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GLOSARIO

Cultivo o material de referencia. Cultivos provenientes de una coleccién
reconocida nacional o internacionalmente, acompafiada de un certificado que
especifique las caracteristicas fenotipicas y genotipicas. Término colectivo que se

refiere a cepas de referencia, cepas de reserva y cepas de trabajo.

Cepas de referencias (C ref). Microorganismos definidos por lo menos a nivel de
género y especie catalogados muy caracterizados y de origen conocido. Para
demostrar la trazabilidad debe obtenerse directamente de una coleccién nacional

e internacional de cultivo de referencia conocido.
Cepas de reserva (Cr). Cultivo obtenido a partir de la reactivacion y resiembra de
un cultivo de referencia certificado y mantenido como una fuente para la

preparacion de cultivos de trabajo.

Cepas de trabajo (Ct). Subcultivos obtenidos de un cultivo de reserva destinados

al uso como control en el trabajo diario.

ATCC. American Type Culture Collection.
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RESUMEN.

El estudio realizado de Buenas Practicas de Laboratorio en el laboratorio Bialab
fue importante para la organizacion y aseguramiento de la calidad.

BPL se definen como el conjunto de reglas, de procedimientos operacionales y
practicas establecidas y promulgadas por determinados organismos, consideradas
de obligado cumplimiento para asegurar la calidad e integridad de los datos
producidos en los procesos del laboratorio. Se establecen elementos que un
laboratorio debe asegurar para que los resultados de los ensayos emitidos a los
clientes sean confiables y tengan validez. Un buen sistema de calidad en BPL
involucra a la organizacion de un laboratorio.

Tener en cuenta control de: preparacion y esterilizacion de medios de cultivo,
equipos, material de vidrio, mantenimiento del cepario, saneamiento del
laboratorio.

La aplicacion de BPL asegura la ejecucion de que los ensayos se realicen de
manera detallada y controlada asegurando el buen funcionamiento de todos los
equipos con sus respectivos registros y fechas de calibracion.

Tener un disefio de limpieza y desinfeccién en las diferentes areas, equipos,
ambiente antes y después de ser utilizados en las diferentes pruebas o ensayos
se reduce la proliferacion de microorganismos evitando alteracion en los
resultados de los analisis realizados.

Con el uso de BPL en el laboratorio Bialab se asegura la gestion de calidad
orientada a evaluar la validez de los resultados obtenidos, de mejorar en conjunto
el funcionamiento del laboratorio y de proporcionar confianza en que se cumplan
los requisitos de calidad.
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INTRODUCCION

Aseguramiento de la calidad son todas las actividades planificadas y sistematicas
puestas en marcha dentro del sistema de calidad y demostradas como necesarias
para brindar la confianza adecuada de que una entidad cumpla con los requisitos
de calidad.

Las Buenas Précticas de Laboratorio estan disefiadas para promover la calidad y
validez de los resultados emitidos por laboratorios de ensayos y prestadores de
Sservicios.

La meta del laboratorio Bialab (Bolivar Industrial Ambiental Laboratorios) es
obtener la acreditacion 1SO 17025:2005 para ello se esta trabajando teniendo
como base las BPL. Se solicité visita de la Secretaria de Salud Departamental
de Santander con el fin de mostrar las instalaciones y el funcionamiento para su
evaluacion, orientacion y realizacion de correctivos.

Teniendo en cuenta la norma NTC 1619:2005 uno de los requisitos a evaluar es la
validacion de meétodos; el laboratorio posee diferentes cepas de referencia
almacenadas, son necesarias para los diferentes andlisis microbiolégicos, por eso
se da enfoque al manejo y conservacion de las cepas implementando BLP. Un
cultivo de referencia en el laboratorio de microbiologia se emplea para la
evaluacion de calidad de los medios de cultivo, pruebas de promocion y
crecimiento, pruebas de selectividad y productividad durante la ejecucién de los
ensayos Yy controles de calidad, por eso es necesario tener el cepario en Bialab; el
mantenimiento y conservacion de las cepas de referencia es una herramienta
eficaz para garantizarla calidad internadel mismo, el objetivo primordial es
mantener las cepas puras, viables, estables genéticamente y que se asemejen en
lo posible a su aislamiento inicial, teniendo en cuenta que no todos los géneros se

comportan de igual forma al ser sometidos al mismo proceso.

Importante tener en cuenta la eleccion del medio de aislamiento o de soporte, el

crio protector y la edad del cultivo del microorganismo, como condiciones béasicas

12



para asegurar el éxito de la conservacion de las cepas, se requiere cultivos de
referencia necesarios para demostrar su trazabilidad, se debe elaborar e

implementar un protocolo para su uso.

Los microorganismos pueden ser patégenos de humanos, animales o plantas y
producir toxinas, alergias; para evitar factores de riesgo, en la manipulacién se
debe tener conocimiento y control de las diferentes cepas, la manipulaciény modo
de conservacion de los cultivos de referencia debe evitar el deterioro de las
cepas. contaminacién cruzada, mutaciones, deterioro o alteracibn en sus

caracteristicas fisicas de las cepas.

Las BPL implementadas en Bialab es fundamental en cada una de las areas,
equipos, sistemas de limpieza y desinfeccion, preparacion de medios de
cultivo, analisis  microbiologicos, patrones de referencia, recepcion de
muestras; para garantizar los resultados emitidos a sus clientes sean confiables y

tengan validez.
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1. RESENA HISTORICA BIALAB

BOLIVAR INDUSTRIAL AMBIENTAL LABORATORIOS S.A.S

Laboratorios BIALAB situados en la ciudad de Bucaramanga en la Calle 51#35-28

oficina 204. Cabecera Il Etapa.

BIALAB es hijo de Laboratorios Bolivar siendo su fuerte el sector salud, en un
principio se miré la necesidad de analisis en lineas hospitalarias en la seccion de
central de mezclas o areas blancas. Viendo la necesidad de que estas

zonas estén libres de microorganismos ya que es un punto critico a controlar.

Ante la necesidad de control de ambientes, superficies y punta de guantes en
estas zonas se creo el laboratorio BIALAB; se necesitaba un area fuera de
laboratorio Bolivar por el flujo de analisis clinicos evitando contaminaciones

cruzadas.

La acogida no fue la esperada ya que no hubo demanda de clientes como se
esperaba en esta area; entonces el laboratorio se enfocé al sector de alimentos,
comprando equipos Yy material necesarios, acondicionando las é&reas de
preparacion de medios de cultivo, area de caracterizacibn microbioldgica y
recuento y area de repique eincubacion de manera independiente

en el laboratorio.
Laboratorios BIALAB lleva afio y medio en el sector de alimentos el cual cada dia

esta en constante crecimiento; se esta llenando los

requisitos necesarios para obtener la acreditacion del laboratorio.
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2.PROBLEMA

2.1 DESCRIPCION DEL PROBLEMA

El creciente uso de los bancos de cepas en la biotecnologia y en investigaciones
médicas, ha acrecentado la necesidad de mantener los cultivos microbianos de
manera que las propiedades que los hacen importantes permanezcan estables,
formando un conjunto de colecciones de microorganismos que constituyen la base

de futuras investigaciones. (Kirsop, 1991)

Al conservar microorganismos ex situ, las colecciones se identifican como
depédsitos de recursos bioldgicos, importantes para favorecer el estudio de
problemas que involucran microorganismos (Weng, 2003). El reconocimiento de la
importancia de las colecciones microbianas como material de referencia, ha
generado interés en incentivar la creacion de nuevas colecciones y mejorar los
estandares de calidad, con el fin de tener y acceder a materiales confiables y

auténticos para la investigacion.

Desde esta perspectiva se propone una investigacion orientada a la
estandarizacion del método de conservacion y mantenimiento del cepario en el

laboratorio Bialab.

El principal objetivo en la preservacion y mantenimiento de colecciones es
conservar los microorganismos ex situ, manteniéndolos puros y estables genética,
morfologica o fisiologicamente de manera que conserven las caracteristicas
originales, que es lo ideal en procesos de investigacion microbiolégica. (Floccari,
2005).

La necesidad que da origen al proyecto es la implementacion de buenas practicas

de laboratorio en Bialab sobre el manejo y control de las diferentes cepas
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manipuladas como herramienta para garantizar la calidad del trabajo en el
laboratorio de microbiologia, en donde es importante la trazabilidad y la

implementacion del protocolo.

