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Análisis Microbiológico 



 Métodos de determinación de 
microorganismos 

Siembra en profundidad. 
Siembra por extensión. 
Métodos del número más probable 

(NMP). 
Método por filtración. 
 Impedancia 
Biología molecular 
 

 



RECUENTO DE MICROORGANISMOS  
TOTALES Y VIVOS 

10 ml 1 ml de naranja de acridina o  

0,2 ml del kit Baclight live/dead 

5 min en la oscuridad 
filtrar 

Microscopio de 

epifluorescencia 

    Bacterias vivas: 

 

    Bacterias muertas: 



MICROORGANISMOS  
TOTALES Y VIVOS 



Bacterias aerobias mesófilas 



INCUBAR A 22º C POR 5 DÍAS INCUBAR A 37º C POR 2 DÍAS 

AGAR R2A AGAR PCA 

1 mL 

RECUENTO DE BACTERIAS  
AEROBIAS MESOFILAS 



 1 ml c/u 1 ml c/u 

RECUENTO DE BACTERIAS AEROBIAS 
MESÓFILAS 

PETRIFILM  PETRIFILM  

INCUBAR A 30º C POR 2 DÍAS INCUBAR A 37º C POR 2 DÍAS 



INCUBAR A 22º C POR 5 DÍAS INCUBAR A 37º C POR 2 DÍAS 

AGAR R2A AGAR PCA 

50 mL 

RECUENTO DE BACTERIAS  
HETERÓTROFAS 



250 mL 

RECUENTO DE COLIFORMES  
TOTALES Y FECALES 

AGAR CHAPMAN-LACTOSA-

TRIFENIL-TETRAZOLIO 

AGAR CHAPMAN-LACTOSA-

TRIFENIL-TETRAZOLIO 

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



 1 ml c/u 1 ml c/u 

RECUENTO DE COLIFORMES 
TOTALES Y FECALES 

PETRIFILM  PETRIFILM  

INCUBAR A 37º C POR 2 DÍAS INCUBAR A 44º C POR 2 DÍAS 



RECUENTO DE COLIFORMES TOTALES 
POR EL METODO DEL NUMERO MAS PROBABLE 

(NMP) 

1 ml 1 ml 

Caldo Lactosa Lauril sulfato 

INCUBAR A 37º C POR 24-48 horas 

SE REALIZA EL RECUENTO  

DE TUBOS CON PRESENCIA 

DE GAS 



RECUENTO DE COLIFORMES TOTALES 
PRUEBA CONFIRMATORIA 

0,1 ml 

Caldo Bilis Verde Brillante 

INCUBAR A 37º 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) 

1 ml 1 ml 

Caldo Lactosa Lauril sulfato 

INCUBAR A 37º C POR 24-48 horas 

SE REALIZA EL RECUENTO  

DE TUBOS CON PRESENCIA 

DE GAS 



RECUENTO DE COLIFORMES FECALES 
PRUEBA CONFIRMATORIA 

0,1 ml 

Caldo E.C 

INCUBAR A 44,5º 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 

250 ML 

AGAR GLUCOSA-FOSFATO- 

AZIDA-TRIFENIL TRIAZOLIO 

INCUBAR A 37º C 

 POR 48 HORAS 

CONFIRMAR  

COLONIAS 

AGAR BILIS ESCULINA  

PRECALENTADO A 44 º C  

COLONIAS MARRONES  

O NEGRAS  (+) 

INCUBAR A 44º C  

POR 2 HORAS 



RECUENTO DE ENTEROCOCOS 
POR EL METODO DEL NUMERO MAS PROBABLE 

(NMP) 

1 ml 1 ml 

CALDO AZIDA DEXTROSA 

INCUBAR A 37º 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 

Caldo Azida violeta de etilo 

INCUBAR A 37º C POR 24-48 horas 

SE REALIZA EL RECUENTO  

DE TUBOS CON PRESENCIA 

DE PRECIPITADO AZUL   



RECUENTO DE ESPORAS DE 
CLOSTRIDIUM SULFITO-REDUCTORES 

CALENTAR  

A 80 º C  

POR 10 

MINUTOS 

AGAR SULFITO DE HIERRO  

A DOBLE CONCENTRACIÓN 

10 ml c/u 

INCUBAR A 37º C  

POR 72 HORAS 

INCUBAR A 45º C  

POR 48 HORAS 

(+) 



250 mL 

DETECCIÓN DE AEROMONAS 

AGAR ALMIDÓN-AMPICILINA AGAR ALMIDÓN-AMPICILINA 

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



AGAR PRESTON 

250 mL 

INVESTIGACIÓN DE Campylobacter 

Caldo Preston de enriquecimiento 

INCUBAR A 42º C  

POR 12 HORAS. MICROAEROFILIA 

INCUBAR A 42º C POR 48 HORAS. MICROAEROFILIA 

AISLAR  E  IDENTIFICAR 

http://images.google.co.ve/imgres?imgurl=http://www.b100supply.com/images/products/149.jpg&imgrefurl=http://www.b100supply.com/index.cfm%3Ffuseaction%3DProduct.display%26product_id%3D98&h=250&w=250&sz=11&hl=es&start=32&tbnid=xZHhZZKg_99KiM:&tbnh=111&tbnw=111&prev=/images%3Fq%3DERLENMEYER%26start%3D20%26ndsp%3D20%26svnum%3D10%26hl%3Des%26lr%3D%26sa%3DN


