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INTRODUCCION

La validacion de ensayos llevados a cabo dentro de un laboratorio de control
de calidad, constituye una herramienta importante para determinar que
dichos ensayos son confiables y reproducibles y por tanto favorecen a
cumplir con los estandares en el aseguramiento de la calidad. Es necesario
para ello, también tener en cuenta lo estipulado por la normativa vigente. Por
un lado, la Norma Internacional ISO 17025 establece los requisitos que un
laboratorio debe tener en cuenta para garantizar el cumplimiento de un
sistema de gestion de calidad eficiente donde se efectien procedimientos de
ensayos o calibracion. De igual forma, el ICONTEC ha elaborado una serie
de normas relacionadas con el aseguramiento de la calidad de métodos de
ensayo, procedimientos y validacion de los mismos como la NTC 5014
(Validacion de métodos alternos) (ICONTEC, 200la), NTC 5699
(Aseguramiento de la Calidad en laboratorios de microbiologia) (ICONTEC,
2009a) entre otras. Por otra parte, en Colombia, la Resolucién 2115 de 2007
sefala algunos parametros para el control y la vigilancia del agua de
consumo humanao.

Respecto a la evaluacion de la calidad del agua, este representa un punto
importante en las plantas procesadoras de alimentos, dado que en la mayor
parte de los procesos que se realizan, el agua constituye un punto
determinante en factores que involucran la calidad e inocuidad. La necesidad
del andlisis de esta matriz, en parte se debe a que es un vehiculo de
trasmision de microorganismos causantes de enfermedades cuando no se
han llevado a cabo procesos de potabilizacién correctos. En cuanto a los
microorganismos MAas representativos se encuentran el grupo de los
coliformes, donde se encuentran géneros como Klebsiella spp., Enterobacter
spp. y Citrobacter spp. entre otros, en el grupo de coliformes totales; y
Escherichia coli como un coliforme fecal. También, uno de Ilos
microrganismos considerado como “otro indicador” de contaminacion, es
Pseudomonas aeruginosa, ya que al ser una bacteria cosmopolita puede
encontrarse en diferentes ambientes incluyendo el agua.

La Pasteurizadora Santo Domingo S.A. dentro de sus analisis de rutina,
cuenta con el analisis de aguas que se emplean en los diferentes procesos
e higienizacion llevados a cabo en la planta, los cuales se realizan mediante
la técnica de filtracidn por membrana. Mediante el presente trabajo, se busca
validar esta técnica empleando las cepas de referencia Escherichia coli
ATCC 8739, Citrobacter freundii ATCC 43864, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 y Staphylococcus aureus ATCC 6538 en Agar Chromocult y Agar
Cetrimide a fin de establecer que los resultados que se obtienen son
confiables y reproducibles.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL
e Realizar la validacion secundaria del método de filtracion por membrana para

la deteccién de Coliformes Totales, E. coli y P. aeruginosa en aguas
utilizadas en Pasteurizadora Santo Domingo S.A.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el crecimiento de cada cepa en los medios de cultivo estipulados en
funcién del microorganismo, mediante el uso del método ecométrico.

e Determinar la repetibilidad y reproducibilidad del método de filtracion por
membrana en la deteccibn de microorganismos indicadores de

contaminacion del agua.

o Verificar la selectividad y crecimiento de Coliformes Totales y Escherichia coli
en Agar Chromocult y Pseudomonas aeruginosa en Agar Cetrimide.

e Cumplir con las actividades rutinarias llevadas a cabo en el laboratorio de
control de calidad de la Pasteurizadora Santo Domingo S.A.

14



2. JUSTIFICACION

El agua es un recurso natural usado en diversas actividades cotidianas
dentro de las cuales se encuentra su uso en procesos que involucra a los
alimentos, por tanto, evaluar la calidad del agua es una medida de gran
interés dado que esta es un medio de transmision de enfermedades de origen
microbiano.

Dentro de las actividades que se realizan en el laboratorio de control de
calidad de la Pasteurizadora Santo Domingo S.A. se encuentra el analisis
rutinario de la calidad del agua ya que su empleo se ve reflejado en el lavado
de equipos, maquinaria, tanques, silos y carros que tienen contacto directo
con el producto que alli se procesa. Ademas, esta matriz se ve involucrada
en la elaboracion de producto terminado, tal es el caso del alimento lacteo.

También, uno de los requisitos que plantea la Norma Internacional ISO 17025
establece que los laboratorios deben validar y verificar los métodos que
realiza teniendo en cuenta las normas nacionales o internacionales de
acuerdo al tipo de analisis que ejecuta.

Por tal motivo, en busca de la acreditacion de calidad y de constatar que los
analisis correspondientes al agua son confiables y garantizan la consistencia
en los resultados que se obtienen, el presente trabajo tiene por objeto la
validacion del método de filtracion por membrana empleando cepas de
referencia y utilizando Agar Chromocult para la deteccion de coliformes
totales y fecales; y Agar Cetrimide para la de P. aeruginosa,
microorganismos indicadores de contaminacion. Dicha validacion favorece a
determinar que los resultados que se obtienen a partir de este método son
confiables, reproducibles y por tanto permiten establecer la calidad del agua
que se analiza.

15



3.1

De

3. MARCO REFERENCIAL

BASES LEGALES

acuerdo con la normativa vigente, se encuentra:

Norma Técnica Colombiana NTC-ISO/IEC 17025 (2005). Por medio de la
cual se establece los requisitos y parametros generales para la competencia
en la realizacion de ensayos y/o de calibraciones, incluidos métodos
normalizados, no normalizados y desarrollados por el mismo laboratorio
(ICONTEC, 2005).

Norma Técnica Colombiana. NTC 4092 de 2009. Microbiologia de alimentos
y productos para la alimentacion animal. Requisitos generales y directrices
para analisis microbiolégicos (ICONTEC, 2009b).

Guia Técnica Colombiana. GTC 84 de 2003. Calidad del Agua. Guia para la
orientacion acerca de los analisis de validacion de métodos de analisis
microbiolégicos (ICONTEC, 2003).

Guia Técnica Colombiana GTC 171 de 2008. Soporta la metodologia para la
evaluacion del desempefio de los medios de cultivo preparados por el
laboratorio (ICONTEC, 2008a).

Norma Técnica Colombiana. NTC 4458 de 2007. Microbiologia de Alimentos
y Alimentos para Animales. Método horizontal para el recuento de coliformes
o Escherichia coli o ambos. Técnica de recuento de colonias utilizando
medios fluorogénicos o cromogénicos (ICONTEC, 2007).

Norma Técnica Colombiana. NTC 4772 de 2008. Calidad del Agua.
Deteccion y Recuento de Escherichia coli y de bacterias coliformes. Parte 1:
Método de Filtracién por Membrana (ICONTEC, 2008b).

Norma Técnica Colombiana. NTC 4940 de 2001. Calidad del Agua.
Enumeracion de Pseudomonas aeruginosa. Técnica del numero mas
probable, NMP (ICONTEC, 2001b).

Resolucion 2115 de 2007 del Ministerio de Proteccion Social, Ministerio de
Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial. Por medio de la cual se sefalan
caracteristicas, instrumentos basicos y frecuencias del sistema de control y
vigilancia para la calidad del agua para consumo humano (Ministerio de
Proteccion Social, 2007).
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3.2

3.3

ANTECEDENTES

Respecto a la validacion de deteccion de Coliformes Totales, Escherichia coli
y Pseudomonas aeruginosa en agua por el método de filtracion por
membrana, existen numerosos ensayos realizados en Colombia basados en
el mismo método.

Por ejemplo, en el afio 2008 en la Universidad Javeriana, P&ez Lilian realiz
la validacion secundaria del método de filtracion por membrana para la
deteccidn de coliformes totales y E. coli en muestras de aguas para consumo
humano analizadas en el laboratorio de salud publica del Huila (Paez, 2008).
Por medio de este trabajo logré concluir que el método era confiable y
reproducible, determinando a su vez la exactitud y precision del mismo al
analizar los parametros de aceptabilidad de las desviaciones estandar de los
ensayos llevados a cabo.

También, Ospino Gabriel, de la Universidad de Pamplona, en el afio 2013
llevé a cabo un ensayo de filtracibn por membrana para la deteccion de
coliformes totales y Escherichia coli en aguas (Ospino, 2013). En su estudio
logro realizar la validacion secundaria del método usando Agar Colinstant y
a su vez determind parametros de repetitividad, reproducibilidad y robustez
de la técnica a fin de verificar la confiabilidad de la misma.

Mas recientemente, en el afio 2016, Vergara Maria Angélica, realiz6 la
validacion del método de filtracibn por membrana para las muestras
analizadas en el Laboratorio QC S.A.S. y logré concluir que dicho método es
repetible, reproducible, exacto y especifico (Vergara, 2016).

Asi como los mencionados, son diversos los trabajos que han llevado a cabo

diferentes laboratorios de analisis a fin de lograr validar esta técnica y
verificar de este modo la confiabilidad de los resultados y de sus ensayos.

MARCO TEORICO

3.3.1 Validacion

El término validacién, puede definirse como el procedimiento mediante el cual
se busca verificar los parametros establecidos de un determinado método
para de este modo demostrar que los resultados obtenidos de dicho método
son confiables y reproducibles (Instituto de Salud Publica, Chile , 2010). La
validacion de un método, también busca garantizar que los analisis que se
han realizado en un laboratorio cumplen al minimo los requisitos de calidad
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(Ospino, 2013). De este modo, la validacion también pretende documentar
las pruebas obtenidas de un ensayo y asi demostrar la veracidad de una
técnica en un analisis determinado (Paez, 2008).

