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INTRODUCCION

Las empresas de alimentos deben ofrecer una mayor calidad a los consumidores,
razon por la que existen laboratorios que lleven a cabo analisis microbiolégicos y
fisicoquimicos para verificar la confiabilidad del producto, evaluando la calidad de
éstos, de las empresas y el personal que los elaboran. 4

Las técnicas utilizadas para llevar a cabo los analisis en un laboratorio deben ser
verificadas. La validacion de una técnica, es el procedimiento por el cual se regula
mediante estudios de laboratorio si las caracteristicas de desempefio del método
analitico cumplen las exigencias para la aplicacion analitica propuesta.*® Entonces
la validacion ofrece evidencia de que un método es capaz de servir para su
proposito planeado, es decir, para poder detectar o cuantificar un grupo
microbiano o un microorganismo especifico con total precision y exactitud. 4°

La estandarizacion de las cepas con las cuales se validan los analisis que ofrecen
los laboratorios a sus clientes, es el paso del cual se partira para estimar la
concentracion de dichas cepas, teniendo en cuenta que los procedimientos en
microbiologia, penden que los microorganismos viables en los cultivos sean
capaces de mantener sus caracteristicas reproducibles y morfolégicas. 4°

La estandarizacion de cepas de trabajo, es requerida a nivel cualitativo y
cuantitativo, en actividades curriculares que atienden al control de calidad de los
procesos llevados a cabo en el laboratorio, donde por ejemplo, se necesiten cepas
tipo control positivo o negativo para valorar medios de cultivo, pruebas
bioquimicas entre otros. Por tanto es de mucha utilidad un cultivo medido que
puede ser preparado por el propio laboratorio, o provenir de uno de referencia ya
cuantificado. ?°

Laboratorio Microbiolégico de Barranquilla (LMB) ofrece sus servicios en distintos
analisis a las empresas de alimentos y aguas en el pais. 4

En el proceso de aprendizaje como practicante en el LMB, las tareas diarias
asignadas llevadas a cabo son, el procesamiento de aguas y alimentos y los
respectivos recuentos para cada procedimiento, la verificacion del ambiente
microbiolégico de las cabinas de seguridad, asi como un control mensual del
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ambiente en las zonas de trabajo, de las cabinas y las neveras, incluyendo una
inspeccion de las temperaturas de éstas, la preparacion de medios de cultivo,
control de la autoclave, y el diligenciamiento de toda la documentacion referente a
la trazabilidad de los procesos que regula el area de control interno de calidad del
laboratorio, el cual es el encargado de asignar la realizacion de este proyecto
requiriendo un estudio de las cepas que son adquiridas, como requisito exigido por
los entes que evaluan al laboratorio.

Dentro de los analisis que se realizan en el procesamiento de las diferentes
matrices, se incluye el de mohos y levaduras. Siendo de gran importancia
cuantificar los hongos filamentosos y levaduras en los alimentos, ya que la cuenta
de estos microorganismos, permite precisar practicas sanitarias incorrectas,
almacenamiento deficiente y uso de materia prima inadecuada. 4°

El término moho suele ser utilizado para designar a algunos hongos filamentosos.
" El Género Aspergillus se caracteriza por ser mitosporico, y por la produccion de
hifas especializadas, llamadas conidiéforos, en donde se encuentran las células
conididgenas las cuales originaran las esporas asexuales o conidios.! Su
importancia esta relacionada con el conocimiento de las especies patégenas y su
aprovechamiento agroalimentario e industrial. Aspergillus brasiliensis hace parte
de este género y esta incluido en los Aspergillus de la seccidn Nigri. °

Para hallar la concentracién de los microorganismos, los métodos utilizados
dependen del tipo de microorganismo y las caracteristicas de éstos, como las
diferencias en cuanto a sus crecimientos, sus estructuras celulares, y sus
caracteristicas morfoldgicas, tales como, si son pigmentados o no, el tamafio de
las células, entre otras. Los métodos para estandarizar bacterias difieren de los
utilizados para estandarizar hongos filamentosos y a su vez entre los utilizados
para levaduras, teniendo en cuenta que por ser organismos pluricelulares resulta
dificil cuantificar sus células de manera individual. Ahora bien ;Cémo es posible
verificar la reproducibilidad de estos resultados y precisar la fluctuacion que puede
existir en cada ensayo?, por medio de analisis estadisticos, que permitan observar
la dispersidn existente entre los datos experimentales. °

Esta experiencia se basé en la estandarizacion del Inéculo de A. brasiliensis por
la técnica de conteo directo de conidios en camara de Neubauer, soportado por
recuento en placa para evaluar la viabilidad del microorganismo y su pureza tanto
por analisis morfolégico macroscopico de las colonias en las placas, como por
microscopia optica.
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1 OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Estandarizar el In6culo de A. brasiliensis para su uso en Pruebas de Control de
Calidad y Validacion de Analisis de Mohos en el Laboratorio Microbiolégico de
Barranquilla.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Verificar condiciones de carga microbiana del ambiente de la cabina de flujo
laminar.

Seleccionar de los medios de cultivo disponibles en el laboratorio el que mejor
promueve la esporulacion de A. brasiliensis

Evaluar la viabilidad y pureza del Inéculo de A. brasiliensis

Verificar por parametros estadisticos la adecuada estandarizacién del In6culo de
A. brasiliensis

Determinar el Porcentaje de Recuperacion de las esporas de A. brasiliensis
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2 JUSTIFICACION

El LMB ha implementado el Sistema de Gestién de Calidad bajo la norma I1SO
9001:2000 (Sistema de Aseguramiento de Calidad) el cual esta certificado por
ICONTEC, y la norma ISO/IEC 17025:2005, las cuales establecen los Requisitos
generales que hacen competitivos a los Laboratorios de Ensayo y Calibracion. 4’
El Sistema de Gestion de Calidad del Laboratorio ha sido evaluado y auditado de
manera exitosa por entidades oficiales como el ICA, el INVIMA, IDEAM y el ONAC
asi como en repetidas ocasiones por el ICONTEC el cual verifica el cumplimiento
de las normas que rigen a los laboratorios. 4

Todos los ensayos, llevados a cabo en el area de Microbiologia, tanto los de
alimentos como los de aguas (potables, residuales, de uso doméstico, y de
recreacion) estan debidamente verificados de manera continua por controles
internos de calidad, lo cual es de suma importancia, ya que, de no ser asi, no
podria tenerse la seguridad de que los métodos analiticos que se utilizan para
detectar si el nivel de uno o mas microorganismos analizados en las muestras que
los clientes envian al laboratorio, se encuentran dentro de los rangos permisibles
para ser aceptadas o rechazadas. Estos analisis son validados con objeto de
confirmar mediante la provision de evidencia clara y objetiva que se han cumplido
los requisitos para una utilizacion o aplicacion especifica predicha. 4°

La Validacion de analisis, como también las diferentes actividades que hacen
parte del sistema de control de calidad, bien sea, la valoraciéon de medios de
cultivos, preparaciéon de controles positivos, y negativos, Test Ecométricos,
verificacion de potencial bactericida de las lamparas UV (ultra violeta) de las
cabinas de Flujo laminar, entre otras, requieren de la utilizacion de cepas de
referencia estandarizadas, las cuales son el patron de partida y la Herramienta
principal como material de trabajo en un laboratorio de microbiologia. Estas cepas
son “Microorganismos definidos por lo menos a nivel de género y especie,
depositados y mantenidos en una Coleccion de Cultivo que se encuentra activo o
liofilizado donde no se conoce el nimero de microorganismos”.?® Por tal razon es
indispensable reunir toda la informacion necesaria sobre los cultivos con los que
se ha de trabajar, Normalizandolos, lo que quiere decir que sean definidos en sus
caracteristicas principales, como su concentracion, pureza y viabilidad, con el fin
de validar que cumplan con los requerimientos minimos de calidad, siendo los
cultivos patrones que se utilizaran para lo que se halla requerido. Por ello la
Estandarizacion o Normalizacion tiene como objetivo definir y validar el objeto de
estudio que para este caso es el Indculo de A. brasiliensis. ?
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El LMB actualmente ofrece analisis de hongos filamentosos y levaduras en
distintas matrices, dichos analisis estan por ser validados y acreditados ante la
ONAC (Organismo Nacional de acreditacion en Colombia), el cual tiene como
finalidad fundamental, acreditar la competencia de los Organismos de Evaluacién
por cumplimiento de normas y criterios sefialados en los Estatutos de la entidad
evaluadora, llevando un registro publico y renovado de los Organismos
acreditados.?® EI ONAC en unas de sus visitas al laboratorio sugirié que para la
utilizacion de Cepas de Referencia Fungicas con objeto de validar analisis de
hongos filamentosos y levaduras, es necesario que los dos grupos fungicos estén
estandarizados. Primeramente en el laboratorio ya se habia llevado a cabo la
estandarizacion de la levadura (Candida albicans), siendo un faltante la
estandarizacién del hongo, ya que las levaduras difieren de los hongos filamentos
y por tanto no es posible utilizar como referencia de partida la cuantificacion de
levaduras para validar analisis de hongos filamentosos.

El anterior contexto generd la necesidad de realizar la estandarizacion del Inéculo,
de A. brasiliensis, para su uso en pruebas de control de calidad y Validacién de
analisis de mohos en el Laboratorio Microbiolégico de Barranquilla, Utilizando el
meétodo de recuento en Camara de Neubauer soportado por Recuento en Placa,
haciendo hincapié en que la metodologia espectrofotométrica no es recomendada
como un procedimiento adecuado para la preparacion del Inéculo de hongos
filamentosos, ya que el color y el tamafio de las esporas pueden influir en los
valores de densidad o6ptica (DO) siendo posible que uno de los factores que mas
distorsiona este tipo de lecturas es la presencia de hifas, sobre todo en especies
que no esporulan eficientemente, obteniéndose lecturas erradas de turbidez
heterogénea en vez de homogénea, como la que se observa en un Inoculo a base
de conidios 24, por tanto una mejor opcion frente al método espectrofotométrico
para estandarizacion de Indculos Fungicos filamentosos como alternativa, es la
enumeracion de esporas en un hematocitometro (Camara de Neubauer).4°

Los Aspergillus Seccion Nigri tienen un impacto significativo en la sociedad
moderna y son industrialmente uno de los grupos mas importantes de hongos
filamentosos, ya que muchas especies de este grupo causan dafos en los
alimentos, y a su vez son utilizados en la industria de la fermentacién para
producir enzimas hidroliticas. Ellos también son manipulados genéticamente con
fines biotecnoldgicos.®® Ademas de su importancia econémica, son relevantes por
ser productores de ocratoxina, siendo organismos que contaminan varios
productos agricolas incluidos los productos derivados de la uva, café y cacao. %A.
brasiliensis hace parte de los Aspergillus nigri y es una de las especies mas
recientemente identificada, estrechamente relacionada con A. niger siendo esta
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ultima una de las cepas fungicas mas usada en el laboratorio (LMB) como
herramienta de trabajo, y la mas comun y mas estudiada de este gran grupo de
los Aspergillus, no obstante resulta de gran interés las caracteristicas genotipicas,
y a nivel de los extrolitos que producen cada una de éstas dos especies, las
cuales las hace diferentes, similares y a A. brasiliensis unica. Por tanto se busca
trabajar con un microorganismo fungico filamentoso que difiera de las levaduras,
que sea de importancia en la industria de los alimentos, (teniendo en cuenta que
el laboratorio ofrece sus servicios a este sector) y novedoso para el laboratorio.

