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TEMA
Correlacion de suspensiones estandarizadas de microorganismos por el ﬁ*yio
turbidimetrico vs escala de Macfarland realizado en el periodo Nov. 2009- @en el

area de microbiologia de el departamento de andlisis de toxicos y edj@ os de la
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OBJETIVO GENERAL

e Determinar mediante los métodos turbidimetrico vs escala de Macfarland a que valé‘yse

obtienen mejores resultados en el analisis (absorbancia y tramitancia) do

Q

e Conocer el comportamiento de las muestras ensayadas por la (‘n)ﬂu cia de pardmetros

OBJETIVOS ESPECIFICO

como longitud de onda y tamafio de particulas. @

e Establecer diferencia entre equipos utilizados @ensayo espectronic 20 y
espectrofotometro Uv a través de los resultadog o S
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INTRODUCCION
Las suspensiones de microorganismos son utilizadas desde los afios setenta, para la época eran

utilizadas en pruebas de difusion por disco. Alexander Fleming fue el pionero en utilizar
suspensiones de microorganismos cuando trabajaba con la penicilina en los afios cincuenta. En

ese tiempo, habia tantos procedimientos diferentes en uso como microbiologos.

Los doctores Bauer, Kirby, Sherris y Turck probaron minuciosamente todas las ﬁ‘b?es
involucradas en el proceso, tales como los medios de cultivo, la temperatura ya or del
agar. En 1966, ellos publicaron su estudio cimero describiendo la prue a@& usa en la

actualidad.

Actualmente se consideran dos métodos para la preparacion de ind } suspension directa de
colonias y fase logaritmica de crecimiento sin embargo solo @odo de suspension directa
de colonias provee resultados precisos para ciertos organisigoNEn ambos métodos, la turbidez

de la suspensién debe ser estandarizada considerande | a de McFarland

El presente estudio plantea la necesidad de wiir los parametros que influyen en la
prepararacion de suspensiones de mi ismo, considerando lo anterior que dichas
suspensiones son utilizadas como de referencia “Estandares” en cultivos para

establecer la eficacia, pureza o pot e medicamentos ensayados

Lo anterior se sustenta en que la suspension de microorganismos es uno de los

principales item de refgrenda para cuantificacion en microbiologia , existen factores como
motilidad de el crorganismo, tamafio de las particulas, calibracion del equipo
espectrofoto et Ilzado indice de refraccidn de la solucion utilizada para la preparacion
de la suspe Kque deben ser tomadas en cuenta para establecer la exactitud de el numero de
colonla C presentes en dichas suspensiones que permitan establecer un recuento lo mas
exa sible a fin de considerar el minimo margen de error en resultados reportados en

ensayos de medicamentos

MARCO TEORICO
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CUANTIFICACION DE MICROORGANISMOS
La metodologia para la cuantificacion de microorganismos en microbiologia suele estar
apoyada de métodos instrumentales, que permitan la veracidad del contenido de unidades de

bacterias viables presentes para establecer la correlacion con muestras para ensayos que asi lo

requieran.
Los métodos mas frecuentemente utilizados son: ej\)
Medida de el numero de individuos o células ‘Q

- Métodos Directos 0

a) Contador electrénico de particulas (contador de Coulter)

b) Mediante microscopio (cAmaras de recuento de Newba¥ef, xdmara de recuento de

Petroff- Hauser). Q)
- Métodos Indirectos &
a) Recuento de viables O
b) Recuento de totales. ( ,
Medida de la masa celular. e O

- Métodos Directos
a) Determinacion de el pe%%do

b) Determinacion de

c) Determinacié
d) Determinacio
- Métodos | dir@%
a) .h%de de consumo de nutrientes o de produccion de algin metabolito por unidad
e tiempo

un componente caracteristico

Turbidimetria (densidad optica).
bi) Espectrofotémetro

bii) Nefelémetro
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MEDIDA DE EL NUMERO DE INDIVIDUOS O CELULAS
Métodos Directos:

Contador electronico de particulas (contador de Coulter)

Se hace pasar una suspension microbiana por un tubo capilar, entre los dos polos de una
corriente eléctrica. Cada vez que por un orificio (30 um didmetro) pasa una particula (p. ej.,
bacteria) se interrumpe la corriente, lo cual es recogido por un dispositivo de iSpro
electrénico, que detecta el nimero y el tamafio de las particulas que van pasanqid marfio
detectado es funcién de la intensidad del pulso de voltaje al paso de la particudg) yiene como

desventaja que hay que usar suspensiones absolutamente libres de jcula% extrafias (las
pequefias serian contabilizadas erroneamente como bacterias, y las (r‘eio pueden obturar el

orificio del aparato). @

Céamara de recuento de Petroff-Hauser:

Consiste en un portaobjetos especial con una graduac@e superficie y unas medidas muy
concretas:

« Excavacion con 0.02 mm de profundidad;

« Areade 1 mm? dividida en un reticu @cuadrados grandes;

« Cada cuadrado grande esta subdivje su vez en 4x4 = 16 cuadrados pequefios.

« La muestra se distribuye e%— 400 celdillas (cuadros pequefios).

La muestra, una vez dis @e tre el porta y el cubre, se deja reposar sobre la plataforma
del microscopio dura s minutos, y se cuenta el niamero de células en varias celdillas
(normalmente en J?quwalentes a uno de los cuadros grandes). Se anota el nimero n de
células ob.s&s
establecer; x
4 n x 25 x 50 x 1000 = concentracion en células/ml.

n esas 16 celdillas. Entonces, la concentracién celular es facil de

ica tiene como ventaja es un método muy rapido su desventajas esta en ser aplicable
(inicamente a suspensiones relativamente concentradas (>10x10° céls./ml). Por debajo de este
valor el numero de células vistas en el campo del microscopio es muy pequefio y poco
significativo estadisticamente. En bacterias moviles, hay que inmovilizarlas previamente, con

una mezcla de alcohol y agua.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICRAGUA.UNAN-LEON Pag. 7



Correlacion de suspension de microorganismos

Facultad de Ciencias Quimicas Carrera de Farmacia

Métodos Indirectos

Recuento de viables en placa:

Conviene contar las células vivas, (Una célula se define como viable cuando, colocada en un
medio adecuado, es capaz de dividirse y dar descendencia). EI método habitual de lograr esto
es sembrar pequefias alicuotas de diluciones adecuadas de un cultivo original sobre placas de
Petri con medio sélido (con agar). Cada célula viable dara origen a una colonia visible s
del tiempo adecuado de incubacion. Contando las colonias visibles, teniend% ta la
dilucion de la que proceden y el volumen de alicuota utilizado, es facil d dw mero de

celulas viables en la suspension original.

Recuento sobre filtros: (\//

Se usa para suspensiones diluidas de bacterias. Se hace pasar un lumen de suspension a
través de una membrana de nitrocelulosa o de nylon estéyf on un didmetro de poro que
retiene las bacterias pero permite el transito de sustapci steriormente, el filtro se deposita
sobre la superficie de un medio de cultivo solido.gLas &plonias se forman sobre el filtro a partir
de las células retenidas. Dichas colonias se c&an, deduciéndose la concentracion original de

viables en funcion del volumen de suspe@ e se hizo pasar por el filtro.

MEDIDA DE LA MASA CELULAR

El recuento de mlcroorganlsﬂx%(unmon de la masa celular contenida de bacterias
I

formadoras de colonias p ecerse por:

- Métodos Directos: tos métodos se requieren preparaciones limpias, sin particulas

extrafas. %

1) Determi \pdel peso humedo:

El procef#ayiento consiste en tarar un tubo de centrifuga; se centrifuga el cultivo y se elimina
el sopfeMadante; se determina el peso del sedimento. Esta técnica muestra inconvenientes por
el error que incluye debido al liquido intercelular retenido, cuya cuantia depende a su vez de la

forma y tipo de agrupaciones de la cepa, intensidad del empaquetamiento
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2) Determinacion del peso seco:

Esta tecnia se basa igual que en la determinacion de el peso humedo, difiere en que el
sedimento formado se seca antes de ser pesado (105°C, al menos por 8 horas), hasta peso
constante. Las medidas de peso seco suelen representar el 10-15% de los valores de peso

himedo.EI método muestra inconvenientes puesto que requiere mayor tiempo,

Y
do@

4) Determinacién de un componente caracteristico: peptidoglucano, AD Q\l proteinas,

aproximadamente 1 mg de peso seco equivale a unas 5x10° bacterias.

3) Determinacion del nitrégeno total: técnica de micro-Kjeldahl.

ATP, clorofilas en organismos fotosintéticos, se suele usar en bacterias,para las que otros
métodos més faciles dan errores debido a que forman grumo;i ispersables, crecen en

filamentos, etc. Se emplean en determinaciones de crecimien mbientes naturales.

- Métodos Indirectos:

1) Medida de consumo de nutrientes o de produc de algun metabolito por unidad de
tiempo. Ejemplos: consumo de oxigeno (QO;) y comsumo de carbénico (QCO,), determinados
por el respirébmetro de Warburg. Permite@é
acidos por las bacterias. (b

er el recuento en funcion de la produccion de

2) Métodos turbidimétricos (éﬁf& n muy usados en la practica cotidiana del laboratorio.
La base comun de estos l@s

transmitida a través cultivo bacteriano. Recordemos aqui que las suspensiones

consiste en la medicién de la cantidad de luz dispersada o

bacterianas dlsper%a uz, al igual que cualquier particula pequefia suspendida en agua

(efecto Tyn II)@

del cultlvo

ispersion de la luz es, dentro de ciertos limites, proporcional a la masa

a) rofotometro Este aparato es de uso habitual en cualquier laboratorio de
Micr@biologia o Bioquimica. Mide la densidad Optica (D.O.), es decir la absorbancia (una
medida de la luz transmitida a través de la suspensién). Por supuesto, hay que realizar una
curva estandar para relacionar los valores de A con la masa bacteriana en una muestra

problema;
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La cantidad de luz dispersada es proporcional al cociente entre el tamafio de la particula y la
longitud de onda incidente; la sensibilidad de la técnica aumenta pues a longitudes de onda ()

cortas. La proporcionalidad entre A y masa bacteriana sélo es valida para >10"céls/ml.

b) Nefelémetro: Es un aparato similar al anterior, pero el dispositivo sensor esta situado en
angulo recto respecto de la direccion de la luz incidente, y lo que se mide es pues)l)
dispersada directamente por la preparacion. Posee mayor sensibilidad

espectrofotometro 00’

ESCALA DE MCFARLAND

En 1907 Both Macfarland introdujo el el primer estdndar dg turBidez para uso en
bacteriologia, utilizando una suspension que contenia una (1'3 de sulfato de bario
preparado con una mezcla de acido sulfurico, asi mismoge8xpresaba que para un bacilo
presente @(

En 1913-1914 — 1919.1920 Brown. Expreso fqu nimero determinado de bacilos
contenidos en una suspensién de diferentes espe de microorganismos tiene una densidad
oOptica diferente. En 1914-1915.Brown er& acién con Kirwan ratificaron lo expresado

Posteriormente Macfarland y Brown que los resultados de la determinacion de la

opacidad de una numero de b ml% en ser utilizados para un conteo, esta observacion
turbidimetrica permitio mejo& ica que se utilizaba que establecia hacerlo a simple
vista, cuando los méto mtroduudos en uso de rutina en bacteriologia se describieron
las leyes fisicas de las luApdra el traspaso de las suspensiones.