Durante la realizacibn de una validacién, es determinante los métodos
cualitativos y cuantitativos de andlisis microbiolégicos que permiten
determinar la confiabilidad de los métodos ejecutados dentro de un
laboratorio (Ospino, 2013).

3.3.1.1 Validacioén primaria

Se define como un proceso en el cual se pretende establecer los limites
operacionales y caracterizar el desempefio de un nuevo método, o un método
modificado (Vergara, 2016). Dentro de este proceso, debe tenerse en cuenta
gue se generen especificaciones numéricas y descriptivas que aborden de
forma precisa el objetivo del método ejecutado (ICONTEC, 2003).

3.3.1.2 Validaciéon secundaria

Se basa en comprobar experimentalmente un método ya existente de
acuerdo con las especificaciones estandares de dicho método. De este
modo, esta validacidn tiene por objeto verificar que los resultados obtenidos
a partir de un andlisis son confiables y cumplen con los requisitos
establecidos (Paez, 2008).

3.3.1.3 Tipos de validacién

Validacion prospectiva: Se refiere a toda la informacién que se obtiene
antes de iniciar la implementacion de una validacion. En este tipo de
validacion se debe tener en cuenta un analisis de riesgos para establecer las
posibles situaciones criticas que pueden presentarse. Asi pues, se realizan
los ensayos para determinar si el proceso es aceptable acorde con los
resultados obtenidos (Ortiz, 2008).

Validacion concurrente: En el caso de la validacion concurrente, la
informacion se obtiene durante el proceso de implementacion de un ensayo.
Para ello es importante el seguimiento y monitoreo de las variables evaluadas
a fin que el proceso se lleve bajo control (Cabrera, 2015).

Validacién retrospectiva: Para este tipo de validacién es necesario contar
con la recoleccion y seleccion de la informacion para establecer la
confiabilidad del método.

Es importante manejar protocolos especificos y llevar los controles de
ambientes, superficies, equipos y maquinaria que sean necesarios para
sustentar la veracidad de los datos que se obtengan (Ospino, 2013).
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Revalidacion: Consiste en repetir un mismo procedimiento o parte de este
cuando se ha realizado algin cambio o modificacion en uno de los
parametros que sean criticos en el método (Ortiz, 2008). La revalidacion no
implica que el proceso tenga que ser repetido completamente, sélo busca
asegurar que los posibles cambios, bien sea ocasionales o no, no afecten los
resultados del proceso (Padilla, 2007).

3.3.2 Parametros que intervienen en el proceso de validacion

3.3.2.1 Limite de deteccidén

Es la concentracion minima del analito que puede detectarse en una matriz
sin necesidad de ser cuantificada bajo determinadas condiciones. Es un
namero que se expresa en unidades de concentracion y determina el nivel
mas bajo de analito que puede detectarse estadisticamente con un valor
diferente al blanco (Ospino, 2013).

3.3.2.2 Limite de cuantificacién

Se define como la menor concentracion real en la que se determina el analito
con confiabilidad en determinadas condiciones especificas (Paez, 2008).

3.3.2.3 Exactitud

La exactitud se entiende como la cercania que presenta un resultado en
comparacion con un valor de referencia. Dichos valores de referencia estan
en funcién de la normativa vigente bien sea nacional o internacional. La
exactitud se expresa en valor de porcentaje de acuerdo a la recuperabilidad
de microorganismos que se obtengan del ensayo de validacion ejecutado
(Ospino, 2013).

3.3.2.4 Especificidad

Es la capacidad que presenta el método para determinar de manera
inequivoca el analito estudiado aln en presencia de posibles interferentes u
otros compuestos presentes en una determinada muestra (Vergara, 2016).

3.3.25 Selectividad

Se define como la capacidad de un método de generar resultados exactos
independientemente del analito de interés. En el caso de analisis
microbioldgicos, la selectividad aplica cuando se trabaja con diversos grupos
de microorganismos, evaluando la capacidad del método para detectarlos y
diferenciarlos (Ospino, 2013).

3.3.2.6 Precision

Hace referencia a la concordancia que existe entre los resultados obtenidos
a partir del analisis de un método cuando se realizan diversos ensayos. La
variable que estadisticamente se evalla es la variacion estandar que permite
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evaluar la dispersion de los datos en funcion a la media o promedio (Paez,
2008).

La precision se evalla bien sea en cuanto a la repetibilidad o
reproducibilidad. En cuanto a la repetibilidad se establece mediante la
realizacion del mismo ensayo, por el mismo analista siempre bajo los mismos
parametros. Para el caso de la reproducibilidad, se determina la
concordancia de los datos cuando se cambia una de las condiciones del
analisis, por ejemplo, cuando los ensayos son llevados a cabo por diferentes
analistas (Padilla, 2007).

3.3.2.7 Robustez
Es el comportamiento de los datos cuando se someten a evaluarse bajo
diferentes condiciones a fin de obtener las pequefias variaciones que puedan
manifestar en funcion de la variable que se examine (Vergara, 2016).

3.3.3 El agua
El agua constituye un liquido vital en la vida del ser humano, ya que es el
elemento mas abundante en el planeta, que brinda innumerables beneficios
en diferente tipo de actividades.

En el caso del agua potable, la Resolucion 2115 de 2007 del Ministerio de
Proteccion Social, establece que un agua potable es aquella que cumple con
las caracteristicas fisicoquimicas y microbiol6gicas para ser apta para el
consumo humano (Ministerio de Proteccién Social , 2007).

Dentro de las caracteristicas que debe presentar el agua potable, se estipula
gue debe estar libre de microorganismos patdégenos y aquellos que se
consideran como indicadores de contaminacion fecal. Ademas, el agua debe
estar limpia, transparente, incolora, inodora, de sabor agradable y no debe
contener sustancias o0 cuerpos extrafios bien sea de origen biolégico,
organico, inorganico o radioactivo (Ministerio de Proteccion Social , 2007).

Una de las utilidades del agua es en los procesos de higienizacion para el
lavado de equipos y maquinaria que se emplean dentro de una determinada
industria. A su vez, el agua es propensa a diversas fuentes de contaminacion,
bien sea de forma directa o indirecta, a causa de desechos o excretas del
hombre y de los animales. Dentro de las posibles enfermedades de
transmision por medio de este vehiculo se encuentran enfermedades
entéricas ocasionadas por microorganismos (Carrillo y Lozano, 2008).

Es por ello, que la necesidad de realizar andlisis para determinar la calidad
del agua es un factor de gran importancia que favorece a determinar el
aseguramiento en la calidad de la misma y su funcién dentro de la industria
alimentaria.
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3.3.4 Microorganismos indicadores de contaminacion del agua
Son diversos los microorganismos de origen fecal que pueden contaminar
y estar presentes en agua crudas, residuales o en agua mal tratadas en
procesos de potabilizaciébn. Puede encontrar microorganismos de los
géneros de Salmonella spp., Shigella spp. y como los mas comunes,
microorganismos pertenecientes al grupo de los coliformes.

3.3.4.1 Coliformes Totales
Los Coliformes Totales son microorganismos del grupo de las
Enterobacterias. Pertenecen a la familia Enterobacteriaceae y presentan la
capacidad de fermentar la lactosa produciendo acido y gas. Su crecimiento
se da de las 24 a 48 horas y su temperatura Optima de crecimiento se
encuentra entre los 30 — 37 °C (Vergara, 2016).

Son bacilos Gram negativos, aerobias o anaerobias facultativas, oxidasa
negativa, no formadoras de esporas con actividad 8 — galactosidasa. Se usan
con microorganismos indicadores de contaminacion del agua de consumo
humano ya que son microorganismos que habitan en el ambiente, y por ende
pueden localizarse en los suelos, aguas, aire 0 lugares propensos a su
proliferacion (Ospino, 2013). Algunos de los géneros pertenecientes a este
grupo son Enterobacter spp., Klebsiella spp. y Citrobacter spp.

3.3.4.2 Coliformes Fecales

Dentro de los microorganismos estudiados, se encuentra Escherichia coli, el
cual es un indicativo de contaminacion fecal en agua, dado a que esta
bacteria habita en el tracto gastrointestinal de los animales y pueden llegar al
ambiente y propagarse facilmente. El problema con esta bacteria radica en
gue puede ser un agente causal de gastroenteritis o incluso causar casos
clinicos crénicos en pacientes susceptibles al consumir agua contaminada
(Carrillo, et al., 2008).

E. coli se caracteriza por la capacidad de producir indol a partir del triptéfano.
Ademas de poseer la enzima B — galactosidasa, se diferencia del grupo de
los coliformes totales por presentar también la enzima 3 — D — glucoronidasa
(Ospino, 2013).

En el caso de la enzima B — galactosidasa, reacciona de forma positiva con
el ensayo de rojo metilo y asi descarboxila el acido L — glutamico (Millipore,
2005). En cuanto a la enzima B — D — glucoronidasa, esta enzima presenta
la capacidad de degradar el sustrato fluorogénico 4 — metilumbeliferil — 3 — D
— glucorénido (MUG), en 4 — metilumbeliferona (Ospino, 2013).
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3.3.4.3 Otros indicadores de contaminacion
En cuanto a otros microorganismos que se caracterizan como “otros”
indicadores de contaminacion, se encuentra Pseudomonas aeruginosa, que
se caracteriza por ser una bacteria cosmopolita que presenta diversos
hébitats, dentro de los cuales se encuentra el agua, y por ende su
determinacion en dicha matriz es primordial como indicador de malos
procesos de potabilizacion (IDEAM, 2007).

