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INTRODUCCION

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 precision y exactitud de los ensayos
realizados por medio de la aplicacion de un sistema de gestion de calidad basado
en la norma NTC ISO/IEC 17025 la cual exige la validacion de metodologias,
calibracion de equipos y la idoneidad del personal siendo aplicable a todos y
permitan que sean competentes y pueden generar resultados validos.

Un punto critico a tener en cuenta en el sistema de calidad, para implementar esta
norma y acreditar el laboratorio es el procedimiento de la preparacion,
esterilizacion y evaluacion de la calidad de los medios de cultivo, necesario para
mantener el nivel y la aplicacion de cualquier técnica microbiolégica.

Como consecuencia se ha visto la necesidad de crear laboratorios de analisis
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 razén deben controlar y asegurar la
calidad.

La validacion de una técnica es el procedimiento mediante el cual se realizan
analisis de laboratorio evaluando el desempefio de un método, determinando las
variaciones entre ensayos con el fin de disminuir el porcentaje de error,
generando confiabilidad en los andlisis realizados. Ademas de la validacion de
procedimientos técnicos debe incluir manuales de procedimientos que
garanticen que se lleven a cabo de manera indicada, lo cual se verifica mediante
la validacion de las técnicas mas 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 andlisis ejecutados en un laboratorio cumplan con los requisitos de calidad
basados en las normas. En este ensayo se analizaran metodologias basadas en
las normas técnicas colombianas NTC 4092 y la NTC 4458.

Para la validacion de una metodologia que se implementa en un laboratorio de
microbiologia se deben tener en cuenta los medios de cultivo y su capacidad de
recuperar la carga bacteriana presente en la matriz analizar, ademas 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. valido la metodologia
empleada para la determinacion de Coliformes en medios de cultivo solidos
(medio de cultivo VRB Agar Bilis Rojo Violeta). Centrandose en una validacién
secundaria la cual tiene lugar cuando el laboratorio procede a implementar un
meétodo desarrollado, es decir ya esta establecido.

Se tuvo en cuenta todos estos parametros lo cual permiti6 demostrar que los
resultados del laboratorio son confiables y reproducibles.
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1 OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Validar la metodologia empleada para la determinacion de Coliformes en medios
de cultivo sélidos, en el laboratorio de Pasteurizadora Santo Domingo S.A.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Asegurar la calidad y desempefio de los medios de cultivos mediante la
aplicacion de cepas de referencia, estableciendo la productividad vy
selectividad de los mismos por medio de la cuantificacion de cepas
referentes e interferentes.

e Establecer pardmetros para la determinacién de coliformes en matriz
liguida (derivado lacteo) en el laboratorio de Pasteurizadora Santo
Domingo S.A. a partir de un analisis estadistico.

12



2 JUSTIFICACION

De acuerdo a la exigencia del ente regulador INVIMA segun la resolucion 1619
del 15 de mayo de 2015 con respecto a la aplicacion de los estandares de calidad
al laboratorio de Pasteurizadora Santo Domingo, se vio la necesidad de realizar la
validacion de una metodologia microbiolégica y a la implementacion de uso de
cepas de referencia.

Por tal razon se realizé una validacion secundaria del método de determinacion
de coliformes por recuento en placa teniendo en cuenta la verificacion del medio
de cultivo VRB, con el fin de establecer el cumplimiento de las especificaciones
establecidas segun las normas técnicas Colombianas NTC 4092 y NTC 4458.

El proceso de validacion de la metodologia en el laboratorio permite la obtencién
de evidencias que prueban que el método cumple las funciones para el cual fue
estipulado. En este caso se demostrard que la metodologia utilizada para la
determinacion 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 evaluacidon de los medios de
cultivo que se va utilizar para la recuperacion y proliferacion del microorganismo
que se desee.