Mie en 1908 trghgf® ®n la teoria que permitia establecer la luz de las particulas, algunos
interesados fferaron una revision de dicha teoria. Los diferentes laboratorios
determinargn ¥los valores de referencia de células en suspensiones de opacidad estandar
em?para establecer un conteo preliminar en suspensiones bacterianas teniendo una

opacidad optica y no a simple vista.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICRAGUA.UNAN-LEON Pag. 10



Correlacion de suspension de microorganismos

Facultad de Ciencias Quimicas Carrera de Farmacia

En 1953 la WHO, compuesta por los expertos del comité de estandarizacion bildgica |,
establecieron las preparaciones internacionales de referencia para la opacidad las que fueron
recomendadas por Maaloe 1955, estas preparaciones de referencia fueron utilizadas para

estimar la opacidad de las suspensiones bacterianas y no a simple vista.

Muchos laboratorios remplazaron la estimacion a simple vista por varios instrumentos Qt})o

fotoeléctrico, algunos problemas que sucedieron permitieron el refinamiento deH QCNiga para
introducir una conexién de algunas herramientas establecidos por@v ferencias
internacionales de opacidad lo cual también necesito la discusion dﬁ%@ 0S por errores
que se presentaban al estimar o determinar la opacidad en funcién del tiempo,

mitida a través de una

Ciertos puntos fueron enfatizados cuando se considero que la |

O

250

Turbidity Units
z w
s ]
i |

3
+

50

L 1 1 1 ]
1 2 3 4 5 6 7 8 91
McFarland Standord
FiG. 1. Relarionship of McFarlands standard to
Roessler-Brewer turbidity units.
y

En trabajos microbioldgicos e inmunolégicos, las suspensiones son generalmente densas y en

muchos los casos se deben diluir para la medida satisfactoria. En cambio, laboratorios del
control en el alimento (azUcar, cerveza, vino, jugos de la fruta citrica, etc.) y (las fibras

sintéticas, los polimeros, las lacas, etc.) las industrias quimicas se refieren a turbiedades muy
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débiles. Investigaciones en la contaminacion atmosférica, el tratamiento del agua y de las
aguas residuales, o pesos moleculares de proteinas y otras macromoléculas, implican

generalmente el estudio de soluciones o suspensiones de relativamente turbiedad baja.

Varios compuestos idnicos tales como bario sulfato, carbonato de calcio, y cloruro de plata se
han utilizado durante muchos afios para la turbiedad de estandares. Las arcillas se han
utilizado extensamente como la caolinita, bentonita, illite, y fuller estos compuestos son
generalmente insatisfactorios porque las suspensiones deben ser sacudidas con frecuencia, el

tamarfio de particula cambia con tiempo, o la turbiedad es afectada por la luz.

N
Photometer Scattered FIGURE 7.5
light .
N ? / g Comparison of arrangement of the optica!
T r \ 1/ components of a photometer and nephelamede-,

R P g 21 The greater sensitivity of the nephelometar

————— O i . ) .

| SIS depends on its measuring scattered light rater

N T L ; Light-sensing ~ than residual unscattered .ight.
Light source Filter oy photoelectric
Collimating Bacterial tube
lens suspension

Nephelometer

//—_’: P

Q ———>= Unscattered light
i

. s
Light source
Collimating

for

Light-sensing
photoelectric tube

AN

El negelometro fotoeléctrico descrito por richards-John en 1933 para estimar al densidad de

An?on?s de Richards-Jahn del nefelometro fotoeléctrico.

poblacién de M.O contenidos en suspensiones que presentaban muchos problemas de
desviacién y adaptacion, sin embargo el principal problema que se presento fue la calibracién
del instrumento utilizando un M.O especifico en condiciones que pudieran determinarse

seguido de los ciclos de crecimiento que no podian ser establecidos en el nefelémetro siendo
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necesario mencionar las consideraciones acerca del tamafio y citologia de las células durante
estas fases.

El primer paso para determinar la calibracion fue establecer una relacion entre las suspension
y el numero de organismos que podian absorber la luz .

Richard y Janh establecieron que la luz absorbida (por las células en suspension) es

directamente proporcional al nimero de células aparentemente esto solamente fue una d

arcial. H
P 0‘0

200
W T T T T T TTT] v
g AR coli -known diluticasct 24 hour 4
% cuthure H. . / lw'_: /\)
70 #Ba30, - sams % dilution a5 above. o Mo E
suspension of same
Em 1 as culture &, |- EDE. ’
=R w: 100 2
Bon | oo =
570 T E
%20 == | P
— >
] P 1a)
glﬂl - — z0
0 h 0

485 465 445 425 405 385 365 345 325 305 285 265 245 225 205 185
Nephelometer readings - microamperes

Fi1a. 1. RELATION BETWEEN LIGET ABSORBED AND CoONCENTEATION oF CELLS
(or ParTicLEsS) 1IN VairRloUs DILUTIONS OF STANDARD SUSPEN-
S10NE OF B. coLl AND oF BariuM SULFATE

En la calibraciéon del primew nefelometrico fue necesario establecer el rango de
concentraciones utilizal siones bacterianas y de sulfato de bario estableciendo puntos
criticos de relaciones establecer un numero de relacion total lineal estrictamente en
funcion del vqumG:y de las células en funcién de las particulas, cuando la luz absorbida
cambia en L@equivalente cerca de cien millones de bacterias de E. coli por ml y en el
cual el & Mtre estas lineas es el mismo para muchas bacterias y sulfato de vario.

Est?gnpliciones pueden ser ilustradas como se muestra para obtener la relacion entre una
suspapsion de bacteria E.coli y sulfato de bario, la suspension bacteriana después de 24 horas
contenido en un caldo de cultivo contiene aproximadamente 200 millo de células por ml
determinadas por conteo en placas. La relacion entre la absorcion y la refraccion de la luz de

las particulas como un fendmeno fisico fueron descritas por Smith 1932-1932.
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En la microbiologia, las normas de McFarland se utilizan como referencia para ajustar la
turbidez de las suspensiones de bacterias de modo que el nimero de bacterias sera dentro de
un rango determinado.

Estabilidad de estdndar de sulfato de bario

Un kit de estdndares de McFarland de sulfato de bario (No. 2 y 3) preparados y posteriormente
sellados los tubos de vidrio en caliente en Mayo de 1952 se compararon
espectrofotométricamente en un espectronic20 a 530 nm con estandares recientemente e
idénticamente preparados en 1972. Ambos fueron agitados a fondo en un mezclador del
vortice para determinar posteriormente los porcentajes de valores de la transmitancia y de
absorbencia en la cual se determino que eran casi idénticos. Aunque los estandares Gltimos

mostraron mayor turbiedad en comparacion espectrofotométrica

Los datos sugieren la estabilidad prolongada de la solucion dentro de tubos de cristal en los

cuales se sueldan en caliente y se almacenan a temperatura ambiente en la obscuridad

TaBLE 1. Spectrophotometric comparison of barium
sulfate standards prepared in 1952 and 1972

Barium sulfate standard
v McFarland no. 2 McFarland no. 3
ear pre-
pared
Percent Absorb- Percent Absorb-
trans- trans- ance
mission ance mission
1952 36.6 0.43 29.3 0.52
1972 38.1 0.42 26.0 0.58
. A
Tabla 2

La frecuencia con qué un estandar fresco debe ser preparado no se ha establecido. Segun
reglas propuesta por la Agencia de Medicamentos y Alimentos de los E.E.U.U., el estandar del
sulfato de bario recomendado para pruebas de difusion en disco deben ser recién preparado
mientras que se deja tentativamente para estandares de susceptibilidad antimicrobiana de disco
las que fueron recomendadas por el comité nacional para laboratorios clinicos de estandares
gue especifican que un estandar fresco de turbiedad puede ser preparados en intervalos de seis

Meses
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TURBIDIMETRIA.
Cuando se hace incidir una fuente de radiacion electromagnética, como por ejemplo la luz de
una bombilla, la energia radiada a la suspension es disipada en parte por absorcién, y en parte

por reflexion y refraccion, mientras que la restante es transmitida.

Mediante la aplicacion de la ley de Lambert — Beer es posible determinar el valo(‘yla

concentracion de una solucién en base a la relacion entre la energia emitida por eyla

absorbida por un cuerpo. Es posible medir asi con la ayuda de un espectrof tc’@r’ arelacion
d

entre la energia emitida y la energia absorbida por la muestra medi icion de los

valores de transmitancia y absorbancia. (\)

La ley de Lambert — Beer establece que:
A=-log (T)=K.b.c

Donde: 60
A : Valor de la absorbancia.
T : Valor de la transmitancia. 2 O

k : Constante de absortividad.

b : Ancho de la cubeta donde se en %

C : concentracion de la muestgé\%

De esta forma, como k on constantes para diferentes muestras de una misma sustancia a
concentraciones d@ntes, es posible establecer que la absorbancia en funcion de la
concentrag @ser una linea recta que pasa por el origen. Utilizando este principio es
posible %ﬂda de un espectrofotometro determinar el valor de la concentracién de una

muWesconocida a partir de una curva de calibracion de absorbancia en funcion de la

concaptracion.

En el caso de una suspension, realizar un andlisis de la concentracién con ayuda de un
espectrofotometro implica el control de ciertas variables que pueden alterar los valores de

lectura.
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Cuando bajo ciertos &ngulos se hace incidir una radiacion electromagnética, debido a las
particulas en suspension se producen reflexiones de radiacion que afectan y hacen perder un
porcentaje de radiacion, y por lo tanto se altera la lectura de transmitancia y absorbancia.

La energia dispersada por la fase dispersa de una suspension es la base del anélisis
nefelométrico. De igual forma la relacion de la energia transmitida a través de la fase dispersa

como funcién de la concentracion de esta fase es funcién del analisis turbidimétrico.

Es posible de esta forma aplicando la ley de Lambert — Beer determinar la concegiragton de la
fase dispersa de una suspension. Un ejemplo de la aplicacion de s@blisis es la

determinacion de la concentracion de suspensiones diluidas de sulfato

ESPECTROFOTOMETRIA ‘/\)
Los usos analiticos de la espectrofotometria en la zona del wi '@ultravioleta son muchos y
muy variados.

Cuando un compuesto o ion capaz de absor le colocado en una celda en un
espectrofotdmetro, cierta cantidad de luz monocrgéiita seré absorbida por dicho compuesto

y el resto saldra de la celda para ir @ i@r sobre el fototubo que la detectard. Este
comportamiento es aprovechado para cer la concentracion de los compuestos. La
transmitancia, T, de una disoluciég@ine como la fraccion de la intensidad o de la fuerza

de la luz incidente, Po, que se verdaderamente a través de la disolucién. En donde P

es la intensidad de la lu de la muestra.
=—0T=100
Po \Po)

La absorbgr&@ie una disolucion es la luz que absorbe, no la que se transmite, y se define

como: :
A =nlogT = log —

La I8y de Beer (también conocida como la ley de Bouguer-Beer o de Lambert y Beer)
establece que: a una longitud de onda dada, la absorbencia es proporcional a la concentracion
de la especie absorbente en una disolucion, como lo indica la siguiente ecuacion.

A =1zbc
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En donde b es el recorrido del haz de luz en la celda, ¢ es la concentracién (moles/1) y la
constante de proporcionalidad es la absortividad molar, Su valor numérico depende de las
unidades que se usen para expresar b y c. Si b esta dada en cm y ¢ en moles por litro, se le
denomina coeficiente de extincion molar o absortividad molar y recibe el simbolo de e. Si la
concentracion se da en g/1, solamente se llama coeficiente de extincion o absortividad y su
simbolo es "a" Desviaciones de la ley de Beer. Una gran cantidad de compuestos abso(ﬁ‘p)e
siguen bastante bien la ley de Beer en soluciones diluidas, pero en algunas @a las
absorbancias varian en forma no lineal respecto de la concentracién. Este,c % miento se
conoce como "desviacion de la ley de Beer". Para trabajar estos sistem lere una curva
de calibracion, trazada con valores de muestras de concentracion }ir;u , de este modo se

puede conocer el intervalo de concentraciones en el cual la relacig eal.

