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Andlisis Microbioldgico




Métodos de determinacion de
microorganismos

® Siembra en profundidad.

® Siembra por extension.

® Métodos del ndmero mads probable
(NMP).

® Método por filtracion.

® Impedancia

® Biologia molecular



RECUENTO DE MICROORGANISMOS
TOTALES Y VIVOS

10 ml 1 ml de naranja de acridina o

B /_ 0,2 ml del kit Baclight live/dead

e —=
/ \@( U » 5 min en laoscuridad

| l filtrar

L

Bacterias vivas: O

<

Bacterias muertas: O _ _
Microscopio de

\ epifluorescencia




MICROORGANISMOS
TOTALES Y VIVOS




(Bac'l'erias aerobias mesofilas

ﬁ_ Suspension madre 1:10 TW

Agar PCA
Incubacion 31°C. 72h




RECUENTO DE BACTERIAS
AEROBIAS MESOFILAS

E—3 1 mL

=18 |
“- -‘-

AGAR R2A AGAR PCA
Y Y
INCUBAR A 22° C POR 5 DIAS INCUBAR A 37° C POR 2 DIAS
— _
—~—




RECUENTO DE BACTERIAS AEROBIAS

MESOFILAS
1 mlcl/u == 1 mlcl/u
£ A
1 i lx??@, 1
PETRIFILM PETRIFILM
- ) . )
" "
INCUBAR A 30° C POR 2 DIAS INCUBAR A 37° C POR 2 DIAS
. S
"




RECUENTO DE BACTERIAS
HETEROTROFAS

~— somL »

AGAR R2A AGAR PCA
Y Y
INCUBAR A 22° C POR 5 DIAS INCUBAR A 37° C POR 2 DIAS
— _
—

C e > —




RECUENTO DE COLIFORMES
TOTALES Y FECALES

S [T 2s0mL N

J

.

AGAR CHAPMAN-LACTOSA- AGAR CHAPMAN-LACTOSA-

o TRIFENIL-TETRAZOLIOJ ' TRIFENIL-TETRAZOLIOJ
Y Y

INCUBAR A 30° C POR 24 - 48 h INCUBAR A 44,5° C POR 24 - 48 h




RECUENTO DE COLIFORMES
TOTALES Y FECALES

1 mlcl/u == 1 mlcl/u
£ 2
1 ¥ B | 1
e
e e
PETRIFILM PETRIFILM
- ) . )
Y "
INCUBAR A 37° C POR 2 DIAS INCUBAR A 44° C POR 2 DIAS
\ . -
"




RECUENTO DE COLIFORMES TOTALES
POR EL METODO DEL NUMERO MAS PROBABLE
(NMP)

;-,,-,;::i
-

e

1ml

7 ¥\

1 ml
UUU UUU Caldo Lactosa Lauril sulfato

INCUBAR A 37° C POR 24-48 horas

|

SE REALIZA EL RECUENTO
DE TUBOS CON PRESENCIA
DE GAS




RECUENTO DE COLIFORMES TOTALES
PRUEBA CONFIRMATORIA

)

0,1 ml

7 4\

UUU UUU UUU Caldo Bilis Verde Brillante

S —
-

INCUBAR A 37° C POR 24-48 horas

|

SE REALIZA EL RECUENTO
DE TUBOS CON PRESENCIA
DE GAS y SE BUSCA EL
NMP EN LA TABLA



RECUENTO DE COLIFORMES FECALES
POR EL METODO DEL NUMERO MAS PROBABLE
(NMP)

;-,,-,;::i
-

e

1ml

7 ¥\

1 ml
UUU UUU Caldo Lactosa Lauril sulfato

INCUBAR A 37° C POR 24-48 horas

|

SE REALIZA EL RECUENTO
DE TUBOS CON PRESENCIA
DE GAS




RECUENTO DE COLIFORMES FECALES
PRUEBA CONFIRMATORIA

)

0,1 ml

7 4\

Tt

S —
-

INCUBAR A 44,5° C POR 24-48 horas

|

SE REALIZA EL RECUENTO
DE TUBOS CON PRESENCIA
DE GAS y SE BUSCA EL
NMP EN LA TABLA




RECUENTO DE ENTEROCOCOS

AGAR GLUCOSA-FOSFATO-
AZIDA-TRIFENIL TRIAZOLIO

|

INCUBAR A 37°C
POR 48 HORAS

|

=

CONFIRMAR

,_J COLONIAS
<= INCUBARA 44° C g

POR 2 HORAS

COLONIAS MARRONES
O NEGRAS (+)

>

AGAR BILIS ESCULINA
PRECALENTADO A44°C



RECUENTO DE ENTEROCOCOS
POR EL METODO DEL NUMERO MAS PROBABLE
(NMP)

1ml

7 ¥\

1 ml
UDU UUU CALDO AZIDA DEXTROSA

INCUBAR A 37° C POR 24-48 horas

|

SE REALIZA EL RECUENTO
DE TUBOS CON PRESENCIA
DE TURBIDEZ O
PRECIPITADO




RECUENTO DE ENTEROCOCOS
PRUEBA CONFIRMATORIA

)