13



3 MARCO REFERENCIAL

3.1 MARCO LEGAL

3.1.1 NTC-ISO/IEC Colombiana 17025 2005.

Esta Norma Internacional establece los requisitos y parametros generales para la
competencia en la realizacion de ensayos y/o de calibraciones, incluidos métodos
normalizados, no normalizados y desarrollados por el mismo laboratorio. 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 terminologia general que indica
los parametros para el aseguramiento de la calidad en la preparacion de medios
de cultivo, y especifica los requisitos minimos para un analisis microbiolégico
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 enumeracién de

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

3.1.5 NORMA TECNICA NTC COLOMBIANA 4458

Microbiologia de alimentos y de alimentos para animales. Método horizontal para
el recuento de coliformes o Escherichia coli 0 ambos. Técnica de recuento de
colonias utilizando medios fluorogénicos o cromogénicos.

3.1.6 NORMA TECNICA NTC COLOMBIANA 4092
Microbiologia de alimentos y productos para alimentacion animal. Requisitos
generales y directrices para analisis microbiologicos.
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3.2 ANTECEDENTES

Teniendo en cuenta las normas nacionales e internacionales se ha convertido
un item primordial la validacion de métodos microbiologicos para los andlisis de
laboratorio de tal manera que ha pasado a ser obligatoria para estos.

En el pais se ha trabajado en la validacion del método para determinacion de
coliformes totales por recuento en placa, sujetas a la ISO17025 requerida para la
obtencion de la autorizacion, certificacion y acreditacion de los laboratorios de
ensayo. Los cuales sirvieron de guia para la elaboracion de este trabajo.

Revisando en literatura se pueden encontrar estudios basados en los
pardmetros que se deben cumplir para la realizacion de validacion de
metodologias en laboratorios, como se puede ver plasmado en un estudio
realizado en Madrid en el afio 2005 en el cual se estudia detalladamente las
directrices y conceptos generales que se debe tener en cuenta al realizar una
validacion de una metodologia.(Sanchez 2005).

Las metodologias mas usadas para deteccion de coliformes mas encontradas es
NMP, filtracion por membrana usando medios de cultivo como Colinstant y
Chromocult estan ampliamente referenciadas por diversos autores. Sin embargo
no se han hallado trabajos especificos y recientes donde se valide el método de
recuento en placa exclusivamente con medio de cultivo VRB, por lo tanto este
estudio se basé de un método normalizado para ser usado en el laboratorio de
Microbiologia.

Con respecto a la validacion de la metodologias por recuento en placa se revisé
un estudio de Padilla 2007, en el cual se realiz6 una validacion 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 metodologia
ejecutada permiti6 evaluar la reproducibilidad y repetitividad de la validacion
secundaria concurrente del método de recuento en placa que arrojé coeficientes
de variacibn con altos grados de concordancia para los diferentes ensayos
realizados.

Otro estudio por Sanchez 2005, plantea la situacion de la validacion de los
ensayos microbiologicos en los laboratorios, aqui se encuentran parametros
primordiales para estos ensayos.
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3.3 MARCO TEORICO

3.3.1 VALIDACION

El desarrollo y realizacion de analisis de control microbiolégico es una herramienta
gue tiene una repercusion decisiva en la tecnologia e industria alimentaria y del
medio ambiente. En los Ultimos afios las actividades relacionadas con la
verificacion y validacion de métodos analiticos han cobrado gran importancia
debido a que por un lado se presenta un continuo desarrollo y actualizacion de
técnicas y equipos analiticos y por otro lado existe un creciente interés de los
profesionales en garantizar la calidad de sus procesos y resultados.

La validacion puede definirse como el conjunto de procesos desarrollados para la
«confirmacion mediante examen y la aportacion de evidencias objetivas que
demuestren el cumplimiento de ciertos requisitos para el uso especifico previsto
de los procedimientos analiticos. (Camaroé et al 2013)

Es la confirmacion mediante el suministro de una evidencia objetiva de que se
han cumplido los requisitos del método para una utilizaciéon o aplicacién especifica
prevista. La validacion examina las caracteristicas de desempefio de un método
para identificar y establecer cualquier limitacion que pueda esperarse del método,
asi como identificar los factores que pueden influir en el cambio de dichos
parametros y limitaciones; permite demostrar que el método es adecuado para el
propdsito. (Cafies. et al. 2015).