3.3.5 Filtracién por membrana

3.3.5.1 Generalidades de lafiltracién por membrana

Respecto al método de filtracion por membrana, es Util para el andlisis de
agua. ElI método se basa, principalmente, en la deteccion de
microorganismos indicadores de la contaminacion del agua mediante el
empleo de filtros de 0,45 um de didmetro por donde se hace pasar la muestra
y gracias a un sistema de bomba al vacio, en el filtro queda suspendida la
carga microbiana presente en la muestra, que posteriormente se transfiere a
una caja de Petri y se incuba a condiciones Optimas de crecimiento del
microorganismo (Vergara, 2016).

Una de las ventajas de esta técnica, es que proporciona resultados altamente
confiables y reproducibles favoreciendo a su vez que se analicen grandes
volimenes de muestra. Gracias a este método, se puede determinar la
presencia de microorganismos del grupo de coliformes, indicadores de
contaminacion del agua (Ospino, 2013). También dentro de sus ventajas,
cabe mencionar que el método es rapido ya que, en 24 horas, permite
detectar el crecimiento de microorganismos presentes en la matriz analizada.

La principal desventaja radica en que, no es favorable para el andlisis de
muestras muy turbias o muy contaminadas, por lo cual se debe proceder a
realizar diluciones de acuerdo con el tipo de agua que se analice (Vergara,
2016).

3.3.5.2 Equipo de Filtracién por membrana
Esta elaborado bien sea, de vidrio, plastico o acero inoxidable. Debe ser
esterilizable a la autoclave, y no debe presentar fugas. Su disefio debe
garantizar que no ocurra dafo de la membrana cuando se pase la muestra a
través del equipo (Ospino, 2013).

22



4. METODOLOGIA

Para el desarrollo de la metodologia llevada a cabo se trabajé siguiendo los
lineamientos establecidos por el Instructivo TC-CC-009 “TECNICA DE
FILTRACION POR MEMBRANA PARA AGUA” de Pasteurizadora Santo
Domingo S.A. de acuerdo a lo estipulado en el Standard Methods 22ND
(9222 H).

41 MATERIALES

4.1.1 Reactivos
Patron McFarland 0,5 comercial (ICMT: Instituto Colombiano de Medicina
Tropical)
Tiosulfato de Sodio al 0,1 N
Colorantes para Tincion de Gram (Cristal Violeta, Lugol, Alcohol cetona,
Fucsina)
Prueba catalasa y oxidasa (Merck)
Aceite de inmersion
Solucién limpiadora para microscopio
Agar Chromocult (Merck)
Agar Cetrimide (Himedia)
Agar Plate Count (Merck)
Agar YGC (Merck)

4.1.2 Cepas
Escherichia coli ATCC 8739
Citrobacter freundii ATCC 43864
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Staphylococcus aureus ATCC 6538

4.1.3 Material de vidrio
Frascos schott de 250 mL
Frascos schott de 500 mL
Tubos de ensayo
Portaobjetos

4.1.4 Material esteril
Filtros de membrana de poro de 0,45 um (Advantec)
Equipo para filtracion de membrana
Asa redonda calibrada de 0,1 mL
Asa redonda
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Cajas de Petri plasticas pequefias (Citotest)
Cajas de Petri plasticas grandes (Citotest)
Micropipeta P 1000 (Brand)

Puntas azules estériles

4.1.5

Equipos

Incubadora de 35 + 2 °C modelo 1110 (Memmert)
Microscopio modelo AA 1.2 V NI — MH (Optimus)
Nevera (Challenger)

Autoclave para material estéril (All American 50X)
Autoclave para material de desecho (All American 25X)
Contador de colonias referencia 007 (Indulab)

Barfio serologico (Memmert)

4.2

421

4.2.2

4.2.3

METODOS

Evaluacion de equipos

Se realizé la evaluacion de los equipos y tareas de mantenimiento de
cada uno de acuerdo a los estandares estipulados en la Pasteurizadora
Santo Domingo S.A segun indicaciones del fabricante.

Control de ambientes

Se empled la técnica de sedimentacion en placa, para lo cual se expuso
en la cabina de trabajo, durante 20 minutos una caja con Agar Plate Count
para el desarrollo de microorganismos aerobios mesofilos y una con Agar
YGC para mohos y levaduras. La caja de Agar PC se incub6a 35+ 2 °C
por 48 horas y la de Agar YGC a temperatura ambiente por 5 dias. Pasado
el periodo de incubacion se realizé la lectura de las cajas. Este control se
realiz6 una vez al dia.

Control de superficies

Se llevdé a cabo mediante la técnica de hisopado en 10 mL de agua
peptona, para lo cual se realizé un barrido a un area delimitada de 100
cm? en la cabina de flujo laminar, una vez realizado el barrido se transfiri6
0,1 mL a los medios PC, Chromocult y YGC, con el fin de determinar la
presencia de aerobios mesdfilos, coliformes totales, Escherichia coli,
mohos y levaduras.

Las cajas fueron incubadas a 35 + 2°C por 24 horas y para mohos y
levaduras temperatura ambiente por 5 dias.
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4.2.4

4.2.5

4.2.6

Cepas de referencia

Fueron utilizadas cepas liofilizadas de la casa comercial Microbiologics®,
referencia KWIK-STICK™ | las cuales se caracterizan por presentar una
unidad autonoma con 2 Pack, cada pack contiene una preparacion de
microorganismo no enumerada o cualitativa, de cuarto pase proveniente
del cultivo de referencia.

Las cepas seleccionadas fueron: Escherichia coli ATCC 8739, Citrobacter
freundii ATCC 43864, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 vy
Staphylococcus aureus ATCC 6538 (Ver Anexos 1, 2, 3y 4).

La reactivacion de las cepas se realizé segun al protocolo establecido por
la casa comercial (Ver Anexo 5).

Después de la reactivacion de las cepas, por un lado, se utilizaron para la
estandarizacion del inéculo (cepas de trabajo). Asi mismo, para mantener
la viabilidad de la cepa, semanalmente se realiz6é un repique de cada cepa
durante el tiempo en el cual se ejecutd la validacion. Para cada ensayo
realizado, se tomaron inéculos jovenes de aproximadamente 18 horas de
incubacion.

Control de calidad de los medios de cultivo

Para evaluar la calidad de los medios de cultivo empleados, los cuales
fueron Chormocult, Cetrimide, Plate Count y YGC, se emple0 la prueba
de esterilidad y control de crecimiento de microorganismos en el medio.
Para ello, después de preparar cada medio de cultivo siguiendo las
indicaciones de la casa comercial, esterilizarlos a 121 °C — 17 PSI durante
15 minutos, y servirlos en placas de Petri pequefas, se tomd una caja de
cada lote preparado y se incub6 a 35 + 2 °C durante 48 horas en el caso
de Agar Chromocult, Cetrimide y Plate Count. Para Agar YGC se incubd
a temperatura ambiente por 5 dias. Cabe mencionar, que el medio de
cultivo Chromocult, no se autoclava, por tanto, luego de hervir, se sirve
en las cajas de Petri.

Control de esterilizacion de las autoclaves

El control de esterilizaciébn de las autoclaves se realiz6 con el fin de
verificar la temperatura que alcanzaban los equipos durante los procesos
de esterilizacion. Para ello, se empledé un control fisico y un control
bioldgico. El control fisico se realizd mediante el empleo de la cinta
indicadora, en cuanto al control bioldgico se hizo utilizando ampollas
bioindicadoras de Sterikon® plus. Una vez terminado el proceso de
autoclavado, las ampollas se incubaron a 55 °C durante 48 horas y
seguidamente se realizd su lectura e interpretacion de resultados
(Vergara, 2016).
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4.2.7 Control de crecimiento de los microorganismos
Para evaluar el crecimiento de las cepas de referencia certificadas
mencionadas anteriormente, se llevo a cabo la implementacién del test
ecométrico descrito por Mossel, et al. (1983).

Los microorganismos referentes fueron Escherichia coli ATCC 8739 y
Citrobacter freundii ATCC 43864 en Agar Chromocult y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 en Agar Cetrimide. ElI microorganismo
interferente fue Staphylococcus aureus ATCC 6538 en los dos medios de
cultivo. Asi mismo, para comprobar que todos los microorganismos
crecieran en oOptimas condiciones en un medio de cultivo nutritivo, se
realizé el test ecométrico de todos los microorganismos en Agar Plate
Count (Mossel, et al., 1983).

Para llevar a cabo la técnica, se emple6 un asa calibrada de 0,1 mL. El
método consiste en dividir la caja de Petri en 4 cuadrantes y sobre ellos
realizar 5 estrias en cada uno, la Gltima se realiza en el centro de la caja,
todas sin retomar la muestra. La Figura 1 muestra como se realizé la
técnica (Mossel, et al., 1983).

Figura 1. Demostracion del método ecométrico utilizado para la evaluacion de
medios de cultivo

Fuente: (Mossel, et al., 1983).