Es necesario trabajar con cultivos que mantengan sus caracteristicas tanto
genotipicas como fenotipicas, y se conserven viables, por ello se evalud la pureza
y viabilidad del microorganismo. Con objeto de tener la seguridad de que el
numero de ensayos no influyera en la fluctuacion de los resultados se determiné
por parametros estadistico la adecuada estandarizacion del Inéculo de A.
brasiliensis.
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3 MARCO REFERENCIAL

3.1 BASES LEGALES

Alimentos y productos para alimentacidon animal. Requisitos Generales y
directrices para Analisis Microbiologicos, establece que la validaciéon de los
métodos de referencia esta en proceso de investigacion por parte de instancias de
normalizacion (Nacional, Regional e Internacional). 3°

Guia Técnica GTC 84 colombiana 2003-02-26. Calidad del agua. Guia para la
orientacion acerca de la validacion de métodos de andlisis microbiolégicos.
Establece los modelos matematicos de variacion (Analisis Estadistico). 28

Todos los procedimientos del laboratorio estan certificados por la Norma ISO/IEC
17025:2005. 47

El Sistema de Gestion de Calidad del laboratorio estd bajo la norma ISO
9001:2000. Sistema de Aseguramiento de Calidad. 4’

NORMA Técnica numero 235 para la identidad y especificidad de la Camara tipo
Neubauer para el Conteo de Células (Hematimetro). Secretaria de Salud de
Estados Unidos mexicanos-. De acuerdo con lo senalado en los Articulos 14, 195
y 196 de la Ley General de Salud, y el Articulo 15, fracciones | y Il del Reglamento
Interior de la Secretaria de Salud, se emite la siguiente norma técnica. Las
disposiciones de la presente Norma Técnica son de orden publico e interés social
y tienen por objeto determinar las especificaciones minimas de funcionamiento y
seguridad que debe tener la camara tipo Neubauer para el conteo de células
(Hematimetro).
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3.2 ANTECEDENTES

El trabajo de Petrikkou y colaboradores (2001) busco la estandarizacion de la
preparacion del Inéculo de hongos filamentosos emergentes, para pruebas de
sensibilidad antifungica. Donde se estudiaron un total de 156 cepas
pertenecientes a 8 especies diferentes, preparando suspensiones de Indculos en
agua destilada estériil o Tween 20 al (0,1%). Los Inéculos se ajustaron por
enumeracion de esporas utilizando camara de Neubauer, y se cuantifico en
placas de Sabouraud. La gama de unidades de DO obtenido, era muy amplia
para todas las especies analizadas. Por lo tanto, ellos sustentan que un método
espectrofotométrico no puede recomendarse como un procedimiento correcto
para la preparacion del Indculo de hongos filamentosos, siendo la enumeracion de
las esporas por medio de una camara de Neubauer un procedimiento adecuado y
universal para el ajuste de Indculo de hongos filamentosos. Ademas se determiné
que los Conteos de Colonias estuvieron en un promedio relacionado con el ajuste
inicial en la camara de Neubauer, a excepcion de 6 cepas. *°

En el mismo afio (2001) Petrikkou y sus ayudantes compararon los dos métodos
de preparacion del Inéculo para los hongos filamentosos, (hematocitometro y
ajuste espectrofotométrico), utilizando hongos filamentosos patégenos para los
seres humanos. Los recuentos de colonias los realizaron para todas las
preparaciones de Inoculo. El acuerdo entre los recuentos hematocitdmetro y los
recuentos de colonias (UFC por mililitro) fue del 97,2%. La reproducibilidad entre
los recuentos hematocitdmetro y los recuentos de colonias por medio de un
coeficiente de correlacion intraclase fue de 0,70. Aunque para este ensayo
experimental se hizo uso de ambas metodologias, el método espectrofotométrico
requiere que cada especie se normalice por separado, estando en desventaja con
respecto al método de conteo en camara de Neubauer. 4

Dentro de los estudios realizados se encuentra la experiencia de Casas (2005) la
cual tenia como finalidad la produccion industrial de Lovastatina por la
fermentacion discontinua de Aspergillus terreus. La preparacion del Inéculo se
realizé a partir de un liofilizado del microorganismo. La concentracion de esporas
se midié por recuento en camara de Neubauer ajustando la dilucién adecuada
para alcanzar una concentracion de 108, 16
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El procedimiento del trabajo realizado por Gomez y Mendoza (2004) sobre la
produccion de un hongo filamentoso entomopatégeno, para su utilizacion en
manejo de plagas en cafa de azucar, sugiriere el uso de conteo directo de
esporas en camara de Neubauer, soportado por recuento en placa, con el fin de
preparar y a justar a una concentracion el In6culo. A su vez llevaron a cabo
pruebas de germinacion de las esporas y evaluaron la pureza de éstas. 6

Aguirre en el afio 2006 con el fin de establecer el efecto de algunas fuentes de
carbono, nitrégeno y de pH sobre el desarrollo del entomopatégeno Nomuraea
rileyi, disefia unas condiciones basadas en diferentes fuentes tales como el
Almidén soluble, por ejercer un poder inductor sobre la germinacion, el
crecimiento y la esporulacion del hongo filamentoso. Los resultados mostraron
que las fuentes de Nitrogeno y Carbono tienen un efecto relevante sobre N. rileyi
sobre todo cuando los dos sustratos se encuentran juntos en el mismo medio de
cultivo y que a pH levemente acidos colindantes a 6 el desarrollo del
microorganismo es superior. 4

Por otro lado Cruz en el 2007, realiza la estandarizacion de las condiciones de
fermentacion bifasica (sdlida y liquida) del hongo Trichoderma koningii para

alcanzar concentraciones de biomasa con fines de produccion a escala industrial.
18

Para la obtencidon del pre Inéculo de T. koningii se prepar6 una suspension
madre de conidios a partir del raspado de una caja con PDA, con el hongo
esporulado. Los conidios se suspendieron en agua destilada con Tween 80 al
0.1%, realizando diluciones seriadas, ajustando la concentracién inicial a 1x10’
conidios/ml, por recuento de conidios en camara de Neubauer, donde la pureza
del caldo se evaluaba mediante observacion al microscopio con azul de
lactofenol. La cuantificacion de la biomasa (conidios/g) también fue medida por la
técnica de recuento de conidios en camara de Neubauer. La viabilidad del hongo
se valoré por recuento en Agar Sabouraud-Rosa de bengala, y la germinacion del
hongo mediante siembra en agar extracto de malta. Los resultados finales se
sometieron a analisis estadistico de varianza ANOVA a un nivel de confianza del
95%. 183

En el ano 2012 Fernandez analizé la produccidn de xilanasas por cepas de
Aspergillus niger. %

PAGINA 19 DE 81 2016



Para la preparacion de Inoculos de las cepas se reunieron las esporas de un
matraz con PDA donde se encontraban las cepas sembradas. La colecta de
esporas se realizd en una solucion Tween 20 al 0.1%. Se realiz6 el recuento de
conidios en Camara de Neubauer hasta obtener una concentracion de 1x10%4
esporas/ml. 2*

3.3

3.3.1

SISTEMA TEORICO

Generalidades sobre las cepas de trabajo en un laboratorio de
Microbiologia

3.3.1.1 Definiciones de material microbiolégico

Cepa de coleccion

Microorganismos determinados por lo menos a nivel de género y especie,
los cuales han sido guardados y mantenidos en una Colecciéon de Cultivos
(CC) o Centro de Recursos Bioldgicos (BRC) y clasificados con el acronimo
de la coleccion/BRC seguido de un numero de identidad. En dicho catalogo
se indica el origen de la cepa, sus condiciones de cultivo y, sus
caracteristicas. Es semejante a cepas de referencia. 2°

Cepas de reserva

Cepas iguales que se obtienen mediante un unico subcultivo de una cepa
de referencia que ha suministrado el proveedor, o que provienen
directamente del proveedor. 2°

Cepas de trabajo
Subcultivos primarios adquiridos de una cepa de reserva. %

3.3.1.2 Utilidad de las cepas de trabajo

Las cepas o colecciones de cultivos pueden apoyar a la hora de formar los
modelos necesarios para estandarizar los cultivos de trabajo. Dado que se
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dispone en los laboratorios de los profesionales cualificado para ello, éstos pueden
realizar los ensayos necesarios para precisar curvas de crecimiento patrén para
los microorganismos mas solicitados, especificando las condiciones de cultivo en
cuanto al medio de cultivo, temperatura y tiempo de incubacion, agitacion, Inéculo,
etc., e implementando algun procedimiento informatico que permita al laboratorio
de ensayo conocer de forma inmediata el numero de microorganismos de su
cultivo a partir de la densidad 6ptica del mismo o por otro tipo de parametro que
emita la concentracion del cultivo. El proveedor también puede facilitar el proceso
de esta forma, el usuario solamente tendria que seguir exactamente las
instrucciones dadas por la coleccidén y no tendria que elaborar sus propias curvas
de calibrado, lo cual ayudaria enormemente a la tarea de los laboratorios de
ensayo a la hora de obtener valores de referencia adecuados a cada necesidad. %°

3.3.2 Validacion de los métodos

El término “validacion” se utiliza para denotar el proceso que suministra evidencia
clara y objetiva de que el método, independientemente cual sea, es capaz de
servir para su uso esperado, ejemplo: detectar o cuantificar un microorganismo o
grupo de microorganismos especificos; entonces es necesario que para
comprobar que el método utilizado cumple con los requisitos especificados para su
uso en particular, se evallen todas sus caracteristicas de desempefio. 40 42

La validacion de un método toma gran importancia ya que se convierte en la
demostracion tanto escrita como experimental, con un gran porcentaje de
confianza, de que un proceso arrojara de manera sélida, permanente y segura,
resultados con caracteristicas de calidad predefinidas. 42

El término “verificacidon” se utiliza, para enunciar el proceso que lleva a cabo el
laboratorio con objeto de corroborar su capacidad para elaborar correctamente un
método normalizado o estandar cuando se lleva a cabo exactamente como esta
descripto en las normas. 4°

3.3.2.1 Métodos normalizados

El Laboratorio utiliza un método normalizado que se emplea exactamente como
esta descrito en las normas. En este caso el laboratorio debe ratificar que puede
emplearlo cabalmente previo a su uso en ensayos, mediante la demostracion del
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cumplimiento de las medidas estadisticos que conforman el método normalizado.
40

3.3.2.2 Métodos modificados

El Laboratorio realiza cambios al método de ensayo normalizado las cuales
pueden repercutir en la calidad de los resultados. En el caso de los métodos para
analisis microbioldgicos se sugiere modificaciones importantes. 4°

3.3.2.3 Métodos alternativos

El Laboratorio utiliza métodos alternos o métodos rapidos de ratificacion. Es aqui,
cuando se dispone de los datos de validacién, donde el Laboratorio debe realizar
una verificacién de su aplicabilidad. Los datos de validacién pueden obtenerse de
ensayos ya hechos o de datos suministrados por el fabricante y sometidos a la
evaluacion de terceros. de no se tenga esta informacion (datos de validacién), o
estos no sean todo aplicables, el Laboratorio debe llevar a cabo la validacion,
antes de Cuando poner en marcha el método en el laboratorio, siguiendo los
requisitos establecidos en la Norma 1SO16140 comprendiéndose como (ISO),
organizacion internacional de Estandarizacion, o los protocolos de la Asociacion
internacional de métodos oficiales de analisis (AOAC), y el sistema nérdico para la
validacion de métodos microbioldgicos alternativos (NordVal). 4°

3.3.2.4 Protocolo de Validacion

Con el fin de organizar y planificar las actividades de la validacién se debe
elaborar un protocolo de validacion que incluya:

e Objetivo o alcance
Ambito de aplicacion del ensayo a validar. Donde es relevante la
especificacion de la matriz, sobre todo cuando se pueden generar
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diferencias significativas en la recuperacion de los microorganismos y en el
rango de aplicacion en el caso de los ensayos cuantitativos. 4°
e Personal que llevara a cabo la validacién #°

e Metodologia y disefo experimental
Este debe incluir la, enunciacién del analito, la identidad de las muestras
(naturales o inoculadas) utilizadas en la validacion, la preparacion de las
mismas, los microorganismos utilizados, la estandarizacion del Inéculo, las
condiciones del ensayo. 4°

e Listado de equipos, instrumentos, materiales, medios de -cultivo,

reactivos y cepas de referencia. 4°
e Condiciones ambientales, cuando corresponda. 4°
* Parametros de desempefiio a determinar. +°
* Criterios de aceptacién para cada uno de los parametros. 4°
* Anadlisis estadistico °
e Metodologia para el calculo de la incertidumbre, cuando

corresponda.*®

Registros asociados. 4°

3.3.2.5 Validacion de métodos alternativos para analisis microbiolégico de
alimentos y aguas

Es importante el uso de métodos validados en todo sistema de calidad. En
particular, la validacién de los métodos microbioldgicos es de suma relevancia por
la propia naturaleza de los organismos vivos, los cuales presentaran una
capacidad de variaciones, comportamientos distintos y cambios genéticos vy
mutaciones. Es por ello imprescindible Ila validacibn de los métodos
microbioldgicos alternativos. La norma ISO 16140:20036 ha sido elaborada para
satisfacer esta necesidad tanto para los métodos cualitativos como cuantitativos. 4!