Se debe tomar en cuenta que las desviaciones con resp a sta ley pueden tener causas
diversas: por muestras muy concentradas o muy dilyid variacion del equilibrio quimico
de la sustancia que absorbe y por limitaciones del instRumento utilizado. Para tener el minimo
de problemas con las desviaciones, se recom da trabajar en el intervalo de concentraciones
de 102 M a 10'6 M. Si se utiliza una té oco reconocida, hay que cuidar el equilibrio
quimico poniendo especial atencion uerza ionica y en el pH del sistema, ya que hay
muchos compuestos croméfor tos que presentan equilibrios parciales, en estos casos

hay que agregar un exceso@ 0 para desplazar el equilibrio hasta la formacién del

complejo con mayor #§ e coordinacion. También existen problemas causados por los

equipos, como las r |aC| es reflejadas dentro del aparato que llegan al detector, los cambios
de sen5|b|I|d ctor y las fluctuaciones en la corriente eléctrica que provocan cambios

en la intens la radiacién y por ende modificaciones en la lectura registrada.

Un 0 m importante es que las mediciones espectrofotométricas s6lo son confiables con
valorgs intermedios de absorbancia, aproximadamente entre 0.187 y 0.824; 0 en % de T, entre
15 y 65; si se requiere, se puede ampliar esta escala hasta 80% de 7, pero entonces se aumenta
el error fotométrico (valores de absorbancia para un espectro de un solo haz, utilizando la

grafica de Ringbom. Servicios Centrales de Instrumentacion, 1983.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICRAGUA.UNAN-LEON Pag. 17



Correlacion de suspension de microorganismos

Facultad de Ciencias Quimicas Carrera de Farmacia

CELDAS

La celda es un deposito transparente especialmente disefiado para contener la disolucion de
prueba o el disolvente de referencia (blanco) durante los estudios espectrofotométricos.
Existen celdas o cubetas de diversos tamafios y formas apropiadas para los diferentes tipos de
espectros comerciales

Las celdas mas comunes para medir espectros en la region del visible-ultravioleta/‘S)ﬁn
fabricadas con cuarzo y tienen un paso de luz de 1.0 cm. Las celdas de vi%' 0 son
apropiadas solo para mediciones en la region del visible, ya que ab o%’ radiacion
ultravioleta. Generalmente las celdas son cuadradas con dos lados espaekilagoS, pero las hay

cilindricas en forma de tubo de ensayo para ser utilizadas en el Spegﬂnic

Existen celdas de flujo que permiten la circulacion continua de(dna 'disolucion a través de la

cubeta son utiles para medir la absorbancia de disolucj ue fluyen de una columna

cromatogréfica , celdas térmicas con recirculacion de @ algdn liquido que fluye en una

camisa para mantener el contenido de la celda a I§ temBeratura deseada.

Las caracteristicas de transmision de las gel varias longitudes de onda son en funcion de

los materiales de fabricacién. Por ejempl idrio pyrex transmite en el intervalo de los 320

a los 500 nm. \@
<5

Celda cilindrica para
flujo constante

Sl

Celda normal
con tapa

Microcelda tipica con
tapa

s Celda
cuadrada
para flujo
constante
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SUSPENSIONES NORMALIZADAS O ESTANDARIZADAS

La estandarizacion de las suspensiones de microorganismos proporciona una metodologia de
trabajo que facilita la obtencion de los resultados esperados. Normalmente, la farmacopea para
ensayos de recuperacion microbiana en presencia de productos (validacion de la esterilidad o
grado de contaminacion) indica que se siembre un nimero determinado de microorganismo
de cultivos recientes.

PREPARACION DEL INOCULO. e @

Un in6culo corresponde a una cantidad suficiente y representativa de m, o ﬁna. Si la
muestra no es pura se aplicaran distintos métodos para el aislamiento, s ﬁrvna estd en la
cantidad de microorganismo sera necesario preparar un inéculo cgn elYfin de obtener una

cantidad microbiana suficiente y representativa para obtener resu iables.

METODOS DE INOCULACION O SIEMBRA
El paso de una muestra microbiana a un medio de culti\é omina Siembra o Inoculacion.
El paso de una muestra de un medio a otro se den@ iembra.

Siembra de inoculo en medio liquido:

Con asa de siembra se adiciona al medioait@ﬂa.

Con pipeta se vierte agitandose hasta 52 geneizacion.

Con hisopo o escobillon igual gue
Siembra de inoculo en medi i

Siembra de In6culo e

asa de siembra.

Técnica de Barpyg¥3a ello en el medio se cultiva previamente fundido en tubo se le afiade el

indculo, SON niza, se vierte en la placa Petri y se deja solidificar. Se utiliza para la
determi@de CML.

Siemzra de Muestra Liquida en Placa con Asa de Digralsky: Consiste en distribuir la
muestra de manera uniforme por la superficie del medio de cultivo contenido en la placa. Para
ello adicionamos al medio s6lido un indculo liquido con la pipeta graduada, y posteriormente

se extiende con el asa de Digralsky. Se utiliza para el recuento de viables y antibiogramas.
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Siembra por Agotamiento o Aislamiento en Estria: Se tomara con el asa de siembra una
cantidad adecuada depositando el indculo en uno de los extremos superiores de la placa, se
realizardn movimientos en zig-zag sin levantar el asa hasta concluir la siembra en toda la

placa. Ver anexo 1

Siembra por Agotamiento:

Aislamiento en estria multiple. Se toma el indculo y se deposita en el extremo (lf:)r,
extendiéndose en la parte superior solamente. Flameamos y giramos ligera a placa
continuando con el proceso anterior. Repetimos la operacion 4 0 5 vecég. sultado son

colonias cada vez méas separadas como consecuencia de que cada VEASE Van arrastrando y

separando mas la muestra. (\)

Técnica de los Cuatro Cuadrantes: Con un rotulador divjey la placa en 4 cuadrantes

iguales. Con el asa extendemos por cada cuadrante el in aciendo zig-zag sin flamear.
Finalmente observaremos como en el dltimo cu colonias se encuentran aisladas o

separadas.

Técnica de los 3 Giros: Se rotula la pla@ma analoga con el asa de platino y se siembra
por estria la mitad superior de la pla flamear giramos 90° y volvemos a sembrar (asi

hasta 3 veces). Esta técnica no gs lizada. Ver anexo 2

Técnica de Siembra porRil

Se dispondra de una b3 de tubos y se adicionarad una cantidad de muestra conocida en el

primer tuvo, hom eizamos diluimos en los siguientes tubos hasta obtener la dilucién

[ ]
extendew
recQntamos

Siemra del Inéculo en Tubo:

deseada. Un%? izada la dilucion (ej. 10-3 y 10-4) inoculamos en placas de cultivo y
| asa de Digralsky. Incubamos a la temperatura precisa durante 24 horas y

Siembra por estria en tubos con medio s6lido inclinado: Con el asa de siembra se afiade al
tubo una cantidad de muestra realizando movimientos ascendentes en zig-zag. Este método es
utilizado para conservar cepas durante largos periodos, asi como para la realizacion de ciertas
pruebas bioquimicas.

Siembra por Picadura:
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Con hilo de siembra introducir el asa en el medio de cultivo hasta el fondo en la zona central
de este. Se utiliza en la siembra de cultivos semisolidos.

MEDIOS DE CULTIVO.

El medio de cultivo es la combinacion solida o liquida de nutrientes y agua, usualmente
incluye sales inorgénicas, carbohidratos, vitaminas y aminoécidos. A menudo se denomina

medio basal y puede ser suplementado con algin regulador de crecimiento y ocasiona("g)te

con otras sustancias varias. H

Los nutrientes son esenciales para el crecimiento y desarrollo de | I@sin agua y
nutrientes minerales una planta no puede vivir ni in Vitro ni in vivo. se debe afiadir
azucares al medio de cultivo, ya que las plantas (o sus fragmen 0 'son completamente
autotroficas cuando se desarrollan en estas condiciones. @

MEDIOS SOLIDOS '&

Medio sélido es todo aquel que contiene un age@@came. La dureza del medio depende

principalmente de dos factores:

1. Agar: es una mezcla de polisacéridosﬁ s de un alga marina. Tiene una elevada masa

molecular, tiene la capacidad de hi y formar una red. El agar interactia con los

componentes nutritivos del m dic@a‘lr se funde a altas temperaturas (100 °C), Solidifica

alrededor de los 40 °C y no s@ con la luz .Generalmente se utiliza a una concentracion
)

de 0,6 — 1% .El princip @

2. Gelrita: es un heterop®Hsacarido anionico natural producido por una bacteria, que forma

acon este gelificante es su elevado costo.

geles semejante r .se puede usar a una concentracion de 0,15 — 0,30 %. Los geles de
gelrita son& mente mas claros que los de agar, y también cuajan méas rapidamente .El
elfit

coste de

Yy

a es menor que el del agar.
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Medios Naturales o Complejos:

Constituidos por sustancias complejas de origen animal o vegetal, las que son usualmente
complementadas por la adicion de minerales y otras sustancias. En ellos no se conocen todos

los componentes ni las cantidades exactas presentes de cada uno de ellos.

Medios Enriquecidos:

Algunos microorganismos no son capaces de desarrollarse en medios de culp'u?/ ales.
Para cultivarlos necesitamos afadir sustancias altamente nutritivas como4gaNgre, suero,
extractos de tejidos animales. Estos medios son los medios Qﬁjos, y los

microorganismos que crecen en ellos son microorganismos exigentes o Tgstidiosos. Ejemplo:

agar-sangre. e‘;\)

Medios Selectivos:

Contienen uno o varios compuestos que inhiben el tento de un determinado tipo de
microorganismos y no afectan a otros tipos. Ej{: EfNgristal violeta inhibe las gram +. Otra
manera es modificar la fuente de carbono; SI' sustituimos la glucosa por maltosa,

seleccionamos aquellos microorganismo de digerirla.

Medios Diferenciales: ;‘b‘

Contienen distintos compues icos o indicadores sobre los que determinados

microorganismos adquig ciones especificas o reaccionan de una manera determinada.

Ejemplo: Agar levine tieRe’colorantes especiales (eosina y azul de metileno) que nos permiten
diferenciar a la ias que viven en el medio. Escherichia coli forma colonias de color

verde clar@, s que enterobacter forma colonias de color rosa salmén.

Mediosﬂ;ctivos y Diferenciales:

Eje . Agar Mac-conkey tiene cristal violeta y sales biliares. Es un medio especifico para
enterobacterias. Cristal violeta inhibe a las gram +. Las sales biliares hace que sélo se
desarrollen las gram - que puedan tolerar estas sales; las enterobacterias. El indicador es el
rojo neutro, que es rojo a pH &cido e incoloro a pH basico. Como fuente de carbono se utilizan

peptona y lactosa.
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Se usa para detectar E. Coli y Salmonella. E. Coli es tolerante a la lactosa. Al digerirla, libera
acidos, por lo gque se crea un medio acido y el indicador se pone rojo. Salmonella no tolera la

lactosa, por lo que no formara acidos y formara colonias incoloras.
COMPOSICION Y PH DEL MEDIO DE CULTIVO

Existen varios métodos para valorar la actividad antimicrobiana, pero en todos se rgifleyla
inhibicion del crecimiento del microorganismo estudiado cuando se afiade el gakj biano
quimico al medio de cultivo. En estos casos, la composicién y el pH del medi en influir
en los resultados. EI medio puede contener sustancias que se oponga ﬁg accion del
compuesto en estudio; por ejemplo, la timidina o el &cido parasaminobenzoico en

concentraciones  elevadas interfieren con la  activid las  sulfamidas.