2.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

Dada la anterior situacion problematica, se propone una investigacion orientada a
dar respuesta a la siguiente pregunta: ¢Qué estrategias, acciones y

procedimientos deben desarrollarse para el estudio de BPL buenas practicas de
laboratorio en BIALAB?

16



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

e Aplicar Buenas Préacticas de Laboratorio en Bialab para que los resultados

emitidos a los clientes sean confiables y garantice los servicios prestados.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Documentar fichas técnicas de las diferentes cepas de

referencia almacenadas en el laboratorio Bialab.

e Elaborar el protocolo para aislar las cepas de trabajo que van a ser
utilizadas en el laboratorio en condiciones Optimas para evitar mutaciones

o inactivaciones.

e Disefar tabla parala trazabilidad del cepario para mayor exactitud vy
seguridad en los resultados de analisis microbiologico del

laboratorio Bialab.
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4. JUSTIFICACION

Las colecciones microbianas, son un importante recurso para la investigacion,
porque sirven de soporte en los estudios y permiten obviar el proceso de
caracterizacion para estudios posteriores que dependen de las caracteristicas
anteriormente investigadas, ademas se evita el desplazamiento de busqueda de
microorganismos para estudios nuevos, con lo cual se ahorra presupuesto
y tiempo. (Medina, 2011).

La investigacion para la conservacidon de cepas, se ve beneficiado con una
adecuada conservacion, en el caso de que los microorganismos no puedan ser

estudiados, al no disponer de una metodologia adecuada.

Las colecciones microbianas, ademas son importantes, a nivel productivo porque
genera recursos, ofreciendo servicios relacionados con el depésito de cepas,
identificacion, suministro de material de referencia, consultas profesionales,
entrenamiento y apoyo especializado (Matthew, 2012), lo anterior es posible y es
efectivo, si se preservan adecuadamente las caracteristicas originales de los
microorganismos y se prolonga su tiempo de supervivencia para disponer de un

aprendizaje tangible. (Ledermann, 2009)
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5. MARCO CONCEPTUAL

5.1 GENERALIDADES DE LOS MICROORGANISMOS

Aspergillus brasiliensis. Es un género de alrededor de 600 hongos (mohos). Los

hongos se pueden clasificar en dos formas morfolégicas. Aspergillus sp es un
hongo filamentoso (compuesto de cadenas de células, llamadas hifas), el habitat
natural son el heno y el compostaje. Dentro del tipo de hifas se encuentra las no
pigmentadas que reciben el nombre de hialohifomicetos. A su vez tiene dos
formas de presentacién: Una saprofitica que aparece un hongo con hifas septadas
del que surgen los conidiéforos. La estructura microscoépica del Aspergillus es
Unica. Tienen hifas tabiculares y conidiéforas cuya cabeza esta localizada en el
extremo de una hifa. (ATCC, 2017)

Bacillus subtilis. Es una bacteria gram positiva, catalasa positiva, aerobio

encontrado comunmente en el suelo. B. subtilis tiene la habilidad para formar una

resistente endospora protectora. Las endosporas son células
de Bacillus especializadas, no reproductivas, producidas por algunas bacterias de
la division Firmicute. Su funcién primaria es asegurar la supervivencia en tiempos
de tension ambiental. Son extraordinariamente resistentes a la radicacion
(ultravioleta, X, y gamma), a la desecacion, a la lisozima, al calor, a los
desinfectantes quimicos y a trituracibn mecanicas. Las endosporas se encuentran
comunmente en el suelo y el agua donde sobreviven durante largos periodos. La
posicion de la endospora diferencia entre especies bacterianas y es util en la
identificacion.  Los  tipos  principales dentro de la célula son:
terminales, subterminales y endospora centralmente puestos. Un ejemplo de

bacterias con endosporas centrales incluye Bacillus cereus, mientras

gue Bacillus subtilis presenta endosporas subterminales. (Martin, 2016)
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Candida albicans. Es un hongo dimoérfico, es decir se desarrolla de forma distinta

en funcion de la temperatura de crecimiento como levadura, normalmente a 37
grados centigrados en el huésped, y como hongo de aspecto filamentoso a 25
grados centigrados en la naturaleza. Pertenece al filo Ascomycota y se reproduce
de forma asexual por gemacion. En forma de levadura se presenta un aspecto de
células redondas u ovaladas, agrupados en pequefios grupos, mientras que, en
forma de hongo filamentoso, las células se alargan y se diversifican tomando la

apariencia de filamentos, pseudo-hifas o pseudo-miselio. (CCM, 2017)

Clostridium sporogenes. Género de bacteria anaerobia, bacilos Gram positivas,
parasitas y saprofitas algunas de ellas que esporulan y son méviles por medio de
flagelos peritricos, toman la forma de fosforo o palillo de tambor o uso de hilar.
Produce putrefaccién. Son organismos que se observan solo en parejas o a lo

maximo en cadenas cortas. (Techne, s.f)

Escherichia coli. Bacilo corto, no esporulado, tifie de color rosado en la tincion de

Gram (Gram negativo). Motil, se mueve por medio de flagelos peritricos (rodean
Su cuerpo), fermentadora de lactosa, glucosa y sacarosa. Produce vitamina K y B,
puede presentar plasmido o sobrevivir sin él. Bacteria que generalmente se
encuentra en los intestinos animales y humanos, en aguas negras. Existen
muchas especies de E. coli, inofensivas en su mayoria, aunque existe una
variedad de E. coli 0157:H7 que produce una potente toxina (SHIGA), puede
ocasionar enfermedades graves como el sindrome urémico hemolitico, que puede
acabar en fallo renal. (OMS, 2017)

Salmonella typhimurium. Género bacteriano perteneciente a la

familia Enterobacteriaceae constituidos por bacilos gram negativos intracelulares
anaerobios facultativos con flagelos peritricos. Constituye un grupo importante de
patogenos, presentando las dos rutas metabdlicas, la oxidativa y la fermentativa.

Son oxidasa negativa, fermentan la glucosa generando acido y gas, crecen en
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citrato como Unica fuente de energia, decarboxilan la lisina y la ornitina, suelen
producir sulfuro de hidrogeno y no hidrolizan la urea. Una de las caracteristicas de
este género es que la mayor parte de sus integrantes no pueden fermentar la
lactosa ni la sacarosa. La causa mas comun del envenenamiento de comida por

salmonelosis es Salmonella typhimurium. (OMS, 2017)

Staphylococcus aureus. Microorganismo que se encuentra diseminado en el

ambiente ya que posee caracteristicas particulares de virulencia y resistencia a
antibioticos. Es una amplia variedad de enfermedades infecciosas y su principal
impacto es ocasionado por las cepas de S. aureus, que son sumamente
resistentes a la meticilina (MRSA) y otros antibiéticos que antes eran eficaces
contra el tratamiento de las infecciones. Es un microorganismo capaz de producir
componentes superficiales llamados toxinas y producir enzimas extracelulares,
estos componentes pueden producir severas intoxicaciones dependiendo de la

cantidad ingerida de alimento. (Bush y Schmidt, 2017)

Pseudomonas aeruginosa. Especie de bacteria Gram negativa aerdbica, con

motilidad unipolar, es un patégeno oportunista en humanos y también en plantas.
Secreta una variedad de pigmentos como piocianina (azul verdoso), fluoresceina
(amarillo verdosa y fluorescente), vy piorrubina (rojo pardo), es a menudo
identificada, de modo preliminar por su apariencia perlada y olor a uvas in vitro, la
identificacién clinica definitiva de P. aeruginosa frecuentemente incluye, tanto
identificar la produccion de piocianina y fluoresceina como determinar su habilidad
de crecer a 42° C, capaz de crecer en combustibles como queroseno y gasoleo,
ya gue es un microorganismo capaz de nutrirse a partir de hidrocarburos,
causando estragos de corrosion microbiana, creando una gelatina oscura que a

veces se identifica inadecuadamente como un alga. (Bush y Schmidt, 2017)
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Ficha Técnica de las cepas de referencia.

= Nombre de la cepa

* Lote

» Referencia de catalogo.

» Fecha de elaboracion

* Fecha de expedicion.

» Temperatura de almacenamiento.