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

La validez en los resultados de los analisis microbiologicos se ven afectados por
factores como: la preparacién del in6culo, la naturaleza de los microorganismos
utilizados, las condiciones especificas de la prueba, las condiciones de
recuperacion, entre otros.

Los laboratorios deben mantener los datos sobre validacion de los sistemas de
ensayo comerciales (kits) que utilicen. Estos datos pueden obtenerse de ejercicios
de intercomparacién o de datos sobre validacion remitidos por los fabricantes y
sujetos a la evaluacion de una tercera parte. Si no se dispone de datos sobre
validacion o si éstos no son plenamente aplicables, el laboratorio sera responsable
de completar la validacién del método (Soledad 2009). Incluso cuando se haya
realizado la validacion, tendra que verificar peribdicamente que se cumplen los
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parametros documentados, utilizando, por ejemplo, muestras inoculadas o
materiales de referencia incorporados a las matrices mas representativas
(Soledad, 2009).

No existe un procedimiento especifico para llevar a cabo una validacion.
Dependiendo de los alcances requeridos de la misma, se incluiran o no y
analizaran a diferentes grados de profundidad los parametros caracteristicos,
teniendo en cuenta el tiempo y los costos. (Cabrera, 2015).

3.3.2 MODALIDADES O TIPOS DE VALIDACION
3.3.2.1 Validacién primaria.

La validacion primaria es un proceso exploratorio que tiene como meta establecer
los limites operacionales y las caracteristicas de desempefio de un método nuevo,
modificado o caracterizado en forma inadecuada. Debe dar origen a
especificaciones numéricas y descriptivas para el desempefio e incluir una
descripcion detallada y precisa del objeto de interés. La validaciébn primaria va
precedida de la elaboracion de un esquema de ensayo especialmente disefiado.
Corresponde con la validacion inicial que deben llevar a cabo los laboratorios y
casas comerciales que disefian un equipo diagndstico, una prueba nueva o la
uniobn en un solo protocolo de varios métodos normalizados o no. También
corresponde con la caracterizacion que debe realizarse a una técnica que se
desarrolla en un laboratorio para su propio uso.

3.3.2.2 Validacion secundaria.

La validacion secundaria se realiza cuando un laboratorio procede a implementar
un método desarrollado en otra parte. Se centra en la reunién de evidencias
acerca de que el laboratorio estd capacitado para cumplir las especificaciones
establecidas en la validacion primaria. Algunos organismos lo denominan
verificacion y es la confirmacién, 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 validacion que hay que llevar a cabo cuando se
introduce un equipo diagndstico, método o prueba en un laboratorio clinico y que
ya esta validada primariamente por organizaciones internacionales. Normalmente
la validacion secundaria emplea formas seleccionadas y simplificadas de los
procedimientos empleados en la validacion primaria, aunque posiblemente
extendidas por un tiempo mayor Las caracteristicas incluyen: precision, exactitud,
sensibilidad, especificidad y rango de resultados, limite de deteccion y/o
cuantificacion y cuando sea apropiado, valor predictivo.
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La validacion secundaria se realiza cuando un laboratorio procede a implementar
un método desarrollado en otra parte. Se centra en la reunién de evidencias
acerca de que el laboratorio estd capacitado para cumplir las especificaciones
establecidas en la validacién primaria. Algunos organismos le denominan
verificacion y es la confirmacion, 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 validacion que hay que llevar a cabo cuando se
introduce un equipo diagnéstico, método o prueba en un laboratorio y que ya esta
validada primariamente por organizaciones internacionales. (Camaro, et al 2013)

Para un laboratorio de analisis es importante validar sus técnicas, para asi
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 METODOS

3.3.3.1 Métodos Normalizados

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

3.3.3.2 Métodos No Normalizados

Método analitico 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, asi como su adaptacion, incluye la etapa de validacion.