Muchos antimicrobianos quimicos son acidos o bases dé@su solubilidad en los lipidos
aumenta cuando se encuentran de forma ionizada. El 1 Buye sobre el grado de ionizacion
y, por tanto, en su solubilidad en los lipidos y, enfulti p¢a‘mino, en su efecto antimicrobiano.
Por el contrario, las bases débiles como los aftibidticos aminoglucdsidos, por ejemplo
estreptomicina, neomicina o gentamicina'@@s activos a los pH ligeramente alcalinos

MEDIOS DE CULTIVO (bi
Almacenamiento de los Med&%ﬂtivos: Los medios de cultivo deshidratados se deben
j

almacenar en envases sellad las condiciones que sefiale el fabricante. Generalmente se

almacenan en un lug go (entre 15 y 25 °C), con poca humedad y protegidos de la luz

solar directa. Nunc deben almacenar cerca de autoclaves, hornos, ni otra fuente de calor o

vapor. \@

Los me(yﬁ%ultivo deshidratados se deben descartar cuando se hidraten o decoloren.

Unz%?due el medio de cultivo ha sido preparado y esterilizado se debe almacenar entre 2 y
8°C, "a menos que el medio requiera alguna condicidon diferente. Se deben mantener en
recipientes bien cerrados para evitar su deshidratacion. Cuando se usa tapén de algoddn se

debe colocar por encima una envoltura de papel (Craft).
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Precauciones en el manejo de medios de cultivo:

Evitar la apertura de los medios de cultivo, s6lo cuando sea estrictamente necesario.
Controlar la temperatura de las estufas de cultivo

Verificar las condiciones adecuadas de oxigeno y/o didxido de carbono

Rotular adecuadamente los medios, el dia y hora

Preparacion de Medios de Cultivos: Los medios de cultivo son una mezcla de él)ue

en concentraciones adecuadas y en condiciones fisicas Optimas, permiten el ¢ re 0 de los

microorganismos. Estos medios son esenciales en el Laboratorio de Mic a por lo que
un control en su fabricacion, preparacion, conservacion y uso egura la exactitud,

confiabilidad y reproducibilidad de los resultados obtenidos

Método de Esterilizacion:

La esterilizacion es un proceso a través del que se p rar la destruccion total de los

microorganismos viables presentes en un deter, aterial. El acondicionamiento del
material (pipetas, tubos de ensayo, placas pet thzas etc. Que seran utilizados en los
laboratorios de microbiologia.

La preparacion de los medios de cu ue seran empleados con diferentes propdsitos
(cultivos de microorganismo, co #&amblente equipo o personal. La autoclave es un
instrumento que permite la e%on por calor tanto de sélidos como de liquidos. La
esterilizacion se realiz @mente a 121 °C, 1 atmosfera de sobre presion durante un

tiempo superior a 15 mi

MICROOR A@%OS DE PRUEBA
Escherlchlx
Reino: Ba&r'a

Filo) obacteria

Clase” Gamma Proteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae

Género: Escherichia
Especie: E.coli
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Escherichia coli ( coli) es quizas el organismo procarionte mas estudiado por el ser humano,
se trata de una bacteria que se encuentra generalmente en los intestinos animales y por ende en
las aguas negras. Fue descrita por primera vez en 1885 por Theodore von Escherich,
bacteriélogo alemén, quién la denomind Bacterium coli. Posteriormente la taxonomia le
adjudicé el nombre de Escherichia coli, en honor a su descubridor. Esta y otras bacterigg son
necesarias para el funcionamiento correcto del proceso digestivo. Ademas produce ihas

BYK N

L A
Las células de E.coli tienen forma de varilla, con aproximadamente 2um de longitud y 0,8um

de diametro. El volumen de un cilindro es de 7 r> h , donde h es la altura del cilindro. La
densidad media de E.coli (principalmente formada por agua) es de 1,1 x 10° g/l. La pared
celular protectora de E.coli tiene un grosor de 10nm. E.coli crece y se multiplicar rapidamente
gracias a la presencia de unos 15.000 ribosomas esféricos (diametro 18nm) en cada célula, que
Ilevan a cabo la sintesis de proteinas.

E.coli, se trata de una bacteria Gram-negativo, Igga-positiva, oxidasa-negativa, anaerobia
facultativa, movil por flagelos peritricos (gu ean su cuerpo), no forma esporas, es capaz de
e IMVIC es ++--.

fermentar la glucosa y la lactosa y su pru Q-,

Shiguella disenteriae @

Reino: Bacteria \

Filo: Proteobacteria @

Clase: Gamma Proteobac®fia

Orden: Enterob %S

Familia: Ef a&a@eriaceae

Género; 'gfa

Fue escubiertas hace 100 afios por el cientifico japones Kiyoshi Shiga, de quien tomo su
nombre, son bastones gram negativos, de 0.3 a 1 um de diametro y de 1 a 6 um de longitud,
que pueden estar solos, en cadenas o de a pares. Son no moviles, no esporulados, anaerobios

facultativos, oxidasa negativo, fermentan la glucosa y otros azucares sin produccion de gas,

Voges-Proskauer negativo y rojo de metilo positivo. No utilizan citrato de Simmons, no
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producen SH2 y son lisina descarboxilasa, arginina dehidrolasa y ureasa negativos . La

temperatura de crecimiento optima es 37° C.

El género esta formado por Shigella dysenteriae es una bacteria con forma de bacilo del
género Shigella,’ habitante normal del tracto gastrointestinal humano y que puede causar
shigellosis (disenteria bacteriana). S. dysenteriae se propaga contaminando el agua(‘}os
alimentos, causando las méas severas disenterias debido a su potente y mortal )ox@ iga

aungue otras especies también pueden ser agentes de disenteria. Shigella e nero de

Staphylococcus aureus 6\)
Reino: Bacteria
Filo: Firmicutes

Clase: Bacilli 6

Orden: Bacillales

Familia: Staphylococcaceae b’o

Género: Staphylococcus (b

Especie: S. aureus

Es un coco que crece agr racimos (de ahi su raiz "Staphylo"), que responde
positivamente a la tingg ram, es aerobio y anaerobio facultativo por lo que puede crecer
tanto en una atmosfgra cOM oxigeno y también sin el mismo, no presenta movilidad ni forma

capsula. Es cata@ itivo y coagulasa positivo.

[ ]
El S. a@n coco inmavil, de 0.8 a 1 micrémetro de diametro, que se divide en tres
plaggs para“formar grupos de células irregulares semejantes a racimos de uvas. En extendidos
de pXis los cocos aparecen solos, en pares, en racimos 0 en cadenas cortas. Los racimos
irregulares son caracteristicos de extendidos tomados de cultivos que se desarrollan en medios
solidos, mientras que en otros cultivos son frecuentes las formas de diplococos y en cadenas
cortas. Unas pocas cepas producen una capsula o capa de baba que incrementa la virulencia

del microorganismo.
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El S. aureus es un microorganismos grampositivo, pero las células viejas y los

microorganismos fagocitados se tifien como gram negativos.

NORMAS DE BIOSEGURIDAD EN CONTROL MICROBIOLOGICO

Durante el trabajo diario de la seccion de microbiologia, se dan situaciones de potenciales
riesgos que varian segun el agente infeccioso y los procedimientos utilizados. Las Normas de
Bioseguridad pretenden reducir a un nivel aceptable el riesgo inherente a la mﬂip ?l&je

material peligroso.

El trabajo en el laboratorio de microbiologia es, como en la mayoria de las s{ra¥’secciones del
Laboratorio Clinico, un trabajo de grupo. La actitud ante las practicas seyras de cada uno de

los integrantes del equipo, determinan su propia seguridad, asi c%‘y}e sus comparfieros y la

de la colectividad del Laboratorio.

Sin embargo, las caracteristicas especiales del trabajo GQccién de Microbiologia, hacen
imperante un Manual que sirva de guia a los micfobi®ggos en su trabajo diario. La formacion
es pues clave en la eficacia de los programas de sedtfidad y ésta debe ser facilitada a todas las

personas gque estan expuestas a los riesg e@oratorio.

Un programa de seguridad gestiona J@v profesionales bien entrenados, con un alto grado de
participacion por parte de los \x s, puede llevar no sélo a una disminucion del numero
de lesiones y enfermeda @ a

de su productividad.

NORMAS GEN LES DE BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO DE
MICROBI C&A

La peligro.:»d\e un agente esta directamente relacionada con el tipo de microorganismo y la
manipulat™®n a la que es sometido. Por ello es basico:

Co?@e’ﬁns agentes, sustancias y productos peligrosos que existen en el laboratorio.

Conocer la metodologia de trabajo del laboratorio.

mbién a un incremento de la satisfaccion del trabajador y

Conocer el equipamiento del laboratorio.
Conocer las medidas a tomar en caso de Emergencia.
Conocer las leyes relacionadas con la Seguridad Bioldgica.

Respetar y hacer cumplir todo lo anterior.
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Para que se produzca un accidente por agente bioldgico deben concurrir basicamente cuatro
elementos:

Un huesped susceptible

Un agente infeccioso

Una concentracion suficiente de éste

Una ruta de transmision apropiada (\)

De todos ellos, el que mejor se puede controlar en el laboratorio es la ruta de tra Jon.

Las rutas de transmision mas comunes en el laboratorio son la aérea y | @lén directa,
muy por encima de todas las demas, aunque la oral, la percutanea y o directo con la
piel 0 las mucosas también son posibles. (\)

TRATAMIENTO PREVIO DEL LUGAR DE TRABAJO Y DE LOS @JMENTOS A UTILIZAR:

El analisis microbioldgico debe realizarse siguiendo estrigta$rormas de higiene por lo que
antes de empezar dicho analisis se limpian cuyi ente los mesones y la campana
microbioldgica con una toalla limpia empapada d@, y posteriormente con alcohol al 70%.

Ademas la campana microbioldgica se es eri@con una lampara de luz ultravioleta, la cual se
deja encendida durante 2 horas. 6

Asegurarse que todas las puertas %nas estén bien cerradas y no permitir el acceso a
personas ajenas al laboratorio. %

El analista debe vestir @mnta adecuada (gabacha, gorro, boquilla, guantes, guantes,

tenis) y estrictamente i

ANALISIS DE CO CION
Es frecuente udiemos sobre una misma poblacion los valores de dos o mas variables

estadist%mtintas, con el fin de ver si existe alguna relacion entre ellas, es decir, si los
can? en una o varias de ellas influyen en los valores de la variable dependiente. Si ocurre
esto §ecimos que las variables estan correlacionadas o bien que hay correlacién entre ellas.
Este tipo de analisis funcione relativamente bien cuando las variables estudiadas son

continuas, sin embargo no es adecuado hacer analisis de correlacion con variables nominales.
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El anélisis de correlacion es el conjunto de técnicas estadisticas empleado para medir la
intensidad de la asociacion entre dos variables. El principal objetivo del analisis de correlacion
consiste en determinar que tan intensa es la relacion entre dos variables, estas pueden ser.
e Variable Dependiente.- es la variable que se predice o calcula. Cuya representacion es
my

e Variable Independiente.- es la o las variables que proporcionan las bases alig el

calculo. Cuya representacion es: “X”. Esta o estas variables suelen ocu@ en el

tiempo que la variable dependiente. E 0

Coeficiente Correlaciéon Formula por Covarianzas y Desviaciones Tipicas
F = XY &
§ SYQO

Siendo: “Sxy” la covarianza de (X,Y)y “Sx, Sy” las desviaciones tipicas de las

distribuciones de las variables independiente y dependiente respectivamente.

Coeficiente Correlacion Form . Poco usada para célculo.