» Rotulacion de las cepas (identificacion).
» Clasificacion segun su especie.

= Verificacion de las cepas.

En el laboratorio Bialab las cepas de referencia estdn almacenadas en

refrigeracion a 4° C, son las siguientes:

= Asperdillus brasiliensis ATCC

= Bacillus subtilis subspecies pizizenii ATCC.
= Candida albicans ATCC.

» Clostridiums porogenes ATCC.

= Escherichia coli ATCC.

= Pseudomonas aeruginosa ATCC.

» Salmonella entérica subsp. Entérica serovarTyphimurium ATCC.
= Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC.
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6. MARCO LEGAL

LEY 09 DE 1979. Cadigo Sanitario Nacional: articulos22 al 35.

RESOLUCION 02400 DE 1979: Ministerio de la Proteccion Social. ESTATUTO DE
SEGURIDAD INDUSTRIAL: Determina el tipo de inmueble destinados a los
lugares de trabajo, servicios de higiene, Normas generales sobre riesgos fisicos
quimicos y biolégicos en los establecimientos de trabajo, la ropa de trabajo y
elementos de proteccion, la prevencion y extincién de incendios las herramientas
de trabajo. (Garay et al,2013)

LEY 9 DE 1979, Elementos de Proteccion Personal Articulos 122, 123 y 124.
RESOLUCION 2400 DE 1979, del Ministerio del Trabajo. Capitulo I, De los
Equipos y Elementos de Proteccion, Articulos 176, 177 y 178. Las

especificaciones técnicas, de acuerdo al tipo de proteccion estan dadas por:

Proteccion para la cabeza. Norma Técnica Colombiana NTC 1523

Proteccion para ojos y cara. Normas Técnicas Colombianas NTC 1771, 1825,
1826, 1827, 1834, 1835, 1836 y ANSI 87

Proteccion respiratoria. Normas Técnicas Colombianas NTC 1584, 1728, 1729,
2561, 1589, 1733.

Proteccion auditiva: Norma Técnica Colombiana NTC 2272, ANSI 2, 3y 19.
Proteccion para las manos. Normas Técnicas Colombianas NTC 1836, 2219.
Proteccion para pies. Normas Técnicas Colombianas NTC 2396, 2257, 1741.
Proteccion para el cuerpo. Norma ANSI — ISEA 101. Norma Técnica Colombiana
NTC 2021, 2037

Cinturén de seguridad: se usa en todos los trabajos en alturas, debe ser un

cinturén porta herramientas normalmente a los costados.
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Zapatos aislantes, antideslizantes y que ofrezcan proteccion contra puntas
cortantes, clavos, proteccion al impacto de objetos que puedan caer. Ley 9 de

1979. Articulo 85. Todos los trabajadores estan obligados a:

Cumplir las disposiciones de la presente ley y sus reglamentaciones, asi como con
las normas del reglamento de Medicina, Higiene y Seguridad que se establezca.
Usar y mantener adecuadamente los dispositivos para control de riesgos y
equipos de proteccion personal y conservar en orden y aseo los lugares de
trabajo.

Colaborar y participar en la implantacion y mantenimiento de las medidas de
prevencion de riesgos para la salud que se adopten en el lugar de trabajo.
DECRETO 614 DE 1984: Reglamenta el programa de salud ocupacional.
Requisitos de Higiene y Seguridad Industrial, y Medicina de trabajo. Plan Nacional
de Salud Ocupacional.

RESOLUCION 1016 DE 1989: Estructura el Programa de salud ocupacional,
subprogramas de medicina preventiva, de trabajo, higiene y seguridad industrial.
CONSTITUCION POLITICA DE COLOMBIA 1991: en los Articulos 48, 78, 79, 80,
81, 87 y 366.

LEY 100 DE 1993 El articulo 26 de la Ley 100. Decreto

Ley 1295 de 1994 del Ministerio de Trabajo y Seguridad Social

DERECHOS Y DEBERES:

Decreto 1295 de 1994 del Ministerio de Gobierno. Sanciones.

ARTICULO 91. Para el trabajador:

El grave incumplimiento por parte del trabajador de las instrucciones, reglamentos

y determinaciones de prevencion de riesgos, adoptados en forma general o

especifica, y que se encuentren dentro de los programas de salud ocupacional de

24



la respectiva empresa, que le hayan comunicado por escrito, facultan al empleador
para la terminacion del vinculo o relacion laboral por justa causa, tanto para los
trabajadores privados como par a los servidores publicos, previa autorizacion del
Ministerio de Trabajo y Seguridad Social, respetando el derecho de defensa.
(Garay et al,2013)

DECRETO 2240 DE 1996: Decreto 2676 de 2000: por el cual se dictan normas
para la gestion de residuos hospitalarios.

Decreto 1543 de 1997 Presidencia de la Republica de Colombia “Reglamenta el
manejo de la infeccién por VIH/SIDA y otras enfermedades de transmision sexual.
Se establece la obligacion de atender a las personas infectadas por VIH/SIDA, al
tiempo que las entidades de salud deben promover la educacion sobre el tema a
su personal, asi como establecer las medidas de bioseguridad y otras para
proteger. (Garay et al,2013)

RESOLUCION 1164 DE 2002: por el cual se expide el Manual de Procedimientos
para la Gestion Integral de Residuos Hospitalarios y Similares en Colombia.
Resolucion 2183 de 2004: Ministerio de la Proteccion Social “Por el cual se adopta
el Manual de Buenas Practicas de esterilizacion para los prestadores del servicio

de salud.
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7. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO.

Se establecen los elementos que un laboratorio debe asegurar para lograr que los
resultados de los ensayos tengan una confiabilidad apropiada. Se determind BPL
sistema de calidad involucrada en la organizacion de un laboratorio: planifican,
realizan, controlan, registran, archivan e informan los ensayos realizados en el
laboratorio. EI  propoésito de las buenas préacticas de laboratorio es
asegurar la calidad de los datos en los estudios realizados.

Son un conjunto de reglas, procedimientos operativos y practicas establecidas y
promulgadas por un determinado organismo que se consideran obligatorias y
buscan asegurar la calidad e integridad de los datos producidos.

Para las instalaciones solo exige que faciliten la realizacién de los ensayos y que
las condiciones ambientales no invaliden los resultados ni comprometan la calidad

requerida

Es importante asegurar el orden, limpieza y desinfeccidén de laboratorio y realizar
procedimiento en las diferentes areas de trabajo, el objetivo es la reduccion de

contaminacion y facilitar las labores de limpieza y desinfeccion.

Con relacion a las instalaciones hay que tener en cuenta los aspectos de
bioseguridad, se debe adaptar de acuerdo a los microorganismos con que se

trabajen y al manejo de residuos.
Una norma de calidad establece pautas o criterios para que todas estas

actividades que se realizan en el proceso no se produzcan fallas o desviaciones

que afecten la calidad final del servicio.
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Norma ISO IEC 17025: 2005. Por la importancia de los resultados de los
laboratorios que participan en la conformidad de los productos, actualmente se
exige la acreditacion de los laboratorios; es un proceso donde los laboratorios
deben contratar a una organizacion independiente y reconocida para que los
evallen y avale la garantia de los resultados, es una forma de brindar confianza a
los clientes. (ICONTEC, 2005)

Con buenas practicas de laboratorio y el cumplimiento de los requisitos
necesarios para la acreditacion que se estipulan en la normalSO
IEC 17025:2005 para la competencia de laboratorios de calibracién y ensayos,
ayudan a una correcta organizacion de trabajo con ahorro de tiempo y recursos
resultando beneficiosos.

El objetivo principal de la norma es garantizar la competencia técnica y la facilidad
de los resultados analiticos. Para ello se vale tanto de requisitos de gestion como
técnicos que inciden sobre la mejora de la calidad del trabajo realizado en los
laboratorios. (ICONTEC, 2005)

Esta norma permite demostrar que un laboratorio tiene la capacidad de:

Generar resultados validos.

Técnicamente competentes.

Genera un sistema de calidad.

Control de documentos.

Revision de solicitudes, licitaciones, contratos.
Control de documentacion.

Subcontrataciéon de ensayos.

Adquisicion de servicios.

Reclamos.

Control de trabajos no conformes.

