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INTRODUCCIÓN 

En gran parte de la industria alimentaria, los laboratorios de control calidad juegan 
un papel  importante, debido  a que son los encargados  de definir los criterios de 
aceptabilidad o rechazo de un producto basados en el cumplimiento de la 
normatividad, y por tanto deben garantizar la precisión y exactitud de los ensayos 
realizados por medio de la aplicación   de un sistema de gestión de calidad basado 
en la norma NTC ISO/IEC 17025 la  cual exige la validación de metodologías, 
calibración de equipos y  la idoneidad del personal siendo aplicable a todos y  
permitan que sean  competentes y pueden generar resultados válidos.  

Un punto crítico a tener en cuenta en el sistema de calidad, para implementar esta 
norma y acreditar el laboratorio es  el procedimiento  de la preparación, 
esterilización y evaluación de la calidad de los medios de cultivo, necesario para 
mantener el nivel y la aplicación  de cualquier técnica microbiológica. 

Como consecuencia  se ha visto la necesidad de  crear laboratorios de análisis 

para  alimentos     que lleven a cabo ensayos para  determinar la calidad de  los 

productos en las empresas que  los elaboran. Su  objetivo principal es  reportar 

resultados  altamente confiables, por tal razón deben  controlar  y asegurar  la 

calidad.  

La validación de una técnica es el procedimiento mediante el cual  se realizan 

análisis  de laboratorio evaluando el desempeño  de un  método, determinando las 

variaciones  entre  ensayos con el fin de  disminuir  el porcentaje de error, 

generando  confiabilidad en los análisis  realizados. Además de  la validación  de 

procedimientos técnicos   debe incluir manuales  de procedimientos  que 

garanticen que se  lleven a cabo de manera indicada, lo cual se  verifica mediante  

la validación  de las  técnicas   más utilizadas en el laboratorio; lo que  implica  

obtener evidencia documentada que permita confirmar que los resultados 

obtenidos son confiables y reproducibles. También   garantiza que los resultados 

de los análisis ejecutados en un laboratorio cumplan con los requisitos de calidad 

basados en las normas. En  este ensayo se analizaran metodologías basadas en 

las normas técnicas  colombianas   NTC 4092 y la NTC 4458. 

Para la  validación  de una metodología que se implementa en un  laboratorio de 

microbiología  se deben tener en cuenta  los  medios de cultivo y su capacidad  de 

recuperar   la carga   bacteriana presente en la matriz analizar, además de tener 

en cuenta el funcionamiento adecuado de los equipos a utilizar, para  esto se 

revisaron registros de  temperaturas y  tener un conocimiento claro de las técnicas 

que se  utilizan a diario. 
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El  laboratorio de pasteurizadora Santo Domingo S.A. validó la metodología 

empleada para la determinación de Coliformes en medios de cultivo sólidos 

(medio  de cultivo VRB  Agar Bilis Rojo Violeta). Centrándose  en una validación 

secundaria la cual tiene lugar  cuando  el laboratorio  procede a implementar  un 

método desarrollado, es decir ya está establecido. 

 

Se tuvo en cuenta todos estos parámetros lo cual permitió demostrar  que los 

resultados del laboratorio  son confiables y reproducibles. 
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1 OBJETIVOS 

 
 

1.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Validar la metodología empleada para la determinación de Coliformes en medios 

de cultivo sólidos, en el laboratorio de Pasteurizadora Santo Domingo S.A. 

 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Asegurar la calidad y desempeño de los medios de cultivos  mediante la 

aplicación de cepas de referencia, estableciendo la productividad  y 

selectividad de los mismos por medio de la cuantificación de cepas 

referentes e interferentes. 

 Establecer parámetros para la  determinación de  coliformes en matriz 
liquida (derivado lácteo) en el laboratorio de  Pasteurizadora Santo 
Domingo S.A. a partir de un análisis estadístico. 
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2 JUSTIFICACIÓN 

 

De acuerdo a la exigencia del ente regulador INVIMA  según la  resolución 1619  
del 15 de mayo de 2015 con respecto a  la aplicación de los estándares de calidad 
al laboratorio de Pasteurizadora Santo Domingo, se vio la necesidad de realizar la 
validación de una metodología microbiológica y a  la  implementación de uso de  
cepas de referencia.  

Por tal razón se realizó una  validación  secundaria  del método de determinación 
de coliformes  por recuento en placa teniendo en cuenta la verificación del medio 
de cultivo  VRB, con el fin de establecer el cumplimiento de las especificaciones 
establecidas según las normas técnicas  Colombianas NTC 4092 y NTC 4458.  

El  proceso de validación de la metodología en el  laboratorio  permite la obtención  
de evidencias que prueban  que el método cumple las funciones para el cual fue 
estipulado.  En este caso se    demostrará   que  la metodología  utilizada para la 
determinación de los coliformes totales  desarrollada por el laboratorio se realiza 
de manera adecuada  lo que garantiza los resultados. 
 
Para  este estudio   se debe tener en cuenta   la evaluación de  los medios de 
cultivo que se va utilizar para la  recuperación y proliferación del microorganismo 
que  se desee. 
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3 MARCO REFERENCIAL 

3.1 MARCO LEGAL 

 

3.1.1 NTC-ISO/IEC Colombiana 17025 2005. 

Esta Norma Internacional establece los requisitos  y parámetros generales para la 
competencia en la realización de ensayos y/o de calibraciones, incluidos métodos 
normalizados, no normalizados y desarrollados por el mismo laboratorio. Siendo 
aplicable a todos los laboratorios, independientemente de la cantidad de 
empleados. Por lo que Cuando un laboratorio no realiza una o varias de las 
actividades contempladas en esta Norma Internacional, los requisitos de los 
apartados correspondientes no se aplican (ISO/IEC 17025, 2005). 

 

3.1.2 GUIA TECNICA  COLOMBIANA GTC 78. 2002 

Norma técnica colombiana que proporciona  la terminología  general  que  indica  
los parámetros para el aseguramiento  de la calidad  en la preparación de medios 
de cultivo,  y especifica  los requisitos mínimos  para  un análisis  microbiológico 
de productos destinados  al consumo humano  o de alimento para animales. 

 

3.1.3 NORMA TECNICA COLOMBIANA NTC ISO 11133. 2014 

Establece los criterios y describe los métodos para las pruebas de rendimiento de 
los medios de cultivo. 
 

3.1.4 AOAC oficial method 991.14 coliform and Escherichia coli  counts in 

foods. 

Esta Norma Internacional da directrices generales para la enumeración de 

coliformes. Es aplicable a los productos destinados al consumo humano.  

 

3.1.5 NORMA TÉCNICA NTC  COLOMBIANA 4458 

Microbiología de alimentos y de 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. 
 

3.1.6 NORMA TÉCNICA NTC COLOMBIANA 4092 

Microbiología de alimentos y productos para alimentación animal. Requisitos 
generales y directrices para análisis microbiológicos. 
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3.2 ANTECEDENTES 

Teniendo en cuenta las normas  nacionales e internacionales   se ha convertido  
un ítem primordial  la  validación de métodos  microbiológicos  para los análisis de 
laboratorio de tal manera que   ha pasado a ser obligatoria para estos. 

En el país se ha trabajado en la validación del método para determinación de 
coliformes totales por recuento en placa, sujetas a la ISO17025 requerida para la 
obtención de la autorización, certificación y acreditación de los laboratorios de 
ensayo. Los cuales sirvieron de guía para la elaboración de este trabajo. 

Revisando en literatura  se  pueden encontrar estudios basados  en    los 

parámetros que se deben cumplir para la realización de  validación de 

metodologías en laboratorios, como se puede ver plasmado en un estudio  

realizado en Madrid en el año  2005  en el cual se  estudia detalladamente las 

directrices  y conceptos generales que se debe tener en cuenta al realizar una 

validación de una metodología.(Sánchez 2005). 

Las metodologías más usadas para detección de coliformes mas encontradas es 

NMP, filtración por membrana usando medios de cultivo como Colinstant y 

Chromocult están ampliamente referenciadas por diversos autores. Sin embargo 

no se han hallado trabajos  específicos  y   recientes donde se valide el método de  

recuento en placa exclusivamente  con  medio de cultivo VRB, por lo tanto  este 

estudio se basó  de un método normalizado para ser usado en el laboratorio de 

Microbiología. 

Con respecto a la validación de la metodologías por  recuento en placa se  revisó 
un   estudio  de  Padilla 2007, en el cual se realizó una validación secundaria del 
método de recuento en placa en superficie de Bacillus cereus y Staphylococcus 
aureus en muestras de alimentos en un laboratorio de referencia. La metodología 
ejecutada permitió evaluar la reproducibilidad y repetitividad de la validación 
secundaria concurrente del método de recuento en placa que arrojó coeficientes 
de variación con altos grados de concordancia para los diferentes ensayos 
realizados. 

Otro estudio por Sánchez 2005, plantea la situación de la validación de los 
ensayos microbiológicos en los laboratorios, aquí se  encuentran parámetros   
primordiales para  estos ensayos. 
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3.3 MARCO TEÓRICO 

 

3.3.1 VALIDACIÓN 

El desarrollo y realización de análisis de control microbiológico es una herramienta 
que tiene una repercusión decisiva en  la tecnología e industria  alimentaria y del 
medio ambiente. En los últimos años las actividades relacionadas con la 
verificación y validación de métodos analíticos han cobrado gran importancia 
debido a que por un lado se presenta un continuo desarrollo y actualización de 
técnicas y equipos analíticos y por otro lado existe un creciente interés de los 
profesionales en garantizar la calidad de sus procesos y resultados.  