Se considera valida cualquier estria que contenga un crecimiento mayor o
igual al 25%. Cada estria tiene un valor de 0,2 y la del centro un valor de 1.
Todos los resultados se deben sumar para obtener el indice de crecimiento
absoluto (ICA) (IDEAM, 2007).

La Tabla 1 y 2 muestran la interpretacién para evaluar la productividad y
selectividad del medio de acuerdo al Valor ICA.
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Tabla 1. Productividad del medio de cultivo de acuerdo al indice de crecimiento
absoluto (ICA) para el microorganismo referente o de interés

ICA PRODUCTIVIDAD

45-5 ALTA

25-45 | MEDIA

<25 POCA

0 NO PRODUCTIVOS
(Paez, 2008)

Tabla 2. Selectividad del medio de cultivo de acuerdo al ICA para el
microorganismo interferente

ICA SELECTIVIDAD

45-5 NO HAY SELECTIVIDAD
2,5-45 BAJA

<25 MEDIA

0 ALTA

(Péez, 2008)

Por otro lado, se evalu6 también el indice de Crecimiento Relativo (ICR), el cual
obedece a la comparacion del medio de cultivo evaluado con el medio de cultivo
de referencia.

ICR = ICAP / ICAE

ICAP: indice de crecimiento absoluto del medio de cultivo evaluado
ICAE: indice de crecimiento absoluto del medio de cultivo de referencia
El valor de ICR debe estar entre 0,9y 1,0.

4.2.8 Validacion del método de filtracién por membrana para deteccion de
Coliformes Totales, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa

4.2.8.1 Estandarizacién de los in6culos a partir del Patrén McFarland
A partir del patron McFarland comercial de 0.5, se estandarizd los
in6culos de las cepas empleadas en el estudio.

Para ello, se tom6 un inéculo de cada microorganismo a partir de un
cultivo joven de aproximadamente 18 horas y se transfirid en 10 mL de
agua peptona; visualmente se hizo la comparacion del tubo del
microorganismo con el Patron McFarland comercial que indica una
concentracion del microorganismo de 1,5*108 UFC/mL.
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Seguidamente, se realizaron diluciones hasta la extincion (10°7), es decir
una concentracion de 15 UFC/mL y se inoculé 1 mL en 99 mL de agua
destilada estéril de las diluciones 10 hasta 107, como se ilustra en la
Figura 2. Dichas muestras de agua inoculadas fueron analizadas
mediante la técnica de filtracién por membrana.

Figura 2. Estandarizacion del indculo y preparacion de las diluciones

ﬂmmmmmm

S INNiniNy ﬂ

Patrén McFarlznd 9 ml 9 mL 9 mL 9 ml. o mL 9 m
05 10! 107 10* 10°%

[ 1,5%10° ] 1,5%107 [ 1,5%10° ] [ 1,5%10% ] 1,5%10° 1,5%107 1,5%10% 1,5%10°
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL

Fuente: Autor

4.2.8.2 Filtracién por membrana
Para llevar a cabo el proceso de filtracibn por membrana en la deteccién
de coliformes totales, coliformes fecales y Pseudomonas aeruginosa, la
metodologia empleada se basé por lo establecido en los Métodos
estandar para el examen de aguas y aguas residuales 9222 H y 9213 E
(APHA-AWWA-WEF, 2012) (Ver Anexo 6).

4.2.8.3 Preparacion de un pool de Escherichia coli ATCC 8739y
Citrobacter freundii ATCC 43864

A fin de verificar la diferencialidad del crecimiento de coliformes totales y
coliformes fecales, se prepard un pool de los dos microorganismos. Para
ello, se realiz6 preparacion de los inéculos de Escherichia coli ATCC
8739 y Citrobacter freundii ATCC 43864. En base a lo que se ilustra en la
Figura 2, se trabajaron con las concentraciones del inéculo de 106y 107.
Se tomé 0,5 mL de cada microorganismo y se inoculé en 99 mL de agua
a fin de obtener los 100 mL de muestra a pasar a través del filtro. Las
cajas con los filtros fueron incubadas a 35 + 2 °C por 48 horas.

4.2.8.4 Pruebaen matriz de agua potable y control negativo
Con el fin de asemejar la matriz de agua potable, se estilizaron 6 frascos
schott con 99 mL de agua potable y se inocularon de la siguiente manera:
2 frascos con 1 mL de Escherichia coli ATCC 8739 cada uno, 2 frascos
con 1 mL Citrobacter freundii ATCC 43864 cada uno y 2 frascos con un
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0,5 mL de cada uno de los dos microorganismos. Dichas muestras fueron
filtradas e incubadas a 24 y 48 horas a 35 + 2 °C. A las muestras de agua
potable, se les adicioné 0,1 mL de Tiosulfato de Sodio al 0,1 N por cada
100 mL de agua.

En cuanto al control negativo, se esterilizaron 2 frascos con agua
destilada estéril y 2 con agua potable estéril, sin inocular, y se pasaron a
través del filtro. Dichos filtros se transfirieron en Agar Chromocult y se
llevaron a incubar a 35 + 2 °C durante 24 horas, seguidamente se realiz6
la lectura de los resultados.

4.2.8.5 Prueba de repetibilidad
Para dicha prueba se realizaron los procedimientos establecidos en el
item 4.2.8. Se realizaron 8 repeticiones de la prueba y las diluciones
trabajadas fueron de 10y 107.

4.2.8.6 Pruebade reproducibilidad
Se baso en lo estipulado en el procedimiento del item 4.2.8. Se realizaron
2 repeticiones del método cambiando el analista que ejecutd el
procedimiento.

4.2.8.7 Pruebade robustez
Con el fin de verificar la incidencia del tiempo de incubacién con los
resultados obtenidos, se realizé la prueba de robustez, para lo cual se
realizé la lectura del recuento obtenido de la prueba a las 24 y 48 horas
(Ospino, 2013).

4.2.9 Andélisis de rutina de Pasteurizadora Santo Domingo S.A.
De acuerdo al plan de muestreo estipulado por el laboratorio de control
de calidad de Pasteurizadora Santo Domingo S.A se realizaron analisis
de rutina siguiendo los lineamientos estipulados por la empresa (Ver
Tabla 11).

También, se realizé la validacion de la deteccidon de mohos y levaduras
mediante el método de recuento en placa, para lo cual se utilizaron cepas
de referencia, en el caso del moho, se trabajé con Aspergillus brasiliensis
ATCC 16404; y para el caso de la levadura, se emple6 Candida albicans
ATCC 10231.
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5. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividad

Afo 2017 - |l
Jun Jul Agos Sept Oct Nov Dic
3/4/1|2 1|2 5/1 [2/3/4/1]2 1|2 12

Planteamiento del proyecto

Realizacion del anteproyecto

Evaluacion de equipos

Control de ambientes y superficies

Reactivacion de las cepas

Estandarizacion de los in6culos

Evaluacion de la selectividad y productividad de
los medios

Filtracion de Escherichia coli ATCC 8739

Filtracion de Citrobacter freundii ATCC 43864

Filtracion de Pseudonomas aeruginosa ATCC
9027

Filtracién pool E. coli ATCC 8739 y C. freundii
ATCC 43864

Filtracion muestras de agua potable

Pruebas de reproducibilidad, repetitividad y
robustez

Analisis estadistico

Anéalisis de rutina

Elaboracion Trabajo de Grado

Sustentacion Trabajo de Grado

Revision Bibliografica

Fuente: Autor
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6.1

6.2

6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Evaluacion de equipos
Diariamente, se realiz6 el monitoreo de la temperatura de los equipos y asi
mismo se llevé el registro del uso de los mismos.

Control de ambientes y superficies

El control de ambientes de acuerdo a los parametros estipulados por la
empresa, se realizaron diariamente. Los resultados obtenidos fueron
Optimos, ya que no hubo crecimiento de microorganismos mesdéfilos y mohos
y levaduras. Esto garantiza que los procesos de limpieza y desinfeccidon
ejecutados en la zona de trabajo del laboratorio de control de calidad de
Pasteurizadora Santo Domingo S.A.S son adecuados Yy realizados de forma
correcta (Ver Figura 3).

El control de superficies, realizado en la cabina de trabajo, se realiz6
semanalmente durante el tiempo en el cual se realizé la validacion. Los
resultados fueron de igual forma 6ptimos, ya que no hubo crecimiento de
microorganismos.

Figura 3. Cabina de flujo laminar de trabajo de Pasteurizadora Santo Domingo
S.A.

6.3

Fuente: Autor

Control de calidad de los medios de cultivo
Para evaluar los medios de cultivo, se uso el test ecométrico. Para ello, se
realizé la activacion de las cepas de referencia y luego del crecimiento de las
mismas sobre los medios de cultivo, se realizé la evaluacién microscépica de
los microorganismos de interés y la confirmacién bioquimica por medio de
las pruebas de oxidasa y catalasa. A partir del andlisis del método ecométrico
se evaluo el crecimiento de las cepas de referencia Escherichia coli ATCC
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8739, Citrobacter freundii ATCC 43864, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027 y Staphylococcus aureus ATCC 6538 en Agar Chromocult y Agar
Cetrimide con el fin de determinar la productividad del medio para el
crecimiento y desarrollo de los microorganismos. Los resultados se muestran
en la Tabla 3. Asi mismo se trabajé Agar Plate Count (PC) como medio de
cultivo control, donde los microorganismos crecen en Gptimas condiciones.