LS N N N N N N N SR RN

Acciones preventivas y correctivas.
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v' Control de registros.
v Auditorias internas.

v Revision por la direccion.

Requisitos técnicos que tienen en cuenta: Generalidades, personal, instalaciones,
condiciones ambientales, métodos de calibracion y ensayo, validacion de
métodos, equipos, trazabilidad de las mediciones, manejo de muestras, manejo de
objetivos de ensayos, aseguramiento de la calidad de resultados e informe de

resultados.

El Ministerio de Salud y Proteccion social. Resoluciéon Numero 1619 de 2015. (15
de mayo).

Que la ley 9 de 1979 contiene una serie de disposiciones de caracter sanitario que
contribuyen en la preservacién, restauraciéon y mejoramiento de las condiciones
sanitarias relacionadas con la salud humana, contemplando normas generales
para productos, servicios Yy establecimientos objetos de inspeccion vy
vigilancia, asi como sefialando procedimientos y medidas sanitarias que se deben

aplicar para su control.

Por otra parte, el decreto 2323 del 2006 organizo la Red Nacional
de Laboratorios y reglamento su gestion, definiendo las competencias de los
Laboratorios Nacionales Referencia y de las entidades territoriales y sefialando
que dichos laboratorios deben definir los estandares de calidad para la
autorizacion de laboratorios que ofrezcan realizar analisis de interés en salud

publica y de vigilancia y control sanitario.

Con posterioridad a la expedicion del decreto 2323 del 2006, el Gobierno
Nacional, establecid la figura del Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos
y Alimentos (INVIMA) y determino las funciones de sus dependencias mediante el
decreto 2078 del 2012.
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La funcion de definir los estdndares de técnicos para la realizacion de analisis
o pruebas de laboratorio por terceros, en materias de su competencia e impartir
las respectivas autorizaciones, asi como la supervision en el cumplimiento de los
estandares de calidad a los laboratorios e instituciones para realizar analisis o
pruebas de laboratorio, autorizados por esa entidad.

Norma ISO 9001: 2015. Norma de calidad y gestion continua de calidad
establecida por la organizacion internacional para la estandarizacion, aplica a toda
organizacién o actividad sistematica de gestion y herramientas especificas como
las auditorias; verifican que los sistemas de gestion cumplan con los estandares

de calidad.
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8. METODOLOGIA

La organizacion y mantenimiento del cepario, permite disponer de una serie de
cepas de referencia con una informacién confiable para ser utilizadas en las
diferentes areas de la ciencia y tecnologia. Su almacenamiento permite tener
estabilidad y reproducibilidad de caracteristicas tipicas, morfologicas, fisiologicas
de cada una de ellas. Para la recuperacion de las cepas de referencia a partir de
Liofilizados, se debe estandarizar la técnica de adecuacion y saber el propdsito al
cual va a ser asignado el cerapio en el laboratorio de microbiologia de Bialab, se

debe tener en cuenta como requisito importante:
Instrucciones del fabricante de la prueba para el mantenimiento del
microorganismo.

Identificacion de las cepas de referencia existentes en almacenamiento.

El propésito de los andlisis a realizar en el laboratorio a partir de las cepas de

trabajo son los siguientes:
Pruebas de promocion y crecimiento.

v
v Pruebas de selectividad y productividad.
v" Pruebas internas (retos).

v

Pruebas de especificidad.
En las pruebas de promocion y crecimiento para medios de cultivo el propdsito de
la técnica es determinar la susceptibilidad del medio de cultivo usando los

diferentes analisis microbioldgicos, se debe realizar por cada lote de medio de

cultivo adquirido, asegurando las propiedades nutritivas de los medios.
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Verificar los componentes basicos, correcta formulacion de los medios,

procedimiento y preparacion correcta.

Eliminacion de contaminacion por agentes bacterianos, condiciones de empaque,
almacenamiento y selectividad de los medios de cultivos mediante pruebas con
cepas promotoras y cepas inhibitorias.

Los criterios de aceptacion de la prueba de selectividad y productividad: se mira la
recuperaciéon o supervivencia de microorganismos, la productividad para medio
no selectivo debe ser mayor a 50%, La productividad en medios selectivo debe
ser mayor a 30. Para medios liquidos la recuperacion de los indculos de referencia
debe estar entre 10 — 100%. En la prueba de productividad se evalia la
capacidad de un medio de cultivo de favorecer o permitir el desarrollo de
un microorganismo.
https://www.nodointeractivo.com/index.php?option=com_content&view=article&id=
21&Itemid=36

En la prueba de selectividad se evalla la capacidad de un medio de
cultivo de inhibir el crecimiento o desarrollo de un microorganismo que no tenga
una reaccion positiva en dicho medio.

Pruebas Internas Retos. (Pruebas de desinfectantes).

En las Pruebas de Especificidad del medio de cultivo se determina si el medio si

esta dando viraje para el microorganismo.
En las pruebas de esterilidad el propésito es confirmar las propiedades nutritivas
del medio de cultivo del nuevo lote mediante una concentracién conocida baja de

microorganismaos.

El medio debe ser siempre probado en caldo.
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La procedencia de las cepas del laboratorio Bialab fueron adquiridas del
laboratorio Microbiologics reconocido internacionalmente como lo es la marca
comercial ATCC (Americans Type Culture Collection), el cual cuenta con la
licencia de utilizar y vender esta marca comercial de productos derivados de los
cultivos ATCC; presentando buena estabilidad en refrigeracion.

El material de referencia es importante en el aseguramiento de la calidad de los
ensayos que el laboratorio realiza, para asegurar que estan bajo control y no

influye en el resultado final.

ATCC ampliamente reconocida por su trayectoria y recomendada en varias
normas 1SO, se hace mencién especifica de identificacion de la cepa, segun el
catalogo ATCC.

Los cultivos suministrados por el proveedor cumplen tres requisitos importantes:

s Pureza.
« Autenticidad.

« Estabilidad.

La pureza supone ausencia de contaminacion lo que se consigue trabajando en

condiciones asépticas.

La autenticidad requiere disponer de personal cualificado con buenos

conocimientos en microbiologia.

La estabilidad esta inversamente relacionada con el nimero de subcultivos, por lo

gue estos deben reducirse al minimo. (SEM, 2006)
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Para la estandarizacion de cepas de trabajo es necesario a nivel

cualitativo como a nivel cuantitativo.

Cuando se realizan andlisis microbiolégicos en los que se incluyen pruebas
bioguimicas, se recomienda la utilizacién de cepas de referencia como control

positivo para comparar y valorar los resultados del analisis.

La acreditacion de nuevos procedimientos de analisis microbiologicos en
laboratorios requiere de ensayos de validacion con respecto a los procedimientos
estandar, lo que incluye una valoracion de su sensibilidad. Para ello se requiere de
un cultivo cuantificado que puede ser preparado por el propio laboratorio a partir
de un cultivo de referencia, bien obtenerse como material de referencia
certificado. (SEM, 2006)

Los métodos de conservacion a largo plazo son los mejores, ya que con ellos se
detiene el crecimiento de las células microbianas. Asi se garantiza al maximo la
estabilidad genética, evitando la aparicidon de nuevas generaciones. Los métodos

de conservacion pertenecientes a este grupo son congelacion vy liofilizacion.

Los crioviales para el mantenimiento de cepas estan disefiados para facilitar la
inoculacién, manipulacion y conservacion de cepas microbianas, las ventajas mas
marcadas son que ahorran resiembras, contaminaciones y mutaciones, al tratarse
siempre de la primera generacion inoculada. Numerosas cepas se mantienen asi

aisladas vivas durante afos. (SEM, 2006)

Los crioviales vienen con tapon alto que dificulta el contacto de los dedos con las

cepas. (Crioteca, 2010)
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Los siguientes diagramas fueron tomados del laboratorio donde se adquirieron las
cepas de referencia el cual sugirié el protocolo a seguir para su mantenimiento y
aislamiento.