La validación puede definirse como el conjunto de procesos desarrollados para la 
«confirmación mediante examen y la aportación de evidencias objetivas que 
demuestren el cumplimiento de ciertos requisitos para el uso específico previsto 
de los procedimientos analíticos. (Camaró et al 2013) 

Es la confirmación mediante el suministro de  una evidencia objetiva de que se 
han cumplido los requisitos del método para una utilización o aplicación específica 
prevista. La validación examina las características de desempeño de un método 
para identificar y establecer cualquier limitación que pueda esperarse del método, 
así como identificar los factores que pueden influir en el cambio de dichos 
parámetros y limitaciones; permite demostrar que el método es adecuado para el 
propósito. (Cañes. et al. 2015). 

Validar un método consiste en verificar y documentar su validez, esto es, su 
adecuación a unos determinados requisitos, previamente establecidos por el 
usuario para poder resolver un problema analítico particular. Es un   proceso 
mediante el cual se establece por medio de estudios de laboratorio que las 
características representativas del método analítico cumplen con las 
especificaciones para su aplicación.  

La validez en los resultados de los análisis microbiológicos se ven afectados por 
factores como: la preparación del inóculo, la naturaleza de los microorganismos 
utilizados, las condiciones específicas de la prueba, las condiciones de 
recuperación, entre otros. 

Los laboratorios deben mantener los datos sobre validación de los sistemas de 
ensayo comerciales (kits) que utilicen. Estos datos pueden obtenerse de ejercicios 
de intercomparación o de datos sobre validación remitidos por los fabricantes y 
sujetos a la evaluación de una tercera parte. Si no se dispone de datos sobre 
validación o si éstos no son plenamente aplicables, el laboratorio será responsable 
de completar la validación del método (Soledad 2009). Incluso cuando se haya 
realizado la validación,  tendrá que verificar periódicamente que se cumplen los 
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parámetros documentados, utilizando, por ejemplo, muestras inoculadas o 
materiales de referencia incorporados a las matrices más representativas 
(Soledad, 2009).  

No existe un procedimiento específico para llevar a cabo una validación. 
Dependiendo de los alcances requeridos de la misma, se incluirán o no y 
analizarán a diferentes grados de profundidad los parámetros característicos, 
teniendo en cuenta el tiempo y los costos. (Cabrera, 2015). 

 

3.3.2 MODALIDADES  O TIPOS DE VALIDACION 

3.3.2.1 Validación primaria. 

La validación primaria es un proceso exploratorio que tiene como meta establecer 
los límites operacionales y las características de desempeño de un método nuevo, 
modificado o caracterizado en forma inadecuada. Debe dar origen a 
especificaciones numéricas y descriptivas para el desempeño e incluir una 
descripción detallada y precisa del objeto de interés. La validación primaria va 
precedida de la elaboración de un esquema de ensayo especialmente diseñado. 
Corresponde con la validación inicial que deben llevar a cabo los laboratorios y 
casas comerciales que diseñan un equipo diagnóstico, una prueba nueva o la 
unión en un solo protocolo de varios métodos normalizados o no. También 
corresponde con la caracterización que debe realizarse a una técnica que se 
desarrolla en un laboratorio para su propio uso.  

3.3.2.2 Validación secundaria. 

La validación secundaria se realiza cuando un laboratorio procede a implementar 
un método desarrollado en otra parte. Se centra en la reunión de evidencias 
acerca de que el laboratorio está capacitado para cumplir las especificaciones 
establecidas en la validación primaria. Algunos organismos lo denominan 
verificación y es la confirmación, mediante el aporte de pruebas objetivas, de que 
se cumplen los requisitos establecidos en las condiciones de uso de ese 
laboratorio. Se trata de la validación que hay que llevar a cabo cuando se 
introduce un equipo diagnóstico, método o prueba en un laboratorio clínico y que 
ya está validada primariamente por organizaciones internacionales. Normalmente 
la validación secundaria emplea formas seleccionadas y simplificadas de los 
procedimientos empleados en la validación primaria, aunque posiblemente 
extendidas por un tiempo mayor Las características incluyen: precisión, exactitud, 
sensibilidad, especificidad y rango de resultados, límite de detección y/o 
cuantificación y cuando sea apropiado, valor predictivo. 



 18 

La validación secundaria se realiza cuando un laboratorio procede a implementar 
un método desarrollado en otra parte. Se centra en la reunión de evidencias 
acerca de que el laboratorio está capacitado para cumplir las especificaciones 
establecidas en la validación primaria. Algunos organismos le denominan 
verificación y es la confirmación, mediante el aporte de pruebas objetivas, de que 
se cumplen los requisitos establecidos en las condiciones de uso de ese 
laboratorio. Se trata de la validación que hay que llevar a cabo cuando se 
introduce un equipo diagnóstico, método o prueba en un laboratorio  y que ya está 
validada primariamente por organizaciones internacionales. (Camaró, et al 2013) 

Para un laboratorio de análisis es importante validar sus técnicas, para así 
optimizar sus procesos, lo cual le beneficia debido a que   reduce gastos, el tiempo 
de desarrollo de la técnica, y generar confiabilidad en los resultados que se 
emiten. De igual forma, sirve para dar cumplimiento a las normas legales que rigen 
el  logro de cumplimiento de normas que aunque no son de obligatorio 
cumplimiento contribuyen a la credibilidad del laboratorio y a obtener altos niveles 
de confiabilidad que generan confianza dentro de sus clientes (Cabrera, 2015). 

3.3.3 TIPOS DE MÉTODOS 

 

3.3.3.1 Métodos Normalizados 

Es un método analítico desarrollado  por un organismo de normalización u otro 
organismo reconocido  cuyos métodos son aceptados  por el sector  técnico 
correspondiente. 

3.3.3.2 Métodos No Normalizados 

Método analítico  desarrollado por un tercero  o que ha sido   adaptado  por el 
laboratorio  a partir  de un método normalizado. En esta se cabe resaltar que el 
desarrollo del método, así como  su adaptación, incluye la etapa de validación. 

 

3.3.4 TIPOS DE VALIDACIÓN 

 

3.3.4.1 Validación prospectiva 

Este tipo de validación se basa en información obtenida antes de implantar el 
proceso de validación. Se debe realizar un análisis de riesgos para determinar si 
podrían conducir a situaciones críticas; se investigan posibles causas y se 
determina la probabilidad de que suceda. Luego se efectúan los ensayos y se 
hace una valoración general; si los resultados son aceptables al final, el proceso 
es satisfactorio. Los procesos no satisfactorios se tienen que modificar y mejorar 
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hasta que una nueva validación demuestre su carácter satisfactorio (Padilla, 
2007). 
 

3.3.4.2 Validación concurrente. 

La información requerida en este tipo de validación se obtiene durante la 
implementación del mismo. Se debe tener en cuenta el monitoreo en proceso de 
las variables críticas que demuestren que el proceso está bajo control y el registro 
de datos sobre la marcha de los procesos (Cabrera, 2015). 
 
Para otros autores la validación concurrente es el establecimiento de evidencia 
documentada para demostrar que un proceso cumple con su propósito, basados 
en información obtenida durante la implementación del mismo. Este es el tipo de 
validación aplicado al trabajo en curso (Cabrera, 2015). 
 

3.3.4.3 Validación retrospectiva 

Este tipo de validación se lleva a cabo por medio de la revisión y análisis de la 
información histórica del proceso. Se deben tomar como mínimo 20 a 30 lotes que 
cuenten con reportes analíticos sólidos y confiables, documentación que muestre 
condiciones de los procesos y estudios de reclamos de los productos, entre otros. 
Dentro de este tipo de validación es necesario tener en cuenta el control de la 
materia prima, controles ambientales, controles microbiológicos, equipos, 
procedimientos, métodos analíticos y especificaciones; es aplicada para productos 
que se encuentran en el mercado y cuyo proceso de manufactura se considera 
estable, además cuando por las características del producto, económicamente no 
se justifica hacer una validación prospectiva. La validación retrospectiva también 
puede ser útil en el establecimiento de las prioridades en un programa de 
validación (Ortiz, 2008). 
 

3.3.5 PARÁMETROS ESPECÍFICOS DEL PROCESO DE VALIDACIÓN 

Los parámetro de rendimiento se establecen de acuerdo a la categoría a la que 
pertenecen el método y siguiendo los requisitos exigidos por distintos organismos 
internacionales que incluyen: intervalo de trabajo, linealidad, sensibilidad, límite de  
detección, límite de cuantificación, exactitud, precisión, repetibilidad, 
reproducibilidad, robustez, incertidumbre, etc. 
Está implícito que los estudios para determinar los parámetros de rendimiento se 
llevan a cabo mediante equipos que cumplen con las especificaciones, funcionan 
correctamente y están adecuadamente calibrados. Igualmente el operador que 
realiza los estudios debe ser competente en el campo de trabajo en estudio y debe 
contar con suficientes conocimientos respecto al trabajo, como para poder tomar 
decisiones apropiadas a partir de las observaciones realizadas a medida que 
progrese el estudio (Otálora, 2005). 
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3.3.5.1 Exactitud. 