De los resultados obtenidos, se puede establecer que el test ecométrico
permite determinar la capacidad de un medio de cultivo para recuperar una
cepa en estudio; de este modo, se logré evidenciar que los medios utilizados
favorecen a la productividad y selectividad de los microorganismos y asi
obtener resultados confiables en los ensayos realizados (Villalobos, et al.,
2007).

Tabla 3. Resultado del método ecométrico para Escherichia coli ATCC 8739,
Citrobacter freundii ATCC 43864, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y
Staphylococcus aureus ATCC 6538 en Agar Chromocult y Agar PC

Microorganismo Medio de Cultivo | ICA ICR
Escherichia coli ATCC 8739 Agar Chromocult | 5 1
Agar PC 5 N/A
Citrobacter freundii ATCC 43864 Agar Chromocult | 5 1
Agar PC 5 N/A
Pseudomonas aeruginosa ATCC  Agar Chromocult |5 1
9027 Agar Cetrimide 5 1
Agar PC 5 N/A
Staphylococcus aureus ATCC 6538 Agar Chromocult | 0 0
Agar Cetrimide 0 0
Agar PC 5 N/A

N/A: No Aplica
Fuente: Autor

La Figura 4 muestra el crecimiento obtenido del analisis ecométrico de
Escherichia coli ATCC 8739 en Agar Chromocult y Agar PC.
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Figura 4. Crecimiento obtenido a partir del test ecométrico de E. coli en Agar PC
(A) y Agar Chromocult (B)

Fuente: Autor

Del crecimiento evidenciado en la Figura 4, se realiz6 tincion de Gram para
determinar la morfologia microscépica de la cepa de interés junto con la
evaluacion de la prueba catalasa y oxidasa, los resultados se presentan en
la Figura 5. En el caso de E. coli, es un bacilo Gram (-), la prueba de catalasa
es positiva, y oxidasa es negativa.

Figura 5. Resultados de E. coli ATCC 8739 de la prueba oxidasa (A), prueba
catalasa (B) y tincion de Gram (C) en aumento de 100 X

Fuente: Autor

El crecimiento de Citrobacter freundii en los medios analizados bajo el test
ecométrico se muestran en la Figura 6.
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Figura 6. Test ecométrico de C. freundii ATCC 43864 en Agar Plate Count (A) y
Agar Chromocult (B)

Fuente: Autor

Respecto a las caracteristicas microscépicas y el comportamiento bioquimico
de la cepa de Citrobacter freundii, la Figura 7 muestra los resultados
obtenidos. Este microorganismo, al ser parte del grupo de las
Enterobacterias, es un bacilo Gram (-), oxidasa negativa, y catalasa positiva.

Figura 7. Comportamiento de C. freundii ATCC 43864. Prueba de oxidasa (A).
Prueba de Catalasa (B). Tincién de Gram (C) en 100 X

r 14l P , Woud

i

HC726146 201

Fuente: Autor

Tal como se muestra en la Figura 4 y 6, una de las ventajas que presentan
los medios de cultivo cromdgenos como es el caso de Agar Chromocult, es
que permite no solo el desarrollo sino también la diferencialidad de los
microorganismos. En el caso del recuento de coliformes, es la enzima B-D-
galactosidasa quien permite a las bacterias escindir el Salmon-GAL y asi
generar colonias de color rojo (Citrobacter freundii). Respecto al crecimiento
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de Escherichia coli, ocurre una escision de dos sustratos, Salmon-GAL y X-
glucorénido, mediante la accion de una combinacion de dos enzimas, (3-D-
galactosidasa y B-D-glucoronidasa, respectivamente y por tanto se generan
colonias de color violeta a azul oscuro (Millipore, 2014). También, en cuanto
al ICA y el valor ICR del medio de cultivo, se logré determinar que el medio
favorece totalmente a la productividad de las cepas de interés, ya que como
se muestra en la Tabla 3, el valor ICA de este medio para estos dos
microorganismos tiene un valor de 5, lo que determina un éptimo crecimiento
y desarrollo de las dos bacterias. Respecto al valor ICR, se logra determinar
que en comparacion del medio de cultivo control, donde las dos cepas
crecieron de forma eficiente; el medio de cultivo de referencia, Agar
Chromocult, se comporta de la misma forma, garantizando el buen desarrollo
de los microorganismos y por tanto su valor es de 1.

Por otro lado, en cuanto a la evaluacion del crecimiento de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, la Figura 8 muestra los resultados del test
ecomeétrico realizado en Agar Plate Count, Chromocult y Cetrimide. También,
en cuento a sus caracteristicas microscoépicas y bioquimicas, la Figura 9
evidencia los resultados obtenidos. Dicho microorganismo, es una bacteria
Gram (-), catalasa y oxidasa positiva.

Figura 8. Test ecométrico de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en Agar Plate
Count (A), Agar Chromocult (B) y Agar Cetrimide (C) bajo luz UV y (D)

Fuente: Autor
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En base a la Figura 8, se logré determinar que tanto agar Chromocult, como
agar Cetrimide, favorecen al crecimiento y desarrollo de Pseudomonas
aeruginosa. En el caso de agar Cetrimide, la Figura 8.C muestra el
crecimiento de este microorganismo a la exposicion de la luz ultravioleta, esto
se da por la produccion de piocianina que se estimula mediante el cloruro de
magnesio y el sulfato potasico en el medio. La piocianina es un pigmento azul
o verde azulado y actia como biosensor en la detecciébn de dicho
microorganismo.

Asi mismo, se establece que el valor ICA de los dos medios de cultivo en el
desarrollo de esta bacteria es de 5, por su 6ptimo crecimiento evaluado bajo
el test ecométrico; y el valor ICR, es de 1.

Figura 9. Comportamiento de P. aeruginosa ATCC 9027. Prueba de oxidasa (A),
catalasa (B). Tincién de Gram (C) bajo aumento de 100 X

Fuente: Autor

Finalmente, en cuanto a la evaluacién del microorganismo interferente,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, los resultados obtenidos a partir del test
ecométrico se presentan en la Figura 10. Asi mismo, su comportamiento
bioquimico y sus caracteristicas microscopicas se muestran en la Figura 11.
Esta bacteria es un coco Gram (+), catalasa positiva y oxidasa negativa.
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Figura 10.Test ecométrico de S. aureus ATCC 6538 en Agar Plate Count (A),
Chromocult (B) y Cetrimide (C)

Fuente: Autor

Figura 11. Resultados de S. aureus ATCC 6538 de la prueba de oxidasa (A),
catalasa (B) y tincion de Gram (C) en aumento 100 X

Fuente: Autor

De acuerdo a la Tabla 2, la selectividad de los medios de cultivo Chromocult
y Cetrimide es alta, ya que no se presentd el crecimiento de Staphylococcus
aureus ATCC 6538 en el test ecométrico realizado para este microorganismo
tal como se muestra en la Figura 10. Esto permite concluir que los
componentes de los medios de cultivo que favorecen a la selectividad de los
mismos son eficientes y por tanto no ocurre el crecimiento de flora
acompafante o interferente distinta a la de interés. Por ello, el valor ICA y el
ICR de esta bacteria en agar Chromocult y Cetrimide es igual a cero.

Por otro lado, uno de los parametros realizados para la confirmacion de las
cepas en estudio, se basé en el andlisis de las pruebas catalasa y oxidasa.
Para el andlisis de todas las cepas, los resultados fueron acertados en base
al certificado de cada microorganismo, garantizando que los
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microorganismos usados no presentaron la presencia de interferentes o que
no tuvieran los comportamientos propios de cada cepa.

6.4 Prueba de esterilidad de los medios de cultivo

De las cajas seleccionadas para evaluar la esterilidad de los medios de
cultivo, no hubo crecimiento de ningun microorganismo en las cajas
incubadas a las condiciones mencionadas en el item 4.2.5. Por tanto, se
garantiza que los medios de cultivo fueron hervidos, en el caso de Agar
Chromocult; y esterilizados, para Agar PC, Cetrimide y YGC adecuadamente
de manera tal que se aseguroé su inocuidad para su manejo y empleo durante
los ensayos ejecutados. Asi mismo, a cada lote de los medios de cultivo
preparados, se le realizé la medicion de su pH, los cuales se encontraron
todos bajo los pardmetros establecidos por la casa comercial de cada medio
de cultivo.

6.5 Control de esterilidad de las autoclaves
Para el caso del uso de la cinta indicadora, se utilizé6 en cada proceso de
esterilizacion, el cual fue eficiente, ya que dicha cinta presentd el cambio de
color, lo que indica efectividad en el proceso.

En cuanto al empleo de las ampollas Sterikon plus Bioindicador, de acuerdo
a lo estipulado por el laboratorio, se usaron una vez al mes en las dos
autoclaves empleadas para la esterilizacion de material limpio y para la
esterilizacion de material contaminado. Los resultados fueron adecuados, ya
gue cuando ocurre una eficiente esterilizacion, las esporas de Geobacillus
stearothermophilus quedas destruidas. El color de la ampolla permanece de
color rosa (Ver Figura 12). Cuando la esterilizacion no es eficiente, la ampolla
vira de color rosa al amarillo.