Es importante que el laboratorio se asegure de escoger de forma correcta el
meétodo para el analisis, ajustandose al objetivo en cuestion, sobre todo para los
procedimientos de recuentos de microorganismos, y asi de esta manera obtener
resultados seguros. 4!
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La palabra "alternativo" demarca que los métodos estandarizados de referencia,
como aquellos que son publicados por la ISO, conservaran su importancia en el
comercio internacional. Los métodos de referencia suelen ser trabajosos, caros y
extensos. Por ello, se eligen para el uso rutinario, métodos mas baratos, rapidos y
convenientes. 4!

e Validacién de un método Microbiolégico Cuantitativo Alternativo

Un método cuantitativo es definido por ISO como un método de analisis, cuya
respuesta es la cantidad del mesurando, medido directamente (ej. enumeracién en
una masa o en un volumen) o indirectamente (ej. absorbancia del color,
impedancia, etc.) en una cantidad determinada de muestra. En el control de
calidad de aguas y alimentos, su aplicacion es relevante, ya que permite mostrar si
el nivel de uno o0 mas microorganismos se encuentra dentro de los rangos
permisibles para la declaracion de su inocuidad. 4!

La validacion en términos cuantitativos se formula en forma de recuentos y siendo
agrupados otros datos tales como: el peso de la muestra, las diluciones seriadas
empleadas, el volumen de Indculo, asi como los recuentos obtenidos en cada
dilucion. 41

Para el analisis de los resultados, se tienen en cuenta los recuentos de aquellas
placas que tengan 300 unidades formadoras de colonias (UFC) o menos, y se
aplica posteriormente el recalculo teniendo en cuenta el factor de dilucién para
obtener los valores finales. Segun las recomendaciones de las guias de validacién
de organizaciones, como ISO, NordVal, AOAC, ISO 17994, especifico para
analisis de aguas, los resultados se transforman a logaritmos (log1o) para obtener
una funcién lo mas cercana a la distribucién normal. Este artificio matematico ha
sido empleado por varios especialistas en el analisis estadistico de estudios
desarrollados aproximadamente a partir de la década de los afios 80. 4!

3.3.3 Generalidades de hongos filamentosos
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Los hongos filamentosos son microorganismos eucarioticos, aerobios facultativos
que se reproducen por esporas, sexual o asexualmente. Los hongos carecen de
clorofila, por ello no realizan fotosintesis, necesitando materia organica ya
elaborada para sus requerimientos nutricionales. Poseen una pared celular rica en
quitina, el cual es un compuesto (polisacaridico) fuertemente rigido. Por lo
anterior, estos microorganismos deben absorber nutrientes simples y solubles, y
no fagocitar los alimentos. La estructura fungica tiene de un complejo llamado talo
o micelio, que esta formado por muchos filamentos o hifas (hyphomycetos o
mohos), la gran mayoria de estos hongos no son moviles mas sin embargo
algunos pueden tener células germinativas moviles. Las esporas son formas
resistentes que constituyen a los hongos en estado latente o reposo, las cuales se
producen de dos maneras distintas sexual y asexualmente. Las sexuales tienen
nucleo derivado de células ascendientes, y sus esporas son haploides; dos
nucleos de células antecesoras se funden para formar un nucleo diploide (zigoto) y
las estructuras que producen las esporas son, casi siempre, morfolégicamente
diferenciadas de las esporas asexuales. Distinto, a las estructuras que producen
las esporas asexuales, que se originan por simple diferenciacion en la hifa de
crecimiento. °

Los hongos filamentosos en su fisiologia se adaptan a condiciones mas extremas
que otros microorganismos, su crecimiento en sustratos puede ser con
concentraciones de azucares altas, hasta el 10%, ya que estos microorganismos
no son débiles frente a la presion osmaética elevada; con crecimiento lento de 5 - 7
dias, y resistiendo bajo condiciones de acidez relativamente altas. ® Los hongos
pueden crecer mejor en ambientes con un pH promedio de 5. Este es fundamental
para el desarrollo de los hongos, a un pH alto se ve afectada la solubilidad de los
metales y a pH bajo se afectan los sistemas enzimaticos, el ingreso de vitaminas
esenciales y acidos organicos y la toma de minerales. °

En cuanto a sus necesidades de oxigeno para crecer, todos los hongos
filamentosos son aerobios. 4°

La temperatura también influye en el crecimiento, la germinacion de esporas,
reproduccion y, de manera general, en todas las actividades del organismo. En
base a este parametro los hongos se pueden clasificar como psicrofilos, mésofilos
o termofilicos. 5
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3.3.3.1 Factores que afectan el crecimiento de los hongos filamentosos.

Dentro de los factores que condicionan el crecimiento y la actividad microbiana
estan la Temperatura, condiciones quimicas, fisicas del ambiente, el pH, la
radiacion solar, la humedad relativa, el agua, los nutrientes entre otros. *

Todos los hongos estan en contacto con soluciones acuosas las cuales se
encuentran en la naturaleza y la concentracién de hidrogeniones que se encuentra
en estas soluciones ejerce un efecto significativo sobre el crecimiento fungico. 4

En los medios de crecimiento el pH controla la disponibilidad de algunos iones
metalicos, por ejemplo iones Magnesio y fosfatos son solubles a pH bajos, lo cual
cambia a pH alto, formando complejos insolubles reduciendo asi su disponibilidad.
4

El pH también afecta la permeabilidad celular debido a compuestos que se
ionizan. Las enzimas también tienen un pH 6ptimo para ejercer su actividad asi
como pueden ser inactivadas a pH extremo. Los hongos tienen un pH amplio
optimo de crecimiento sin embargo la mayoria de crecen a pH menor de 7 ya que
por encima podria afectarse su actividad enzimatica y a su vez la actuacién de
éstas en los procesos metabdlicos. *

El peso de las células Fungicas equivale a carbono, por ello es de suma
importancia. Los compuestos organicos son necesarios como materiales
estructurales, proveyendo energia para los procesos de oxidacion. Los hongos
pueden utilizar ademas de la glucosa fuentes de carbono como la sacarosa,
lactosa, maltosa, y polisacaridos como almiddn, celulosa, pectina, entre otros. *

Otra fuente importante es el Nitrogeno, el cual es requerido por los hongos para
Sintesis de Novo. La preferencia de los hongos en cuanto a fuentes de nitrogeno

es la urea y el hidrolizado de caseina, ya que éstos contienen una mezcla de
aminoacidos que hace mas rapido el crecimiento de los microorganismos. 4

3.3.3.2 Importancia de los mohos y sus analisis en los alimentos

Los hongos filamentosos y levaduras estan abundantemente distribuidos en la
naturaleza y se pueden hallar formando parte de la flora normal de un alimento, o
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como causales de contaminacion en los equipos mal sanitizados, provocando el
dafio fisicoquimico de éstos, produciendo mal olor, alterando el sabor y el color en
la superficie de los productos contaminados debido a la utilizacion en su
metabolismo de los carbohidratos, acidos organicos, proteinas y lipidos. También
estos dos grupos fungicos pueden sintetizar metabdlicos téxicos resistentes a
altas temperaturas, aptos para soportar algunas sustancias quimicas, asi como la
irradiacion y muestran capacidad para modificar sustratos de forma desfavorable,
permitiendo el crecimiento de bacterias patogenas. 4°

Algunos hongos generan productos metabdlicos que son toxicos para los
huéspedes humanos. Mas aun, en esos casos la toxina solo resulta ser una causa
indirecta de la enfermedad, puesto que el hongo ya ha crecido dentro del huésped
o sobre él. Las infecciones micéticas cronicas, como las generadas por mohos que
crecen en los hogares, también pueden producir una respuesta alérgica en el
huésped. 4°

Es de gran importancia cuantificar los hongos filamentosos y levaduras en los
alimentos, ya que al establecer el conteo de estos microorganismos, se permite su
utilizacion como un indicador de practicas sanitarias incorrectas durante la
produccion y el almacenamiento de los productos, asi también como del uso de
materia prima inadecuada. 4°

Hasta desde el punto de vista clinico podemos decir que la normalizacién de
extractos de hongos comerciales resulta considerablemente importante como
procedimiento de diagndstico, asi como para decidir una buena inmunoterapia y
convincente. 48

3.3.3.3 Género Aspergillus

Los Aspergillus son hongos filamentosos universales aislados de la naturaleza
comunmente encontrado en el suelo, restos vegetales y el aire ambiental. %3 El
Género Aspergillus, como Aspergillus oryzae, se ha utilizado durante mucho
tiempo en la fabricacion de acido citrico, salsa de soja y otros productos utiles. Por
otro lado, se sabe que otras especies, como Aspergillus flavus, son productores
de toxinas y sustancias carcinbgenas en los alimentos que contagian.
Conjuntamente, otras especies como Aspergillus fumigatus, causan
enfermedades en humanos, animales y aves. Es un género, que se subdivide en
subgéneros que comprenden secciones y mas de 250 especies, Algunas especies
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se consideran semejantes y otras distintas, muchas de éstas no pueden ser
identificadas en su morfologia, por ello su identificacion esta basada en técnicas
de biologia molecular. 3

La estructura de las esporas es la caracteristica microscépica mas importante
utilizada en la definicibn de miembros del género Aspergillus. Al darse la
diferenciacién micelial ciertas células desarrollan una pared celular pesada y
forman células de pie en forma de 'T' 0 'L', que no estan separadas y que originan
un solo conidioforo perpendicular al eje largo de la célula. La rama hifal que se
despliega desde la célula del pie es el conidiéforo, que se agranda en su apice
hasta formar una vesicula redondeada, eliptica o en forma de disco. El espacio
fértil de la vesicula da lugar a una capa de células llamadas fialides que producen
largas cadenas de esporas mitdticas denominadas conidios o conidiosporas El
tamano y la disposicion de las cabezas conidiales, asi como el color de las
esporas que llevan son caracteristicas de identificacién importantes.3’

El conidiéforo caracteristico de Aspergillus (Figura 3-1), aunque es una estructura
unicelular posee tres partes bien diferenciadas: vesicula (extremo apical
hinchado), estipe (seccion cilindrica situada debajo de la vesicula) y célula pie
(seccién final, a veces separada por un septo, que une el conidiéforo con el
micelio). Sobre la vesicula se disponen las células conididgenas, denominadas
habitualmente fidlides. En muchas especies, entre la vesicula y las fidlides se
encuentran otras células denominadas métulas. Las cabezas conidiales que sdlo
presentan fidlides se denominan uniseriadas, y las que presentan fidlides y
métulas, biseriadas. 34

El método de identificacion propuesto por Klich y Pitt, utiliza tres medios de cultivo
y dos temperaturas de incubacion. Cada una de las cepa se siembra en tres
puntos en dos placas de medio CYA (Czapek Yeast extract agar), una placa de
CYA con 20% de sacarosa (CY20S), y una placa de MEA (agar extracto de malta).
Una de las placas de CYA se incuba a 37°C y las restantes a 25°C. Después de
siete dias de incubacion se realiza la observacion de las caracteristicas
morfologicas macroscépicas y microscépicas de los cultivos. 31

Los aislamientos se pueden obtener en Sabouraud y Agar Papa Dextrosa a 28°C.
Este Gltimo es util para inducir la esporulacion de este grupo de hongos. %3
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Figura 3-1. Estructuras de reproduccion asexual de Aspergillus sp. Cabeza aspergilar donde
se observa el conidioforo, vesiculas, fialides y cadenas de fialoconidios, estructuras que
intervienen en la reproduccion asexual de los hongos de este género. 3

(Universidad nacional auténoma de México UNAM, 2016)

Dentro de los subgéneros de gran importancia de los Aspergillus se encuentran
Fumigati, Seccion Fumigati, Especie A. fumigatus. Subgénero Circumdati,
Seccion Flavi, Especie A. flavus y del mismo Subgénero, Seccién Nigri, Especie
A. niger. Subgénero Aspergillus, Seccion Aspergillus, Especie A. glaucus.®
Desde la Figura 3-2 a la Figura 3-5, respectivamente.