La exactitud se puede definir con la cercanía de un resultado al valor verdadero 
por comparación con un valor de referencia. Los valores de referencia deben ser 
trazables a las normatividad internacional (Ospino, 2013). 
 
Usualmente, la exactitud se expresa como el porcentaje de recuperación de los 
microorganismos mediante el método de validación (Carrillo, 2008). 
 

3.3.5.2 Especificidad 

Capacidad de un método de determinar inequívocamente un analíto /parámetro en 
presencia de los otros componentes de la muestra. La especificidad puede ser 
afectada por la presencia de interferentes (como precursores de síntesis, 
impurezas, productos de degradación, entre otros) (Carrillo, 2008). 
 

3.3.5.3 Precisión 

Grado de correlación entre los resultados de las pruebas individuales cuando se 
ejecuta el método repetidamente a muestras separadas e idénticas, obtenidas a 
partir del mismo lote del material homogéneo (Ospino, 2013). 
 

3.3.5.4 Selectividad 

Es la disposición de un método a producir resultados exactos para los diferentes 
analítos de interés, o cuando diversos microorganismos pertenecientes al mismo 
grupo deben ser detectados por el método (Páez, 2008). 
 

3.3.5.5 Robustez. 

Disposición de un procedimiento analítico de no ser afectado o no cambiar sus 
resultados, debido a pequeñas variaciones en los parámetros de método; esto 
permite obtener información de su confiabilidad en condiciones de uso 
estandarizadas (Ospino, 2013). 
 
Dentro del término precisión del método se pueden distinguir dos tipos de 
estudios: (Real decreto 140, 2003) 
 

3.3.5.6 Linealidad 

La linealidad es la capacidad de un método de análisis, dentro de un determinado 
intervalo, de dar una respuesta o resultados instrumentales que sean 
proporcionales a la cantidad del analíto que se habrá de determinar en la muestra 
de laboratorio.   
 

3.3.5.7 Repetibilidad 

El grado de concordancia entre los resultados independientes obtenidos con el 
mismo método material de ensayo, en las mismas condiciones (mismo operador, 
mismo aparato, mismo laboratorio y después de breves intervalos de tiempo). En 
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algunos contextos repetibilidad se puede definir como el valor por debajo del cual 
se encuentra la diferencia absoluta entre dos resultados individuales obtenidos en 
las condiciones anteriores, con una probabilidad especificada. (Sánchez L y col 
2011.) 
 

3.3.5.8 Reproducibilidad 

El grado de concordancia entre los resultados independientes obtenidos con el 
mismo método material de ensayo, pero en condiciones diferentes (operadores 
diferentes, aparatos diferentes, diferentes laboratorios y / o después de diferentes 
intervalos de tiempo. En algunos contextos reproducibilidad se puede definir como 
el valor por debajo del cual está la diferencia absoluta entre dos resultados 
individuales obtenidos con material idéntico en las condiciones anteriores, con una 
probabilidad especificada. Se debe tener en cuenta que una declaración completa 
de la reproducibilidad requiere la especificación de las condiciones experimentales 
que se modifican. (Sánchez y col 2011.) 
 

3.3.5.9 Análisis estadísticos. 

Se determinan las desviaciones estándar (DS) tanto para las pruebas realizadas 
en la estandarización del inóculo, de tal manera que con este valor se hallan los 
coeficientes de variación (CV), los cuales son necesarios para determinar los dos 
parámetros de calidad para la validación de métodos (repetitividad y 
reproducibilidad). Para el cálculo de este coeficiente de variación es necesario 
hallar la media de los datos (X), cada uno de estos análisis estadísticos es 
realizado bajo la plataforma de Excel 2010. 

X = ∑ x/n 

Donde: 

X= Promedio de los datos 

n= Número de datos 

∑x= sumatoria de todos los datos 

𝐷𝑆 = √∑
(𝑥 − 𝑋)2

𝑛 − 1
 

 

Donde: 

DS: Desviación estándar 

x: Dato o valor experimental  

X: Promedio de los datos 
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n: Número de datos. 

Esta nos permitió saber  cuánto pueden estar alejados los datos con respecto a la 
media  

 

%𝐶𝑉 =
𝐷𝑆

𝑋
∗ 100 

Donde: 

CV: Coeficiente de Variación 

DS: Desviación estándar 

X: Promedio de los datos 

El coeficiente de variación se suele expresar en porcentajes y  permite comparar 
las dispersiones de dos distribuciones distintas, siempre que sus medias sean 
positivas. 

 
 

3.3.6 CARACTERÍSTICAS DE  CEPAS 

3.3.6.1 CARACTERIZACIÓN DE Staphylococcus aureus. 

 

El género Staphylococcus  spp está formado por cocos Gram positivos, con un 

diámetro de 0.5 a 1.5 μm, agrupados como células únicas, en pares, tétradas, 

cadenas cortas o formando racimos de uvas. Son bacterias no móviles, no 

esporuladas, no poseen cápsula, aunque existen algunas cepas que desarrollan 

una cápsula de limo, son anaerobias facultativas. La mayoría de los estafilococos 

producen catalasa (enzima capaz de desdoblar el peróxido de hidrógeno en agua 

y oxígeno libre); característica que se utiliza para diferenciar el género 

Staphylococcus spp los géneros Streptococcus spp y Enterococcus spp que son 

catalasa negativos. 

S. aureus es la principal especie causante de intoxicaciones estafilocócicas 
causadas por el consumo de alimentos contaminados; S. aureus es capaz de 
producir una gran variedad de enterotoxinas, sin embargo el 95% de los casos de 
intoxicaciones han sido producidas por las enterotoxinas clásicas A, B, C, D y E 
(Zendejas. Et al 2014). 
Se inactiva a temperaturas de cocción (> 65°C). S. aureus coagulasa positiva 
presenta un D60 entre 0,43 y 8,0 minutos pero depende del tipo de carne (Fuentes 
y Moreno. 2011). 
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3.3.6.2 COLIFORMES 

Bacterias Gram negativas  de forma  bacilar  que fermentan  la lactosa  a 
temperatura de 35 a 37°C, produciendo  ácido y gas  (CO2)  en  un plazo de 24 a 
48 horas.  Se clasifican  como aerobias o anaerobias  facultativas,  son oxidasa 
negativa, no forman  esporas  y presentan  actividad enzimática de la 
galactosidasa. Es un indicador  de  contaminación  microbiológica en alimentos. 
(Resolución 2115, 2007). 
Pueden encontrarse en la flora normal del tracto digestivo del hombre o animales, 
por lo cual son expulsados especialmente en las heces son el grupo más 
ampliamente utilizado en la microbiología de alimentos como indicador de 
prácticas higiénicas inadecuadas. 
 
También son  evaluados en  la calidad microbiológica de un producto, aunque su 
presencia no necesariamente implica un riesgo sanitario, cuando los coliformes 
son de origen no-fecal. (Camacho, 2009) 
 

3.3.6.2.1 Escherichia  coli 

Bacilo  Gram negativo   que  forma parte de la flora normal  de  intestino de 
animales de sangre caliente. Es  aerobio facultativo,  de metabolismo fermentativo. 
Algunas cepas    pueden producir enterotoxinas  y tiene otros factores de 
virulencia  de colonización e invasión  por lo cual pueden causar  enfermedades 
diarreicas,    urinarias  y nosocomiales. (NTC 4458). 
 
 

3.3.7 MEDIOS DE  CULTIVO 

Los medios de cultivo son considerados  uno de los sistemas  más importantes  
para la identificación de microorganismos  en ellos se puede detallar  su 
crecimiento basado en sustancias químicas artificiales preparadas en el 
laboratorio. 
Para que los microorganismos crezcan  adecuadamente  en un medio de cultivo  
artificial  debe reunir  una serie de condiciones   como lo son temperatura,  grado 
de humedad,  y presión  de oxigeno  adecuado , así como lo  es la acidez  o 
alcalinidad. Debe contener nutrientes y factores decrecimiento necesarios  y debe 
estar libre   de todo microorganismo contaminante. 
 
La  mayoría  de las bacterias   patógenas requieren  nutrientes  complejos  
similares  en composición  a los líquidos orgánicos. El agar es un elemento 
empleado  para la preparación  de medios de cultivo.  
 
Contienen hidratos de carbono  por motivos fundamentales como incrementar el 
valor nutritivo de medio de cultivo, también contienen  indicadores de pH los 
cuales permiten ver su alcalinidad o su acidez (Casado, et al., 2012). 
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3.3.7.1 TEST ECOMÉTRICO 

 

Esta técnica permite establecer la eficiencia con que un medio de cultivo recupera  
o induce el crecimiento y desarrollo de una cepa de referencia. Esta diferencia se 
logra establecer cuando se somete un microorganismo que se desarrolla 
normalmente en un medio (microorganismo referente) y otro que no crece en el 
(microorganismo interferente); lo que indicará el porcentaje de recuperabilidad del 
medio de cultivo para el microorganismo de interés 
 
Para llevar a cabo esta técnica es necesario la siembra con un asa de 0,1 mL 
previamente calibrada en una caja de Petri dividida en cuatro cuadrantes, cada 
siembra contendrá cinco estrías y la última se realizará en el centro de la caja, sin 
retomar muestra. La caja se llevará a una temperatura óptima de crecimiento. 
(Mossel et al, 2003). 
 