Coeficienté?elacién, Formula por suma de cuadrados. Se usa cuando se dispone de
e

mano que hacen sumatorias y no correlacion.
YOI

[Z xv-L L ]
n

9 9
) & x7 ; O’
R D

calcula

=
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Dispersion de puntos. Es un diagrama de dispersion de punto X Y, el cual es una
representacion grafica de la relacion entre dos variables, muy utilizada en las fases de
comprobacion de teorias e identificacion de causas raiz y en el disefio de soluciones y
mantenimiento de los resultados obtenidos. Tres conceptos especialmente son destacables: que
el descubrimiento de las verdaderas relaciones de causa-efecto es la clave de la resolucion
eficaz de un problema, que las relaciones de causa-efecto casi siempre muestran variaci(*;} y

que es mas facil ver la relacién en un diagrama de dispersion que en una Si la de

nimeros. 0

Segun sea la dispersion de los datos (nube de puntos) en el plano cardsgiano, pueden darse
alguna de las siguientes relaciones, Lineal, Logaritmica, Exponenafal, $uadratica, entre otras.
Estas nubes de puntos pueden generar poligonos a partir @aciones de regresion que
permitan predecir el comportamiento de la variable dependign

El coeficiente de correlacién de Pearson 6

Es un indice estadistico que mide la alineal entre dos variables cuantitativas. A

-z

diferencia de la covarianza, la correlac

de las variables. %
A\

El célculo del coeficie elacion lineal se realiza dividiendo la covarianza por el

earson es independiente de la escala de medida

¢

producto de las desvia estandar de ambas variables:

TxXYy
t'f—";' Ty

Siendo:‘lx

oxy 1§ covarianza de (X,Y)

T =

ox y oy las desviaciones tipicas de las distribuciones marginales.
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El valor del indice de correlacién varia en el intervalo [-1, +1]:

Si r = 0, no existe relacion lineal. Pero esto no necesariamente implica una
independencia total entre las dos variables, es decir, que la variacion de una de ellas
puede influir en el valor que pueda tomar la otra. Pudiendo haber relaciones no lineales
entre las dos variables. Estas pueden calcularse con la razén de correlacion.

Sir =1, existe una correlacion positiva perfecta. El indice indica una dependw tal
entre las dos variables denominada relacion directa: cuando una de ell%penta la
otra también lo hace en idéntica proporcion. 0

Si 0 <r <1, existe una correlacion positiva.

Si r = -1, existe una correlacion negativa perfecta. El indigd indica una dependencia
total entre las dos variables llamada relacion inversa: ¢ na de ellas aumenta, la
otra disminuye en idéntica proporcion.

Si -1 <r <0, existe una correlacion negativ O

Coeficiente de correlacion de Spearman

En estadistica, el coeficiente de corre '(Qe Spearman, p (rho), es una medida de la

correlacion (la asociacion o interdep 1a) entre dos variables aleatorias continuas. Para

calcular p, los datos son orden%mplazados por su respectivo orden.

El estadistico p viene d expresion:

65 D?

=l o
\ 4

donde W erencia entre los correspondientes valores de x - y. N es el niUmero de parejas.

Para

Stras mayores de 20 observaciones, podemos utilizar la siguiente aproximacion a la

distribucién t de Student
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La interpretacion de coeficiente de Spearman es igual que la del coeficiente de correlacion de
Pearson. Oscila entre -1 y +1, indicAndonos asociaciones negativas 0 positivas
respectivamente, O cero, significa no correlacion pero no independencia. La tau de Kendall es

un coeficiente de correlacion por rangos, inversiones entre dos ordenaciones de una

distribuciéon normal bivariante. 6(\)

Determinando la significacion estadistica ‘Q

La aproximacion moderna al problema de averiguar si un val ado de p es

significativamente diferente de cero (siempre tendremos 1 > p > —1)

Una aproximacion alternativa para tamafios de muestra @‘temente grandes es una
aproximacion a la distribucion t de Student. Para tamafios stra mas grandes que unos 20

individuos, la variable p a m
[ =

V(1= p2)/(n—2)

60

Una generalizacion del coeﬂment% earman es Util en la situacion en la cual hay tres o

mas condiciones, varios |nd| observados en cada una de ellas, y predecimos que las

observaciones tendran n particular.

%
&
Yy
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MATERIAL Y METODO

Tipo de Estudio:
El presente estudio es de tipo experimental y comparativo

Area de Estudio:
Los ensayos realizados se llevaron a cabo en el area de microbioldgica del departam de

andlisis de drogas tdxicos y medicamentos de la facultad de ciencias quimigs. @ ajo
Monografico se inicio en el mes de Mayo 2009 , finalizando en marzo de el %

Universo:

Especies de microorganismos referidos para ensayos microb}été}icos (preparaciéon de

suspensiones) en las farmacopeas USP. Britanica, Francesa, ES @a

Muestra: O
. coli. 6
. Estafilcoco aureus

« Shiguella disenteriae to
Unidad de Analisis: %‘\“
Suspensiones de microorgani@Xd studio , soluciones de Macfarland

PROCEDIMIENTO:
Para la realizacig resente ensayo se procedid en el orden siguiente

o
LIMPIE B(MBIENTES

1. iliza el método de esterilizacion por vapor, que consiste en inmersion permanganato
de% en formaldehido dandose la reaccion de desprendimiento de vapores.

2. Se utilizo fenol al 1 %, hipoclorito de sodio 2 % y mezcla hidroalcoholica al 70 %

principalmente para la limpieza de las mezas, incluyendo también las paredes y el piso.

LAVADO CRISTALERIA
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Una vez descontaminados en el autoclave la cristaleria utilizada, luego depositamos en una
tina que contiene agua con cloro y jabon liquido dejandolos por 24 horas, después se pastean y
enjuagan con abundante agua para quitarles completamente el jabon y se dejan secar a

temperatura ambiente.

ESTERILZACION DE MATERIALES Y CRISTALERIA
Se empaca las cajas o plato petri y pipetas , se colocan en el horno por 2 horas al Q@la

seca) 0
En la esterilizacion de vestimenta para introducirse al area de siem a@ ensayo se

envuelven en papel aluminio las gabachas, gorro, boquillas y ¢ ra llevarlos al
autoclave a una temperatura de 121°c por 15minutos. (\)
ESTRILIZAR MEDIOS DE CULTIVO @

Se distribuye en cada elenmeyer el medio en voliumenes ml, colocandole una tapa de

algodon envuelta en aluminio, luego se le coloca u r e aluminio para ser esterilizados
en el autoclave a una temperatura de 121°C porgl5 mjinutos. Al finalizar la esterilizacion se

Ileva a bafio maria a 45°C para evitar su solid@aeién.

PREPACION DE MEDIOS CULTIV EL ENSAYO Y ELABORACION DE

CURNAS %
1. Tomamos el medio select'xgr da microorganismo de prueba

2. Verificafechadev @), su pH optimo y numero de lote,
3. Verificamos la canti de gramos por litro a preparar, sacando los calculos correctos,
para
4. Pesarlo os Ilevandolo al volumen deseado,
5. Pon ?\g
Wos vigorosamente hasta lograr la disolucion completa del medio.
6 p

reparo agar Triptica caseina soja para el stock de cepas en forma de cufas, esto para

ua destilada a ebullicion adicionandolo con una probeta al volumen deseado

las bacterias,

7. Se deja reposando sobre una base inclinada a temperatura ambiente

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICRAGUA.UNAN-LEON Pag. 34



8.

Correlacion de suspension de microorganismos

Facultad de Ciencias Quimicas Carrera de Farmacia

Al solidificarse se toma una asada del microorganismos a prueba ATCC (centro de cultivo
tipo americano) cultivandolo en las cufia, luego las que contienen bacteria se incuban a una

temperatura de 35 a 37°C durante 24hrs,

PREPARACION DE SOLUCION SALINA

1.
2.
3.
4.
S.

Para la preparacion de solucion salina (\)
Se pesan 8.5g de NaCl para 1000 ml de solucion salina, a @
Se ajustael pHa7 0"0

Se distribuye en tubos de ensayos con 9ml de solucion,

Se les coloca una tapas de algodon

Se meten al autoclave para su esterilizacion a una temperatura 61}210(: por 15 minutos,
ELABORACION DE SUSPENCIONES

Para la realizacion de las suspensiones se realiza primeb}
1.

La calibracion o ajuste del espectrofotémetro@ solucién salina estéril a 0.9%, pH
7 Se colocé en una celda para que actué como

Se calibra o ajusta considerando la loagitld §e onda a ensayar (580nm y 640 nm)
Partiendo de la cufias de mlcroorgané& se toma varias asadas a un tubo de ensayo con
9ml de solucion salina hasta lo a turbidez deseada ( en absorbancia o trasmitancia ),
luego se agita en el bortex\

Se adiciona a otr ara las mediciones en espectrofotometro, tomando varias

medidas hasta logra la suspensiones obtengan la absrobancia o trasmitancia deseada.

%
&
Yv
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PROCEDIMIENTO MICROBIOLOGICO PREPARACION DE LA TURBIDEZ ESTANDAR DE MC
FARLAND

La turbidez estandar de la escala de McFarland preparada comercialmente, se preparara segun

tabla siguiente

TUBO Cl,Ba 1% SO4H2 1%

01 9,9 (\)
0,2 9,8 @

03 9,7 a

04 9,6 0

05 9,5 0

0,6 9,4

0.7 9.3

08 9,2 \/\)
0.9 91

1,0 9,0 &6
Tabla 3. ( ,

PROCEDIMIENTO DEL RECUENTOQ DEQOLONIAS DE LAS SUSPENSION.

Una vez que teniamos preparado todos eriales a utilizar y la vestimenta correcta nos

O o N o g A W N e

=
o

dispusimos a entrar al cuarto de sie donde empezamos con la limpieza de las mesas y
paredes para asegurar la Iimph% el ambiente, seguidamente encendimos el mechero y
a

empezamos a trabajar en e@ donde realizamos los siguientes pasos:

1. Rotulacién de los tub e ensayos marcada con el numero de la disolucion que le

correspondia y asi_ ’wi®no a las placas que tendrian una muestra de esa disolucion.

2. Agitamos I mensic’)n madre en el bortex para después tomar con una pipeta estéril 1ml de
estay trdh&erlrlo a un tubo de ensayo que contiene solucion salina correspondiente la dilucion
102! ndolo para despues tomar 1 ml de este y llevarlo a otro tubo de ensayo siendo este la

dilucién 10 repitiendo este mismo proceso hasta llegar a la dilucién 10,

3. Al terminar las diluciones tomamos 1ml de cada dilucion desde 10™* hasta 10 para transferirlo

en placas petri por duplicado cada dilucion
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Luego se procedio a agregarle aproximadamente de 15 ml de agar TCS a las placas que
contienen bacterias

También se agrego agar a placas estériles para realizar el control de ambiente y el control de
los medios.

Se cubrieron las placas petri, rotando suavemente para su homogenizacion, y dejar que el
contenido se solidifique a una temperatura ambiente.