0,1 ml

7 4\

UUU UUU UUU Caldo Azida violeta de etilo

S —
-

INCUBAR A 37° C POR 24-48 horas

|

SE REALIZA EL RECUENTO
DE TUBOS CON PRESENCIA
DE PRECIPITADO AZUL



RECUENTO DE ESPORAS DE
CLOSTRIDIUM SULFITO-REDUCTORES

) ] ] \
CALENTAR INCUBAR A 37° C
= A80°C POR 72 HORAS
£ -\ POR 10
4 wminutos U U U U U

)| P - >
INCUBAR A 45° C

POR 48 HORAS
S

Ao AR\ AR\ AR\ e\

AGAR SULFITO DE HIERRO
A DOBLE CONCENTRACION



DETECCION DE AEROMONAS

e EEEE L

- 1 - 3 5 l
S OSS

AGAR ALMIDON-AMPICILINA AGAR ALMIDON-AMPICILINA

| J . J
Y Y

INCUBAR A 37°C POR 24 - 48 h INCUBAR A 37° C POR 24 - 48 h




INVESTIGACION DE Campylobacter

.\ E
|

Caldo Preston de enriquecimiento

|

INCUBAR A 42° C
POR 12 HORAS. MICROAEROFILIA

e

AGAR PRESTON
INCUBAR A 42° C POR 48 HORAS. MICROAEROFILIA

—>I AISLAR E IDENTIFICAR I
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INVESTIGACION DE Legionella

pneumophila
100 mL
AISLAR  — —
E i
IDENTIFICAR =
t v
Incubar a 37° C
por 15 dias -

A, Tratamiento
— Acido \ Lavar con 2 ml
de agua esteril
v- -

Tratamiento

Agar BCYE-a  termico



INVESTIGACION DE Pseudomonas
aeruginosa

250 mL

S

AGAR CETRIMIDA

INCUBAR A 42° C
POR 24 HORAS

AISLAR
E -
IDENTIFICAR




INVESTIGACION DE Staphylococcus
aureus

muestra

——» | AISLAR E IDENTIFICAR | 1 ml de la muestra

v
— S
AGAR BAIRD PARKER
INCUBAR A 37° C POR 48 HORAS
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INVESTIGACION DE Staphylococcus
aureus

4}

CALDO CASEINA- SOJA

|

INCUBAR A 37° C
POR 24 HORAS

e

AGAR BAIRD PARKER
INCUBAR A 37° C POR 48 HORAS

—>I AISLAR E IDENTIFICAR I
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INVESTIGACION DE Salmonella

- INCUBAR A 37°C
& POR 24 HORAS

CALDO CASEINA- SOJA 1

INCUBAR A 37° C POR 48 HORAS U U

tetrationato selenito

Incubar a 37° C por 24 horas

rl AISLAR E IDENTIFICAR |

por 24 horas

Agar bilis Agar Agar

verde brillante SS bismuto
sulfito
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RECUENTO DE MOHOS Y LEVADURAS

FILTRAR = FILTRAR
100 ml / | \ 10 ml

fjf 3 “‘7 5
E===]

AGAR SABOURAUD

—» IDENTIFICACION




RECUENTO DE MOHOS Y LEVADURAS

1 mlcl/u == 1 ml cl/u
1 F A |
PETRIFILM MOHOS Y LEVADURAS PETRIFILM MOHOS Y LEVADURAS
| . ) \ . )
Y Y
INCUBAR A 25° C POR 7 DIAS INCUBAR A 25° C POR 7 DIAS
. S
"




ESPECIES DE MOHOS ENCONTRADAS
EN AGUAS

7 . ‘e /‘ < o
7 " / \Y."-
L > A 4

Penicillium spp. Cladosporium spp. Curvularia spp. Fusarium spp.

Aspergillus spp. Chrysosporium spp.  Cladosporium spp. Acremonium spp.

Microscopio de contraste
de fase. Objetivo 40 x



RECUENTO DE
MICROORGANISMOS HALOFILOS
MODERADOS

POR 10 DIAS

INCUBAR A 30° C ‘

AISLAR E
IDENTIFICAR




INVESTIGACION DE ALGAS Y
CIANOBACTERIAS

4}

MEDIO PARA ALGAS
Y CIANOBACTERIAS

|

INCUBAR A 24° C
POR 30 DIAS CON
ILUMINACION

OBSERVAR E
IDENTIFICAR
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CIANOBACTERIAS Y ALGAS

Chlorococcum spp

Microscopio de contraste
de fase y de fluorescencia.
Objetivo 40 x



TAPETES Y BIOFILMES

Attachment Colonization Development
(adhesion of a (intercellular (more growth and
few cells to a communication, polysaccharide)
suitable solid growth and
surface) polysaccharide

formation)

Adaptacion fisiologica inespecifica:

- secreccion exopolimeros

- { capacidad de dividirse
(SVNC)

- T patogenicidad

“ -

LTSEM-BSE, Microscopia Electronica de
Barrido a Bajas Temperaturas en la
modalidad de Electrones Retrodispersados



Secuenciamiento genes ARN 16S

o
Of 16S = 16S Ligation Q Transformation
rDNA genes

rDNA

mplicons O Q

Total DNA:

Iy “ T 1:",‘\\;" {l .l\;b‘e"l“"}fj‘b: ) - Inser‘.r
| Sequencing PCR

O[OO| (O] 1O

Analysis (Giuseppe d'Auria)



s ~ Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

1 2 DNA Extracted from
I~ blood cells Restriction eznyme cleavage

Faninaninnnnnnnnn g -
> > > g
) ; ¢

Extract DNA PCR witha fluorescently

from the community labeled 165 rRNA forward prumer B
3
4
S Restriction digest of
PCR produet
' produet ) -
: ‘ S o 463
# - &g NED,
2 A [ — 5 g
E 5] N 3
z . - | T - Qo
H f— 5 F
Recogmtion of Fragment peparation in
labeled fragments sequencing gel DNA probe Transfer of DNA fragments F;:E::Ztsb;fe?géna;om
\ / bindsto to a membrane

specific DNA | (Southern blott)

John Bample  Pill
fragments
>
— >

Membrane i X-ray film, sandwiched thern i pared
washedaﬁx;lf,f to the membrane to detect Eﬁi‘::mmlfs,::‘knm

U ﬂ ﬂ a excess probe radioactive pattern siiocis




DIVERSIDAD MICROBIANA Y ESPECIFICIDAD

Ecosistemas de las aguas minerales muestran elevada diversidad microbiana
fenotipica)y

|

- - - -

r - : 8 | {
B N Al L L Ll L Ll B LD DL Ll 1l

Microbiota autoctona de
aguas minerales 16S rRNA

RFLP
890 cepas: 378 ribotipos Restriction Fragment Length Polimorphism

Tne de polimorfismos con inequivoca resolucién de bandas en todos
grupos, sp en cepas productoras pigmentos fluorescentes: 174 cepas: 72 rbt






Identificacion de cepas microbianas

Observaciones de cultivo
Observaciones microscopicas
Evaluacion bioquimica
Evaluacion fisioldgica



Aguas de uso farmacéutico




Agua para uso farmacéutico

Se basan en las farmacopeas
Buenas practicas de manufactura (GMP)
Aseguramiento de la calidad



Tipos de agua de uso farmacéutico

Agua purificada
Agua altamente purificada
Agua para inyectables



Limites microbiologicos

Agua purificada
BH Menor de 100 UFC/ml (USP 30-FE-2007)
Endotoxina menor 0,25 EU/ml (FE-2007)

Agua para inyectables
Menor de 10 UFC/ml (USP 30-FE-2007)
Endotoxinas menor 0,25 EU/ml (USP 30-FE-2007)

Agua altamente purificada

Menor 10 UFC/ml (FE-2007)
Endotoxina menor 0,25 EU/ml| (FE-2007)



Pirogenos

Pirégenos y endotoxinas

Cualquier compuesto que inyectado a mamiferos les
de fiebre es un “Pirégeno”

Endotoxinas son pirogénicas, proviene de fragmentos
de pared celular de bacterias gram negativas

Detectar endotoxinas usando un ensayo para
lipopolisacaridos (LPS)

7 la prueba del conejo detecta pirogenos

7 [a prueba del LAL detecta endotoxinas

Ultrafiltracion, destilacion, y OR pueden remover
pirdgenos

Prueba del LAL

Test de coagulacion
a 37° C por 1 hora
Serie de diluciones
reactivo LAL
(Lymulus amebocite
lysate)

Test Pyrosate,
Combrex y Pirogeno



Limites microbiologicos del agua en la
industria farmacéutica

Agua bruta 200 300 500
Después de filtrada a través 100 300 500
B oS RS nte 100 300 500
Después del filtro de carbén 50 300 500
AfNa9% a1 oR 20 200 500
Permeado de OR 10 50 100
Puntos de uso 1 10 100

Ufc/ml



Tratamiento del agua

Agua
cruda
1 camara de
: mezcla del
Cribado W) Sedimentacién W) ﬂciu/ame
Clarificador ana les d?, Camara .c’fe
1 sedimentacion floculacion

Cloracién W) Almacenamiento wm)  Distribucién



Desinfeccion de los sistemas de agua en
la industria farmacéutica

Desinfeccion (2)
Desinfeccién (1) uv

Calor UV no “esteriliza”

Uno de los meétodos mas confiables de desinfeccion Tasa de flujo critica
de los sistemas de agua . e ,
Recontaminacion post-irradiacion podria ser un

Ozono problema

Producido facilmente , ! L
Lamparas tienen vida finita
No deja residuo
Otros productos quimicos
X0,
Halogenos

Formaldehido
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