Figura 1. Plan de mantenimiento de microorganismos A'

|l:|.lh'\ldlhmhdlm‘ll\:h|
]

ol wcte del producta FLISE)

Inicla dal g na sectva o sapa
(oo TIRGL ~Regusko
recoTandda de crecimisrs”)

¥
| Culhva de mwiris  operatha rn.llli'lll:ldlpl.h:hf’

ST SEETEE T Cultha aoeEd BT Cultha 3oeEd ST Cuthva operadhva sETaT
-~ i Y T
e — — — —
(=T R (=T (=T oty i e a4,
e xzianiaa e mabcuien e e cazianiaa e mabouiien de e azianiaa e eabouivg de e azianiaa e mabouivg de
—mcl.'||.l|l|i|:lr|.||lr.|l —|'.I|:|.'n.lllm:lri.lllr.!l —|'.I|:|.'n.lllm:lri.l-llr.!l n|'.I|:|.'n.lllm:lri.l-llr.!l
a J Ay J =. Bl ] J & J
_— —_— —_— —_— =
il Dl 10 - o) S
_— —_— —_— —_— =
ad Dl 11 ala - -]
— — — —
al = Bir) aly -]
—_— =T —_— =T —_— =T —_— =T
-7 = B & - o)
—_— e — —_— —_— —_— e —
aT Al a B
—_— e e —_—

Tomado de: https://es.slideshare.net/camiloSh/microorganismmaintenance-
spanish

Septiembre 28/09/2017.

Martes 19 diciembre del 2017
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figura 1. Plan de mantenimiento de microorganismos B*
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Tomado de: https://es.slideshare.net/camiloSh/microorganismmaintenance-
spanish

Septiembre 28/09/2017.

Martes 19 diciembre del 2017.
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Se tiene un protocolo a seguir partiendo de las cepas de referencia.
La manipulacion de las cepas de referencia se deberealizar en el
area de repique incubacion; en la cabina de bioseguridad y el personal

debidamente protegido con implementos de bioseguridad.

Por motivo de espacio, por la cantidad de material a utilizar y por tiempo, en
el laboratorio Bialab se toman medidas internas para seguir con otro método o
protocolo de aislamiento de cepas de referencia para la obtencion de cepas de
trabajo. Basados en la norma técnica colombiana (ICONTEC, 2008).

Figura:3 Protocolo

LIOFILIZADO.

Se realiza presion con el fin de
ir rompiendo el liofilizado para

Siembra en agar TSA
CEPAS DE REFERENCIA.

, siembra masiva para la
reactivacion bacteriana y en

DESCARTAR CRIOVIALES

N

Vienen con aceite mineral, las
perlas son porosas para que los

CEPAS DE TRABAJO
EPENFORT
Siembra en agar TSA/Agar

extracto de malta dependiendo Se pasan dos perlas por Cada

de microorganismo Después de
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CEPAS DE REFERENCIA

Registrar las cepas de referencia quevan a ser

analisis con:

V V V V V V V V V V V V

Fecha del pase de la cepa.
Nombre del microorganismo.
Referencia.

Lote.

Cadigo del catélogo.

Fecha de vencimiento.

Medio de cultivo para reconstituir la cepa.
Temperatura de almacenamiento.
Control de calidad.

Morfologia de la colonia.

Aspecto de la colonia.

Temperatura de almacenamiento

manipuladas para

Al realizar control de calidad de pureza y viabilidad, registrar resultados:

» Coloracion de Gram: morfologia.

» Caracteristicas de las colonias en medios selectivos.

» Pruebas bioquimicas.

CEPAS DE RESERVA:

Obtenida a partir de la cepa de referencia. Se rotulan los crioviales:

» ldentificacion de las cepas.

» Nombre de la cepa.
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Numero de referencia de la cepa.
Fecha del pase de la cepa.
Numero de viales.

Temperatura de almacenamiento.

YV V V VYV V

Cadigo.

Se inocula el desarrollo microbiano obtenido asépticamente en el
medio liquido sobre nadante que contiene los crioviales. En caso de no
tener crioviales lascepas se mantienen en agar tripticasade soya en

tubo inclinado y mantener con aceite mineral para lograr su preservacion.

Para la reconstitucion de muestras liofilizadas de cepas bacterianas se utiliza
caldo de soya triptona (tryptone Soya Broth: TSB). Se esteriliza en autoclave.
Después de la esterilizacién el pH del medio debe ser equivalente a 6,9 +/- 0,2

cuando se mide a 20 grados centigrados. (Icontec, 2008)

Agar Triptona (Tryptone Soya Agar, TSA). Para el mantenimiento de cepas
Bacterianas. Se almacena a 35 grados centigrados y entre 18- 24 horas. Para

bacterias.

Para la reconstitucion de muestras liofilizadas de levaduras y mohos. Esterilizar
en autoclave. Después de la esterilizacién el pH de medio debe ser equivalente a

6,9 +/- 0,2 cuando se mide a 20 grados centigrados. (Icontec, 2008)
Para el mantenimiento de cepas de mohos y levaduras, efectuar recuentos
viables, se realiza en Agar de extracto de soya (Malta Extracto Agar MEA). Se

almacena a 25 grados centigrados y entre 42-48 horas para levaduras.

Mezclar invirtiéndolos crioviales para obtener una completa distribucion de los

microorganismos y remover el liquido sobrenadante con pipeta estéril o una punta.
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El sobrenadante de los crioviales se desecha en solucién de hipoclorito de sodio al
5%, si se utilizan tubos se almacenan en refrigeracion, la manipulacion de las
cepas de reserva para produccion de las cepas de trabajo se realizara evitando
descongelamiento y la contaminacién del criovial, utilizar nevera para trasladar la
cepa conservando la cadena de frio, el repique se realiza en cabina de

bioseguridad biologica.

CEPAS DE TRABAJO:

Se obtienen a partir de las cepas de reserva sobre un medio solido no

selectivo Incubando en condiciones adecuadas, se rotulan las cepas de trabajo:

= Nombre de la bacteria.
» Fecha de repique.

* Medio de cultivo.

» Lote del medio.

= Temperatura.

= Tiempo de estabilidad.

Las cepas de trabajo se siembran en medios selectivos, la temperatura y tiempo
depende del microorganismo, para hacer seguimiento de las
caracteristicas morfolégicas del  microorganismo se  elimina del cepario los

crioviales vencidos.

PREPARACION MEDIOS DE CULTIVO.

Las practicas enfocadas a la realizacibn de medios de cultivo permiten
comprender los diferentes requerimientos necesarios para cada microorganismo

por ello, el medio de cultivo constituye el aporte de nutrientes indispensables para

el crecimiento de los microorganismos, la composicion precisa dependera de la
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especie que se quiera cultivar, porque las necesidades nutricionales varian

considerablemente.

Hay microorganismos muy poco exigentes que crecen bien en medios de
laboratorio normales y microorganismos muy exigentes que necesitan
determinadas sustancias como vitaminas, suero o sangre para crecer. (Aquiahuatl,

Sepulveda, & Barragan, 2012).

En el laboratorio Bialab la preparacion de medios de cultivos para los analisis
microbiol6gicos garantiza la adecuada preparacion, conservacion, identidad de los
medios preparados en el laboratorio, asegurando su idoneidad para la realizacion

de ensayos, cumpliendo con los estandares de calidad.

Material y Equipos a utilizar:

-Agua estéril.

-Medios de cultivo.
-Frascos shock tapa rosca.
-Tubos de ensayo.
-Agitador de vidrio.
-Probetas.

-Erlenmeyer.

-Balanza.

-Plancha de calentamiento analoga.
-Papel aluminio.
-Autoclave.

-Incubadora.

-Nevera.

-Cinta indicadora para esterilizacion.
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Se realiza limpieza y desinfeccién al area de preparacion de medios de cultivo. Se
utiiza los implementos adecuados de bioseguridad (bata, cofia, guantes,

tapabocas y gafas).

Para realizar el pesaje del medio de cultivo, se tiene en cuenta las instrucciones

gue viene en el empaque.

El agua estéril se mide en una probeta, luego se pasa a un frasco shock con el
agar que se pesO anteriormente. Se mueve continuamente con el agitador de
vidrio para disolver el agar.

Luego se coloca en la plancha de calentamiento hasta ebullicion para que las

particulas se disuelvan totalmente.

Se pasa a la autoclave para realizar la esterilizacion del medio de cultivo a
(121°C/15 minutos) se coloca cinta control para verificar la esterilizacion, se rotula
el frasco shock con nombre del agar, fecha (afio, mes, dia) de elaboracién y quien
elaboro.