Se Invirtieron las placas para incubarse durante 24 horas a una temperatura 35 a

Una vez finalizada la incubacion, se examinaron las palcas en el ¢ tasatoulter para

verificar el crecimiento de microorganismos, se considero el promé a el numero de

colonias contenidas en las placas. (\)

60
60
N
&
&
>
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RESULTADOS DEL ENSAYO (ESPECTOFOTOMETRO):

0.5
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0.3 4
0.2 4

0.1
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Valores trasmitancia 580 nm Uv

tubo 1 Tubo 2 Tubo3  Tubo 4 Tubo5  Tubo 6 Tubo 7 Tubo8 Tubo9  Tubo 10
53.74 34.29 18.16 12.22 7.85 54 4.6 2.6 25 2.8
51.11 34.99 19.2 13.11 9.8 7.4 58 34 4.6 2.7
315 33.78 21.39 16.1 7.3 3.3 3.6 5) 4 2.6
z 136.35 103.06 58.75 41.43 24.95 16.1 14 11 11.1 7 78.1 :
X 45.45 34.3533 19.5833 = 13.8100 8.3167 5.3667 4.6667 3.6667 3.7000 2.7000
VARP 98454 0.246 1812 2754 1151  2.802 0.809 0996 0780  0.007
Valores de trasmitancia 640 nm. Uv
tubo 1 Tubo 2 Tubo3  Tubo4 Tubo5  Tubo 6 Tubo 7 Tubc; 8 Tubo9  Tubo 10
58.13 39.65 225 14.26 9.78 6 44 25 24 24
55.73 38.96 22.88 14.49 11.2 7.8 6 o 29 39 25
48.58 36.75 24.93 16.89 10.99 7.6 9 5.7 3.9 2
162.44 115.36 70.31 45.64 31.97 21.4 : 179.4 11.1 10.2 6.9
54.1467 38.4533 23.4367 15.2133 10.6567 = 7.1333 6.4667 3.7 3.4 23
VARP  16.454 1520 1139 1414 0392 0649 3626 2027 0500  goaz
R 0.9908 0.6647 0.9847 0.9900 0.435£<_;_-/Q6ST>(<UTGOT3—§9762 0.9608 = 0.7559 N |
R, 0.9817 0.4418 0.9697 0.9801 0.1893 0.0076 0.3615 0.9530 0.9231  0.5714
Prueba
t 0.3442 0.0293 0.0363 0. 3913 0.0705 0.2748 0.3179 0.9798 0.7276  0.1064

Tabla 4: Valores de trasmitancia obtemdos,ﬁ 2 0 nm, utilizando equipo 1 (espectrofotometro Uv)

Analisis 1

El analisis de la tabla rr » 0S valores de R Pearson entre diferentes longitudes de onda (580, 640

nm) en % de trasm;nua para soluciones en igual concentraciones (soluciones de Macfarland) y

utilizando el o para lo cual los resultados de correlacion son:

« Entre 0s 6y 7 de 580 y 640 nm , muestran una r; -1 <r <0, para lo cual existe una
A%on negativa media y no existe correlacion lineal entre ellos

. tre los tubos 1, 3, 4,8 y 9 de 580 y 640 nm muestran una tendencia r = 1, para lo cual

existe una correlacion positiva perfecta. El indice indica una dependencia total entre las

dos variables denominada relacion directa: cuando una de ellas aumenta, la otra también

lo hace en idéntica proporcion,
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« Entre los tubos 2 de 580 y 640 nm muestran una tendencia 0 <r < 1, para lo cual existe
una correlacion positiva media y existe correlacion lineal entre ellos

« Entre los tubos 10 de 580 y 640 nm muestran una tendencia 0 <r < 1, para lo cual existe
una correlacion positiva considerable y existe correlacion lineal entre ellos

En cuanto al coeficiente de determinacion R, que nos permite conocer la variacion entre las
variables la tabla nos indica que: (\)

. No existe varianza significativa entre las muestras 1, 3, 4,8 y 9 de 580 y a que
demuestran su correlacion Q
. Existe variacion entre la muestras 2, 5, 6 , 7 y 10 lo antgg nSiderando que
muestran correlacion débil. (\)
De la tabla 4 se deriva la tabla 5que establece la relacién para la ades Opticas ensayadas y el
numero aproximado de bacterias que corresponde a dicha densi ica
Muestras No. D.O 580 nm D.O 640 nm Uv 70
Aproximado U.v 65
de bacterias 3 &0
5 +—m
W |5 50
1 300 45.45 54.14 ’ : 51 ¢ D.0580 nmU.v
2 600 34.35 38.45 |
° 35 B D.0 640 nm Uv
3 900 19.58 23.43 T . N
4 1200 13.81 15.21 T s \i —Lineal (0.0 580
S nm U.v)
5 1500 8.31 10.65 o 20 )
15 ‘ ——Lineal (D.0 640
6 1800 5.36 7.13 nm Uy)
10 !
7 2100 4.66 6.46 5 lP\(i i
8 2400 3.66 37 0 ‘ ‘
0 1000 2000 3000 4000
9 2700 37 3.4
10 3000 27 23 Numero aproximado de Bacterias
Tabla 5. Ndmero ap o de bacteria Macfarland 580 nm UV 640 nm Uv Graf 4 Grado de Dispersion y sesgo entre densidades dpticas 580 , 640 nm

En eVandlisis de la tabla 5 muestra que existe una variaciéon dptica moderada para los % de T
para los tubo 1 a 7. Mientras que para los tubos 8 al 10 no hay variacion significativa, en el
grafico se observa que la nube de puntos dispersos tanto para 580 como para 640nm obtenidos
a partir de las densidades oOpticas en funcion de el numero tedrico de bacterias tienden a
aproximarse a la ecuacion y= ax+b, esto se sustenta considerando que la tabla 4 muestra que el

rango de correlacion es de -0.6 a 1
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Correlacion de suspension de microorganismos

Facultad de Ciencias Quimicas Carrera de Farmacia

Valores de absorbancia 580 nm Uv

tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6 Tubo 7 Tubo 8 Tubo 9 Tubo 10
026965 046485 074092  0.9129 1.1049 1.2643 1.3303 1.5689 1.5965 1.5512
029151 045607  0.71666  0.88215 1.0076 1.1278 1.2317 1.4658 13372 1553
033853 05043 067276  0.81966 1.0245 1.2248 1.0385 1.2141 1.4101 1.6148
b 089969 142522 213034 261471 3.137 3.6169 3.6005 4.2488 43438 4.7196
X 0.2998967 = 0.4751 0.7101 0.8716 1.0457 1.2056 1.2002 1.4163 1.4479 15732
VARP 0.0008 0.0004 0.0008 0.0015 0.0018 0.0033 0.0147 0.0222 0.0119 0.0009
Valores de absorbancia 640 Uv
tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6 Tubo 7 Tubo 8 Tubo 9 Tubo 10
0.2356 049181  0.64774  0.84575 1.0095 1.2179 1.3517 1.6031 1.6251 1.6287
025388 040941 064061  0.83882 0.95069 1.1097 1.2181 15233 1.4101 1.6068
031353 043471 060332  0.77224 0.95863 1.1174 1.0441 1.2373 1.4018 1.6781
3 0.4634 043041  0.6284 0.74429 1.0819 1.4457 1.375 1.3262 1.4527 1.639
X 03166025 0441585  0.6300175 0.800275 1.00018 1222675  1.247225  1.422475 1.472425  1.63815
VARP 0.0011 0.0012 0.0004 0.0011 0.0007 0.0024 0.0159 0.0247 0.0107 0.0009
R 09960 < -0.0475 _0.9783 0.9704 0.9993 0.7659 0.9940 0.9970 0.9527 0.9435
R, 0.9920 0.0023 0.9571 0.9416 0.9985 0.5866 0.9881 0.9940 0.9076 0.8902
Pruebat 0.3596 0.3671 0.0362 0.2200 0.1221 0.3455 0.9729 0.8148 0.7847 0.0945

Tabla 6: Valores de absorbancia obtenidos

Andlisis

El andlisis de la tabla mu

onda (580, 640 n
Macfarland) & do el mismo equipo para lo cual los resultados de correlacion son:

w
a% m, utilizando equipo 1 (Espectrofotémetro Uv )

los valores de R de Pearson entre valores de diferentes longitudes de

n absorbancia, para soluciones en igual concentraciones (soluciones de

« Entrglqs ®ibos 2 de 580 y 640 nm, muestran una r; -1 < r < 0, para lo cual existe una

cion negativa débil y no existe correlacion lineal entre ellos

. Ehtre los tubos 1, 3, 4, 5, 7, 8,9 y 10 de 580 y 640 nm muestran una tendencia r = 1, para

lo cual existe una correlacion positiva perfecta. El indice indica una dependencia total

entre las dos variables denominada relacién directa: cuando una de ellas aumenta, la otra

también lo hace en idéntica proporcion,
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Correlacion de suspension de microorganismos

Facultad de Ciencias Quimicas Carrera de Farmacia

« Entre los tubos 6 de 580 y 640 nm muestran una tendencia 0 < r < 1, para lo cual existe

una correlacion positiva considerable y existe correlacion lineal entre ellos

Muestras No. Aproximado D.0 580 nm U.v D.O0 640 nm Uv
de bacterias

1 300 0.2999 0.3166
2 600 0.4751 0.44159
8 900 0.7101 0.36002
4 1200 0.8716 0.80028
5 1500 1.0457 1.00018
6 1800 1.2056 1.22268
7 2100 1.2002 1.24723
8 2400 1.4163 1.42248
9 2700 1.4479 1.47243
10 3000 1.5732 1.63815 7 3

Tabla 7: Numero aproximado de bacterias Macfarind 580 nm Uv 640 nm Uv

Densidad optica absorbancia

0.8

0.6

04

0.2

0

¢ D.0O580nmUv
7
7 B D.0640nm Uy

——Lineal (D.0 580 nm U.v)

—Lineal(D.0 640 nm Uv)

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Numero aproximado de bacterias

0 Graf 5 Grado de Dispersion entre densidades 6pticas 580 , 640 nm

En el analisis de la tabla 7 %st%le existe una variacién optica minima para los valores

de absorbancia, en el g

para 640nm obtenidos

bserva que la nube de puntos dispersos tanto para 580 como

ir de las densidades Opticas en funcion de el numero teérico de

bacterias tienden a%oximarse a la ecuacion y= ax+b, esto se sustenta considerando que la

tabla 7 mug

y cump%ﬁa referencia para grafico de dispersion

Yy

I rango de correlacion para las muestras todas en su mayoria tienden a1

Valores absorbancia 580 nm E20
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Correlacion de suspension de microorganismos

Facultad de Ciencias Quimicas Carrera de Farmacia

tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6 Tubo 7 Tubo 8 Tubo 9 Tubo 10
0.2 0.41 0.58 0.7 0.85 1 11 1.1 13 1.44
0.21 0.36 0.5 0.61 0.63 0.9 1 1.2 1.3 14
0.18 0.28 0.4 0.59 0.85 1 13 13 1.49 1.49
X 0.1967 0.3500 0.4933 0.6333 0.7767 0.9667 1.1333 1.2000 1.3633 1.4433
VARP 0.0002 0.0029 0.0054 0.0023 0.0108 0.0022 0.0156 0.0067 0.0080 0.0014
Valores de absorbancia 580 nm .Uv
0.26965 0.46485 0.74092 0.9129 1.1049 1.2643 1.3303 1.5689 ~ 1.5965 1.5512
0.29151 0.45607 0.71666 0.88215 1.0076 1.1278 1.2317 1.4658 1.3372 1.5536
0.33853 0.5043 0.67276 0.81966 1.0245 1.2248 1.0385 12141 1.4101 1.6148
X 0.2999 0.4751 0.7101 0.8716 1.0457 1.2056 1.2002 1.4163 1.4479 15732
VARP 0.0008 0.0004 0.0008 0.0015 0.0018 0.0033 0.0147 0.0222 0.0119 0.0009
R -0.7966 -0.8457 0.9949 0.8545 0.6341 0.9597 -0.7826 -0.9720 -0.2450 .8810
R2 0.6345 0.7152 0.9899 0.7302 0.4021 0.9209 0.6124 0.9448 0.0600 0.7762
Prueba t 0.0230 0.0655 0.0395 0.0061 0.0513 0.0113 0.6157 0.1667 0.4463 0.0192

Tabla8 : valores de absorbancia obtenidos a 580 nm Espectrofotémetro Uv, y Espectroni
Andlisis
El andlisis de la tabla muestra los valores de R entrefval

en absorbancia, para soluciones en igual concentraci

diferentes equipos para lo cual los resultadoﬁ@lacién son:

« Entre los tubos 1, 2,7,8,9 de 580
correlacion negativa y no eX|st a(:|on lineal entre ellos
. Entre los tubos 3, 4,6 vy
una correlaciéon pg
variables denomina

porcion,

Iguales de longitudes de onda (580 nm)
(soluciones de Macfarland) vy utilizando

estran unar; -1 <r <0, para lo cual existe una

nm muestran una tendencia r = 1, para lo cual existe
ecta. El indice indica una dependencia total entre las dos

lacion directa: cuando una de ellas aumenta, la otra también lo

hace en idénti :E
« Entre s 5 de 580 nm muestran una tendencia 0 < r < 1, para lo cual existe una

corr@o ositiva y existe correlacion lineal entre ellos
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Correlacion de suspension de microorganismos

Facultad de Ciencias Quimicas Carrera de Farmacia

Muestras No. Aproximado D.0 580 nm U.v D.0 580 nm E 20
de bacterias
1 300 0.299 0.2
2 600 0.4751 0.35
3 900 0.7101 0.49
4 1200 0.8716 0.63
5 1500 1.0457 0.78
6 1800 1.2056 0.97
7 2100 1.2002 1.13
8 2400 1.4163 1.2
9 2700 1.4479 1.36
10 3000 1.5732 1.44

Tabla 9: Numero aproximado de bacterias Macfarind 580 nm Uv 580 nm E20

0.8

0.6

Densidad optica ahsorbancia

0.4

0.2

¢

vl

.