Es recomendable sembrar tanto el microorganismo de interés como el interferente 
en medio nutritivo, para detectar si alguno de estos posee problemas con su 
crecimiento y desarrollo y así poder descartarlos si llegasen a tener problema 
alguno (Mossel. et al, 2003). 
 
Una vez pasado el tiempo de incubación lo ideal es observar crecimiento en todas 
las líneas realizadas. Se considera válida cualquier estría que contenga un 
crecimiento mayor o igual al 25%. Cada estría tiene un valor de 0,2 y la del centro 
un valor de 1. Todos los resultados se deben sumar para obtener el índice de 
crecimiento absoluto (ICA) (Mossel. et al, 2003). 
 
 
Tabla 1. Interpretación del Índice de Crecimiento Absoluto (ICA) para 
microorganismo interferente 

Medio de cultivo 
analizar 

Interpretación  ICA  

medios altamente 
selectivos 

0 

medios medianamente 
selectivos  

0-2,5 

medios no selectivos  >2,5 
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Tabla 2. Interpretación del Índice de Crecimiento Absoluto (ICA) para 
microorganismos referentes o de interés 

Medio de cultivo 
analizar 

Interpretación ICA 

Medio no productivo 0 

Medios pocos 
productivos 

<2,5 

Medios medianamente 
productivos 

2,5-4,5 

4,5-5 medios altamente 
productivos 

4,5-5 

 (Tortora et.al, 2007).  
 
 
 
Tabla 3.Criterio  de evaluación 

PRODUCTIVIDAD 
 

SELECTIVIDAD 
 

Para  todas las cepas  en un medio de  
cultivo  no selectivo,  el ICA debe  ser 
por lo menos 3,5. 

Para  las cepas  no deseadas en los  
medios selectivos, el ICA no  debe ser 
mayor de 2, y para  la cepa deseada  
no debe ser menor de 3.  
 

(Tortora. et.al, 2007).  
 

3.3.7.2 PROMOCIÓN DEL CRECIMIENTO DE LOS MEDIOS 

 
Se debe analizar cada partida de medio preparado a partir de medio deshidratado. 
Verificar las propiedades adecuadas del  medio pertinentes. 
 

Tabla 4.Propiedades indicadoras de promoción del crecimiento e inhibitorias del  
medio selectivo y diferencial sólidos. 

MEDIO DE 
PRUEBA 

PROPIEDAD CEPA DE 
PRUEBA 

CONDICIONES 
DE INCUBACION 

Agar Violeta Rojo 
Bilis 

Promoción del 
crecimiento 
+indicadora 

E. coli  
 

35-37°C 
 
30-35°C/18-24h 
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El test ecométrico se realizara para la verificación del medio de cultivo,  los 
ensayos  para la validación de la metodología de determinación de coliformes  se 
ha realizado cinco   veces posteriormente a esto se realizara análisis de datos  con  
exactitud, precisión, robustez, límite de detección, repetitividad y reproducibilidad. 
 

3.3.7.3 PRUEBA DE LAS PROPIEDADES DE PROMOCIÓN DEL 

CRECIMIENTO, MEDIOS SÓLIDOS  

 

Usar el método de extensión en superficie inoculando cada una de las placas con 

un número no mayor de 100 UFC del microorganismo especificado 

(microorganismo de referencia). Incubar a temperatura y tiempo según el 

microorganismo. Se produce un crecimiento de microorganismos comparable al 

obtenido anteriormente con una partida de medio analizada y aprobada 

previamente. 

3.3.7.4 PRUEBA DE LAS PROPIEDADES INHIBITORIAS, MEDIOS SÓLIDOS 

Inocular el medio adecuado con al menos 100 UFC del microorganismo adecuado 

(microorganismo interferente). Incubar a temperatura y tiempo según el 

microorganismo. No se produce crecimiento del microorganismo de prueba 
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4 METODOLOGÍA 

 

4.1 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS 

4.1.1 REACTIVOS 

Colorantes de tinción de GRAM; Alcohol  al 96%, agua destilada. 
 

4.1.2 MEDIOS DE CULTIVO 

Peptona (Neogen); Agar VBRL (CONDA); Agar VRBL (HIMEDIA), Agar YGC 
(Merck), Agar plate  count  (Merck). 
 
 

4.1.3 MATERIAL 

Frascos Schott por 250mL; Frascos Schott por 500mL; Micropipetas, puntas 
estériles, Portaobjetos; Tubos  de ensayos con tapa estériles y del mismo 
volumen; cajas  estériles de Petri; Pipeteador; Mechero; Gradillas; Asas calibradas 
1µL; Asas calibradas de 10µL; Asas de hockey estériles. 
 
 

4.1.4 EQUIPOS 

Baño serológico 45 ± 2 °C, Incubadora regulada a 37°C ± 1°C, Microscopio  
óptico, Horno  esterilizador, Autoclave para material estéril, Autoclave para 
material contaminado, Contador de colonias, Nevera, Cabina de flujo laminar. 
 
 

4.1.5 CEPAS 

Cepa Escherichia coli ATCC 8739 
Cepa Staphylococcus aureus ATCC 6538 
 
Patrón Macfarlán comercial 0.5 Concentración 1.5 x 108  UFC mL de cada una de 
las cepas mencionadas. 

 
 

4.2 ALCANCE DEL ESTUDIO 

La validación secundaria del método de recuento en placa abarca el análisis de 

productividad y selectividad de los medios de cultivo empleados mediante un test 

ecométrico, y análisis de precisión (repetitividad, reproducibilidad), exactitud 

(porcentaje de recuperación), aplicabilidad y sensibilidad del método utilizando dos 

medios de cultivo y cepas de referencia para la determinación de coliformes de 

acuerdo a la NTC 4458.   
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4.3 METODOS PARA  GARANTIZAR LA  ASEPSIA DEL AREA DE TRABAJO 

 

4.3.1 Luz  ultravioleta 

 

Alteran el material genético de los microorganismos provocando su desaparición, 
se usan en pequeñas zonas  por corto tiempo estos luz UV limitan su uso a 
superficies y el aire son usados en cabinas de esterilización, en este caso en el 
área de lectura y repique ya que en el laboratorio se encuentran lámparas de 
radiación ultravioleta en todo el área para luego de que se realice la limpieza y 
desinfección son encendidas por un tiempo de veinte  minutos antes de empezar 
con los análisis en el laboratorio y evitar contaminación por superficies y 
ambientes. 
 

4.3.2 Métodos químicos  

 

Son aplicados sobre superficies limpias, de acuerdo a los procedimientos 
establecidos en el manual de BPL, se aplicaron una serie de actividades con el fin 
de garantizar la higiene y asepsia del área de siembra, para lo cual diariamente se 
realizaba operaciones de limpieza de superficies con detergente alcalino al 3%, 
para pisos con jabón con compuesto alcalino clorado al 1%, para desinfección del 
ambiente de siembra se aplicó por aspersión productos a base de amonio 
cuaternario y biguanidina. Para limpieza de cabina de flujo laminar se utilizó 
alcohol al 96%.  

Respetando el tiempo de contacto y la temperatura establecida, a dosis menores 
que las cantidades recomendadas aumentan la resistencia de los 
microorganismos y aplicados a dosis muy altas aumentan el efecto corrosivo, sin 
mejorar su efecto desinfectante. En el laboratorio son usados de manera rotativa, 
al entrar en la mañana y cuando se terminan los análisis que se realizan 
diariamente para optar por que el laboratorio este menos contaminado con 
microorganismos contaminantes de superficie y ambiente. 
 

4.3.3 Control de ambientes  e interferencias 

 

Utilizando  la técnica de sedimentación, en  punto estratégico del área de trabajo 
en este caso la  cabina de flujo laminar  se colocó  una caja con agar YGC para el 
recuento de mohos y levaduras y una caja con agar Plate Count para el recuento 
de bacterias mesófilos,  durante 20  minutos. Las cajas con agar Plate count se 
incubaron a 37°C +/- 2°C durante 24  horas, y las cajas con agar YGC se dejaron 
a temperatura ambiente durante 4 días. Finalizado el periodo de incubación, se 
realizó el recuento de microorganismos. Este procedimiento se  realizó cada vez 
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que se  procedió  al  ensayo  para la verificación. También se utilizó este control 
en la cabina de flujo laminar. 
 
Para cada ensayo con los medios de cultivo se utilizó una caja de Petri como  
control del medio a utilizar. 
 

4.3.4 Equipo instrumental de laboratorio 

De acuerdo a las políticas del laboratorio de Pasteurizadora Santo Domingo se 
llevaron a cabo las tareas de mantenimiento y calibración de los respectivos 
equipos, siguiendo las recomendaciones del fabricante. 
 

4.3.5 Control de crecimiento de microorganismos. 

Fueron realizados controles positivo y negativo, luego   utilizando cepas de 
referencia certificadas, a través de la implementación del método ecométrico y 
partir de inóculos estandarizados de  microorganismos de interés E. coli ATCC 
8739, microorganismo interferente Staphylococcus aureus ATCC 6538. 