Figura 3-2. a. Morfologia de A. fumigatus a partir de agar dextrosa Sabouraud (ADS) simple.
Colonia plana, de aspecto aterciopelado, de color verde olivo y en la periferia con un halo
claro. b. El estudio microscépico tefido con azul de algodén permite visualizar cabezas
aspergilares con fidlides que sélo ocupan la parte superior de la vesicula, las conidios son
incoloras y miden 2 a 3 ym. Dr. LJ Méndez Tovar. 3

>

(Universidad nacional auténoma de México UNAM, 2016)
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Figura 3-3. a. Aspergillus flavus a partir de agar dextrosa Sabouraud (ADS) simple. El
primoaislamiento (izquierda) generalmente es verde amarillento; b. en resiembras de
cultivos puede adquirir un color biege o amarillento (centro); c. El estudio microscépico
muestra fialides dispuestas en toda la superficie de la vesicula del conidiéforo. Dr. LJ
Méndez Tovar. 3

(Universidad nacional auténoma de México UNAM, 2016)
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Figura 3-4. a. A partir de agar dextrosa Sabouraud (ADS) simple. Aunque el nombre A. niger
sugiere color negro por el aspecto macroscopico de las colonias, las hifas son incoloras
(hialinas). El color negro se debe a los conidios en la superficie del cultivo que son oscuras
y cuyo diametro puede ser hasta de 4 ym. b. La vesicula esta rodeada de fialides por lo que
los contornos de la misma no se pueden observar, este color de conidios y la disposicion de
las fialides en los 360° son caracteristicos de esta especie.®*

- :h'- ‘ o

(Universidad nacional autonoma de México UNAM, 2016)

Figura 3-5. a. Morfologia microscépica a partir de cultivo de Aspergillus glaucus a partir de
agar dextrosa Sabouraud (ADS) simple. Azul de lactofenol, 40x. Descripcion: cabezuelas
esparcidas y radiadas, uniseriadas. Vesiculas esféricas. Conidiéforos hialinos de pared
delgada. Conidias ovales o equinuladas, hialinas. b. Cultivo de Aspergillus glaucus. Agar
Sabouraud. Descripcion: colonias difusas, planas de color verde, café o gris.

(Universidad de Antioquia, 2016)

3.3.3.4 Aspergillus Seccioén Nigri
El género Aspergillus tiene una considerable importancia para la sociedad debido

a la capacidad que presentan algunas de sus especies de producir enzimas y
acidos organicos. Sin embargo, algunas especies de Aspergillus también produce
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deterioro y contaminacién de ciertos sustratos alimentarios y sintetizan

micotoxinas, entre las que aflatoxinas y ocratoxina A destacan por su importancia
27

Aspergillus seccion Nigri son industrialmente uno de los grupos de hongos
filamentosos mas importantes, varias cepas pertenecientes a esta seccion se
utilizan en la industria de la fermentacion para la produccion de diferentes acidos
organicos y enzimas hidroliticas tales como las amilasas o lipasas, acidos
organicos, acido citrico y acido gluconico.® A. niger es una de las especies
industrialmente usada bajo determinadas condiciones y considerado en el campo
de los alimentos y medicamentos como GRAS (generalmente considerado como
seguro).%°

Ha sido compleja la clasificacion e identificacion de las especies de este grupo ya
que los taxones no solo pueden reconocerse basandose en caracteristicas
fenotipicas.>

La taxonomia actual de los Aspergillus Seccidén Nigri revela que hay 19 taxones
aceptados.®®

La evaluacion taxonémica de este complejo grupo de especies se ha llevado a
cabo utilizando diferentes métodos, los cuales estan cimentados en estudios
genotipicos y moleculares (andlisis filogenético de las secuencias de la regién
ITSde la agrupacion de genes rRNA, y partes de los genes beta-tubulina y
calmodulina), de polimorfismo del ADN mitocondrial, y técnicas basadas en la
PCR.37 y 50

Otros aspectos a tener en cuenta para la identificacion de los Aspergillus Seccion
Nigri se basan en el crecimiento de éstos en medios especificos como Boscalid y
Agar Sacarosa Creatina. La reaccion de Ehrlich, la cual detecta algunos
metabolitos secundarios de indol producidos por hongos en reaccion directa con el
reactivo. Produccién de extrolitos y el estudio de los perfiles de ellos. Crecimiento
a diferentes Temperaturas. Ademas las caracteristicas morfolégicas de las
colonias y de los conidios a nivel macroscdpico y microscépico respectivamente. %

Varios nombres de especies bien conocidos como A. awamorii, A. usamii, A.
phoenicis y A. ficuum se han denominado semejantes.
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Con relacion a otras especies de Aspergillius Seccidn Nigri, la observacién
filogenética de los datos de la secuencia ITS Muestra que por lo menos 9 especies
hacen parte de esta seccién: Aspergillus heteromorphus, Aspergillus
ellipticus, Aspergillus carbonarius, Aspergillus japonicus, Aspergillus
aculeatus, Aspergillus Niger, Aspergillus tubingensis, Aspergillus foetidus y
Aspergillus brasiliensis.>" 38

3.3.3.5 Aspergillus brasiliensis

Una nueva especie, A. brasiliensis se encuentra dentro de Aspergillus seccidn
Nigri. Esta especie se puede diferenciar de otros Aspergillus de este grupo por la
secuencia de genes b-tubulina y calmodulina por amplificacién de fragmentos
polimorficos y analisis de los extrolitos que estos producen.>®

El nombre brasiliensis hace referencia a la localidad donde se aisl6 el cultivo. Sin
embargo desde su descubrimiento esta especie también ha sido hallada en otras
localidades.®®

Descripcion de A. brasiliensis segun Varga, Frisvad y Samson.(Ver Figura 3-6)
Diametros de las colonias en cada uno de los medios de cultivo utilizados, tales
como: autolizados de levadura de Czapek (CYA) a 25 y 37°C, y autolizados de
levadura Czapek con agar de NaCl al 5% (CYAS) a 25°C, de 71-76 mm; en agar
de autolizados de extracto de malta (MEA) de 52 - 70 mm; en agar extracto de
levadura-sacarosa (YES) de 75- 80 mm; agar de avena (OA) de 32-36 mm; agar
creatina-sacarosa (CREA) de32-44 mm, la colonia en principio es de color blanco,
luego pasa a marrén oscuro y a negro. El reverso se muestra de color crema a
marrén claro. Las cabezas conidiales son globosas al principio y después irradian
casualmente desenvolviéndose en varias columnas conidiales; sus paredes son
gruesas, lisas y de color marron claro; Vesiculas de 30-45 micras de ancho, casi
globosas; biseriada; Métulas cubriendo practicamente toda la superficie de la
vesicula, midiendo 22-30 x 30-6micras; fialides en forma de matraces, 7-9 x 3-4
micras; Conidia subglobosa, 3,5-4,8 micas de diametro, de forma equinulada. No
se observaron esclerocios en su morfologia.®®
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Figura 3-6. Cultivo de A. brasiliensis sp. nov. CBS 101740T. (a). Colonias en CYA; (b).
colonias sobre OA; (c). colonias sobre MEA; (d-g). conidiéforos; (h). conidios bajo
microscopio de luz; (i). conidios como se ve usando SEM. Barras de 10 mm (d-h) y 5 mm

(i).5¢

(Varga et al., 2007)

3.3.4 Medida del crecimiento de Microorganismos

El crecimiento de una poblacion de microorganismos puede ser considerado
desde aspectos diferentes y de acuerdo a éstos se puede llegar a estimar la
medida del crecimiento mediante distintas metodologias. El crecimiento puede
entenderse como la capacidad que tienen las células individuales para
reproducirse, y completar una division celular. De esa forma, se define a los
microorganismos como particulas discretas y el crecimiento es interpretado como
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un aumento en el numero total de dichas particulas. Existen varias maneras de
determinar el numero total de microorganismos en una muestra: Determinacién del
numero de microorganismos, Determinacion de la masa celular, y determinacion
de la actividad celular. °

Indistintamente de los métodos utilizados para el conteo de microorganismos
estos se pueden clasificar en dos modalidades definidas, los métodos de recuento
directo o cuantitativos y los indirectos o cualitativos, que a través de la valoracién
de varios factores permite correlacionar la medida de los mismos con un numero
determinado de microorganismos. 1°

Para estimar el numero de microorganismos o la concentracion de estos, se
pueden emplear ser métodos indirectos como el Recuento en placa ya sea en
superficie (inoculando 0.1ml) o por profundidad (inoculando 1 ml), Método del
Numero Mas Probable, Filtracibn por membrana, o métodos directos como
Recuento directo al microscopio, ya sea en frotis o en camaras, Conteo al
microscopio de membranas, Conteo electrénico de particulas (tipo Coulter),
Recuento proporcional de Wright. 1°

3.3.4.1 Recuento de esporas de hongos por conteo directo al Microscopio
en Camara de Neubauer

Toda experiencia 0 ensayo en el que se labore con células requiere que estas
células estén cuantificadas. Para cuantificar las células de una suspension celular
existen diversos métodos. Uno de los métodos mas utilizados por ser sencillo y
economico, es la observacion microscopica directa y el recuento de células en
camaras de recuento celular o hematocitometros.

Mayormente las camaras de conteo directo al microscopio tienden a presentar el
mismo modelo de construccion, estas camaras se definen como una placa de
base rectangular y gruesa de vidrio optico, del tamafo de un porta-objetos. Las
ranuras fresadas en la superficie de la placa base la dividen en dos zonas anchas
exteriores y tres campos pequenos interiores. La superficie del puente central es
mas profunda que los dos puentes exteriores. En el puente central (fondo de la
camara) estan grabadas las cuadriculas de conteo. 23
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En el campo central a lo que se le conoce como fondo de la camara, las dos
cuadriculas de recuento se encuentran separadas una de otra por una ranura. El
fondo de la camara del campo central suele ser de 0,1 mm mas bajo (profundidad
camara) que ambos campos adyacentes. Entre campo central y cubreobjetos ya
situado existe por tanto una ranura de 0,1 mm. La restriccion lateral del volumen a
contar se forma mediante las superficies imaginadas por la proyeccion vertical
sobre las lineas exteriores de la cuadricula de recuento. 23
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4 METODOLOGIA

Este trabajo se llevd a cabo en las instalaciones del laboratorio Microbiolégico de
Barranquilla ubicado en Via 40 No. 76 — 206.

4.1

Trazabilidad de cepas (material de referencia)

4.1.1 Cepa de Referencia

En esta experiencia se empled la Cepa (Aspergillus brasiliensis ATCC 16404)
Numero de catalogo 0392, Numero de lote 392-462adquirida de una coleccién
reconocida, la cual cuenta con su correspondiente certificado de origen. (Anexo 1)

4.2

Materiales y reactivos

Cajas de Petri (90x15 mm)

Puntas azules y Amarillas de 10-1000 pl

Cubre objetos

Porta objetos

Camara Improved Neubauer(1/10 mm) Marca Boecco Germany
Tubos de Ensayo tapa rosca de vidrio

Gasa

Cinta pegante

KWIK-STIK ™

Asa bacteriologica redonda y recta de punta
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4.3

Agua destilada esteéril

Solucién salina (NaCl) al (0,85 % p/v)
Solucion Tween 80 al (0.1 %)

Azul de Lactofenol

Agar Plate Count (PC) de Merck

Agar extracto de levadura- glucosa- Cloranfenicol (YGC) de Merck

Agar—dextrosa 4% Sabouraud de Merck

Agar PDA (Papa Dextrosa) de Oxoid

Equipos e instrumentos utilizados

Incubadora Challenger #231 25° C 11

Autoclave Tuttnauer

Micropipeta 100-1000 uL

Agitador vortex

Balanza de precision

Cabina de Bioseguridad Clase Il tipo A #421 Marca Esco
SchakerMarcaEsco

Microscopio Optico Marca Nikon
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4.4 Control de ambientes de las cabinas de flujo laminar

Para determinacion de aerobios mesofilos y hongos filamentosos y levaduras,
como microorganismos indicadores de contaminacion ambiental, se realiz6 un
control a la cabina de flujo laminar de bioseguridad de clase Il, donde se llevd a
cabo la estandarizacion del Inoculo. Dos cajas de Petri tamafio (90x15 mm) con
medios de cultivo Agar extracto de levadura- glucosa- Cloranfenicol (YGC) para
identificacion de hongos filamentosos y levaduras, y Agar Plate Count (PC) para
Aerobios Mesdfilos, se exponen dentro de la cabina, retirando sus tapas, por un
tiempo de 15 minutos, donde previamente ha sido sometida la cabina a una
limpieza con solucién Tego al 2% por un tiempo de 15 minutos, y a exposicién de
luz ultra violeta por 5 minutos. En el tiempo de exposicion de las cajas, la cabina
es encendida para que circule el flujo de aire que descontamina el ambiente. Las
cajas se incuban, en Agar YGC a una temperatura y tiempo de incubacion 25°C
+/- 1 por 5 dias y en Agar PC a 35°C +/- 0.5 por 2 dias. Transcurrido ambos
tiempos de incubacion se reportaron los recuentos en una planilla de registros
diarios de control de cabinas de flujo laminar. '® (Anexo 2)