Figura 12. Ampolla Sterikon plus Bioindicador luego del proceso de esterilizacion

Fuente: Autor
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Validacion del método de filtracién por membrana para deteccién
de Coliformes Totales, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa

6.6.1 Estandarizacion del in6culo y técnica de Filtracion por Membrana

A partir de las cepas activadas, se realizd la preparacion del Patron
McFarland de 0,5 como se muestra en la Figura 13. Para la preparacion del
Patron empleado para las tres cepas en los diferentes ensayos, se partié del
crecimiento de una colonia de aproximadamente 18 a 24 horas de incubacion
y posteriormente se transfiri6 a caldo BHI incubando el tubo durante 60
minutos a 35 £ 2 °C.

La evaluacion de la concentracion de la cepa se evalud por turbidez en
comparacion con el patron comercial.

Figura 13.Preparacion Patron McFarland. A: Control Caldo BHI. B: Patron

McFarland 0,5 comercial. C: Patron preparado a partir de una colonia de cada
microorganismo. Escherichia coli (1). Citrobacter freundii (2). Pseudomonas

aeruginosa (3)

Fuente: Autor

Para llevar a cabo el primer procedimiento de filtracion, en el caso de todas
las cepas, se realizaron diluciones seriadas a partir del McFarland preparado
hasta 107. Se inoculé 1 mL de las diluciones en 99 mL de Agua Destilada
Estéril (ADE) y seguidamente, se filtr6 cada una de las muestras. Los
resultados se muestran en la Tabla 4. Asi mismo, en la Figura 14 se muestra
el crecimiento de las cepas en el primer ensayo de filtracion.
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Tabla 4. Resultados obtenidos a partir del ensayo de filtracion de las cepas analizadas de las diluciones de 10 a 10”7

Cepa Dilucién 107 103 104 10° 10 107 | Promedio | Desviacion | Coeficiente
estandar de variacion
Escherichia UFC/100 | TNTC | TNTC A TNTC 214 36 8 1,5966 0,7145 0,448
coli ATCC mL
8739
Logio N/A N/A N/A 2,330 | 1,556 | 0,903
Citrobacter UFC/100  TNTC | TNTC | TNTC 148 16 3 1,2838 0,8494 0,662
freundii ATCC | mL
43864 Logio N/A N/A N/A 2,170 | 1,204 | 0,477
UFC/100 | TNTC | TNTC A TNTC 144 12 1 1,0792 1,0792 1,000
mL
Logio N/A N/A N/A 2,158 | 1,079 | 0,000
Pseudomonas | UFC/100 TNTC TNTC | TNTC 120 34 3 1,3626 0,8143 0,598
aeruginosa mL
ATCCO027 11090  [NA [NAA [N/A | 2,079 1531| 0,477

TNTC: Too Numerous To Count (Muy humeroso para contar).

N/A: No Aplica
Fuente: Autor
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Figura 14. Crecimiento de las cepas producto del primer ensayo de filtracion. A:
Escherichia coli ATCC 8739. B: Citrobacter freundii ATCC 43864. C:
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Fuente: Autor

De acuerdo a los resultados mostrados en la Tabla 4, las concentraciones
que se seleccionaron para los ensayos fueron 10 y 107, dado que
concentraciones mas altas pueden ocasionar un solapamiento de las
colonias, ocasionando datos inciertos.

Para determinar la linealidad de las cepas de trabajo, en base a los
resultados obtenidos en la Tabla 4, se muestra la Figura 15 en la que se
presenta en comportamiento del logaritmo del recuento de los
microorganismos en las diluciones 10-°, 10%y 10”.

Como se evidencia en la Figura 15, el microorganismo que mejor presento
linealidad de los datos es Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en
comparacion a los otros dos microorganismos. Sin embargo, no se descarta
gue las tres cepas se comportan de forma lineal, ya que como se muestra en
la Tabla 4, en cada dilucion ocurre la disminucién de la concentracién de
cada cepa en una unidad logaritmica.

A partir de lo anterior, se infiere que los tres microorganismos cumplen con
el parametro de linealidad y por tanto el método evaluado para la deteccion
de coliformes totales, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa en agua,
es exacto y preciso.

41



Figura 15. Linealidad del método de filtracidbn por membrana

Logaritmo del crecimiento de las cepas vs. diluciones
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Dilucién

Fuente: Autor

6.6.2 Repetibilidad y Reproducibilidad
De acuerdo a los resultados obtenidos en el primer ensayo de filtracion, se
realizaron los ensayos de repetibilidad, para lo cual se tuvo en cuenta las
diluciones 10y 107. Los resultados se muestran en la Tabla 5, para E. coli
ATCC 8739; Tabla 6, para C. freundii ATCC 43864; y Tabla 7, para P.
aeruginosa ATCC 9027.

Los ensayos de repetibilidad se realizaron bajo las mismas condiciones en la
manipulacion de cada una de las cepas. Para el caso de los ensayos de
reproducibilidad, fueron realizados por diferente analista.

Se realizaron 8 ensayos para el caso de la repetibilidad y para la
reproducibilidad se realizaron dos, todos trabajando las concentraciones de
10° y 107 donde se encontraron los valores de mejor cuantificacion.
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Tabla 5. Recuento obtenido a partir de los ensayos realizados para la prueba de repetibilidad de la filtracion de E. coli

ATCC 8739 en base a las diluciones 10 y 10 del Patron McFarland 0,5

Tiempo | Dilucién |Ens1 |Ens |Ens3 |Ens4 |Ens5 Ens6 | Ens7 | Ens 8 | Promedio | Desviacion | Coeficiente
2 estandar de variacion
24 10 35 33 37 34 39 29 30 32 1,525 0,0436 0,0286
horas Logio | 1,544 (1519 | 1568 | 1,531 | 1,591 | 1,462 | 1,477 | 1,505
48 10 35 33 37 34 39 29 30 32 1,525 0,0436 0,0286
horas Logio | 1,544 11,519 | 1,568 | 1,531 | 1,591 | 1,462 | 1,477 | 1,505
24 10”7 6 5 4 8 9 9 7 4 0,792 0,1458 0,1840
horas Logio | 0,778 0,699 | 0,602 | 0,903 | 0,954 | 0,954 | 0,845 | 0,602
48 10”7 6 5 4 8 9 9 7 4 0,792 0,1458 0,1840
horas Logio | 0,778 0,699 | 0,602 | 0,903 | 0,954 | 0,954 | 0,845 | 0,602

Fuente: Autor

Tabla 6. Recuento obtenido a partir de los ensayos realizados para la prueba de repetibilidad de la filtracion de C. freundii
ATCC 43864 en base a las diluciones 10°° y 107 del Patrén McFarland 0,5

Tiempo | Dilucion | Ens1 |Ens2 |[Ens3 |Ens4 | Ens5 Ens6 |Ens7 | Ens 8 | Promedio | Desviacion | Coeficiente
estandar de variacion
24 10° 16 13 19 15 21 13 14 21 1,210 0,0875 0,0724
horas Logio| 1,204 | 1,114 | 1,279 | 1,176 | 1,322 | 1,114 | 1,146 | 1,322
48 106 16 13 19 15 21 13 14 21 1,210 0,0875 0,0724
horas Logio | 1,204 | 1,114 | 1,279 | 1,176 | 1,322 | 1,114 | 1,146 | 1,322
24 10”7 1 2 4 2 2 2 3 3 0,345 0,1804 0,5228
horas Logwo | 0,000 | 0,301 | 0,602 | 0,301 | 0,301 | 0,301 | 0,477 | 0,477
48 107 1 2 4 2 2 2 3 3 0,345 0,1804 0,5228
horas Logio | 0,000 | 0,301 | 0,602 | 0,301 | 0,301 | 0,301 | 0,477 | 0,477

Fuente: Autor
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Tabla 7. Recuento obtenido a partir de los ensayos realizados para la prueba de repetibilidad de la filtracién de P.
aeruginosa ATCC 9027 en base a las diluciones 106 y 10" del Patron McFarland 0,5

Tiempo | Dilucién |Ens1 [Ens2 |Ens3 |Ens4 |Ens5 |Ens6 |Ens7 | Ens8 | Promedio | Desviacion | Coeficiente

estandar de variacion

24 10 33 33 29 35 36 29 30 33 1,507 0,0360 0,0239
horas Logio | 1,519 1,519 1,462 | 1,544 | 1,556 | 1,462 | 1,477 | 1,519

48 10 33 33 29 35 36 29 30 33 1,507 0,0360 0,0239
horas Logio | 1,519 | 1,519 | 1,462 | 1,544 | 1,556 | 1,462 | 1,477 | 1,519

24 10”7 1 1 4 1 3 4 4 3 0,345 0,2904 0,8415
horas Logio | 0,000 | 0,000 | 0,602 | 0,000 0,477 | 0,602 | 0,602 | 0,477

48 10”7 1 1 4 1 3 4 4 3 0,345 0,2904 0,8415
horas Logio | 0,000 | 0,000 | 0,602 | 0,000 0,477 | 0,602 | 0,602 | 0,477

Fuente: Autor
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Para comprobar que el método cumple con los pardmetros de repetibilidad,
se empled un andlisis estadistico basado en la distribucion de t- Student en
la Hoja de Calculo Microsoft Excel, para lo cual, se manej6é una distribucion
de dos colas, con un indice de confianza del 95 % y una significancia de 0,05,
es decir, cada cola con un 0,025. Los grados de libertad de los andlisis es
de 7 que obedece al valor de la poblacion menos 1.

Se planted un contraste de hipétesis, para lo cual se establecio:

Hipdétesis nula (Ho): El promedio de los datos obtenidos de los ensayos de
repetibilidad se encuentran dentro del nivel de confianza del 95 % respecto
al promedio obtenido del primer ensayo de filtracién para las diluciones 106
y 107 para las tres cepas estudiadas.