4.3.5.1 Cepas de referencia 

Se caracterizan por ser cepas liofilizadas contenidas en  2 Pack, cada pack 
contiene una preparación de microorganismo no enumerada o cualitativa en  
cuarto pase proveniente del cultivo de referencia. Las cepas seleccionadas fueron: 
Cepa Escherichia coli ATCC 8739 y Cepa Staphylococcus aureus ATCC 6538. 
La reactivación de las cepas se realizó de acuerdo al procedimiento establecido 
por la casa comercial Microbiologics® (Ver Anexo 3), referencia KWIK-STICK™, 
luego de la reactivación se procedió a la estandarización del inoculo y se 
denominaron cepas de trabajo pase cinco. La activación se realizó en agar plate 
count en la cual se incubaron  la Cepa Staphylococcus aureus ATCC 6538  a 37°C 
por 48 horas  por  especificaciones del agar plate count, en cuanto a  Cepa 
Escherichia coli ATCC 8739 se incubó a 37°C  por  24 horas. 
 

4.3.6 Control de calidad de los medios de cultivo 

En el laboratorio   de Pasteurizadora Santo Domingo  ha considerado el control de 
calidad de los medios de cultivo uno de los puntos críticos de control,  debido a 
que dependiendo de la calidad de ellos, aumenta la confiabilidad y calidad de los 
resultados que se le ofrecen.  

Dentro del  sistema de gestión de calidad del laboratorio incluye la política de  la 
implementación de las buenas prácticas de laboratorio por medio de las cuales es 
necesario verificar la calidad de la preparación y evaluación de los medios de 
cultivos, por tal razón se realiza a diario en el laboratorio control y verificación de la 
preparación y esterilización de medios de cultivo (Soler, 2006). 

Se comprobó la calidad del medio de cultivo, al contrastar las características 
macroscópicas de los microorganismos de interés, según los criterios estipulados 
en los certificados de calidad de los medios de cultivo VRBL CONDA (Lot No. 
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604131) y  VRBL HIMEDIA (Lot No: 0000245440) suministradas por la casa 
comercial. 

 

4.4 ACTIVIDADES REALIZADAS EN EL LABORATORIO DE 

PASTERIZADORA SANTO DOMINGO. S.A. 

 

Para llevar a cabo el análisis en el laboratorio de muestras   se tiene en cuenta 
parámetros  evaluados  por  el INVIMA para alimentos listos para consumo 
humano;  también se realizan análisis de las materias primas  de manera que se 
pueda garantizar la trazabilidad, estos varían de acuerdo al tipo de producto 
(Lácteos  UHT, saborizadas, bebidas lácteas fermentadas, refrescos, gelatinas, 
materias primas  entre otros), varían dependiendo del alimento y de la solicitud del 
cliente 

 

Tabla 5. Parámetros microbiológicos realizados en el laboratorio. 

 
Muestra  

 

 
            Análisis 

 
      Metodología  

Yogurt, bebidas 
lácteas 

fermentadas, 
kumis 

semidescremado. 
Kumis entero. 

 Coliformes totales,  
fecales (Medio  de cultivo 
VRBL  ) 

  Mohos y Levaduras. 
(Medio de cultivo YGC y 
petrifilm ) 

 
Recuento  en placa por 

profundidad o  recuento en 
petrifilm 

 
 Leche ultra 
pasteurizada 

 
Esterilidad  comercial. (Medio 

de  cultivo BHI) 

 
Recuento en placa  por 

profundidad 

 
Leche  saborizada   
y saborizada con 

avena 
 

 
Esterilidad comercial. . (Medio 

de  cultivo BHI) 

 
Recuento en placa  por 

profundidad 

 
Refresco liquido 
en bolsa 

 Aerobios Mesófilos. (Agar 
plate  count y petrifilm). 
 

 Coliformes totales y 
fecales (Medio  de cultivo 
VRBL y petrifilm de 
coliformes). 
 

 Recuento, Mohos y 

 
Recuento  en placa por 
profundidad o  recuento en 
petrifilm 
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Levaduras. (Medio de 
cultivo YGC  y  petrifilm). 

 

Gelatinas   Coliformes totales 
(Medio  de cultivo VRBL y 

petrifilm de coliformes).  
 Aerobios Mesófilos Agar 

plate  count y petrifilm).  

 Mohos y Levaduras 
(Medio de cultivo YGC y 
petrifilm). 

 Recuento de esporas de 
Clostridium spp sulfito 
reductor. (Medio de 
cultivo SPS) 

Recuento  en placa por 
profundidad o  recuento en 
petrifilm.  Las esporas se 
realizan en tubo  por 
anaerobiosis. 

 
Análisis a  
materias primas  

 Coliformes totales 
(Medio  de cultivo VRBL y 

petrifilm de coliformes),  
 Aerobios Mesófilos Agar 

plate  count y petrifilm) 

 Mohos y Levaduras 
(Medio de cultivo YGC y 
petrifilm). 

 Recuento de esporas de 
Clostridium spp sulfito 
reductor. (Medio de 
cultivo SPS) 

 
Recuento  en placa por 
profundidad o  recuento en 
petrifilm.  Las esporas se 
realizan en tubo  por 
anaerobiosis. 

 
Análisis de aguas  

 Coliformes  fecales, 
totales (Medio Agar 

Chromocult)  

 Aerobios mesófilos. 

 
Filtración por membrana 

 
Análisis de  
ambientes 

 Aerobios mesófilos. (Agar 
plate  count) 

 Mohos y levaduras (Agar 
YGC  ) 

Sedimentación. 

 
Análisis de leche 
cruda, ganaderos y 
rutas  de 
proveedores  

 Aerobios mesófilos 
(petrifilm par aerobios) 

 

 Análisis del bacilo  
Sporothermodurans 

 
 
 
Choque térmico 
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4.5 PROTOCOLO  PARA TEST DE PRODUCTIVIDAD Y SELECTIVIDAD 

DE LOS MEDIOS DE CULTIVO 

 

4.5.1 Método Ecométrico  De Control De Medio De Cultivo VRBL 

Se  tomó un cultivo fresco  de  una  E. coli ATCC 8739que ha sido 
enriquecida  en un medio nutritivo  Agar plate count la cual corresponde  a  
una bacteria   perteneciente al grupo de los coliformes y  un microorganismo 
control  Staphylococcus aureus ATCC 6538, ambas se encontraban en  fase 
cuatro, posteriormente de esta se realizó siembra por agotamiento la cual  
fue la cepa de trabajo fase cinco. 
 
Se prepararon las cajas de Petri con  los medios de cultivo Agar VRBL  de 
casa comercial CONDA y HIMEDIA con  un  espesor  del mismo  para todas 
no más de 4mm y un aproximado de 15 ml,  se dejaron  secar las cajas 
invertidas. Se  procedió a dividir el medio  de la placa en cuatro cuadrantes. 
Se tomaron tres cajas  de cada medio   es decir de cada casa comercial dos   
para evaluar   el  test ecométrico una  con la ATCC referente, una  con la 
ATCC interferente y las dos  cajas de control de los medios de cultivo. 
También se tuvo en cuenta realizar  un control en medio plate count de las 
cepas de referencia de manera que se garantice el crecimiento de estas. 
Posteriormente se incubaron 37°C/24 horas. 
 
Figura 1. Método ecométrico empleado para pruebas de eficacia del medio 
de cultivo. 

 

(Mossel, 2003) 
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4.6 PROTOCOLO PARA LA VALIDACIÓN SECUNDARIA DEL MÉTODO 

DE DETERMINACIÓN DE COLIFORMES POR RECUENTO EN 

PLACA DE MEDIOS DE CULTIVO EMPLEANDO UNA MATRIZ 

LÍQUIDA 

 

4.6.1 Preparación Del  Inóculo Estándar  De Trabajo 

En primera instancia, se utilizó un patrón MacFarland comercial 0.5 para 

realizar el McFarland, de la cepa se tomaron 3 o 5 colonias bien aisladas y 

de igual morfología y se inocularon en un tubo de ensayo que contenía 10 ml 

de una solución de agua peptonada 1 %. Esta solución se Incubó a 35-37 ºC 

hasta que se alcanzó la turbidez del estándar equivalente al 0.5 de Mc 

Farland (2 - 4 h). Posteriormente, se   realizaron   siembras en profundidad  

de diluciones seriadas hasta 10-7, obteniendo resultados de los cuales se 

tuvieron en cuenta   de  diluciones 10-5, 10-6  y 10-7; que aunque se pudieron 

contar, eran demasiado  altos para la concentración que se deseaba trabajar, 

lo cual indicaba un problema con el patrón comercial. 

Debido a esto, se procedió a la realización de un  patrón estándar  

MacFarland 1 equivalente a 3,0x 108 UFC /mL: A partir de la cepa de 

referencia certificada Escherichia coli ATCC 8739 en fase logarítmica de 

crecimiento se realizó un barrido en la caja de petri adicionando 9 ml de agua 

peptona al 0.1%, realizando la remoción con un asa de drigalski; 

posteriormente se recuperó el homogenizado con la cepa concentrada en un 

tubo de ensayo y se procedió a estandarizar la cepa en concentración 1.0 de 

MacFarland.  Cuando se obtuvo las concentraciones deseadas se procedió a 

realizar diluciones en base 10,  con agua peptona al 0.1%.  