Py

0 1000 2000 3000

Numero aproximado de bacterias

4000

4 D.0O580nmUv
B D.0580nm20
——Lineal (D.0 580 nm U.v)
——Lineal (D.0 580 nm 20)

4
Graf 6 Grado de Dispersigrf@intre densidades 6pticas 580 , 580 nm

)

En el analisis de la tabla 9 muestra que existe una variaci@goptica minima entre los valores

de absorbancia, en el grafico se observa que la nube d

como para 580 nm E20 obtenidos a partir de las{de

S dispersos tanto para 580 en Uv

ades oOpticas en funcion de el numero

teodrico de bacterias tienden cumplen con la ecuacion y= ax+b, esto se sustenta considerando

que la tabla 8 muestra que el rango deé@
r

tienden a1y cumple con la referenci@

o

Yy

&

@\%

afico de dispersion

cion para las muestras todas en su mayoria
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VARP

VARP
R

R,

Correlacion de suspensiéon de microorganismos

tubo 1

0.23
0.28
0.25
0.51
0.25

0.0004

0.24
0.25
031
0.80
0.268
0.0011
0.1110

0.0123

PRUEBAt 0.6366
Tabla 10: valores absorbancia obtenidos a 640 nn

El anélisis de la tabla muestra los valo

v

al los resultados de correlacion son:

uv nm) en % de absorbancia , p

o

utilizando diferentes equipos

o Entre los tubos 1 de

ya que sus valo

Tubo 2

0.41
0.33
0.39
0.74
0.38

0.0012

0.49
0.41
0.43
1.34
0.445
0.0012
0.8775

0.7699

0.1154

Tubo 3

0.45
0.41
0.5

0.86
0.45

0.0014

0.65
0.64
0.60
1.89
0.631
0.0004
0.9055

0.6723

0.0089

Facultad de Ciencias Quimicas Carrera de Farmacia

Valores absorbancia 640 nm.E20

Tubo 4

0.85
0.8
0.75
1.65
0.8

0.0017

Tubo 5

0.98
0.9

0.75
1.88
0.88

0.0091

Tubo 6

1.2
1.2
11
2.4
117

0.0022

Valores de absorbancia 640 nm Uv

0.85
0.84
0.77
2.46
0.819
0.0011
0.9055

0.8200

0.6384

1.01
0.95
0.96
2.92
0.973
0.0007
0.6806

0.4632

0.2872

BayH40 nm Uv.

1.22
111
1.12
3.45
1.148
0.0024
0.9014

0.1969

0.7232

Tubo 7

13
14
13
2.7
1.33

0.0022

135
122
1.04
361
1205
00159
00756

0.0057

0.2834

Tubo 8 Tubo 9
1.3 15
1.6 15
16 1.4
29 3
15 1.47
0.0200 0.0022
17.607 1.63
1.52 141
1.24 1.40
4.36 4.44
1.455 1.479
0.0247 0.0107
@ 0.5281
0.4473 0.2789
0.7764 0.8884

Tubo
10

15
14
15
2.9
1.47

0.0022

1.63
1.61
1.68
4.91
1.638
0.0009
0.7366

0.5426

0.0176

Pearson entre longitudes de onda (640 nm E.20, 640

nes en igual concentraciones (soluciones de Macfarland) vy

nm E.20 y 640 nm en Uv, muestra una correlacién positiva débil

%e encuentran entre 0.10.

. Entralg l@ 9, 10 de 640 nm E.20 y 640 nm en Uv muestra una correlacion positiva

mediaﬂo
. e lo

contrarse sus valores entra 0.5

tubos 2, 3, 4,6 de 640 nm E.20 y 640 nm en Uv muestra una correlacion positiva

y fuerte ya que sus valores se encuentran entre estan dentro rango de 0.9.

« Entre los tubos 7 de 640 nm E.20 y 640 nm en Uv muestra una correlacion negativa media
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Correlacion de suspension de microorganismos

Muestras No. Aproximado D.0 640 nm U.v D.0 640 nm E 20 18 ‘ i
de bacterias 1.6 & o i
AN
- 14 = n
1 300 0.268 0.25 § |
3 1.2 - T,
2 600 0.445 0.38 g
w1
3 900 0.631 0.45 S ¢ D.0640nmU.v
£ 08 B D.0640nm20
4 1200 0.819 0.8 < | "
3 0.6 % ——Lineal (D.0 640 nm U.v)
5 1500 0.973 0.88 § - ——Lineal (D.0 640 nm 20}
o |
6 1800 1.148 1.17 04 1=
7 2100 1.205 1.33 0.2 =
8 2400 1.455 15 0
9 2700 1.479 147 0 1000 2000 3000 4000
Numero aproximado de bacterias
10 3000 1.638 1.47
Tabla 11: Namero aproximado de bacterias Macfarlnd 640 nm Uv 640 nm E20 Graf 7 Grado de Disp@n‘e/densidades 6pticas 640 Uv 640 E20 nm

En el analisis de la tabla 11 muestra que existe una vag R Optica minima entre los valores

de absorbancia, en el grafico se observa que la nybe tos dispersos tanto para 540 en Uv

como para 640 nm E20 obtenidos a partir de las Idades Opticas en funcion de el numero
tedrico de bacterias tienden aproxim la ecuacion y= ax+b, esto se sustenta
considerando que la tabla 10 muestra ngo de correlacion para las muestras todas en su

mayoria tienden correlacion débi nden a 1y cumple con la referencia para grafico de
dispersion 6\

%
&
Yv
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Correlacion de suspensiéon de microorganismos

Facultad de Ciencias Quimicas Carrera de Farmacia

RESULTADOS PARA BACTERIAS.

Absorbancia

tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6 Tubo 7
580 nm 0.02 0.01 0.01 0 0.01 0 0
0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0 0
Shigella 0.02 0.01 0.01 0.005 0.01 0 0
disenteriae -
z 0.06 0.03 0.03 0.015 0.03 0 0
X 0.02 0.01 0.01 0.005 0.01 07 B 0
VARP 0 0 0 1.7E-05 0 0 0
640 nm 0.03 0.02 0.02 0.01 ‘ 0.01 0.01 0.01
0.03 0.02 0.02 0.01 ‘ 0.01 0.01 0.01
0.03 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01
% 0.09 0.06 0.06 0.63 - 0.03 0.03 0.03
X 0.03 0.02 0.02 7 (;01 0.01 0.01 0.01
VARP 0 0 0 0 0 0 0
R #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/O!
R2 #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0!
PRUEBA t #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0! 0.22540333 #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0!

Tabla 12: valores de absorbancia de Shigue$® {jBhteriae a 580 nm y 640 nm E 20

La siguiente tabla muestra \Q te una correlacion lineal entre los tubos que contienen

Shiguella a 580 nmy e absorbancia para un mismo equipo. Ya que los valores de R

y Rz tienden a cero por ato no existe correlacion lineal alguna entre las variables.La VARP
(Variacion entre laciones) es igual a cero a excepcion del tubo 4 que se aleja un poco
del promedi&g s otros tubos debido a los resultados de correlacion. Para la PRUEBA t
(prueba g-estudent) el resultado es nulo ya que los punto entre las matrices 1 y 2 tiene un
nun?ge punto de datos diferentes a excepcion del tubo 4 ya que existe un valor absoluto

maés etevado que el resto de los tubos.
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Correlacion de suspension de microorganismos

Facultad de Ciencias Quimicas Carrera de Farmacia

No. Aproximado D.O 580 nm E20 No. Aproximado D.O 640 nm E20

de bacterias de bacterias
300 0.02 300 0.03
300 0.01 300 0.02
300 0.01 300 0.02

300 0.005 300 0.01 (\)
300 0.01 300 0.01 a @

203 0 201 0.01 Q«

153 0 127 0.01 0

Tabla 13 Valores de ufc y absorbancias para 580 nm E20 , 640 nm E20

0.035 0.025

003
5 0.02 P

0025 '

0.02 >~\

0015

0.015

=)0 530 nm E20

Densidad optica absorbancia

Densidad optica absorbancia

\\ —+—D.0 640nm 20 0.01 &
\ N Lineal (D.0 640nm 20) v ;i;je)aliD.O 520 nm
0.01 A S S 0.005 !
\\
0.005
300 300 300 300 300 201 127 -
Numero de ufc o Numero de ufc
Graf 8 Grado de Dispersion entre densidades dpticas Graf 9 Grado de Dispersion entre densidades 6pticas 580 nm
La siguiente tabla muestra el c %0 uniforme de las colonias de bacteria Shiguella a 580
nm E.20 y 640 nm E. os tubos 1-5 considerando el crecimiento logaritmico de el
microorganismo que pe establecer el recuento, mientras que para los tubos 6 y 7 no hay
una variacion, el Optico de la luz va a ser mayor para estos ultimo como se puede
observar ep ¥Co la variacion no es muy significativas pero influye en el recuento para la

ultimas gﬂc es
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Correlacion de suspensiéon de microorganismos

Facultad de Ciencias Quimicas Carrera de Farmacia

Absorbancia

tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6 Tubo 7
580 nm 0.02 0.01 0 0 0 0 0
0.04 0.01 0 0.02 0.01 0 0
E.aerus 0.03 0.01 0 0.01 0.005 0 0
b 0.09 0.03 0 0.03 0.015 0 0
X 0.03 0.01 0 0.01 0.005 0 o
VARP 6.67E-05  0.00E+00 0.00E+00 6.67E-05 1.67E-05 0 o
640 nm 0.03 0.01 0.05 0.01 0.01 0.01 0.01
0.03 0.01 0.01 0.01 0.01 0.02 0.01
0.03 0.01 0.03 0.01 001 0.015 0.01
by 0.09 0.03 0.09 0.03 003 0.045 0.03
X 0.03 0.01 0.03 0.01 001 0.015 0.01
VARP 0 0 0.000266667 0 0 1.66667E-05 0
R #DIV/O!  #DIV/O! #iDIV/O! _#iDIV/O! #iDIV/O! #iDIV/O! #iDIV/O!
R2 #DIV/O!  #DIV/O! #iDIV/O! #iDIV/O! #iDIV/O! #iDIV/O! #iDIV/O!
PRUEBA t 1 #iDIV/O! 0.121689934 1 0.22540333  0.035098719  #;DIV/0!
Tabla 14: valores de absorbancia de E.aerus a5 40 nm E 20

La siguiente tabla muestra que no %una correlacion lineal entre los tubos que contienen
E.aerus a 580 nm y 640 nm d% cia para un mismo equipo. Ya que los valores de Ry
Rz tienden a cero por ta @ I

(Variacion entre las p es) es igual a cero para los tubos 1, 2, 3, 4, 5, 7, a excepcion del

ste correlacion lineal alguna entre las variables. La VARP

tubo 6 que se alejgin poco del promedio de los otros tubos. Para la PRUEBA t (prueba t-

estudent) eI@ es nulo para los tubos 2 y 7 ya que los punto entre las matrices 1y 2
[ ]

tiene un n w de punto de datos diferentes. Para los tubos 1, 3, 4, 5, 6 los resultados son

mayore por tener un valor absoluto mas elevado.
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Correlacion de suspension de microorganismos

Facultad de Ciencias Quimicas Carrera de Farmacia

No. Aproximado  D.O 580 nm E20 No. Aproximado ~ D.O 640 nm E 20

de bacterias de bacterias
300 0.03 300 0.03
300 0.01 300 0.01
300 0 300 0.03

300 0.01 300 0.01

300 0.005 300 0.01 6\)
300 0 300 0.015 ?