Hipétesis alterna (Hi1): Los datos obtenidos en los ensayos de repetibilidad
se encuentran fuera del indice de confianza establecido para las tres cepas
en estudio.

Para el analisis de distribucion de t — Student, se calculd el t valor para
compararlo con el valor t tabulado y asi establecer si se acepta o se rechaza
la hipotesis establecida. En la Tabla 8, se muestra el valor t calculado junto
con el valor t de la tabla de distribucion.

Tabla 8. Valor t calculado a partir de los analisis de repetibilidad

Microorganismo Dilucién | Valor t | Valor t
calculado tabulado
Escherichia coli ATCC 106 -2,029 2,3646
8739 107 -2,149
Citrobacter freundii ATCC 106 2,203
43864 107 1,671
Pseudomonas 106 -1,867
aeruginosa ATCC 9027 107 -1,285

Fuente: Autor

De acuerdo con la Tabla 8, se aceptan todas las hipotesis establecidas, dado
que los resultados de valor t calculado, se encuentran dentro del indice de
confianza con una significancia del 0,05.

En cuanto a los ensayos de reproducibilidad, se basaron en la realizacion de

la técnica por un analista diferente. Los resultados se presentan en la Tabla
9.
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Tabla 9. Resultados obtenidos de los ensayos de reproducibilidad de la técnica de
filtracion por membrana

Cepa Ens | 10° | Logio | Prom | Desviacion | 107 | Logio | Prom | Desviacion
estandar estandar

Escherichia 1 44 1,643  1,6173 0,0370 40,6021 0,4515 0,2129
coli ATCC 2 391,591 2 |0,3010

8739
Citrobacter 1 24 | 1,38 | 1,4427 0,0883 50,6990 | 0,5880 0,1569
freundii 2 32 | 1,505 30,4771

ATCC

43864

Fuente: Autor

Para determinar si la técnica es reproducible, se realiz6 un contraste de
hipotesis, estableciendo:

Hipdtesis nula (Ho): ElI método presenta resultados estadisticamente
similares cuando se realiza por dos diferentes analistas sin ocurrir una
variacion considerable de los datos.

Hipodtesis alterna (Hi): Los resultados obtenidos a partir de la técnica van a
depender del analista que los ejecute presentando una variacion
considerable entre los datos.

De acuerdo a la distribucion t — Student para el andlisis de la reproducibilidad,
sélo fue posible realizar dos ensayos por cada dilucién para cada cepa. Sin
embargo, el andlisis estadistico que se realiz6 establece que en la hipotesis
planteada se acepta, dado que los valores t calculados se encuentran dentro
del indice de confiabilidad del 95 % cuando se realiza el andlisis con un grado
de libertad y una significancia del 0,05. En la Tabla 10, se muestran dichos
valores.

Tabla 10. Valor t calculado en comparacién del valor t tabulado para el andlisis de
hipétesis de las dos cepas en las dos diluciones estudiadas

Microorganismo Dilucién | Valor t | Valor t
calculado tabulado

Escherichia coli ATCC 106 2,299 12, 7062

8739 107 -2,909

Citrobacter freundii ATCC 106 4,821

43864 107 3,151

Fuente: Autor
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Para los dos casos, de repetibilidad y reproducibilidad ejecutados, se acepta
la hipotesis nula que se establece. Por tanto, se permite afirmar que el
método de filtracion por membrana para la deteccion de coliformes totales,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa para el analisis de las aguas
tratadas en la Pasteurizadora Santo Domingo S.A es confiable y
reproducible, lo que determina que el método es a su vez preciso.

Respecto al andlisis de la robustez del método, en todos los casos, tal como
se muestra en las Tablas 5, 6 y 7, no aumentd el nUmero de colonias en
funcién al tiempo de incubacion de las 24 a las 48 horas a 35 + 2 °C.

Por tanto, se infiere que el método es robusto. Sin embargo, se presento
aumento del tamafio de las colonias pasadas las 24 horas de incubacion, por
lo cual puede ocurrir solapamiento de las colonias en caso tal que la carga
microbiana sea muy alta (Ospino, 2013). Por tanto, aunque el método es
robusto, se recomienda realizar la lectura de las muestras que se analicen a
las 24 horas de su incubacion.

Para establecer la precision del método, por un lado, hay que definir la
repetibilidad como la medida bajo la cual se puede evaluar la cercania
existente entre los datos teniendo en cuenta que se manejan las mismas
condiciones de analisis (mismo analista, mismos equipos, mismos reactivos,
mismos instrumentos); mientras que, por otro lado, respecto a la
reproducibilidad, se evalla el ensayo bajo parametros diferentes. Ademas, la
precision, también establece la concordancia del método en funcién de los
datos cuando este se realiza en repetidas ocasiones bajo los mismos criterios
y bajo criterios diferentes. Para ello, también se determiné los valores de
medias, desviaciones estandar y coeficientes de variacién en cada ensayo;
y por medio de estos valores se logro evidenciar que los resultados presentan
poca dispersion respecto a la media, ya que los valores de desviacion son
bajos y esto permite establecer que los datos presentan homogeneidad entre
Si.

Respecto a los ensayos de reproducibilidad para Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, no se ejecutaron debido a que sélo se contaba con una analista
del laboratorio de microbiologia de la empresa.

6.6.3 Preparacion de un pool de Escherichia coli ATCC 8739y
Citrobacter freundii ATCC 43864

Respecto al ensayo del pool de Escherichia coli ATCC 8739 y Citrobacter
freundii ATCC 43864, el ensayo se realiz6 con el fin de diferenciar el
crecimiento de los dos microorganismos en el medio de cultivo. La Figura 16
muestra el crecimiento obtenido a partir de la muestra filtrada.

Dicho ensayo se realizé de forma cualitativa, de tal modo que se desconoce
la concentracion de los microorganismos en la muestra.
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Figura 16. Colonias de Escherichia coli ATCC 8739 y Citrobacter freundii ATCC
43864 producto de la filtracion de una muestra con un pool de los dos
microorganismos

Fuente: Autor

Como se muestra en la Figura 16, se logra observar el crecimiento de los dos
microorganismos evaluados en Agar Chromocult. Por un lado, las colonias
de Escherichia coli ATCC 8739 de color azul — violeta; y las colonias de
Citrobacter freundii ATCC 43864 de color rojo. Esto permite establecer que
el medio de cultivo favorece a la diferencialidad del grupo de los coliformes
totales y los coliformes fecales contribuyendo a su vez a obtener resultados
confiables y certeros cuando se presentan estos dos microorganismos en
una muestra de agua.

6.6.4 Pruebaen una matriz de agua potable y control negativo
En cuanto a las muestras de agua potable filtradas, se realizé con el fin de
determinar el comportamiento de los microorganismos en la matriz en la cual
se realizo el ensayo de la técnica validada simulando a su vez las condiciones
gue tiene una muestra de agua potable. De los analisis realizados, la Tabla
11 plantea los recuentos obtenidos de los ensayos, los cuales se realizaron
por duplicado.
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Tabla 11. Resultado de crecimiento evidenciado de la filtracion de las muestras de
agua potable con las cepas inoculadas

Microorganismo | Ens | 10 | Logio | Prom | Desv | 10" | Logio | Prom | Desv
6 Est ! Est

Escherichiacoli | 1 36 1,55 | 159 10,0566 9 095 0,895 0,0778

ATCC 8739 2 43 | 1,63 7 10,84

Citrobacter 1 38 /1,57 | 1515 0,0778 ' 8 | 0,90 | 0,795  0,1485

freundii ATCC 2 29 1,46 5 10,69

43864

Pool de los dos 1 47 11,67 163 |0,0566 9 0,95 | 0,925 0,0354

microorganismos | 2 39 | 1,59 8 0,90

Fuente: Autor

Por otro lado, se evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas de la muestra
de agua potable empleada para la filtracion, los resultados se muestran en la
Tabla 12.

Tabla 12. Resultados de las caracteristicas fisicoquimicas del agua potable

empleada para el proceso de filtracién

Andlisis Resultado

pH 7,44

Cloro 0,5 ppm
Dureza 60 mg CaCOs/L

Fuente: Autor

En cuanto a la Tabla 12, los resultados obtenidos para los analisis
fisicoquimicos de la matriz en la cual se llevo a cabo los ensayos, muestra
que dichos pardmetros se encuentran dentro de los lineamientos
establecidos por el laboratorio de control de calidad de la Pasteurizadora
Santo Domingo S.A.

Respecto al control negativo, los resultados que se obtuvieron fueron 6ptimos
dado que no se presentd crecimiento de ningiin microorganismo sobre el filtro
incubado en Agar Chromocult. Esto asegura que no se presentd ningun
interferente en los resultados obtenidos (Ver Figura 17).

Los controles se realizaron durante todos los ensayos ejecutados en el
proceso de la validacién.
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Figura 17. Controles negativos filtrados a partir de muestras de agua potable sin
inocular

Fuente: Autor

6.7 Analisis de rutina de Pasteurizadora Santo Domingo S.A.
Respecto a los andlisis de rutina realizados en la Pasteurizadora Santo
Domingo S.A., en la Tabla 13, se muestra el plan de muestreo ejecutado. Asi
mismo, la Tabla 14, se muestra el método empleado, el medio de cultivo y el
periodo de incubacion que se emplea para cada uno de los analisis
realizados.
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Tabla 13. Plan de muestreo realizado en Pasteurizadora Santo Domingo S.A.