4.5 Reactivacion de Aspergillus brasiliensis

De un KWIK-STIK ™que contenia el cultivo Fungico, se sembré masivamente el
A. brasiliensis ATCC 16404 En medios de cultivos, YGC (Agar extracto de
levadura- glucosa- Cloranfenicol) y el Agar Sabouraud-Dextrosa 4% a pH 6.6 y
5.6 respectivamente, como lo sugiere la casa comercial de donde fueron
adquiridos (MERCK) 2" y en Agar PDA (Papa Dextrosa) a pH 3.5 (sugerido por
Oxoid). % Los dos medios de cultivo YGC y Sabouraud también se usaron
ajustando su pH a 5.0, ya que a este pH crecen mejor los hongos filamentosos. 4°
Todo lo anterior descrito, con el fin de determinar en qué medio y bajo que pH el
hongo mostraba un buen crecimiento pero sobre todo una eficaz esporulacién, y
asi escoger la condicion y el medio indicado para los siguientes ensayos. Los
medios se incubaron a temperatura y tiempo de incubacion de 25°C +/- 1.Se tomé
de cada medio de cultivo una placa control, para verificacion de que éstos se
encontraran libres de contaminacion. 4
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4.5.1 Uso de losDispositivos KWIK-STIK ™

Los dispositivos KWIK-STIK ™ contienen un granulo liofilizado de una sola cepa
de microorganismo o una poblacién mixta definida de microorganismos y su uso
es de gran importancia en las pruebas de diagnosticos microbioldgicos. 46

En primera instancia se abri6 la bolsa en el corte y se removié el KWIK-STIK™. Se
adjuntdé la etiqueta del rétulo a los registros de ingresos de cepas que se
encuentran en el laboratorio y se liberd el fluido hidratante en el medio de cultivo
para realizar la siembra por superficie usando un asa estéril facilitando el
aislamiento de las colonias. Se elimind el KWIK-STIK™ en el lugar apropiado para
materiales bioldgicos peligrosos, 3° e inmediatamente se incubd cada medio de
cultivo inoculado, a una temperatura de 25°C +/- 1 por un tiempo de 7 dias. 46

4.6 Concentraciéon de esporas

4.6.1 Ajuste del Inéculo

Luego de transcurridos los dias de incubacién se realizé la estandarizacién del
Inéculo preparando una solucion de esporas en un medio salino fisioldgico con el
agente surfactante (Twen 80) y se ajustd hasta una concentracion de 1x10°
esporas/ml. 46

4.6.2 Preparacion de la solucion de recolecciéon de esporas

De la formulacién comercial de Tween 80, se hizo una dilucién al 10% tomando 10
ml de ésta, se le agregé 90 ml de agua destilada, y se mantuvo en stock en
refrigeraciéon (10°C). Para la preparacion del Tween 80 al 0.1%, se tomé 1 ml de la
solucién al 10% y se agregd 99 ml de agua destilada. Finalmente se preparé la
soluciéon donde fueron recolectadas las esporas con NaCl (0,85 % p/v) y Tween 80
(0,1 % plv). Esta solucion se esterilizé en autoclave a 15 libras de presién durante
20 minutos. Una vez fria la solucion se tomd 20 ml de ésta y se adicionaron a la
caja con crecimiento monosporico de A. brasiliensis quiere decir que los
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aislamientos de las esporas se hicieron a partir de una colonia del
microorganismo, para establecer una coleccion confiable de las esporas,
garantizando la autenticidad y pureza de las mismas y de los datos que se
consigan. El raspado de las esporas fue transferido a la soluciéon en un tubo estéril
y se agitd en un shaker (agitador orbital), a 190 rpm (revoluciones por minuto) por
un espacio de 15 segundos, para que se separaran todas las esporas. 2

4.6.3 Conteo en Camara de Neubauer

4.6.3.1 Calculo de la medida de la concentracion

Se realiza aplicando una férmula matematica universalmente aceptada. La
distribucién de las células y/o particulas en la cuadricula debe ser homogénea. La
concentracion de las células y particulas en cada cuadrante pequefio no debe ser
inferior a 10 y no mayor a 30, de esta forma, es como se determina la dilucién (en
caso de haberse realizado diluciones), la solucién o dilucion no debe tener una
concentracion mayor a 108. Todos los conteos deben realizarse por duplicado y no
debe haber diferencias significativas entre los conteos obtenidos. 3

Particulas contadas

Particul 1 vol =
articiias por il vorumen Superf. cont. (mm)Z. profundidad cAmara(mm). dilucién

Donde Las particulas contadas son la sumatoria de las células, conidios o esporas
contadas en los cuadrados medianos escogidos (5 son un numero de cuadrados
medianos significativos, o pueden ser mas). 2

La superficie de conteo, es la superficie en mm? contada y esta supeditado al
numero de cuadrados medianos escogidos multiplicado por 16, que es el numero
de cuadrados pequefios que constituye cada uno de estos y por 0,0025 mm? que
es la superficie de cada una de estos cuadrados pequefios (sus aristas son de
0,05 mm). La profundidad es estandar y es de 0,1 mm. La dilucion se puede
establecer como el valor nominal inverso o el valor de proporcionalidad de la
dilucion, donde, por ejemplo, 10' es 0,1 0 1/10. 23
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4.6.3.2 Ajuste de Inéculo

Se tomo una alicuota (0.01 ml) de el filtrado de esporas, y se realizd el conteo de
esporas en camara de Neubauer observando por microscopia 6ptica en 40X '8, El
tamafo del Inéculo se ajusté a 1.0x10° esporas/ ml mediante la enumeracion
microscopica en camara de Neubauer.3? El conteo se realizo por triplicado en tres
ensayos distintos.

4.7 Recuento en placa

A partir de la solucién de esporas previamente ajustada, se realizé diluciones
hasta 107 de las cuales se tomd las diluciones 104 — 107 y se sembro por
triplicado en Agar Sabouraud—Dextrosa a 4%. Las cajas inoculadas se incubaron a
25°C +/- 1 por 5 dias. Las colonias se contaron tan pronto como fuese posible
después de la observacion del crecimiento visible, ?' haciendo un seguimiento
cada 18-24-48-72 horas.

4.8 Viabilidad

Del conteo de colonias en cada una de las cajas sembradas por triplicado en
Agar-Dextrosa 4%Sabouraud a partir de las diluciones 10— 107, se determind la
diluciéon donde se encontraron las colonias en un rango de 30-300 UFC/ml, y con
base al recuento de colonias en la caja correspondiente, el valor del conteo se
multiplicd por el factor de dilucion como se observa en la Figura 4-1.1314
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Figura 4-1. Diagrama de flujo del procedimiento para hallar viabilidad de A. brasiliensis.

A& partir de las diluciones10™%a 107" sembrar
portriplicado en A gar dextrosa 4%
Sabouraud

/N

Se realiza el conteo de colonias en
cada una de las diluciones

r

Seescoge la dilucidn donde se

obtenga un conteo de 30 a 300
colonias (UFC)

L
A partir de la dilucién que se escoja
se evalda laviabilidad

L L A

Se multiplica elvalorobtenido del Factor de
conteo de colonias de la dilucidn _I—I- dilucidn
escogida porelfactorde dicha

dilucion

(Cardenas, 2014)
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4.9 Pureza

Para la identificacion se tuvo en cuenta las caracteristicas macroscopicas vy
microscopicas, con el fin de confrontar con la literatura. (Segun lo propuesto por
Varga, Frisvad y Samson en el Afio 2007).%

4.9.1 Caracterizacion microscépica

Para la descripcion del hongo mediante una observacion microscopica de sus
estructuras, se realizé una tincién o coloracion, donde a partir del crecimiento del
moho en Agar Sabouraud—Dextrosa 4% a 25°C +/- 1 2" por un tiempo de 15 dias,
se tomd una pequefia muestra del tejido hifal y se dispersé en un portaobjetos con
una gota del colorante azul de lactofenol y se le colocdé un cubre objeto. Se
observo la placa en el microscopio éptico a 40X. 2

4.9.2 Caracterizacion macroscoépica

Esta caracterizacion se basd en la descripcion de la colonia. Con un asa de
siembra, se tocd ligeramente el hongo a propagar y se sembrd por punciéon en
angulo recto en el centro de la placa—dextrosa 4% Sabouraud. 25°C +/- 1 por un
tiempo de 15 dias '>?" Se Observo la forma de crecimiento de la colonia, tamafio
(el cual se midi6 de lado a lado pasando por el centro en dos puntos de la colonia),
aspecto, textura y coloracion de ambas caras y la produccion de pigmentos. 12

4.10 Parametros estadisticos basados en la guia técnica colombiana gtc 84
(modelos matematicos de variacién). 287

Con la ayuda del programa Microsoft Excel, a partir de todos los datos obtenidos
en cada uno de los 3 ensayos realizados se determind el Promedio, la Desviacidn
Estandar, el Coeficiente de Variacién y el nivel de confianza (limite inferior y
superior).”
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La Media Aritmética de los resultados es un parametro que muestra el promedio
de los datos en los experimentos. %2 El coeficiente de variacion es una medida de
la dispersion relativa de los datos, y se define como la desviacion estandar de la
muestra formulada como porcentaje de la media, es de utilidad para comparar la
dispersion entre variables con distintas unidades de medidas, ya que el coeficiente
de variacion, difiere de la desviacion estandar, siendo independiente de la unidad
de medida de la variable de estudio. 22 La principal medida de dispersion, es la
varianza, o su raiz cuadrada, la desviacion estandar. Un alto valor de la varianza
indica que los datos estdn muy alejados del promedio.?? Otro parametro
estadistico a tener en cuenta es el intervalo de confianza, dentro del cual los
valores no pueden diferir estadisticamente unos de otros. Estos estan sujetos por
lo general a un nivel de confiabilidad de 95%. 1" Atendiendo a estos parametros se
determind de manera especifica, ese nivel de confianza en los datos
experimentales obtenidos durante la estandarizacion del Indculo de A.
brasiliensis.

4.11 Porcentaje de Recuperacion de las Esporas de A. brasiliensis

El porcentaje de concordancia entre conteo en camara de Neubauer y recuento en
placa se realizé por un porcentaje de recuperacién estimado a partir de la
viabilidad de las colonias obtenidas de la dilucién correspondiente sembrada en
Agar Sabouraud-Dextrosa4%, teniendo en cuenta que la dilucion correcta debe
presentar un conteo de colonias en un rango de 30-300 UFC/ml.
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5 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Tabla 5-1. Cronograma de actividades realizadas durante el desarrollo de la practica
empresarial en LABORATORIO MICROBIOLOGICO BARRANQUILLA S.A.S.

Cronograma de Actividades Practica Empresarial Laboratorio microbiolégico
Barranquilla S.A.S
Actividad Febrero Marzo Abril Mayo Diciembre
Semanas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Induccion

Control de T°
incubadoras y
neveras

Procesamiento de
Alimentos

Recoleccion de
bibliografia
Ensayo de medios
de cultivos

Control de medios
de cultivo

Recoleccion de
esporas
Conteo en Camara
de Neubauer
Siembras en placa

Recuentos de las
siembras

Analisis estadistico

Redaccion de
informe de
Pasantia

Sustentacion

(Triana, 2016)
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Control de ambiente de la cabina de Flujo laminar

Los Recuentos de Aerobios mesdfilos y hongos filamentosos y levaduras en cada
uno de los controles de ambientes realizados a la cabina de flujo laminar de
Bioseguridad Clase I, en los distintos ensayos, fue de 0 UFC para ambos
microorganismos. (Anexo 2). Lo cual indica un eficiente proceso de limpieza y
desinfeccion realizado a la cabina, siendo seguro el flujo circulante suministrado
dentro de ella durante la estandarizacién, teniendo en cuenta que este primer paso
es de vital importancia ya que la contaminacion del ambiente puede ser un vector
de microorganismos patégenos y alterantes interferentes que pueden afectar en la
precision de los resultados.

6.2 Reactivacion de A. brasiliensis

Los medios de cultivo para el crecimiento de A. brasiliensis ATCC 16404
sugeridos por la ATCC, para su éptimo crecimiento, son el Agar extracto de malta,
el Agar Sabouraud y PDA ¢ mas hay que tener presente que no es tan importante
que el hongo tenga un buen crecimiento (hifas vegetativas), sino que esporule
(hifas aéreas= conidiéforos), por tanto lo que se buscaba era un buen medio de
esporulacion mas que un medio de crecimiento.