 

Los resultados de la elaboración de la escala química del patrón Mcfarland,  

se les realizó la respectiva lectura de absorbancia a D.O. 625 nm con un 

espectofotómetro UV visible Thermo Scientific serie Génesis 10s, el cual fue 

proveído por un laboratorio externo ya que la Pasteurizadora Santo Domingo 

no cuenta con dicho equipo. Este patrón fue realizado con el fin de comparar 

la concentración bacteriana de forma visual y espectrofotométrica a través de 

suspensiones microbiológicas ajustadas a un patrón químico, facilitando la 

determinación del número de bacterias por mililitro presente en la muestra, y 

permitiendo obtener una concentración conocida durante la elaboración del 

proceso de validación. (Las evidencias fotográficas de este procedimiento 

fueron omitidas dentro del trabajo debido a políticas de privacidad del 

laboratorio externo). 
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4.6.2 Verificación De la productividad del Medio De Cultivo Por 

Recuento En Placa 

A partir  de  diluciones seriadas  del  patrón estándar  se sembró por 

duplicado   añadiendo  1000uL de cada dilución  en placas de Petri estériles, 

a continuación se vertieron 15 mL de agar VRB atemperado a más o menos 

45 – 47°C. Se homogenizó cuidadosamente; una vez solidificado el medio de 

cultivo se incubó  a 36°C (NTC 4092).Las diluciones se sembraron  por 

duplicado con cada uno de los medios de cultivo  analizar de esta manera se 

obtuvieron resultados  que permitieron   verificar la capacidad de promoción 

del medio de cultivo. Para  los recuentos  y reporte de resultados se tuvo en 

cuenta la NTC 4458. 

 
 

4.6.2.1 Determinación De Coliformes Por Recuento En Placa 

La técnica utilizada para la determinación de coliformes  se llevó a cabo  con 

el medio selectivo Bilis rojo violeta (se trabajó basado en le NTC   4458). 

 

Figura 2.Esquema de la metodología de  recuento en placa. 

 
.Fuente: autor 
 
 
 

4.6.3 Validación secundaria del método de determinación de 

coliformes por recuento en placa. 

 
Una vez se estandarizó  el inoculo bacteriano se procedió  a realizar el 

ensayo con la matriz líquida, tomando como referencia agua peptonada 
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tamponada estéril. Para los ensayos de validación, la matriz evaluada fue un 

derivado lácteo, no especificado por políticas internas de  la empresa.  

 

A la matriz  del derivado lácteo se  inocularon tres tubos con  dilución 10-1 la 

primera  dilución del derivado se inoculó con 500 uL de la concentración 10-6 

del patrón McFarland (concentración alta); la  segunda dilución 10-1  se 

inoculó  con  300uL de la dilución 10-7(concentración media) y la tercera 10-1 

con  200uL  de la dilución 10-7 (Concentración baja). Cada una de las 

diluciones fueron sembradas por duplicado los medios agar VRBL CONDA y 

agar VRBL HIMEDIA previamente evaluados, incubando luego a 37°C. 

Transcurridas 24 horas, fue realizado el recuento de las colonias 

características del microorganismo referente empleado, E. coli. 

 

Como referencia, se realizó igual procedimiento de las siembras del patrón 

MacFarland, variando la matriz a agua peptonada tamponada 0.1 %, esto es, 

un tubo con 500 uL de la concentración 10-6 del patrón McFarland 

(concentración alta); otro  con  300uL de la dilución 10-7(concentración 

media) y un último tubo con  200uL  de la dilución 10-7. 
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5 CONOGRAMA DE ACTIVIDADES 

 DICIEMBRE ENERO FEBRERO MARZO ABRIL MAYO JUNIO 

SEMANAS/ 
ACTIVIDADES 

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 

Inducción                             

Muestreo rutinario.                             

Análisis de producto 
UHT. 

                          

Análisis de  derivado 
lácteo terminado 

                            

Análisis de gelatinas  y 
refrescos saborizados. 

                            

Análisis de ambientes.                             

Análisis de aguas.                             

Análisis de materias 
primas. 

                            

Diseño del proyecto                             

Reactivación cepas 
ATCC 

                            

Estandarización  del 
patrón estándar e 
inoculación en  la matriz 
liquida 

                            

Estructura del trabajo                              

Entrega del trabajo                              

Sustentación del trabajo                              
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6 RESULTADOS  Y ANÁLISIS 

Se realizaron control de ambientes  en cada  proceso que se  realizaron los 

ensayos en los cuales   los resultados fueron favorables demostrando que  el 

proceso de limpieza y desinfección del área de trabajo se estaba realizando 

adecuadamente. 

 

Figura 3.Control de ambientes  en cabina de flujo laminar. 

 
 
 

6.1 VERIFICACIÓN DE ESTERILIZACIÓN DE  AUTOCLAVES 

Para la verificación de la eficacia de la esterilización tanto en el autoclave de 

material limpio como en la de material contaminado se utilizó el indicador 

biológico Sterikon®, el cual consiste en ampollas que contienen esporas de 

Geobacillus stearothermophilus que se someten a las condiciones del 

tratamiento térmico (esterilización) y se incuban a temperatura de 60°C +/- 2 

por 48 horas. 

Tras las verificaciones realizadas a las autoclaves se puedo evidenciar que 

proceso de esterilización es efectivo, ya que las ampollas no presentaron 

viraje de color por la ausencia de crecimiento del microorganismo, el cual no 

es resistente a la temperatura y presión del autoclave. 

 

6.2 CONTROL DE ESTERILIDAD DE MEDIOS DE CULTIVOS. 

Cada vez que se prepara cualquier cantidad de medio de cultivo, a este se le 

debe realizar control de esterilidad que consiste en servir el medio en una 

caja de petri o tubo de ensayo, en caso de caldos de cultivo, e incubarlos a 

su respectiva temperatura y tiempo de incubación, luego de pasar el tiempo 

de incubación se observa si hubo crecimiento de microorganismos en la caja 
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de petri y turbidez en el caso de los medios líquidos en tubo de ensayo, 

siendo satisfactoria la prueba al observarse ausencia de estos. 

 

 

6.3 CARACTERIZACIÓN DE LAS CEPAS DE REFERENCIA 

 

Las cepas de referencia empleadas cumplieron con las características 

microscópicas (tabla 5) y macroscópicas (tabla 6) propias de las bacterias 

Escherichia coli y Staphylococcus aureus, según lo establecido en el manual 

de Bergey.  

 

Tabla 6. Pruebas confirmativas de cepas de referencia. 

 
Escherichia coli ATCC 8739 

 Tinción de Gram: bacilos  Gram 
negativos. 

 Catalasa: positiva. 
 Oxidasa: negativo 

 
Staphylococcus aureus ATCC 6538. 
 
 

 Tinción de Gram: Cocos Gram 
positivos, agrupados en racimos. 

 Catalasa: positiva. 
 Oxidasa: negativo. 

Fuente: autor. 
 
Figura 4.Tinción de Gram Escherichia coli ATCC 8739   100 X. 

 

 
                               Fuente: autor. 
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Figura 5. Tinción de Gram  Staphylococcus aureus ATCC 6538. 100x. 

 
                               Fuente: autor 

Al realizar la activación de las cepas, luego del cuarto pase se procedió a 

realizar pruebas  confirmativas catalasa y oxidasa. 

 
Figura 6. Activación de la cepa. 
 

  
                                  Fuente: autor 
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Figura 7. Prueba de Catalasa  y oxidasa para S. aureus ATCC 6538 (autor) 

 

                                              Fuente: Autor. 

Figura 8. Prueba de catalasa y oxidasa para E. coli ATCC 8739 (autor) 

 

                                              Fuente: Autor.  

Tabla 7.Características macroscópicas de las cepas de trabajo en medio 
VRBL. 

 
Microorganismo Características Macroscópicas en agar 

VRBL 

Escherichia coli ATCC 8739 Colonias rosa rojo con  precipitado 
biliar(Halo  precipitado) 

Staphylococcus aureus ATCC 6538. 
 

No  crece 

Fuente: autor 
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6.4 RESULTADOS TEST ECOMÉTRICO 

 

Se determinó la calidad los medios de cultivo evaluados teniendo en cuenta 
su productividad y selectividad. Los resultados de ICA e ICR fueron 
calculados a partir del crecimiento obtenido de los microorganismos en cajas 
de petri (Figura 9): la cepa referente creció con halo sobre la línea inoculada, 
mientras que la cepa interferente no creció (observándose las líneas de 
marcador de la caja). 

 
Figura 9. Test ecométrico realizado. Las primeras dos cajas muestran el 
control de los medios de cultivo VRBL CONDA (derecho) y VRBL HIMEDIA 
(izquierdo). Las filas 2, 3 y 4 están ordenadas de manera que al lado derecho 
está sembrado el microorganismo interferente S. aureus y al lado izquierdo el 
referente E. coli. La fila 2 muestra el crecimiento en agar plate count; fila 3 
agar VRBL CONDA y fila 4 agar VRBL HIMEDIA. 

 

 
 

Como se observa en las tablas 7 y 8, los dos medios de cultivo evaluados 
poseen un Índice de Crecimiento Absoluto (ICA) de 5 para la cepa referente 
(Escherichia coli ATCC 8739)  y de 0 para la cepa interferente 
(Staphylococcus aureus ATCC 6538), lo que demuestra alta la productividad  
y selectividad del medio, respectivamente (Mossel, 2003). 