100 mL 

INVESTIGACIÓN DE Legionella 
pneumophila 

AISLAR  

 E   

IDENTIFICAR 

(filtro) 

Lavar con 2 ml  

de agua estéril 

Tratamiento 

 ácido 

Tratamiento  

térmico 
Agar BCYE-α 

Incubar a 37º C  

por 15 días 



AGAR CETRIMIDA 

250 mL 

INVESTIGACIÓN DE Pseudomonas 
aeruginosa 

INCUBAR A 42º C  

POR 24 HORAS 

AISLAR  

 E   

IDENTIFICAR 



AGAR BAIRD PARKER 

INVESTIGACIÓN DE Staphylococcus 
aureus 

INCUBAR A 37º C POR 48 HORAS 

AISLAR  E  IDENTIFICAR 
1 ml de la muestra 

muestra 
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AGAR BAIRD PARKER 

250 mL 

INVESTIGACIÓN DE Staphylococcus 
aureus 

CALDO CASEINA- SOJA 

INCUBAR A 37º C  

POR 24 HORAS 

INCUBAR A 37º C POR 48 HORAS 

AISLAR  E  IDENTIFICAR 
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250 mL 

INVESTIGACIÓN DE Salmonella 

CALDO CASEINA- SOJA 

INCUBAR A 37ºC  

POR 24 HORAS 

INCUBAR A 37º C POR 48 HORAS 

AISLAR  E  IDENTIFICAR 

 tetrationato selenito 

Agar  

bismuto  

sulfito 

Agar 

SS 

Agar bilis  

verde brillante 

Incubar a 37º C por 24 horas 

Incubar a 37º C  

por 24 horas 
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RECUENTO DE MOHOS Y LEVADURAS 

FILTRAR  

100 ml 

FILTRAR  

10 ml 

IDENTIFICACIÓN 

AGAR SABOURAUD  



 1 ml c/u 1 ml c/u 

RECUENTO DE MOHOS Y LEVADURAS 

PETRIFILM  MOHOS Y LEVADURAS PETRIFILM  MOHOS Y LEVADURAS 

INCUBAR A 25º C POR 7 DIAS INCUBAR A 25º C POR 7 DIAS 



ESPECIES DE MOHOS ENCONTRADAS 
EN AGUAS  

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 HALÓFILOS 

MODERADOS 

10 ml 

100 ml 

INCUBAR A 30º C  

POR 10 DÍAS 

AISLAR   E  

IDENTIFICAR 

AGAR HALÓFILO 



100 mL 

INVESTIGACIÓN DE ALGAS Y 
CIANOBACTERIAS 

MEDIO PARA ALGAS  

Y CIANOBACTERIAS 

INCUBAR A 24º C  

POR 30 DÍAS CON  

ILUMINACIÓN 

OBSERVAR  E   

IDENTIFICAR 
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CIANOBACTERIAS Y ALGAS 

Synechocystis spp  

Chlorococcum spp  

 

Microscopio de contraste 

de fase y de fluorescencia. 

Objetivo 40 x  



Adaptación fisiológica inespecífica:  

     • secrección exopolímeros 

     •  capacidad de dividirse 
  (SVNC) 

     •  patogenicidad 

 TAPETES Y BIOFILMES 

Science 2000; 290 
5µm 

LTSEM-BSE, Microscopía Electronica de 
Barrido a Bajas Temperaturas en la 

modalidad de Electrones Retrodispersados 

5μm 



PCR 
Of 16S 

rDNA genes 
16S 

rDNA 
amplicons 

Ligation Transformation 

Insert  
PCR 

Analysis 

Sequencing 

Total DNA: 

(Giuseppe d’Auria) 

Secuenciamiento genes ARN 16S 





Ecosistemas de las aguas minerales muestran elevada diversidad microbiana 
fenotípica y genotípica 

DIVERSIDAD MICROBIANA Y ESPECIFICIDAD 

16S rRNA 

RFLP  

Restriction Fragment Length Polimorphism 

Microbiota autóctona de 
aguas minerales 

    890 cepas: 378 ribotipos 

 no de polimorfismos con inequívoca resolución de bandas en todos 
grupos, sp en cepas productoras pigmentos fluorescentes: 174 cepas: 72 rbt 



Cabina de flujo laminar 



Identificación de cepas microbianas 

 Observaciones de cultivo 
 Observaciones microscópicas 
 Evaluación bioquímica 
 Evaluación fisiológica 



Aguas de uso farmacéutico 



Agua para uso farmacéutico 

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



Tipos de agua de uso farmacéutico 

 Agua purificada 
 Agua altamente purificada 
 Agua para inyectables 



Limites microbiológicos 

 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 

 Prueba del LAL 

 Test de coagulación 
a 37º C por 1 hora 

 Serie de diluciones 
reactivo LAL 
(Lymulus amebocite 
lysate) 

 Test Pyrosate, 
Combrex y Pirógeno 



Limites microbiológicos del agua en la 
industria farmacéutica 

Ufc/ml 



Tratamiento del agua 

Agua 
cruda 

Cribado Sedimentación 

Cámara de 
mezcla del 
floculante 

Cámara de 
floculación 

Canales de 
sedimentación 

Clarificador 

Cloración Almacenamiento Distribución 



Desinfección de los sistemas de agua en 
la industria farmacéutica 
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