Es necesario decir que la germinacion de las esporas es facilitada por las
condiciones fisiolégicas suministradas, siendo que durante este proceso existe un
incremento en la tasa metabdlica que convierte la espora que esta en estado
adormecido a un estado de crecimiento activo, dando lugar a la sintesis de
macromoléculas como (ADN, ARN, Proteinas, Carbohidratos y lipidos),
exponiendo que, la traduccion a proteinas se dara de manera inmediata después
que las esporas hayan sido puestas a crecer en los medios adecuados. *

El medio de cultivo YGC es 6ptimo para el desarrollo de levaduras % y puede
permitir el crecimiento de algunos otros organismos fungicos, pero no fue apto
para facilitar un crecimiento y esporulacion adecuada de A. brasiliensis
(obteniendo una concentracion de 1.0- 1.1 x 10* esporas/ml), de hecho en Agar

PAGINA 47 DE 81 2016



Sabouraud A. brasiliensis esporula bien a partir de los 5 primeros dias de
incubacion y crece favorablemente (sobre todo a pH 5) pero no se mostré lo
suficientemente esporulado (obteniendo una concentracion entre 1.5 — 2.2 x 104
esporas/ml) como para generar un elevado numero de conidios, que era lo que se
deseaba (Triana, 2016), (Ver Figuras 6-1 y 6-2). Ciertos aspectos son relevantes
frente a esto, como los sustratos presentes en los medios de cultivo, ya que ellos

ejercen una influencia en el crecimiento y la esporulacién de los microorganismos.
8

Los hongos generalmente crecen mejor en un medio rico en carbohidratos. &
Algunos medios de cultivo son mas favorables para la esporulacién de los hongos
por tener carbohidratos complejos siendo habitualmente menos apropiados para la
produccion de hifas vegetativas y mas adecuados para la produccion de esporas
y/o conidios. 8 Este puede resultar ser uno de los primeros inconvenientes a la
hora de preparar In6culo de hongos filamentosos, como lo sucedido en esta
experiencia, ya que en un inicio a la hora de realizar el raspado de las cajas de los
medios de cultivo YGC y Sabouraud para la obtencion de las esporas, no se
observaba un conteo significativo de ellas por conteo en camara de Neubauer, lo
cual permitié sugerir el uso de un medio de cultivo como PDA, que accediera,
dentro de las condiciones de crecimiento suministradas a A. brasiliensis, a una
eficaz esporulacion (Ver Figura 6-1.d). Se trae a colacion que el medio de cultivo
PDA es util para inducir la esporulacién de los Aspergillus. 3 y que es un medio
de cultivo muy usado para estudios de esporulacién de hongos. 12

Otro estudio como el de Aguirre (2006), sugiere que para potencializar el efecto
inductor de los sustratos de carbono en la esporulacion, se adicione una fuente de
nitrégeno, ya que “el microorganismo puede germinar con las fuentes de carbono,
pero requiere mas tiempo que cuando se le suministra una fuente exégena de
nitrogeno. Esto posiblemente se debe a que el hongo se ve obligado a usar
reservas endogenas de aminoacidos esenciales para iniciar la formacion del tubo
germinal al no encontrarlos disponibles en el medio de cultivo.” * Siendo que una
fuente de nitrégeno propicia los sucesos con los que se da inicio a la germinacion,
probablemente porque para llevarse a cabo la sintesis de proteinas se necesitan
aminoacidos. 4

En cuanto al pH se observé que en (YGC) a pH 6.6 se obtuvo una concentracion
de esporas/ml de 1.0x10*y a pH 5.0 de 1.1x104, y en agar Sabouraud — Dextrosa
4% a pH 5.6 de 1.5 x10*y a pH 5.0 de 2.2 x10*. Por tanto cada medio de cultivo
no muestra que a un pH se obtuviese una concentracidn mayor relevante de
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esporas con respecto a otro pH. Siendo que en PDA se utilizé el medio de cultivo
a pH sugerido por la literatura, 6ésea a un solo pH. Esto puede ser porque cada pH
estudiado esta en el rango de pH éptimo para la germinacion de los hongos
filamentosos, el cual no debe sobre pasar un pH de 7. (Ver Figuras 6-1y 6-2).

A partir del medio de cultivo Agar Papa dextrosa a pH 3.5 tuvo un buen
crecimiento el hongo y lo mas importante, una efectiva colecta de las esporas
(1x108 esporas/ml). Por lo tanto de este medio de cultivo se llevd a cabo el
raspado para la preparacion de la solucién, con el fin posterior de estandarizar el
Inéculo de A. brasiliensis. (Ver Figuras 6-1y 6-2).

Figura 6-1.a. Crecimiento de A. brasiliensis en Agar—dextrosa 4% Sabouraud a pH 5.0 (A lado
izquierdo) y 5.6 (A lado derecho). b. Crecimiento de A. brasiliensis en Agar YGC a pH 5.0 (A
lado izquierdo) y 6.6. (A lado derecho). c. Crecimiento de A. brasiliensis en Agar PDA a pH
3.5 d. Observacion microscoépica con objetivo de 40X en camara de Neubauer de esporas de
A. brasiliensis de una solucién realizada a partir de crecimiento del hongo en Agar— Papa
Dextrosa.

(Triana, 2016)
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Figura 6-2. Recoleccion de las esporas en 3 medios de cultivo a distintos pH. YGC (Agar
extracto de levadura- glucosa- Cloranfenicol), SB (Agar-Dextrosa 4% Sabouraud), PDA

(Papa-Dextrosa).

1,20E406
1,00E+06
8,00E+05
5,00E+05

4,00E+05

2,00E+05

Concentracian de esporasfml

0,00E+00

Recoleccion de Esporas de A. brasiliensis en

distintos Medios de Cultivo

PDA
¥GC ¥ G 5B sB

I
pHE.6 pHS.0 pH5.6 pHS.0 pH35

Medios de cultivo a distintos pH

(Triana, 2016)

6.3 Concentracion de esporas

6.3.1 Conteo en Camara de Neubauer y Ajuste del Inéculode Aspergillus

brasiliensis.

Para conteo en un hematocitometro existen varios requisitos que se deben cumplir
por la especificidad de las caracteristicas que estructuran la camara. 2°

Para el ajuste del In6culo de A. brasiliensis, por conteo en camara de Neubauer,
fue necesario realizar una dilucion de la suspension inicial por motivo de una
concentracion elevada de esporas en la suspension, teniendo en cuenta que un
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conteo adecuado no debe superar los limites establecidos (2.5 x 10% — 2.5x108
células o esporas / ml), 2° por tanto un conteo significativo de esporas se obtuvo
en la dilucion 107, estableciendo un criterio de conteo promedio por cuadrado
pequefo, que cumpliese con lo sugerido por la literatura, la cual aclara el hecho de
que para escoger la dilucion correcta, los contajes de las esporas no deben estar
por debajo de 10 ni por encima de 30 (en cada uno de 16 cuadrados pequefios de
los 5 cuadrados medianos contados) 23. Entonces si observamos en la Tabla 6-1

Tabla 6-1. Recuento de esporas de A. brasiliensis partiendo de la dilucién 10", en 5
cuadrados de los 25 medianos de la camara de Neubauer establecidos para contaje de
estructuras asexuales reproductivas de hongos. Tres ensayos distintos c/u por triplicado.

CONTEO EN CAMARA DE NEUBAUER
Conteo de esporas en 5

F(IaEcr:‘r;aasy;:Ie Triplicado cuadrantes
(Dilucién 101)
1 404 399 411 386 401
30/04/2016 2 394 403 401 405 409
3 413 409 412 375 402
1 464 368 432 400 400
05/05/2016 2 528 456 432 507 352
3 496 480 352 482 448
1 432 496 512 448 352
05/05/2016 2 496 336 384 480 384
3 400 464 368 384 464
Promedio Total 9 447 423 412 430 401

(Triana, 2016)

se puede inferir que para cada uno de los cuadrados contados, (5 medianos de
25), lo cual es representativo, se realizé6 un conteo de esporas promedio entre
401-447 el cual matematicamente no esta por debajo de 10 (10x16 cuadrados
pequefos =160) ni por encima de 30 (30x16 cuadrados pequefios =480), y que al
ser multiplicado por el volumen de la camara, que es de 1x10* y por la dilucién
realizada (10" o 0,1) arroja una concentracién promedio de 1.0x108 esporas/ml
para el ajuste del In6culo, como es apreciado a continuacion en la Tabla 6-2.
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Tabla 6-2. Ajuste del Inéculo de A. brasiliensis. Conteo de esporas a partir de la dilucién 10
por triplicado durante tres distintos ensayos. Resultado obtenido aplicando la féormula
establecida para determinar la concentracién por conteo en un Hematocimetro.??

AJUSTE DEL INOCULO DE Aspergillus brasiliensis

-1
Fechas de Ensayo Triplicado U
esporas/ml
1 1,0x106
30/04/2016 2 1,0x106
3 1,0x106
1 1,0x106
05/05/2016 2 1,1x108
3 1,1x108
1 1,1x108
05/05/2016 2 1,0x106
3 1,0x106
Promedio de los 3 Total 9 1.0x108
ensayos

(Triana, 2016)

El ajuste del Inoculo de A. brasiliensis en una concentracion de 1.0x10°
esporas/ml como se observa en la Tabla 6-2, por método de conteo en Camara de
Neubauer. Esto tan solo es una cuantificacion probable de lo que se ha preparado,
ya que en esta solucion podemos encontrar esporas viables y no viables, siendo
importante denotar que ademas este método de conteo directo puede generar
errores en un promedio del 20 al 30% por pipeteo, toma de volumen y
homogenizacién inadecuada 2° sugiriendo también cierta subjetividad dependiente
de la observacion del operador, aunque bien, independiente del color y del tamafio
de los conidios, 32 por ello se valord la concentracion ya establecida por conteo en
camara de Neubauer utilizando recuento en placa, para realizar la
estandarizacion, a partir de lo que se obtuviese en UFC/ml. Como se especifica a
continuacion.
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6.4 Recuento en placa

El contaje de UFC en cultivo es un procedimiento que puede estar sujeto a
muchas variables en su realizacién, entre ellas la ejecucién de la suspension del
Inéculo y el volumen a colocar en las placas para proceder posteriormente a la
siembra por agotamiento del Inéculo diluido 32 Sin embargo los resultados de los
recuentos, como podemos observar en la Tabla 6-3 muestran que en primer lugar
si hubo una disminucion en una unidad logaritmica entre recuento y recuento con
respecto a cada una de las diluciones, por lo tanto se habra cumplido con el
principio de que a medida que la solucion es diluida cada 10 veces, la
concentracion de los organismos presentes disminuye, dicho principio es de suma
importancia para establecer, a partir de que dilucion es posible realizar el conteo, y
hasta que dilucion se observa crecimiento del microorganismo, y asi poder
estandarizar el Inéculo a partir de la viabilidad de sus esporas cultivables
recuperadas en placa, lo cual se observa mas adelante.

Tabla 6-3. Recuento y promedio de las colonias de A. brasiliensis durante los tres distintos
ensayos luego de transcurrido los 7 dias de incubacién. Sembrado por triplicado, por
superficie (0,1 ml), en Agar Sabouraud 4% dextrosa, de las diluciones 10 a 107, a partir del
Inéculo del A. brasiliensis ajustado a una concentracion de 1,0x10® esporas/ml. (Anexo 3).

RECUENTO DE DE COLONIAS DE Asperygillus brasiliensis EN AGAR

SABOURAUD
Diluciones

Fechas de Ensayo Triplicado  10* 103 10¢ 107
UFC UFC UFC UFC

1 101 27 4 0

2016/05/07 2 111 26 4 0

3 103 29 6 0

1 96 23 3 0

2016/05/12 2 105 22 3 0

3 110 29 1 0

1 104 24 4 0

2016/05/12 2 102 24 5 0

3 108 26 3 0

(Triana, 2016)
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De igual forma, con la finalidad de establecer si el comportamiento de la
estandarizacidén seguia una tendencia, se realiz6 el grafico de la concentracion vs
dilucion, con los valores de los recuentos de las colonias en cada una de las
diluciones, para obtener una funcion lo mas cercana a la distribucion normal,
observandose que siguen una tendencia exponencial y lineal con un coeficiente
de determinacion R? de 0.9938 lo cual nos indica que la variacién que presenta el
conteo de las colonias tiene una gran dependencia de la variacion de la dilucion
empleada. Figura 6-3. Ver Anexo 4.

Figura 6-3 Grafico lineal del logaritmo de los Recuento de colonias de A. brasiliensis en
Agar Sabouraud-Dextrosa 4% vs Diluciones (104-10).