Ya listo el medio se sirve en cajas de Petri en la cabina de bioseguridad, para
realizar los diferentes analisis en el laboratorio, o se almacena en la incubadora a
50°C. Las cajas servidas con el agar que no se vayan a utilizar se almacenan en la
nevera a 4°C, en bolsas selladas, marcadas con nombre del medio y fecha de

elaboracion.

LIMPIEZA Y DESINFECCION EN AREAS Y EQUIPOS

El disefio de un sistema de limpieza y desinfeccibn de las areas del
laboratorio Bialab permite controlar la presencia de microorganismos en areas,

equipos y ambientes de manera tal que se asegure la inocuidad de todos los

elementos que pueden influir en los resultados de los analisis realizados; de esta
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manera se garantiza la calidad y confiabilidad de los resultados de los ensayos

realizados, se da cumplimiento a las especificaciones técnicas exigidas.

Los productos de limpieza y desinfeccion deben aplicarse teniendo en cuenta las
especificaciones de la ficha técnica, se almacena en area especifica destinada
para tal fin, deben estar rotulados y en sus recipientes originales, cuando no estan
en uso deben estar siempre suspendidos sin que tengan contacto con el piso y

usados para tal fin.

Las sustancias de limpieza y desinfeccion utilizadas en el laboratorio son las

siguientes. Detergente industrial:

-Zumo jabon visoft. Disolver la cantidad teniendo en cuenta lo que se va a limpiar,
en la cantidad de agua necesaria para cumplir con la concentracion establecida.
10% para equipos, 30% para areas, 20% para herramientas.

Las sustancias utilizadas en la desinfeccion son:

-Hipoclorito de sodio 13%.
-Alcohol industrial 95%.
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9. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

(Actividades realizadas en el laboratorio Bialab a partir de septiembre 4 a
diciembre 30 de 2017 asistiendo los dias lunes, miércoles y jueves de 8 a.m. -
6p.m.)

-Inventarios de equipos.

-Inventario Material de vidrio.

-Inventario medio de cultivo.

-Llamadas a empresas de alimentos para dar a conocer los servicios de

laboratorio Bialab

-Aseo general del laboratorio.

-Limpieza y desinfeccion de equipos.

-Limpieza y desinfeccion en areas y superficies.

-Crear formatos en el sistema de computo para inventario de material de vidrio.

-Crear formatos en el sistema de cOmputo para inventario medios de cultivo.

-Organizar carpeta de inventario de equipos.

-Mirar fecha de calibracion y mantenimiento de equipos.
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-Documentar fichas técnicas del cepario.

-Archivar en el sistema coOmputo microorganismos del cepario.

-Ayudar en solicitud de compras y calibracion de equipos.

-Realizar llamadas para cotizar mantenimiento de cabinas de bioseguridad,

incubadora, Balanzas, micro pipetas, autoclave.

-Ayudar a pasar cuaderno de datos primarios de analisis de alimentos.

-Preparacion de medio de cultivo y esterilizacion.

-Levantamiento de informacién para instructivo de uso de equipos.

-Toma de lectura de temperaturas en dos tiempos mafana y tarde a las

incubadoras de: 50 °C, 35°C y 25°C, nevera industrial, nevera de

refrigeracion y congelacioén. (T: 4°C, -1°C, -16°C) y humedad relativa.

-Recibir muestra de alimentos para analizar.

-Traer agua destilada para la preparacion de medios del laboratorio Bolivar.

-Llevar material de desecho al laboratorio Bolivar.

-Lavado y desinfeccién del material de vidrio.
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10. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Tabla 1. Clasificacion biologica de los microorganismos. Cepas en el Laboratorio Bialab.

Nombre de la cepa [Reino Filo Clase Orden Familia Género
Asperqillus
o Fungi Ascomycota Eurotiomicetes Eurotiales Trichocomaceae Aspergillus
brasiliensis ATCC.
—BaCi”uS - - - T . . -
N Bacteria  [Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus
subtilis ATCC.
Candida _ _
_ Fungi Deuteromycota [Saccharomycetes [Saccharomycetales [Saccharomycetaceae |Candida
albicans ATCC
Clostridium . - . . . .
Bacteria  [Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Clostridium
sporogenes ATCC.
E.
. _ |Gamma : _ .
Bacteria  [Proteobacteria b _ Enterobacteriales Enterobacteriaceae Escherichia
coli ATCC proteobacteria
Gamma
- Bacteria  [Proteobacteria Enterobacteriales Enterobacteiaceae Salmonella
typhimurium ATCC. .
Proteobacteria
Staphylococcus _ o - .
Bacteria  [Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae Staphylococcus
aureus ATCC.
Pseudomonas _ _ Gamma
_ Bacteria  [Proteobacteria _ Pseudomonadales |Pseudomonadaceae |Pseudomonas
aeruginosa ATCC proteobacteria
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Tabla 2. Microorganismos disponibles en el laboratorio Bialab.

Fecha Fecha
Nombre de la cepa Lote Catalogo Referencia
Ingreso Expedicién
Asperqillus brasiliensis ATCC. 392-522-1 |0392X 2016/11/23 2018-04 ATCC16404
Bacillus subtilis subespecie spizizenii ATCC. 486-423-2 [0392X 2016/11/23 2018-02 ATCC6633
Candida albicans ATCC. 443-632-1 [0443X 2016/11/23 2018-08 ATCC10231
Clostridium sporogenes ATCC. 487-227-1 |0487X 2016/11/23 2018-07 ATCC11437
E. coli ATCC. 483-567-1 [0483X 2016/11/23 2018-05 ATCC8739
363-257-1
Salmonella typhimurium ATCC. 0363X 2016/11/23 2018-09 ATCC14028
Staphylococcus aureus ATCC. 485-336-2 [0485X 2016/11/23 2018-02 ATCC6538
Pseudomonas
693-103-2 [0693X 2016/11/23 2018-02 ATCC15442
aeruginosa ATCC
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Tabla 3. Tabla de cepas y su morfologia

NUMERO UNICO
DE
IDENTIFICACION

NOMBRE

MEDIO SELECTIVO
DE
RECONSTITUCION

MORFOLOGIA
DE LA
COLONIA

ASPECTO
DE LA
COLONIA

COLORACION
DE GRAM

Asperqillus brasiliensis— ATCC

Bacillus subtilis— ATCC

Candida albicans— ATCC

Clostridium sporogenes—ATCC

Escherichia coli- ATCC

Salmonella typhimurium— ATCC

Staphilococcus aureus — ATCC

Q0 N| o O A W| N| -

Pseudonomas aeruginosa—ATCC
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Tabla 4. Trazabilidad del cepario. Para cada microorganismo se tiene una tabla.
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TABLA 5. Registros pruebas de promocion y crecimiento internas.

REGISTRO PRUEBAS DE PROMOCION Y CRECIMIENTO INTERNAS

MEDIO DE CULTIVO

CANTIDAD RECIBIDA

LOTE

MARCA

FECHA DE RECIBIDO

FECHA DE VENCIMIENTO

FECHA DE ANALISIS

FECHA  DENUMERO PROMOCION DE|DIFERENCIA [PRUEBA DE[UNIDAD  EN[FECHA DERESPONSABLE
CONTROL DEDE LOTE CRECIMIENTO  [EN SELECTIVIDAD  [USO LECTURA
CALIDAD INTERNO LOGARITMO

(<0,15 LOG)

MICROORGANISMOS |UFC.  |UFC. UFC. |UFC.
INOC  |RECUP INOC [RECUP

REVISADO FECHA  DE
POR: REVISION
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Figura 6. Formato control de calidad y esterilizacion de medios de cultivo

CONTROL DE CALIDAD Y ESTERILIZACION DE MEDIOS DE

CULTIVO
FE | IDENTIFICACIO | INCUBACIO PRUEBA DE PROMOCION Y CRECIMIENTO
CH N DEL MEDIO N
A
3 z |8 |z 2l L wElul 25 2
o |w B<o/8 % |2 |gg 3 |3/28 |22/:8 |8 3%, 51 g8
a = Elal s | x| F o9 o <l akE ol ag m o< Lz
w o Lz =g | W = o= Z Qo= aEl oz = Loo < | 0|3
21790 R s g 8% 2 (3% |BpEs |5 (320 (B33
S bR |2 £ x| = 2 i
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Tabla 7. Inventario de Equipos