El Índice de Crecimiento Relativo (ICR), el cual se calcula del cociente entre 

el ICA del medio de cultivo prueba y el medio de cultivo control (en este caso, 

los medios VRBL CONDA e HIMEDIA y el medio agar plate count, 
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respectivamente), permitió demostrar que los medios evaluados poseen la 

capacidad de recuperar el microorganismo referente un 100 %, dado que el 

resultado fue igual a 1 (Tabla 7); le ICR de la cepa interferente fue de 0, lo 

que demuestra una vez más la selectividad de los medios empleados 

(Mossel, 2003).  

 

Tabla 8.Test ecométrico cepa referenteEscherichia coli ATCC 8739 

MICROORGANISMO 
 

ICA ICR 
Escherichia coli ATCC 8739 

 

PRUEBA 
ECOMETRICA 

MEDIO DE CULTIVO 

MEDIO  NUTRITIVO 
 

Agar Plate  Count 
5 

1 
 

MEDIO SELECTIVO Y 
DIFERENCIAL 

 
VRBL(CONDA) 
 
 

5 
1 
 

MEDIO SELECTIVO Y 
DIFERENCIAL 

 
VRBL(HIMEDIA) 

 
5 
 

1 
 

Fuente: autor. 

 

Tabla 9. Test ecométrico cepa interferente Staphylococcus aureus ATCC 

6538 

MICROORGANISMO 

ICA ICR 
Staphylococcus aureus ATCC 6538 

 

PRUEBA 
ECOMÉTRICA 

MEDIO DE CULTIVO 

MEDIO  NUTRITIVO Agar plate  count 
 

5              1 

MEDIO SELECTIVO Y 
DIFERENCIAL 

 
VRBL(CONDA) 
 

0 0 

MEDIO SELECTIVO Y 
DIFERENCIAL 

VRBL(HIMEDIA) 
0 0 

Fuente: autor 
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Para la verificación de la calidad de los medios de cultivo, también se tuvo en 

cuenta el pH, por lo que se realizaron  mediciones de pH  de los medios de 

cultivo  que se emplearon en el ensayo, los datos son mostrados en la tabla.  

 

Tabla 10. pH de los medios de cultivo empleados. 

pH de los medios de cultivo evaluados. 

Medio de cultivo pH referencia pH obtenido (promedio) 

VRBL HIMEDIA   7.4 +/-2 7,43 

VRBL CONDA   7.4 +/-2 7,43 

PLATE  COUNT   7.0 +/-2 7,04 

 
 

6.5 RESULTADOS DE  VALIDACION DE LA METODOLOGÍA DE 

DETERMINACION DE COLIFORMES POR RECUENTO EN PLACA 

 
Se buscó que con el patrón McFarland empleado se obtuvieran resultados 

similares a los especificados en la literatura, tal como se muestran en la tabla 

10. Por esto, fueron empleadas las diluciones 6 y 7. 

 

Tabla 11. Escala McFarland. Esta tabla permite observar  las  

concentraciones de la escala  con sus correspondientes valores  esperados a 

determinada dilución. 

 

 
 
El metodo a validar está descrito en la tabla 11, la matriz ensayada fue un 

derivado lacteo, teniendo como referencia una matriz de agua peptonada 

tamponada. Para tener valores significativos para la prueba, se estableció un 

rango de trabajo de 30 a 300 UFC/ mL. 
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Tabla 12. Información del método validado. 

 
Fuente: autor. 
 

Para validar el método, se tuvieron en cuenta características de  

repetitividad, reproducibilidad, exactitud y sensibilidad de los datos obtenidos 

en el ensayo de referencia (matriz de agua peptonada 0.1 %) en las tablas 

12, 13 y 14; y en el ensayo prueba (matriz de derivado lácteo). Los 

resultados fueron determinados a partir de los datos arrojados por la hoja de 

cálculo EXCEL 2010 empleado. Para esto, se trabajó con datos de recuentos 

de UFC/mL en términos de logaritmo en base 10, a causa  de que en  

estudios realizados con anterioridad indican que el crecimiento de los 

microorganismos no se comportan por distribución normal, por tal motivo se 

hizo necesario realizar la conversión de los recuentos, para así linealizar y 

poder utilizar las herramientas estadísticas en la expresión de resultados por 

medio de gráficas, facilitando el análisis del comportamiento de los datos. 

 

6.5.1 Validación primaria  

La validación primaria del método se realizó a una matriz de agua peptonada 

tamponada 0.1 %, para ello se trabajó con 20 datos por cada uno de los 

ensayos, el método fue realizado por dos analistas para determinar así la 

reproducibilidad de los datos, lo que permite además asegurar la 

confiabilidad de los mismos. Se observa que, al ser convertidos a Logaritmo 

de UFC/ ml, los datos tienen una mejor distribución (tabla 12). 
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6.5.2 Validación del método en matriz de agua peptonada. 

 

Tabla 13. Ensayo  número  1  para la estandarización de la  matriz  agua 
peptonada. 

 

 

Tabla 14.  Ensayo  número  2  para la estandarización de la  matriz  agua 

peptonada. 
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Tabla 15. Ensayo  número  3  para la estandarización de la  matriz  agua 

peptonada. 

 

 

Tabla 16. Ensayo  número  4  para la estandarización de la  matriz  agua 

peptonada. 

 

 

Tabla 17. Ensayo  número  5  para la estandarización de la  matriz  agua 

peptonada. 
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Para determinar la repetitividad  del ensayo con la matriz liquida agua 

peptonada  se realizó  en cinco ocasiones donde  se recolectaron datos y   

se les realizó análisis estadístico individual, es decir, a los analistas por 

separado, observando que durante la evaluación con esta matriz, ambos 

estuvieron dentro de los criterios de aceptación arrojados por la  hoja de 

cálculo para coeficiente de variación (15 %), porcentaje de error (+/- 0.5) y 

porcentaje de recuperación (80 a 120 %). Estos criterios indican 

respectivamente que el método fue preciso, al ser los datos cercanos entre sí 

(coeficiente de variación y porcentaje de error) y exacto, pues los datos 

fueron cercanos al valor de referencia (porcentaje de recuperación), 

demostrando que el método es repetitivo (tabla 18).  

 

Tabla 18. Estadística de  repetitividad en matriz de agua peptonada. 

Fuente: autor 
 

Para determinar la reproducibilidad del método, se realizó un análisis 

estadístico total, el cual analizó la combinación de los datos obtenidos por los 

dos analistas para cada uno de los inóculos. Aquí se tienen nuevamente en 

cuenta los parámetros de coeficiente de variación que permite  observar las 

dispersiones entre los analistas, el  porcentaje de error que da a conocer la 

exactitud de un valor estimado  y porcentaje de recuperación, con iguales 

valores límite.  

El porcentaje de error  nos permitió  observar la diferencia  entre la 

concentración de medida del  analíto  en una muestra  a la cual le 

adicionamos una concentración estándar conocida. Se observó que hubo un 

incremento en el coeficiente de variación de los datos respecto al análisis 
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hecho individualmente, sin embargo, dicho aumento no es suficientemente 

alto y se encuentra dentro del rango establecido (tabla 19). Determinando así 

que el método, además de ser repetitivo, es reproducible en este tipo de 

matriz. 

 

Tabla 19. Estadística de reproducibilidad en matriz de agua peptonada. 

 
Fuente: autor 
 

Se determina que el método es repetitivo dado que se los recuentos 

obtenidos de los 20 datos, tuvieron una varianza inferior al 15 % establecida 

como límite de este criterio y reproducible dado que los dos analistas 

obtuvieron resultados similares a los esperados, es decir, es un método 

preciso; es además, exacto dado que los valores obtenidos del recuento en 

placa cumplieron con el límite de aceptación de la recuperabilidad bajo las 

tres concentraciones de la cepa (se recuperó el microorganismo a un 100 %, 

esto es, se obtuvo el crecimiento en UFC/ ml esperado). 

Cabe resalta que, se observó que el coeficiente de variación de los datos 

tanto en el análisis individual como en el total, fue mayor para el inoculo bajo, 

de igual forma, el porcentaje de recuperación fue menor, lo que confirma la 

teoría de que a mayor número de diluciones, es mayor la posibilidad de 

conducir a errores. Se establece entonces que para esta matriz, el método 

arroja mejores resultados bajo el inóculo medio, el cual fue el de mayor 

sensibilidad. 
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6.5.3 Validación secundaria 

La validación secundaria del método, fue realizada sobre una matriz de un 

derivado lácteo, la cual asemeja las características encontradas durante los 

ensayos de rutina realizados en la empresa. Para esta evaluación, fueron 

tomados 13 datos por 2 analistas para tres concentraciones diferentes del 

inóculo (tabla 20, 21 y 22). 

 

Tabla 20. Ensayo número 1 Matriz derivado lácteo. 

 

 

Tabla 21. Ensayo número 2 Matriz derivado lácteo 
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Tabla 22. Ensayo número 3 Matriz derivado lácteo 

 

Fuente: autor. 
 