Recuento de colonias de A. brasiliensis Vs Diluciones
2,5
2
2
S 15
Q
=]
o 1
o Recuento de Colonias
0,5
y =-0,7084x+ 2,7596
R2=0,9938
0 T T T 1
-4- -5 -6
Diluciones
(Triana, 2016)
6.5. Viabilidad

La supervivencia de los hongos depende de la capacidad que tienen éstos para
producir grandes cantidades de esporas viables bajo diferentes condiciones
ambientales.*
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La prueba de viabilidad es muy importante, ya que de este proceso depende en
gran manera determinar si los hongos estan llevando a cabo procesos vitales tales
como la germinacion, formacion de estructuras, y reproduccion. 23

La viabilidad de A. brasiliensis, como se logra apreciar en la tabla 6-4, se obtuvo
a partir del recuento en la dilucion donde pudo contarse entre un rango de 30-300
colonias (10#), donde cada dato es multiplicado por el factor de la dilucién, %
pudiendo observar en las siguientes diluciones (107°-107) un crecimiento por
debajo de este rango. Por tanto la Viabilidad de A. brasiliensis es de 1.0x106.

Tabla 6-4. Viabilidad de A. brasiliensis estimada del recuento de colonias en los 3 ensayos
por triplicado, provenientes de la dilucion 10*sembrada en Agar Sabouraud- Dextrosa 4%.

Resultado del recuento multiplicado por el factor de la diluciéon (1x10%) y su respectivo
promedio.

VIABILIDAD DE Aspergillus brasiliensis

104
UFC/ml
Fechas de Ensayo
Triplicado Recuento . F_actc_>’r ol
dilucién
(1x10%)
1 101 1.0 x106
2016/05/07 2 111 1.1x106
3 103 1.0x106
1 96 9.6x10°
2016/05/12 2 105 1.0x106
3 110 1.1x106
1 104 1.0x106
2016/05/12 2 102 1.0x106
3 108 1.0x106
Promedio de los 3 Total 9 104 1.0x106
ensayos

(Triana, 2016)
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La viabilidad es sin duda de importancia absoluta a la hora de evaluar las cepas
con las que se trabajen, y tener la seguridad de que tanto se ha recuperado el
cultivo a través de los distintos pases que se hagan de él, de hecho este dato es el
que nos permite estandarizar el Inéculo fungico y asi poder valorar y cuantificar el
In6culo. Ahora bien, se ha dicho que la estandarizaciéon del Inéculo sera de utilidad
al laboratorio para validaciones de analisis de mohos, entre otras, las distintas
actividades del sistema de calidad donde se requiera del cultivo de A. brasiliensis
cuantificado para pruebas especificas, entonces cabe aclarar que una vez se
utilice este Inéculo para validacion de analisis de hongos filamentosos, se espera
que las distintas matrices de estudio previamente esterilizadas sean inoculadas
con esta cepa de la cual ya se conoce su concentracion, recuperado el
microorganismo de una manera similar a como se observd en recuento en placa
para esta experiencia, claro, en caso de usar las mismas condiciones de
crecimiento (medios de cultivos, tiempos y temperaturas de incubacion, pH, etc.) y
asi poder verificar la fiabilidad de los resultados al emplear el método de analisis
que se esté validando, desde todos los distintos puntos de observacion,
reproducibilidad de los datos, variabilidad de los mismos, precision, exactitud,
repetitibilidad entre otros, con objeto de ofrecer resultados a los clientes de
calidad.

6.5 Pureza
6.5.1 Caracterizacion microscoépica

A. brasiliensis es miembro del grupo de los Aspergillus seccion Nigri. Este es
uno de los taxones mas dificiles de clasificar e identificar dentro del grupo de los
Aspegillus ya que no solo es posible utilizar una distincion morfoldgica para las
especies pertenecientes a él, debido a sus similitudes macroscépicas y
microscoépicas.>®

En esta experiencia se analizé por caracterizacidon microscopica, si los aspectos
morfolégicos observados de la cepa, correspondian en primera medida a los de un
Aspergillus de la seccion Nigri y a la posible determinacion de especie A.
brasiliensis, esto con el fin de evaluar que tan pura se encontraba la cepa al
momento de ser adquirida por el laboratorio, y si ésta no habia sufrido cambios
durante los distintos ensayos realizados.
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En la Figura 6-4. inciso a, b y c. se observan conidiéforos hialinos de pared lisa
terminados por vesiculas de aspecto globoso y color marrén, las cuales llevan
métulas con fidlides (biseriada) que producen cadenas de conidios secos y
esféricos de color café oscuro a negro. Se podria decir que esta caracterizacion es
tipica de la morfologia microscépica de A. brasiliensis si hacemos una
contrastacion con la descripcion realizada del Cultivo de A. brasiliensis (sp. nov.
CBS 101740, aislada del suelo de Brasil, Australia, EE.UU., Holanda, y de bayas
de uva de Portugal) llevada a cabo por Varga y colaboradores (2007). En un
estudio donde estos investigadores proponen un enfoque taxondémico polifasico
(uso de metodologias de identificacién, morfolégicas, moleculares y analisis de
extrolitos) para identificar ésta nueva especie distinta de los demas Aspergillus
Seccioén Nigri.>®

Figura 6-4. Morfologia microscépica a partir de medio de cultivo Agar Sabouraud - Dextrosa
4%, de A. brasiliensis, por tincién con Azul de lactofenol visto en 140x. a. b. y c. observacién
microscopica en cada uno de los tres ensayos.

(Triana, 2016)
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Atendiendo al método de identificacion basado en analisis morfolégico, realizado
por estos cientificos, que en si es lo que compete a la experiencia llevada a cabo
en el (LMB), ya que no se utilizd métodos moleculares ni de otro tipo para la
identificacion de la especie, de la cepa estudiada, es necesario realizar la
siguiente comparacion: estos autores proponen el uso de un medio de cultivo
selectivo como (MEA) para realizar los montajes a partir del crecimiento obtenido
del microorganismo en este medio, haciendo uso de microscopia electronica de
barrido (SEM). Donde se vio caracteristicas similares a las descritas en la (Figura
6-4). Observando cabezas conidiales globosas que en un principio irradian y
posteriormente desarrollan diversas columnas conidiales, paredes del conidiéforo
gruesas, lisas y de color marrén claro, Vesiculas de 30-45 micras de ancho, casi
globosas biseriadas con Métulas envolviendo usualmente toda la superficie de la
vesicula, midiendo 22-30 x 30-6 micras, fiadlides en forma de matraces, 7-9 x 3-4
micras y Conidias subglobosa de 3,5-4,8 micras de diametro, equinulada, vy
ausencia de esclerocios.®® Teniendo en cuenta que al utilizar un microscopio
electronico les fue posible detallar cada estructura y sus mediciones, en contraste
con lo ocurrido en este estudio ya que el montaje se realizd por microscopia
Optica, siendo de una mayor resolucion SEM.

Existen algunas caracteristicas citadas en el estudio de Varga y coadjutores,
donde los aislamientos de la nueva especie que se estudiaba, (A. brasiliensis),
mostraba, una superficie de conidio equinulada, en oposicion con todos los
demas miembros del complejo de A. niger, Los conidios de A. brasiliensis eran
mas similares a los de A. aculeatus y A. carbonarius, pero se diferenciaba por
ser biseriado y mucho mas pequefo en base a ambas especies respectivamente.
También se encontré una gran afinidad con A. niger y A. tubingensis,
relacionada con la producciéon de acido citrico, y un buen crecimiento y
esporulacion a 35°C, y en agar (CYA). En cuanto a los extrolitos producidos
algunos eran similares a los que producen otras especies, mas sin embargo
también A. brasiliensis producia otros totalmente unicos, haciendo de éste
aislamiento fungico una especie diferente. %6 Mediante andlisis de polimorfismo de
longitud de fragmento amplificado (AFLP), esta especie se distingue de otros
Aspergillus Nigri en las secuencias de algunos genes especificos como el de la
b-tubulina y del gen calmodulina.®® Esta informacion es necesaria traerla a
colacion para aclarar que no es posible basarse solo en claves taxondmica
morfoldgica para la identificacion de A. brasiliensis, ya que en primera instancia
se podria confundir esta especie con otras, por sus similitudes fenotipicas, y
también se estaria dejando de lado otros aspectos importantes que pueden ser
utiles a la hora de asegurarnos y confirmar que sea A. brasiliesis. Por ello se
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puede decir que el microorganismo fungico en estudio cumple con las
caracteristicas morfolégicas de un Aspergillus de la seccion Nigri, pero para
confirmar la especie se hace necesario usar un criterio adicional que deberia ser
genético, por ejemplo un AFLP, con objeto de tener la certeza que la cepa es A.
brasiliensis. Sin embargo se cuenta con el certificado de autenticidad de la cepa
y se ha determinado que la cepa usada es pura Osea que no posee
contaminaciones, y puede ser usada por el laboratorio para sus distintas
actividades como herramienta de trabajo.

6.5.2 Caracterizacion macroscépica

En la Figura 6-5. Se observa la morfologia macroscopica del A. brasiliensis,
apreciando una colonia blanca de borde irregular con produccién de micelio aéreo
algodonoso de color negro-grisaceo, de aspecto denso y capa suave. Su reverso
se observa palido amarillento.

Figura 6-5. Cultivo de A. brasiliensis sembrado por puncién en Agar Sabouraud-Dextrosa 4
%. a. b. Observacion macroscopica del crecimiento del hongo y su reverso
(respectivamente).

(Triana, 2016)

Las descripciones realizadas por Varga, Frisvad y Samson se asemejan también
a lo descrito en la Figura 6-5. Puesto que ellos observaban en medio CYA vy otros
medios de cultivo selectivos para el crecimiento y esporulacion del hongo, un
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crecimiento de la Colonia blanco que luego pasa a color marrén oscuro y a negro,
y un reverso de color crema a marrén claro. %6

6.6 Evaluacion estadistica

Dentro del analisis de varianza de los datos obtenidos para cada uno de los
métodos aplicados, (Tabla 6-5) (Figura 6-6).

Tabla 6-5. Analisis estadistico de logaritmo (10) del recuento de las colonias (UFC/ml) de A
brasiliensis en Agar Sabouraud-Dextrosa 4% a partir de las diluciéon de la que se obtuvo la
viabilidad del microorganismo (10#). Analisis estadistico del logaritmo (1o de los conteos en
camara de Neubauer para el ajuste del Inéculo. Promedio de los datos, Coeficiente de
variacién, Desviacion Estandar, intervalos de confianza (limite superior, limite inferior).

Parametros estadisticos de estandarizacién del In6culo
Aspergillus brasiliensis

Método
Recuento en Placa Camara de
Neubauer
UFC/ml
Esporas/ml
Parametro 10+ 10"
estadistico
Promedio (UFC/mL) 6.02 6.03
DesvEst (UFC/mL) 0.01 0.02
CV% 0.32 0.35
Nivel de confianza (95,0%) 0.01 0.01
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Parametros estadisticos de estandarizacion del In6culo
Aspergillus brasiliensis

Limite inferior 95% 5.98 6.00

Limite superior 95% 6.04 6.05

(Triana, 2016)

En el Conteo en camara y Recuento en placa, es posible precisar que la
variabilidad de los contajes de UFC fue mas baja con respecto a conteo en
camara de Neubauer, no siendo significativas sus diferencias, esto puede ser
considerado a partir de sus desviaciones estandar, siendo la desviacion por
conteo en camara de 0.02 con respecto a recuento en placa 0.01, estando un
poco mas dispersos los datos para el primer método con respecto al segundo.
Estos resultados se corroboraron al analizar los CV de las lecturas obtenidas para
cada variable siendo 0.32% para Recuento en placa y 0.35% para Camara de
Neubauer, lo cual indica que los datos varian 0.32% y 035% con respecto a sus
valores promedio para cada caso 6.02 y 6.03 respectivamente.

En cuanto al error aleatorio que pueda presentarse entre el limite superior y el
limite inferior de los resultados para ambos métodos °, se observé que no hay
una diferencia estadisticamente significativa (de 0,1), entre estos intervalos con
respecto al valor probabilistico de la media, con un nivel del 95,0% de confianza

En la Figura 6-6 se observan los parametros estadisticos analizados observando
que el promedio de los resultados en camara con respecto a Recuento en Placa,
no difieren mucho, siendo un poco mayor el promedio de conteo en Camara. Se
observa que los coeficientes de variacion son muy bajos conjuntamente con la
desviacion estandar, con un error aleatorio muy minimo a un nivel de confianza del
95%. %9 Lo cual quiere decir que los Conteos de Colonias estuvieron en un
promedio relacionado con el ajuste inicial en la camara de Neubauer, similar a lo
observado por Petrikkou y colaboradores (2001).
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Figura 6-6. Analisis estadistico del logaritmo de los resultados tanto para Camara de
Neubauer como Recuento en Placa. Parametros analizados, Promedio, (%CV) coeficiente de
variacion, (Desv Est) desviacion estandar, bajo un nivel de confianza del 95%.