Fuente:

Tipo de muestra Analisis Frecuencia

Leche UHT Aerobios mesofilos Diario

Derivado Lacteo (Bebida | Coliformes totales y fecales, mohos y levaduras Semanal

lactea, yogurt, kumis)

Leche termizada (Silos) Aerobios mesdofilos, coliformes totales y fecales Mensual

Leche cruda (ganaderos, | Aerobios mesofilos, Bacillus sporothermodurans Quincenal

rutas)

Gelatina Aerobios mesofilos, coliformes totales y fecales, mohosy | Trimestral
levaduras, esporas de Clostridium spp. sulfito reductor

Enjuagues carros Aerobios mesdfilos, coliformes totales y fecales, | Mensual
unidades relativas de luz

Enjuagues silos Aerobios mesofilos, coliformes totales y fecales Semanal

Insumos Aerobios mesdfilos, coliformes totales y fecales, mohosy | Diario
levaduras, esporas de Clostridium spp. sulfito reductor,
analisis fisicogquimico

Material de empaque Aerobios mesofilos, coliformes totales y fecales, mohosy | Diario
levaduras, analisis fisicoquimico

Aguas (planta UHT, planta | Aerobios mesofilos, coliformes totales y fecales, | Mensual

derivados lacteos) Pseudomonas aeruginosa

Ambientes (planta UHT, | Aerobios mesdfilos, mohos y levaduras Mensual

planta derivados lacteos)

Manipuladores (planta | Aerobios mesofilos, coliformes totales y fecales Mensual

UHT, planta derivados

lacteos)

Autor

51




Tabla 14. Analisis de rutina realizados en Pasteurizadora Santo Domingo con los
métodos, medios de cultivo y periodos de incubacién utilizados para cada uno

Analisis Método Medio de | Periodo de
cultivo incubacion
Aerobios mesofilos | Petrifilm N/A 48 horas

Analisis de esterilidad: | Agar BHI
Recuento en placa profunda
Analisis de Agua: Filtracion | Agar PC
por membrana
Andlisis de ambientes: | Agar PC
Técnica de sedimentacion
Mohos y levaduras | Petrifilm N/A 4 dias
Andlisis de ambientes: | Agar YGC 4 dias
Técnica de sedimentacion
Coliformes totales y | Recuento en placa profunda | Agar VRB 48 horas
fecales

Andlisis de agua: Filtracion | Agar 24 - 48 horas
por membrana Chromocult
Pseudomonas Andlisis de agua: Filtracion | Agar 18 - 24 horas
aeruginosa por membrana Cetrimide
Esporas de | Analisis de insumos: | Agar SPS 48 horas

Clostridium  spp. | Choque térmico a 80 °C
sulfito reductor
Bacillus Andlisis de leche cruda y | Agar BHI 4 dias
sporothermodurans | leche termizada: Choque
térmico a 10 psi

Fuente: Autor

A partir del plan de muestreo establecido, el equipo de analistas del laboratorio de
control de calidad busca el aseguramiento y la inocuidad de los productos que alli
se procesan, por tanto, se realiza un analisis minucioso de cada parametro que
influye en la elaboracién del producto terminado.

De manera general, se regula 'y se cumple con la misién establecida por la empresa,
al ofrecer a sus clientes productos de alta cantidad generando resultados oportunos
y confiables empleando a su vez procedimientos normalizados y equipos calibrados
y adecuados.

Asi mismo, durante el desarrollo de la pasantia, se desarroll6 la validacion del
método de deteccidn de mohos y levaduras en Agar YGC y Agar OGY para el
recuento en placa.

Para la ejecucion de dicha validacion, se trabajaron cepas de referencia, Aspergillus
brasiliensis ATCC 16404 y Candida albicans ATCC 10231.
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Se realizaron cinco ensayos de repetibilidad y cinco de reproducibilidad; la matriz
evaluada fue bebida lactea fermentada elaborada por Pasteurizadora Santo
Domingo S.A.

La técnica se aplico teniendo en cuenta los parametros estipulados por la NTC 4092,
para lo cual la deteccion de Candida albicans ATCC 10231 se realizé por medio del
recuento en placa profunda, mientras que para el caso de Aspergillus brasiliensis
ATCC 16404, la deteccion se ejecutd mediante el recuento en placa profunda
favoreciendo el desarrollo del micelio sobre el medio de cultivo.

Asi mismo, se evalud el crecimiento de las dos cepas en dos medios de cultivo
diferente, Agar YGC y Agar OGY, para establecer cuél de los medios favorece al
desarrollo de las cepas.

Los resultados obtenidos durante el periodo de ensayo permitieron determinar que
el método es confiable y reproducible para el analisis de este tipo de
microorganismos. También, en cuanto a la evaluacién de los medios de cultivo, para
el caso del moho, fue el Agar YGC quien permiti6 un mejor crecimiento de la cepa
a diferencia del Agar OGY teniendo en cuenta que bajo las mismas condiciones de
incubacion en tiempo y temperatura, el crecimiento en el medio de cultivo OGY fue
mas lento.

53



7. CONCLUSIONES

Se establecido que el método de filtracidon por membrana para la deteccion de
coliformes totales (Citrobacter freundii), Escherichia coliy Pseudomonas aeruginosa
en aguas empleadas en Pasteurizadora Santo Domingo S.A. es preciso, exacto,
confiable y reproducible; ya que los resultados de la prueba t - Student no mostraron
diferencias significativas en los promedios de los ensayos de repetibilidad y
reproducibilidad para estos grupos microbianos con un nivel de confiabilidad del
95%.

Se logro verificar que Agar Chromocult presenta una adecuada diferencialidad y
selectividad para el crecimiento y desarrollo de microorganismos del grupo de los
coliformes inhibiendo a su vez posibles microorganismos Gram positivos
interferentes.

Los resultados obtenidos a partir del ensayo de filtracion por membrana, no
dependen del analista que ejecuta el método. Asi mismo, los resultados no influyen
respecto al periodo de incubacion puesto que se obtuvo el mismo crecimiento de
los microorganismos a las 24 y 48 horas de incubacion y por ende el método es
robusto.

Se estipula que las concentraciones empleadas para la ejecucién de los andlisis de
10%: 38 UFC y 107: 8 UFC, permiten obtener una concentracion adecuada del
indculo y de este modo favorecer la lectura de los resultados durante los ensayos.

Se verifico el crecimiento de las cepas de referencia en una matriz de agua potable,
comprobando que los resultados de dicho crecimiento fueron Optimos y los
microorganismos crecieron adecuadamente. Asi mismo, en el control negativo no
se detectd la presencia de microorganismos en agua potable, lo que permite
garantizar que el agua empleada en Pasteurizadora Santo Domingo S.A. cumple
con los parametros de calidad.
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8. RECOMENDACIONES

Se recomienda la ejecucion de los analisis no sélo en muestras de agua potable;
también puede trabajarse muestras de agua envasada o aguas naturales para dar
mayor veracidad al método.

Como se menciona en la de reproducibilidad de la técnica, so6lo se ejecutaron dos
ensayos; por ende, se recomienda que dichos ensayos se realicen un mayor
namero de veces para obtener una mejor confiabilidad en los resultados, ya que al
aumentar la reproducibilidad de los ensayos se disminuye el error experimental, lo
que permitiria obtener una mayor confiabilidad en los resultados finales de la
validacion. También, se debe realizar el ensayo para todas las cepas validadas, ya
gue en este caso no se ejecuto la reproducibilidad de P. aeruginosa.

De acuerdo al analisis estadistico, al validar tres cepas, se recomienda realizar un
andlisis de varianza de una via (ANOVA) para corroborar la certeza de los
resultados, una vez se haya incrementado la repetibilidad de los analisis.

Es importante que la persona que realice esta validacién, haga una excelente
revision del estado del arte, donde se adquiera el conocimiento y la destreza para
la realizacion de los ensayos y la validacion de la técnica.
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9. GLOSARIO

DIFERENCIALIDAD: Capacidad de un medio de cultivo para distinguir dos
microorganismos diferentes de acuerdo a los componentes del medio que
ocasionan la expresion de un comportamiento metabdlico de determinado
microorganismo.

EXACTITUD: Determina la cercania entre el valor que es aceptado y el valor
encontrado (valor promedio) obtenido al aplicar el procedimiento de andlisis un
cierto numero de veces.

PRECISION: Se refiere a la similitud en los resultados de dichos andlisis cuando se
realiza en repetidas ocasiones.

REPETIBILIDAD: Establece la realizacion de determinado ensayo bajo los mismos
criterios, mismo analista, mismos equipos.

REPRODUCIBILIDAD: Determina la realizacién de un ensayo, cuando se cambia
o modifica una de las variables del estudio, por ejemplo, diferentes analistas.

ROBUSTEZ: Capacidad que presenta un método para permanecer inalterado
cuando se les realizan pequerias variaciones a las condiciones de uso normales.

SELECTIVIDAD: Capacidad de un procedimiento analitico para diferencias varias
sustancias en una muestra.

VALIDACION: Método que tiene como fin confirmar y verificar que los resultados
obtenidos de un determinado ensayo son confiables y reproducibles.
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Anexo 11. Control de temperatura de nevera de refrigeracion de las cepas de referencia




Anexo 12. Control de temperatura incubadora