NOMBRE DEL i
CODIGO UBICACION REFERENCIA

EQUIPO
BL-AU- o Area de preparacion de

Autclave: Stericlinic . . 15032016-61
001 Medios de cultivo
BL-NE- _ Area de preparacion de

Nevera Industrial _ _ J162F20M
002 Medios de cultivo
BL-IN- |Estufa incubadora —{Area de preparacion deDIN 400 50 IP-
003 Memmert— MPI Medios de cultivo 20
BL-BS- |Bafio  serologico —Area de preparacion de

_ _ D-91120

004 Memmert — MPI1 50 Medios de cultivo
BL-BA- o Area de preparacion de

Balanza Digital OHAUS _ _ B5 41543009
005 Medios de cultivo
BL-PC- |Plancha deArea de preparacion de[TPL 29 — FTHPA
006 calentamiento analoga |Medios de cultivo 13
BL-JA- P . . .
007 Jarra de anaerobiosis  |Area de repique e incubacion |[1900-01-00
BL-MP- | o Area de  caracterizacion

Microscopio Olimpus _ o GAO0010
008 microbiologica y recuento
BL-CC- . Area de  caracterizacion

Cuenta colonias _ _ _ 216 R=CCD
009 microbioldgica y recuento
BL-CB- o | , | | 5
010 Cabina bioseguridad Area de repique e incubacion BA206-05
BL-CB- N . " . .
011 Cabina bioseguridad.  |Area de siembra tipo B BA206-06
BL-RG- |Refrigerador V. _ _ »

Area de repique e incubacion [607TRBSOR533

012 congelador
BL-IN-  [Incubadora Bacterias/Area de repique e incubacion [D32779
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013 35°C
BL-IN-  [Incubadora Auxiliar| . . . _
Area de repique e incubacion [D115780
014 50°C
BL-IN-  [Incubadora AuxiliarArea  de  caracterizacion
_ S D1150792
015 25°C microbioldgica y recuento
BL-PH- |Peachimetro con Area  de caracterizaciénM108
016 conductividad microbiolbgica y recuento
Area de
BL-AV- . o
017 Agitador Vortex caracterizacion microbiol6gicaBOE8055000
y recuento
BL-SF- |[Sistema de filtracionjArea  de caracterizaciénKP 475
018 por vacios microbioldgica y recuento
BL-TH- _ - |Area de caracterizacion
Termohigrometro digital | S TTH-002
019 microbioldgica y recuento
BL-MP- |Micropipetas. 10-Area de  caracterizacion\VAP-500/ VAP-
020 100ul/200-1000ul microbioldgica y recuento 600

52




Tabla 8

Material de Vidrio

NOMBRE

CAPACIDAD
(mi)

UNIDAD

AREA

FRASCOS SHOCK TAPA ROSCA

1000

500

12

250

100

50

VASOS DE PRECIPITADO

1000

500

50

PIPETAS

10

o /| B =] O]

[E=Y
o

PROBETAS

1000

500

250

100

ERLENMEYER

1000

500

200

Bl = B B B B B B O

TUBOS DE ENSAYO

150

CAJAS PETRI GRANDES

1000

Todo el material estd almacenado en el area de preparacion de medios de

cultivo
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DESECHABES

CAJAS

PETRI PEQUENAS DESECHABLES 047
VIDRIO RELOJ 2
ASAS HOCKEY 2
AGITADORES 2
Area de
PORTAY CUBRE OBJETOS 50 caracterizacion

microbiolégica

recuento
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Tabla 9. Inventario de medios de Cultivo.

REFERENCI [FECHA DE
NOMBRE: MEDIO DE LOTE A VENCIMIENTO

CULTIVO

Buffer Peptona tamponada  [5349760 02-277-500 |09/2020

Agar Sabouraud

_ 105923 02-166-500 |06/2021
Cloranfenicol
Agar Extracto de Malta 105343 01-111-500 |12/2020
Agar Letten 105908 01-236-500 |06/2020
Agua Peptona tamponada 106449 02-277-500 |01/2022
Agar Plate Count 105545 01-161-500 |11/2019

Agar Rappapor vassiliadis
Broth

105633 02-379-500 |03/2020

Agar Sabouraud Dextrosa 106254 01-165-500 |11/2020

Agar Triptona de Soya(TSA) (105467 01-200-500 |02/2021

Caldo Tioglicolate 104405 02-166-500 |11/2019
Caldo triptona y soya (TSB) |105432 02-200-500 |01/2021
Agar XLD 106346 02-189-500 |01/2020

Agar Colistant Chromogénico (106069 01-618-500 |09/2020

Agar MacConkey 105538 01-118-500 |03/2021

55



Tabla 10. Preparacion medios de cultivo

CANTIDAD
MEDIOS DE CULTIVO ELABORO
GRAMOS  |MILILITROS
IAgar MacConkey 25,75 gr 500ml
2017-10- |Agua peptona 1gr 1000 ml Martha Jaimes
06. Agar Sabouraud dextrosa 32,5 gr 500 ml
Agar Plate count 23,5gr 1000 mi
2017-10-
09. /Agua peptona 1gr 1000 mi Martha Jaimes
2017-10-
11. Agua peptona lor 1000 ml
Agar Sabouraud dextrosa 32,5 gr 500 ml Martha Jaimes
Agar Plate count 11,75 gr 500 ml
2017-10-
12. Caldo TSB. 15 gr 500 ml Martha Jaimes
Agua peptona 150r 1.500 ml
Agar Sabouraud dextrosa 65 gr 1000 ml
2017-10-
23. Agar TSA 20 gr 500 mi Martha Jaimes
Agar Plate count 11,75 gr 500 ml
IAgar MacConkey 41,2 gr 800 ml
Agua peptona 15¢r 1.500 ml
2017-10-
25. Agar Plate count 11,75 gr 500 ml Martha Jaimes
Agar Sabouraud dextrosa 32,5 gr 500 ml
Agua peptona 1or 1000 ml
Agar Plate count 11,75 gr 500 ml
2017-10-
30. Agar Sabouraud dextrosa 65 gr 1000 ml Martha Jaimes
Agar TSA 40 gr 1000 mi
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Agar MacConkey 25,75 gr 500 ml
Agua peptona 1or 1000 ml Martha Jaimes
2017--11-
08. Agar Plate count 11,75 gr 500 ml Martha Jaimes
Agar Sabouraud dextrosa 32,5 gr 500 ml
Agar MacConkey 25,75 gr 500 mi
Agua peptona 150r 1.500 ml
2017-11-
20. Agar Plate count 23,5gr 1000 mi Martha Jaimes
Agar Sabouraud dextrosa 65 gr 1000 ml
Agar MacConkey 51,5 gr 1000 ml
2017-11-
23. Agua peptona 1gr 1000 ml
Agar Baird Parker 15,15 gr 240 ml Martha Jaimes
Agua peptona 150r 1000 ml
2017-11-
29. Agar Sabouraud dextrosa 65 gr 1000 mi Martha Jaimes
Agar Plate count 14,1 gr 600 ml
Agar Colistant chromogénico |15,12 gr 400 ml
Agua peptona 2 gr 2000 ml
Agar Sabouraud dextrosa 32,75 gr 500 ml
Agar MacConkey 13 gr 250 ml
2017-  12-
04. Agar Plate count 23,5 gr 1000 ml Martha Jaimes
Agar Colistant chromogénico [19 gr 500 ml
Caldo BHlI 7,4 gr 200 ml
Agar Baird Parker 15,15 gr 240 ml
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Tabla 11. Reactivos

NOMBRE LOTE REFERENCIA FECHA
VENCIMIENTO

TWEEN 80 1736 TW-00801000 |06/2023
Aceite de inmersion [HX6836199  [1.04699.0500 31/03/2019
Fucsina Basica C16DO03 02658 30/11/2018
Lugol C16B72 03304 30/10/2018
Azul lactofenol 180E11 06349 05/2018
Cristal Violeta C16B62 05589 30/09/2018
Hidroxido de Potasio [S16D26 07773 3/11/2018
Alcohol Acetona C16C97 00471 30/11/2018
Solucion clorhidrica [21-150-5100 [CN4510 05/2018
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Al realizar el estudio de Buenas practicas de Laboratorio en Bialab se mejora la

organizacion, distribucion y el buen funcionamiento del laboratorio.