Anélisis estadistico de CAmara de Neubauer y
Recuento en Placa

|
S ’Pesv Est | ‘ | m Camara de Neubauer

M Recuento en placa

(Triana, 2016)

6.7 Correlacion entre el Recuento de esporas por camara de Neubauer y
Recuento en placa.

Se parte del hecho de que cada conidio contado deberia dar origen a una colonia
en cultivo 32 esto supone que el nimero de esporas presentes en la suspension a
estandarizar debe originar un numero de colonias correlacionado con el previo
conteo en camara, siempre y cuando todas las esporas fuesen viables, sin
embargo este hecho suele no ser un patron o estandar para todos los casos ya
qgue en experiencias como la de Lage y contribuyentes (2012) se observd que “el
contaje de UFC/mL en cultivo, como procedimiento de verificacion de una
preparacion adecuada del Indculo, resultd ser un inconveniente para la
normalizacion de la técnica”, obteniendo una gran variabilidad en los resultados
emanados por Recuento en placa, suceso contrario para esta experiencia ya que
lo acordado entre recuento en camara y en placa presentd un porcentaje del 98%
en cuanto a la recuperacion de las esporas con una viabilidad de 1.0x10° (como
se puede ver en la Tabla 6-6), aclarando que en la practica de estos investigadores
se trabajo ademas con método espectrofotométrico y con hongos del género

PAGINA 62 DE 81 2016



Fusarium, los cuales son muy distintos tanto en aspecto morfolégico como en
caracteristicas fisioldgicas y requerimientos de cultivo a los hongos filamentosos
del género Aspergillus.>

Tabla 6-6. % de recuperacién de esporas viables, partiendo de un total de esporas viables y
no viables, contadas en Camara de Neubauer para ajuste del Inéculo de A. brasiliensis, por
conteo directo al microscopio. Verificado por recuento en placa, obteniendo. % de
recuperacion igual al logaritmo del promedio de la viabilidad (suministrado por la tabla 5) / el
logaritmo (10) del promedio de esporas contadas en camara (conteo suministrado por las
tablas 2 y 3), multiplicando dicho resultado por 100.

PORCENTAJE DE RECUPERACION DE ESPORAS DEL INOCULO DE
A. brasiliensis

Inéculo

Ajustado Viabilidad % de Recuperacion
-4
10 [
(Esporas viables /
Esporas/ml UFC/ml Inéculo ajustado)
x100
Promedios 6,03 6,02 99.83%

(Triana, 2016)

Otra experiencia donde los resultados entre Recuento en camara y Placa tuvieron
una concordancia similar a la de esta investigacion es la de Petrikkou vy
colaboradores (2001) siendo el 97,2% lo acordado entre Recuento en Placa y
Hematocitometro para la preparacion del Inéculo de Hongos patdégenos de
humanos.

En la Figura 6-7. Se puede apreciar que Camara de Neubauer no difiere en gran
manera con recuento en placa, observando una recuperacion del 99.83% (ver
Tabla 6-6) de las esporas con una alta viabilidad como se dijo anteriormente de
1.0X108.
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Figura 6-7. Grafico de Torta .Correlaciéon entre los promedios de los Conteo en camara de
Neubauer y Recuento en placa.

Conteo en Camara de Neubauery
Recuento en Placa

(Triana, 2016)

Esto puede atribuirsele a que no trascurri6 mucho tiempo entre la preparacion del
Inéculo y la siembra en placa y que se trabajé con un cultivo joven de segundo
pase, atendiendo a todas las recomendaciones del proveedor de la cepa y su
ATCC utilizando uno de los medios adecuados para su crecimiento y esporulacion,
a una temperatura adecuada, manejando todas las medidas de control como las
ya mencionadas también para asegurar un ambiente libre de contaminantes y el
implemento de material debidamente estéril.
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7 CONCLUSIONES

El proceso de Limpieza y desinfeccion realizado a la cabina de flujo laminar fue
eficaz. En todos los ensayos realizados se obtuvo recuentos de hongos
filamentosos y levaduras de 0 UFC.

El medio de cultivo seleccionado para la adecuada esporulacion de A.
brasiliensis es PDA.

Por Recuento en Placa se logré soportar lo acordado en camara de Neubauer,
observando una tendencia lineal y exponencial del cultivo.

Se logrd la estandarizacion del Inéculo de A. brasiliensis en una concentracion
de 1.0x10% UFC/ml para su uso en pruebas de control de calidad y validacion de
analisis de mohos en el Laboratorio Microbioldgico de Barranquilla.

Se evalud la pureza de A. brasiliensis tanto por observacion microscépica y
macroscopica estableciendo que no hubo una variacién de las caracteristicas del
Indculo estandarizado estando la cepa libre de contaminantes.

Se evalué la viabilidad de A. brasiliensis siendo de1.0x10% UFC/m.

Se determind que no hubo una variabilidad significativa entre los datos obtenidos
por recuento en placa con respecto a Camara de Neubauer asegurando una baja
fluctuacién para cada uno de los datos obtenidos entre si, como también poca
variabilidad entre los dos métodos, siendo menos variables los resultados
obtenidos por Recuento en placa con un % de CV de 0.32 %.

No hay diferencias estadisticamente significativas en los resultados, siendo
reproducibles y adecuados para la estandarizacion del Inéculo de A. brasiliensis

con un Nivel de Confianza del 95%

El porcentaje de concordancia entre los recuentos Hematocitometro y los
recuentos de colonias fue del 99.83%
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8 SUGERENCIAS

Se recomienda para una experiencia posterior aumentar el numero de ensayos
con proposito de incrementar la fiabilidad de los resultados y hacer de la
experiencia un procedimiento mas significativo estadisticamente 2

Se sugiere como un proposito a cumplir en el Laboratorio Microbioldgico de
Barranquilla, trabajar no solo en la estandarizacion de las cepas fungicas como se
llevd a cabo en esta experiencia, si no poder validar el método de estandarizacién
utilizado, lo cual ampliaria el alcance de los objetivos propuestos, haciendo
hincapié en que para tal fin, deberan utilizarse muchas mas cepas fungicas y asi
corroborar que el método sea eficaz para la estandarizacion del In6culo de cada
una de ellas, validando la confiabilidad del método.

De otras experiencias como la de Petrikkou y colaboradores (2001) se sabe que el
método espectrofotométrico presenta algunos inconvenientes como se ha dicho
anteriormente, por el tamafo y el color de las esporas que influyen en la medida
de la absorbancia (DO). En esta experiencia no podria afirmarse tal suceso ya que
no se utilizd este método para la estandarizacion del Inéculo de A. brasiliensis,
se sugiere en una préxima experiencia comparar ambos métodos, Camara de
Neubauer y método espectrofotométrico, ambos soportados por Recuento en
placa y asi poder corroborar lo que establece la literatura.

A la hora de evaluar la cepa, para La identificacion de la especie, se sugiere la
utilizacion de un enfoque Taxondmico polifasico, donde se incluya métodos
adicionales, de caracter genético.

Este estudio esta sujeto a cambios posteriores, ya que a la hora de evaluar las
condiciones de los medios de cultivo, que para este caso tenia como proposito
compararlos para escoger el que mas se ajustara a las necesidades de la
experiencia, es importante que dicha evaluacion se haga bajo un concepto
unificado para todas y cada una de las caracteristicas a evaluar, lo cual no ocurrié
con el pH. Por otro lado de la misma forma es necesario unificar todas las
condiciones de estandarizacion de A. barsiliensis, desde el tiempo y la
temperatura de incubacion hasta el método a utilizar para conservarle, entre otros.
Por ello se podria decir que esta metodologia es una estandarizacién parcial
susceptible a mejoramientos por parte de las analistas encargadas en el
Laboratorio Microbiolégico de Barranquilla.
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ANEXO 1. CERTIFICADO DE ORIGEN DE LA CEPA A. brasiliensis
ATCC 16404.

Molecular Epidemiology, Inc.
Sample Analysis Report

FO9/MB450/09

.

Laboratories & Consulting Group

Sample
Received

Date

[ Customer ID
Reported

‘ 4081-3201 |
Number

{ 01/06/2016 MEI Report # R1GD11BZ4ZDS-U1I { 01/20/2016 l

Customer Sample # | 392-462 Job ID | 97839-4081-3201
Sample Type | Agar plate
Sample Source | N/A Requested Service(s) | Phenotypic and Genetic Identification
Customer Comments | Aspergillus brasiliensis
MEI Sample # | 89846-1 Test Method(s) | MB450, MB457, MB473
Test Test Results
Basic ID | Fungus
Colony | Black
Reverse | White
Spore | Conidia: subglobose, rough, brown, 4-5 um
*
Gnnetic. 1D A A . ) e
Comparisons to genetically similar microorganisms Phenotypic data support Aspergillus
Genetic Distance Genus Species brasiliensis.
0.0032 Aspergillus brasiliensis
0.0032 Aspergillus carbonarius
0.0032 Aspergillus Ibericus
0.0032 Aspergillus niger
0.0032 Aspergillus phoenicis
0.0032 Aspergillus tubingensis
0.0116 Aspergillus aculeatus
0.0146 Aspergillus Japonicus
Deviations None
Microbial ID
Conclusion Aspergillus brasiliensis
Microbiology Review Anthohy Scoml Date: 01/20/2016
: " o e 2
Genetics Review el e Date: 01/20/2016
Qc Approval ‘éo,m.'"_ryhr Date: 01/20/2016
Ll .
QA Approval T Date: 01/20/2016
Reported By: Gregory J. Ma, SM(AAM), MSPH Molecular Epidemiology, Inc.
Phone: 208-306-8882 15300 Bothell Way NE,
Fax:  206-306-8883 Lake Forest Park, WA 98155
e-Mail: gregory@molecularepi.com www.molecularepi.com

i Tabaratory repari relales only 1o he portion of the sample which was tested In this report. Interpratation of these results is the sole responsibility of the Custamer.
TRADE SECRET - CONTAINS CONFIDENTIAL COMMERCIAL INFORMATION

This document contains confidential commercial information pursuant to § U.S.C sec. 552(b)(4). Copyright 2007 © by MEI
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(@) MICI’ObIOlOQICS“”

Certifi

Expiration Date: 2017/11/30

Speciﬂcaﬂons
Microorganism Name: Asperglllus brasiliensis Release Information:

Catalog Number: 0392 Quality Control Technologist: Christine Condon
Lot Number: 392-462 Release Date: 2016/1/21

Reference Number: ATCC® 16404 ™*
Purity: < 0.1% Total Pellet CFU
Recovery: > 100 CFUs per Pellet
Passage from Reference: 2

Performance

Macroscopic Features: Medium:

Rapidly growing colonies which are initially white or_pale yellow, kly PDA
ec%m’e’gla A oomd?a (spore) pruduct:or¥ Reverse usp paleyyel Ay
Method:

Microscopic Fcatures
gvhsar"t}-?ed sg o?ﬁ%’ie \Aé?lcé‘l arise from short sterigmata arranged radially Lactophenol Blue (1)

ID System: MEI None

See attached ID System results document.

.

Brad Goskowicz, President
AUTHORIZED SIGNATURE
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ANEXO 2. PLANILLAS DE CONTROL DE AMBIENTES DE LA CABINA
DE FLUJO LAMINAR

A 42

LABORATORIO MICROBIOLOGICO BARRANQUILLA
PLANILLA DE REGISTRO Y CONTROL
VERIFICACION DIARIA DE CABINA DE FLUJO LAMINAR HORIZONTAL
AREA MICROBIOLOGIA ;

mARGA: X0 SERIE: 2A4—93985

CRITERIO DE ACEPTACION: MESOAEROBIOS: 0 UFC / CAJA MOHOS Y LEVADURAS : 0 UFC / CAJA
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FE-CHA HORA MESOAREBIO LMEel.'lgchI CUMPLE OBSERVACIONES FIR:E;;;:;EE?LEEL
: UFC I CAJA CAJA Sl NO
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ANEXO 3. PROCEDIMIENTO DE ETANDARIZACION (MATERIAL
FOTOGRAFICO)
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ANEXO 4. GRAFICO EXPONENCIAL DEL PROMEDIO DE LOS
RECUENTOS DE COLONIAS DE A. brasiliensis EN AGAR AL 4% DE
DEXTROSA SABOURAUD VS DILUCIONES (104-10).

Recuento de colonias de A. brasiliensis VS Diluciones

—_
[
=

—
S
/ff_’

80 \
60 Recuento de colonias

40 \

\ —— Exponencial (Recuento de

\ colonias)

20

Promedios de UFC/mI

Diluciones
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ANEXO 5. RECUENTO EN PLACA EN AGAR AL 4% DE DEXTROSA
SABOURAUD DE A. brasiliensis
| —

Ensayo 2016/05/12
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