Tiempo 0 Tiempo 15 Tiempo 30
q L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3
pH 7,54 7,53 7,50 7,50 7,48 7,51 7,53 7,51 7,50
Color Verde Verde Verde
. El medio mantuvo su El medio mantuvo su El medio mantuvo su
Estabilidad

consistencia consistencia

consistencia

Temperatura de 2°Ca8°C. 2°Ca8°C.

almacenamiento

2°Ca8°C.

Nota. L: Lote (L1= 0429, L2= 0430, L3= 0431)

Tabla 22. Aspectos fisicoquimicos para el medio de cultivo Burkholderia cepacia

Medio de cultivo Agar Burkholderia cepacia

Aspectos

fisicoquimicos Tiempo 0 Tiempo 15 Tiempo 30
L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3
pH 6,23 6,24 6,21 6,22 6,23 6,22 6,23 6,22 6,23
Color Amarillo Amarillo Amarillo
. El medio mantuvo su El medio mantuvo su El medio mantuvo su
Estabilidad

consistencia consistencia

consistencia

Temperatura de 2°Ca8°C. 2°C a8°C.

almacenamiento

2°Ca8°C.

Nota. L: Lote (L1= 0426, L2= 0427, L3= 0428)

Tabla 23. Aspectos fisicoquimicos para el medio de cultivo Fraser

Medio de cultivo Fraser
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ﬁsiﬁsgﬁ?ﬁfws Tiempo 0 Tiempo 15 Tiempo 30
L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3
pH 7,28 7,26 7,28 7,26 7,27 7,27 7,25 7,28 7,27
Color Amarillo Amarillo Amarillo
Estabilidad N/A N/A N/A
Temperatura de 2°Ca8°C. 2°Ca8°C. 2°Cas8°C.

almacenamiento

Nota. L: Lote (L1= 0438, L2= 0439, L3=0440)

Finalmente, para todos los medios de cultivo, lotes y tiempos ensayados, el porcentaje de
recuperacion fue mayor al 90% indicando que no se vieron afectados por el tiempo ni la
temperatura de almacenamiento (2 a 8°C) y, por lo tanto, son aptos para utilizarse hasta 30

dias luego de ser preparados.
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9. Conclusiones

Se logro demostrar la productividad (promocion) de cada uno de los medios de cultivo
ensayados al obtener porcentajes de recuperacion de las cepas diana de por lo menos el 93%,

cumpliendo con los requisitos establecidos de mayor a igual al 50%.

Se comprobo la selectividad de cada uno de los medios de cultivo ensayados al no
permitir el crecimiento de bacterias interferentes, cumpliendo con las especificaciones

establecidas para tal fin.

Se determino que los medio de cultivos selectivos se mantuvieron estables y fueron
favorables para que los microorganismos lograran el crecimiento apropiado en el medio evaluado
hasta los 30 dias después de su preparacion; los resultados no se vieron afectados por las
condiciones de almacenamiento, no hubo contaminacion alguna ni cambios de su apariencia

manteniendo su pH y color bajo las condiciones de refrigeracion.
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