 

En cuanto a criterio de repetitividad, se observa (tabla 23) que el analista 1 

tuvo mejores resultados, pues la varianza, el porcentaje de error y el 

porcentaje de recuperación de los datos, fue inferior al límite en los tres 

casos de estudio (inoculo alto, medio y bajo). Contrario a esto, los recuentos 

obtenidos por el analista 2 no fueron repetitivos bajo el ensayo con el inoculo 

alto, no cumpliendo con los tres criterios de aceptación establecidos. Lo que 

conduce a especificar que el método evaluado no es sensible a 

concentraciones más altas de la matriz y/o inoculo. 

 
 
Tabla 23. Estadística de  repetitividad en matriz del derivado lácteo. 

 
Fuente: autor. 
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Para esta validación, se debe tener en cuenta que además de la diferencia 

en la concentración del inoculo, existe una diferencia en la matriz, puesto que 

esta se encuentra diluida tres veces y las diluciones no fueron evaluadas 

individualmente con cada uno los inóculos, es decir, la matriz no es 

homogénea. Lo anterior se ve reflejado y/o explica la diferencia de los 

resultados obtenidos en cuanto a repetitividad y reproducibilidad del método: 

no cumplió con estos criterios cuando se evaluó en el inoculo alto. 

 
Tabla 24. Estadística de  reproducibilidad en matriz del derivado lácteo. 

 
Fuente: autor. 
 
 

La diferencia entre los resultados de repetitividad y reproducibilidad 

encontrados entre las dos matrices evaluadas, es debido por una parte a la 

diferencia en las características fisicoquímicas de las mismas, pues, al ser un 

derivado fermentado (evaluado), la densidad del mismo es de 1.044 g/cm3, 

mientras que la densidad del agua peptonada (de referencia) es cercana a la 

del agua, esto es 1.0 g/cm3; además de la cantidad de nutrientes y por tanto 

de sólidos disueltos, entre otras características que influyen directamente en 

el manejo de los instrumentos como la micropipeta. En segundo lugar, la 

cantidad de microorganismos presentes pudo influenciar en que los datos no 

fueran los esperados, puesto que la matriz del derivado lácteo favorecía 

(incrementaba) el crecimiento de la cepa debido a la mayor cantidad de 

nutrientes que presenta respecto a la matriz de referencia; lo cual dificulta los 

recuentos realizados por posible solapamiento entre las colonias, 
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conduciendo a errores como la omisión o no conteo de colonias por 

aglomeraciones, es decir, falsos negativos. 
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7 CONCLUSIONES 

De la  validación del método de  determinación de  coliformes por recuento 

en placas en los medios de  cultivos  comerciales se puede concluir que no 

se pudo validar  en  el medio de cultivo VRBL de las  casas  comerciales 

HIMEDIA y CONDA por lo cual se dan recomendaciones y sugerencias para 

que  al repetir la técnica se pueda  determinar  la validación.    

Las   características fisicoquímicas de las muestras interfieren en la 

aplicabilidad del método, debido a  que para la matriz de agua peptona se 

obtuvieron resultados favorables en cuanto a todas los criterios evaluados: 

exactitud (porcentaje de recuperación se encuentra entre el 100 y 120%) y 

precisión (reproducibilidad 70-120% y repetitividad 80 - 120%) bajo las tres 

concentraciones. Sin embargo, al aplicar el método a la matriz del derivado 

lácteo, estos criterios variaron respecto a la concentración de la matriz y el 

microorganismo, siendo que para la mayor concentración estudiada (alta), no 

fue exacto ni preciso el método.  

De este  estudio  se deduce que la validación no se pudo realizar como se 

esperaba debido  a la irregularidad que se presentó con la obtención de los 

datos lo cual es demostrado en el análisis estadístico. 

Las concentraciones  bajas del ensayo es decir 30 y 90 UFC empleadas en 

el método presentan una sensibilidad favorable   contrario  a lo  observado  a 

medida que  aumenta  la  concentración del   patrón. 

En  cuanto a los medios de cultivo VRBL CONDA y VRBL HIMEDIA  
empleados para realizar la validación del método de recuento en placa en el 
laboratorio de Pasteurizadora Santo Domingo   se pudo  demostrar  por 
medio  de la técnica del  test ecométrico que son de alta calidad, puesto que 
durante la aplicación de este se obtuvo ICA de 5 y ICR de 1 en los dos  para 
la cepa E. coli referente e ICA e ICR de 0 para la cepa S. aureus interferente, 
demostrando así su productividad y selectividad. 
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8 RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS 

 

Se recomienda la realización de nuevos ensayos donde se evalué la 
diferencia del recuento bacteriano en la matriz sin diluir con las 
concentraciones del inóculo evaluadas en el presente estudio (alta, media y 
baja), de esta manera se podrá establecer si la diferencia encontrada entre 
los inóculos alto, medio y bajo en la matriz del derivado lácteo fue debida a 
las características de la misma o a la concentración microbiana, o de ambas. 

 
Es indispensable  para la realización de este tipo de análisis   tener  el 
conocimiento y el alcance de  este tipo de procedimientos,  también es   de 
suma importancia  crear  un cronograma en el cual se estipule el tiempo  
adecuado  para  la realización  de más ensayos debido a que de esta 
manera  se fortalecería  los resultados y por consiguiente  análisis de la 
validación. 
 
Es recomendable  que para la realización  de este tipo de procedimientos el 
laboratorio  tenga la  facilidad  de  obtener  un equipo de   medición de 
absorbancias  lo cual    ayudaría a la disminución de porcentajes de error 
debido a que el uso de un patrón comercial existente no tiene igual   
exactitud y precisión que la espectrofotometría. 
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9 GLOSARIO 

Cepa de referencia: Microorganismo obtenido directamente de una 
Colección de Cultivos de Referencia y definido como mínimo a nivel de 
género y especie, catalogado y descrito conforme a sus características y 
preferiblemente procedente de productos alimenticios para consumo humano 
o animal, de un entorno de producción de alimentos para consumo humano o 
animal, o de agua, según corresponda. (ISO 1133 2024). 
 
Certificación: es la acción llevada a cabo por una entidad independiente de 
las partes interesadas mediante la que se manifiesta que una organización, 
producto, proceso o servicio, cumple los requisitos definidos en unas normas 
o especificaciones técnicas.  
 
CONTROL DE CALIDAD: todas las medidas tomadas, incluyendo el 
establecimiento de especificaciones, muestreo, análisis e informe de análisis, 
para asegurar que las materias primas, productos intermedios, materiales de 
envase y productos farmacéuticos terminados cumplan con las 
especificaciones establecidas para identidad, contenido, pureza y otras 
características. 

Estéril: todo aquel objeto o sustancia que está libre de microorganismos y 
que es incapaz de producir cualquier forma de vida. 

 
Exactitud: porcentaje de recuperación frente al valor del inoculo. 
 
Límite de detección y cuantificación: están implícitos y no precisan por lo 
general de una determinación especial. 

Medios de cultivo: Consta de un gel o solución que cuenta con los nutrientes 
necesarios para permitir, el crecimiento de virus, microorganismos, células, 
tejidos vegetales, en condiciones favorables de pH y temperatura.  
 
Precisión: es la medida de error indeterminado del método, siendo los 
conceptos de repetibilidad, precisión, precisión intermedia, y reproducibilidad, 
equivalentes a los utilizados en química. Debido a la mayor variabilidad de 
los sistemas microbiológicos, los límites aplicables a la exactitud son mucho 
más amplios. 
 
Repetibilidad: Realización de los ensayos en las mismas condiciones 
(mismo analista, equipos, medios de cultivo…) 
 
Reproducibilidad: Realización de los ensayos en las condiciones más 
diversas (distinto analista, equipos, días, medios de cultivo…) 
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Robustez: Medida de la capacidad de un procedimiento analítico de 
permanecer inafectado por pequeñas pero deliberadas variaciones en los 
parámetros del método y provee una indicación de su fiabilidad en 
condiciones de uso normales. 
 
Selectividad: Describe la habilidad de un procedimiento analítico para 
diferenciar entre varias sustancias en la muestra y es aplicable a métodos en 
los que dos o más componentes son separados y cuantificados en una 
matriz compleja. 
 
SUPERCIFIE: El área es una medida de extensión, expresada en unidades 
de medidas. 
 
Validación: Confirmación mediante el examen y la aportación de evidencias 
objetivas que demuestren el cumplimiento de ciertos requisitos para el uso 
específico previsto (ISO 17025 apdo. 5.4.5.1) 
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11 ANEXOS 

Anexos 1. Certificado ATCC Escherichia coli. 
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ANEXO 2.  Certificado ATCC Staphylococcus aureus. 
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ANEXO 3. Instructivo de activación de las cepas de referencia. 

ACTIVIDAD    DESCRIPCION  RESPONSABLE 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Activación 
de  cepa de 
referencia 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Pasante  de 
microbiología 
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ANEXO 4: Certificado de  analisis de medio de calidad  VRBL CONDA. 
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ANEXO 5: Certificado de analisis de patron del  inóculo 
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ANEXO 5: Certificado de  análisis del medio de cultivo VRBL HIMEDIA. 
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ANEXO 6: Control de esterilización de autoclave de material estéril.  
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ANEXO 6: Control de temperatura de incubadora donde se desarrollo la 

validación. 
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ANEXO 6: Control de temperatura de refrigeración donde se conservaron  

las cepas de referencia 

 