La clasificacion biolégica de los ocho microorganismos existentes en
el cepario del laboratorio Bialab se conoce el reino, filo, clase, orden,
familia, genero para tener conocimiento sobre los microorganismos que se
estan manipulando.

Al disefiar el protocolo de aislamiento y conservacion de las cepas de
referencia basado en la norma NTC 5593, es primordial porque de ahi
depende la supervivencia del microorganismo manteniendo en condiciones
Optimas;  estabilidad, pureza, Vviabilidad siendo sometido a
temperaturas, tiempo, medios de cultivo ideales para su conservacion, el
almacenar los viales a congelacién a una temperatura no superior a -70
grados centigrados se logra la conservacion de microorganismos
prolongando su vida util por cinco afos. El cultivo inicial debe almacenarse
durante un tiempo no superior a dos meses en refrigeracion a una
temperatura inferior a 8 grados centigrados.

El tener y llevar registros de cada uno de los microorganismos
del cepario con lote, numero de catalogo, fecha de ingreso, fecha de
expedicion, nuamero de referencia, se tiene control en el inventario
del cepario. Las cepas de referencia traen estiques con datos los cuales se
colocan en cada hoja de la ficha técnica de las cepas para certificar la
procedenciay en caso de presentarse inconvenientes sean reportados
con sus respectivos datos.

En latabla de cepas y su morfologia se registra con numero Unico de
identificacion del microorganismo en el cepario de Bialab, medio de cultivo
selectivo en el cual se va a reconstituir masivamente teniendo control de
tiempo y temperaturas adecuadas, registrando morfologia y aspecto de las
colonias, dependiendo de la coloracién indicada. Esto para identificacion y

control de calidad del microorganismo
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El objetivo es tener trazabilidad de cada una de las cepas de referencia
llevando control de calidad, cepas de reserva, cepas de trabajo, con estos
registros se tiene seguridad y control en cada uno de los pases que se
realizan en el cepario, con sus respectivas fechas, tiempos vy
temperaturas adecuadas, medios de cultivos y certeza en la cantidad
disponibles de cepas de trabajo con que se realizan los diferentes andlisis
microbiolbgicos.

En el formato de registro de pruebas de promocion y crecimiento internas,
se registra datos del medio de cultivo que ingresa allaboratorio
para realizar los analisis de promocion y crecimiento y pruebas de
selectividad, con fecha de control y calidad de la prueba, nimero de lote
interno dependiendo de la cantidad de medios que ingresan al laboratorio,
los microorganismos a inocular en el medio de cultivo a analizar, se registra
la diferencia de UFC inoculadas y UFC recuperadas para hallar el
logaritmo,(menor o igual a 0,15) mirando si el medio es selectivo o no para
el microorganismo. Este andlisis es importante porque nos asegura que el
medio cumple con los estandares de calidad.

El formato de control de calidad y esterilizacion de los medios de cultivo es
para llevar control en el proceso de su esterilizacién, mirando el viraje de la
cinta indicadora, selectividad y productibilidad de los medios de cultivo,
tiempo y temperaturas de incubacion, se comprueba el proceso de
esterilizaciéon en el archivo de computo llevando registro de fecha, hora,
temperatura, tiempo, libras de presion y la grafica obtenida. Con esto se
tiene certeza que la esterilizacion es la esperada. Es aconsejable tener un
indicador biolégico para este proceso ya que hay microorganismos
resistentes a altas temperaturas.

Se mira la selectividad del medio de cultivo con una cepa control, el método
de control es cualitativo, su criterio si es apto o no, se mira la reaccion

caracteristica con la identificacion de la colonia.
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Para la productividad del medio de cultivo se tiene un medio de referencia,
método de control cuantitativo, la recuperacién del microorganismo debe
ser mayor del 70%, el logaritmoes mayor o igual a 0,15 log, la
reaccion caracteristica es el tipo de colonias esperadas.

Se mira la estabilidad y recuperacion del microorganismo en el medio de
cultivo si cumple con los estdndares de calidad.

Al elaborar las fichas técnicas de los equipos es importante saber datos del
fabricante, instrucciones de mantenimiento, fechas de calibracion, marca,
codigos internos, referencias, registros de temperaturas mafiana y tarde,
asi se lleva control para saber que los equipos que se estan utilizando si
cumplen con los pardmetros exigidos, Si estan funcionando correctamente,
se tiene seguridad en los resultados de los analisis microbiolégicos emitidos
a los clientes son confiables. Los datos estan archivados en el
computador con foto del equipo y en fisico.

En la identificacion de los equipos se lleva un cédigo interno asignado a
cada uno con las iniciales de Bialab (BL), iniciales del nombre del equipo, el
namero consecutivo colocandolo en el equipo, lugar visible y de color
llamativo, también se registra el area donde se encuentra ubicado y la
referencia.

Con el inventario del material de vidrio se lleva control de la existencia, sus
pérdidas o salidas y los ingresos, registrando fechas, proveedor, costos, se
lleva archivo en el computador para cada uno.

En la preparacion de los medios de cultivo se lleva control de: fecha de
elaboracion, gasto de medios utilizados, cantidad de agua destilada y la
persona que elaboro, teniendo en cuenta los requisitos para su elaboracién
y proteccion.

En el inventario de los diferentes reactivos se registra: nombre, lote,
referencia, fecha de vencimiento; para conocer los reactivos que tiene el
laboratorio. Recomendacion mirar fechas de vencimiento proximas a

vencerse.
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e Se organizo el area de almacenamiento de muestras cerca al area de
recepcion, un lugar aislado y cubierto, buena distribucion interna e
independiente, control y registro de temperatura y humedad relativa. Es
importante tener control en el almacenamiento de muestras y contra

muestras para evitar contaminaciones posteriores en el laboratorio.

AMBIENTES.

Para tener mayor seguridad de que los resultados de los andlisis microbiol6gicos
sean confiables, se requiere realizar control de analisis microbiolégicos a equipos
como: Cabina de bioseguridad, incubadoras, nevera, ambientes y superficies;

cada quince dias dependiendo del flujo de las muestras a analizar.

BIOSEGURIDAD DE DESECHOS ORGANICOS.

Se debe enfatizar en el modo de sacar el material de desecho del laboratorio, se
tiene una sola puerta de acceso; los desechos son acumulados en la parte de
atras del laboratorio y al momento de sacar las bolsas cruza todo el laboratorio
para evitar la contaminacion cruzada se sugiere crear un punto de salida a un
costado del laboratorio que comunique la parte de atrds a un pasillo fuera del

mismo.

BIOSEGURIDAD CON EL PERSONAL.

Adecuar en el laboratorio una seccidbn de lava ojos para evitar riesgos
profesionales en la manipulaciéon de reactivos. Las medidas de higiene, seguridad
y bioseguridad en el laboratorio son un conjunto de disposiciones preventivas
destinadas a proteger la salud del personal frente a los riesgos propios derivados

de la actividad. Evitar accidentes, contaminaciones y enfermedades.
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11. CONCLUSIONES

Se realizd un estudio de Buenas practicas de laboratorio para asegurar que
los ensayos se realicen de manera detallada y ordenada con mayor control,
eficiencia, validez y confiabilidad en los resultados de los analisis realizados
a productos de diferentes empresas; con esto el laboratorio Bialab se da a

conocer asegurando su calidad y buen desempefio.

Se disefid el protocolo para mantener y conservar el cepario en el
laboratorio, el aislamiento de las cepas de trabajo importante para la
realizacion de las diferentes pruebas realizadas, validacion de métodos,

garantizando confiabilidad en los resultados emitidos.

EL disefar la trazabilidad del cepario se obtiene un control del manejo de

las cepas para mayor seguridad en los analisis microbioldgicos.

Tener un disefio de limpiezay desinfeccion riguroso en areas, equipos
ambientes antes y después de ser utilizados se asegura control de la
presencia de microorganismos evitando contaminacion cruzadas,
garantizando inocuidad en todos los elementos que puedan influir en los

resultados.

Tener un disefio en las actividades planificadas se tiene control, orden,
calidad, responsabilidad en cada una de las tareas asignadas, con esto se
logra que el estudio realizado de Buenas Practicas de Laboratorio fue eficaz
para la organizacion, distribucién y aseguramiento de calidad en el

Laboratorio Bialab.
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