300 0 300 0.01 §

Tabla 14: numero de colonias ufc-ml E.aerus a absorbancia 580nm y 640 nm

0.035 T T m 0.035 I1] =8
t =T [
& 003 [ 0.03 ! T
g |
s I i | T I
% 0025 N EEEEE 2 o.025 B -
2 ! | = & | 1
; \ j B
g 0.02 \ 2 o002 i i
3 I ) - 8 [ 1 —+—D.0 580 nm E20
2 | I = [
, 0.015 1 T +——— =*=D.0 640nmE20 S 0.015 T |
2 I | I ! ;
T | V N = ——Lineal (D.0 640 nmE 20) kS ! | I Lineal (D0.580.nm
T 001 - 3 il 3 | | £20)
2 | I BS| I g 001 i T
9 I i o T = | 1
2 o0.005 - i | I
I | I 0.005 T T
I-H | HH - N I
S > 0 v 1\-0 il
3080803060@0600
30808080B0BOBO0
Numero de ufc fiaiada s

Graf 10 Grado de Dispersion entre densidades éu' Graf 11 Grado de Dispersion entre densidades 6pticas 580 nm
La siguiente tabla mue Qriacién de las densidades Opticas considerado el mismo valor
de crecimiento en ufc 7 aerus en cada tubo de 580 nm y 640 nm en E20 , se evidencia
que el paso Op @a aureus es independiente de la fase logaritmica de crecimiento que
establece al
E. aureuﬂ ensidades opticas

Yy

Asi mismo lo anterior es sustentado por la falta de correlacion para
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Correlacion de suspensiéon de microorganismos

Facultad de Ciencias Quimicas Carrera de Farmacia

Absorbancia 580 m |
580nm tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6 Tubo 7
0.04 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.02
0.04 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01
0.04 0.015 0.015 0.01 0.01 0.01 0.015
z 0.12 0.045 0.045 0.03 0.03 0.03 0.045
X 0.04 0.015 0.015 0.01 0.01 0.01 0015
VARP 0 1.667E-05 1.667E-05 0 0 0 1.67E-05
640nm 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0 0
0.02 0.01 0.01 0.01 001 T 0 0
0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0 0
by 0.06 0.03 0.03 003 003 0 0
X 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0 0
R #iDIV/O! #iDIV/0! #{DIV/O! #{DIV/O! #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/O!
R2 #{DIV/O! #;DIV/0! #{DIV/O! #iDIV/O! #{DIV/0! #{DIV/O! #iDIV/O!
VARP 0 0 0 0 0 0 0
PRUEBAt  #DIV/0! 02254033  0.22540333 #iDIV/O! #iDIV/0! #{DIV/O! 0.035099

Tabla 15: valores de absorbancia d@o?’ 2580 nmy 640 nm E 20

La siguiente tabla muée ue no existe una correlacion lineal entre los tubos que contienen

E.coli a 580 nm y m de observancia para un mismo equipo. Ya que los valores de Ry R2

tienden a ¢ tanto no existe correlacion lineal alguna entre las variables. La VARP
(Varlac as poblaciones) es cero para todos los tubos para la PRUEBA t (prueba t-
est nt) esultado es nulo para todos los tubos ya que la desviacion estandar es cero.
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No. Aproximado D.O 580 nm E20 No. Aproximado D.O 640 nm 20
de bacterias de bacterias

300 0.04 300 0.02

300 0.015 300 0.01

300 0.015 300 0.01 6(\)
300 0.01 300 0.01 HQ(
300 0.01 300 0.01 0

88 0.015 300 0
Tabla 16: numero de colonias ufc-ml E.coli a absorbancia 580nm (\)

0.045 0.02%
] 0.04 4
2 o
2
2 0035 \ 2 002 -
\ g
= 0.03 £
Gl 1 2
4 0025 £ rols
2 o \ .0 530 nm E20 Uy z —=D.0 530 nm 20
o T g'
§ 0015 /A' Lineal (0.0 580 3 ' R ——Lineal (0.0 540 nm
bl —Lined 0nm -] 640
£ 001 N, ‘y\ £20U) D z 20)
2 o 0.00 05
a 0.005
E

y \
300 300 300 300 300 33
300 300 300 300 300 300
Numerode ufc Numero de ufc

Graf 11 Grado de Dispersion entre densidades é@W Graf 12 Grado de Dispersion entre densidades 6pticas 640 nm

La siguiente tabla mues a variacion de las densidades dpticas considerado el mismo valor

de crecimiento en @e E. coli entre muestras de 580 nm y 640 nm en E20 , se evidencia

que el pasg &@ara E.coli muestra una mejor dispersion para 580 nm que para 640 nm
terior es sustentado por la falta de correlacién para E.coli entre densidades

Asi mismiw
opti Enos resultados de la tabla y la grafica muestra un crecimiento uniforme mayor
entrea;iluciones de E.coli a 580 nm, que diluciones de E.coli 640 nm
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CONCLUSIONES
Se concluye en el presente trabajo de investigacion, lo siguiente que existe mayor correlacion

de las soluciones de Macfarland ensayadas para los valores de absorbancia que trasmitancia

considerando la precision que presentan la absorbancias sin considerar el equipo utilizadfﬁ\)
a

Entre valores de absorbancia para las soluciones de macfarland entre equipos es{e \§}timo tiene

mayor correlacién para longitud de 640 nm que 580 nm lo anterior en base entre mayor

sea la apertura y menor el tamafio de la particula el porcentaje de error eStgblecido a través de

de los recuentos de ufc disminuye lo inverso ocurre a 580 nm co rando que el paso Gptico

es menor el grado de dispersion de la luz influye en un orcentaje de erros en los
recuentos bacterianos
Se evidencio el grado de exactitud de las lones ensayadas Yy suspensiones de

microorganismos respectivamente por cyantg eNespectrofotometro precisa en mayor media el

Q)

tipo mecanico , asi mismo el espec etro calcula con mayor precision la luz dispersada

grado establecido para la apertura del p ptico a diferencia de el espectronic 20 que es de
por las particulas contenidas e rial de ensayo ( suspensiones de microorganismos y

soluciones de macfarlang @actualidad se utiliza el nefelémetro ya que este posee mayor

sensibilidad que el esp otdmetro, puesto que determina el grado de impulso eléctrico de
la luz absorbida las particulas contenidas en una solucién a diferencia de el

espectrofoy’ﬁ@m solo lo hace en funcidn de la luz dispersada sin embargo, no se contaba

con uno@g

ealizacion de la practica.
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RECOMENDACIONES
Durante los conteos o recuentos debe considerarse que no todas las células crecen a la

velocidad, puede ocurrir una variacion hasta el 20% en el tiempo de genep '(@ntre
individuos, grupos o conjuntos.

Se necesita curvas de calibracion en turbidimetria 0

Debe considerarse que el operador lea rapido necesitan un tiempo aproxipado de 5-10 min
minutos.

Debe considerarse las cubetas y tubos de cultivo difractan la @/ando a errores hasta del
30 %

Preparar la suspension de microorganismos rém@ para evitar precipitacion de las

células y obtener mejores resultados en las lectur sorbancia.

Realizar una manipulacién adecuada deglo ipos para el mino margen de error en los
resultados. b

Agitar constantemente las suspensii ra homogenizar antes de hacer las lecturas

>

%
&
Yy
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ANEXOS
ANEXO1,
PREPARACION ESCAL MACFARLAND
e PREPARACION SOLUCION CLORURO DE BARIO 1% Q)(\)

| 00

PESAR 5 g CLORURO DE BARIO

l 4

DISOLVER EN UM PEQUENA CANTI AGUA.

RAR ‘ :
e PREPARACION SOLUCI CIDO SULFURICO 1%

MEDIR 5%! IDO SULFURICO.
Q@ENIZAR COM AGUA DESTILADA

AFORAR

S
ALY
>

MEZLAR EM 10 TUBOS DE ENSAYOS LAS SIGUIENTES CANTIDADES.
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TUBO CLBa | SO4H,1%
- 6\)
1 0.1 9,9 do

2 0,2 9,8

3 0,3 9,7

4 0,4 9,6 (\)
5 0,5 9,5 @
6 0,6 9,4 o

7 0,7 9,3
8 0,8 9,2
9 0,9 91
10 1,0 9,0

@\“0

%
&
Yv
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ANEXO N°2 i i
PREPARACION DE LA SOLUCION SALINA DE CLORURO DE

SODIO 0.9%. (\)
PR
PESAR 0.9 GR DE CLORURO DE SODIO. 00

A%

DISOLVER EN 100 ML. DE AGUA DESTI ESTERIL.

GQ

AUTOCLAVAR I&@MINUTOS A 121°C.
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ANEXO N°3
PREPARACION DE LOS MEDIOS. (\)

A
PESAR 4 G. DE AGAR TRIPTICA SOJA Q‘«Q

v
DISOLVER EN 100 ML. DE AGUA DE@XA

v
CALENTAR HASTA LO A; ;OLUCION CLARA.

Jo

AUT@%POR 15 MINUTOS A 121°C.

%
&
Yv
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ANEXO N°4

ESQUEMA DE ENSAYO DE ACTIVIAD ANTIBACTERIANA 6\)
A.CULTIVO DE MICROORGANISMOS. 20

CEPAS.ATCC é

CEPAS CON PATOGENICIDAD NUIDA.

9 PA@

PASES S DE ENSAYOS
AGAR TRIPTICA SOJA.

CONTE%
> |
%Q MARCAR E INCUBAR A 37°C.
POR 24 HORAS.
4\
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PREPARACION DE LA SUSPENCIONES DE MICROORGANISMOS.

ANEXO N25 (\)
PREPARAR UNA SOLUCION MADRE PARA CADA UNO DE M.O DE PR@ 70%

TRAMITANCIA 0

DISOLVER EN SERIESDETUBOS DE1A7 COV%M&NDO SOLUCION

SALINAALO0.9 % &

AGITAR HASTA HOMOGE!@ SUSPENSION.

MEDIR LA ABSORBANCIA Y TR NCIA EN ESPECTROFOTOMETRO Y
ESPECTRO A 580 NMY 640 NM

[ ] \
4\
Yv
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ANEXO N°6
PREPARACION DE LOS PLATOS PETRI PARA EL ENSAYO 6\)

DEJAR ENFRIAR EN BANO MARIA A 55°C EL AGAR TRIPTICA@REVIAMENTE
ESTERILIZADO EN AUTOCLAVE. (\)

S
N

VERTIR 15 ML. DE AGAR@L DE MUESTRA.

AGITAWOMOGENIZAR LA MEZCLA.

O |

,\QJC?EJAR ENFRIAR A TEMPERATURA AMBIENTE.
[ ]
Yy v

INVERTIR LAS PLACA S E INCUBAR POR 24 H A 37°C
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