3.3.4 TIPOS DE VALIDACION

3.3.4.1 Validacion prospectiva

Este tipo de validacién se basa en informacion obtenida antes de implantar el
proceso de validacion. Se debe realizar un analisis de riesgos para determinar Si
podrian conducir a situaciones criticas; se investigan posibles causas y se
determina la probabilidad de que suceda. Luego se efectian los ensayos y se
hace una valoracién 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 validacion demuestre su caracter satisfactorio (Padilla,
2007).

3.3.4.2 Validacion concurrente.

La informacion requerida en este tipo de validacion se obtiene durante la
implementacion del mismo. Se debe tener en cuenta el monitoreo en proceso de
las variables criticas que demuestren que el proceso esta bajo control y el registro
de datos sobre la marcha de los procesos (Cabrera, 2015).

Para otros autores la validacion concurrente es el establecimiento de evidencia
documentada para demostrar que un proceso cumple con su propoésito, basados
en informacién obtenida durante la implementacion del mismo. Este es el tipo de
validacion aplicado al trabajo en curso (Cabrera, 2015).

3.3.4.3 Validacién retrospectiva

Este tipo de validacion se lleva a cabo por medio de la revision y analisis de la
informacion histérica del proceso. Se deben tomar como minimo 20 a 30 lotes que
cuenten con reportes analiticos solidos y confiables, documentacién que muestre
condiciones de los procesos y estudios de reclamos de los productos, entre otros.
Dentro de este tipo de validacidon es necesario tener en cuenta el control de la
materia prima, controles ambientales, controles microbiolégicos, equipos,
procedimientos, métodos analiticos y especificaciones; es aplicada para productos
gue se encuentran en el mercado y cuyo proceso de manufactura se considera
estable, ademas cuando por las caracteristicas del producto, econémicamente no
se justifica hacer una validacién prospectiva. La validacién retrospectiva también
puede ser util en el establecimiento de las prioridades en un programa de
validacion (Ortiz, 2008).

3.3.5 PARAMETROS ESPECIFICOS DEL PROCESO DE VALIDACION

Los pardmetro de rendimiento se establecen de acuerdo a la categoria a la que
pertenecen el método y siguiendo los requisitos exigidos por distintos organismos
internacionales que incluyen: intervalo de trabajo, linealidad, sensibilidad, limite de
deteccién, limite de cuantificacidn, exactitud, precisién, repetibilidad,
reproducibilidad, robustez, incertidumbre, etc.

Esta implicito que los estudios para determinar los pardmetros de rendimiento se
llevan a cabo mediante equipos que cumplen con las especificaciones, funcionan
correctamente y estan 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 (Otélora, 2005).
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3.3.5.1 Exactitud.

La exactitud se puede definir con la cercania de un resultado al valor verdadero
por comparacion 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 recuperacion de los
microorganismos mediante el método de validacion (Carrillo, 2008).

3.3.5.2 Especificidad

Capacidad de un método de determinar inequivocamente un analito /parametro en
presencia de los otros componentes de la muestra. La especificidad puede ser
afectada por la presencia de interferentes (como precursores de sintesis,
impurezas, productos de degradacion, entre otros) (Carrillo, 2008).

3.3.5.3 Precisién

Grado de correlaciéon 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 disposicion de un método a producir resultados exactos para los diferentes
analitos de interés, o cuando diversos microorganismos pertenecientes al mismo
grupo deben ser detectados por el método (Paez, 2008).

3.3.5.5 Robustez.

Disposicién de un procedimiento analitico de no ser afectado o no cambiar sus
resultados, debido a pequefias variaciones en los parametros de método; esto
permite obtener informacibn de su confiabilidad en condiciones de uso
estandarizadas (Ospino, 2013).

Dentro del término precision 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 analisis, dentro de un determinado
intervalo, de dar una respuesta o0 resultados instrumentales que sean
proporcionales a la cantidad del analito que se habra 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. (Sanchez 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 estd 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 declaracion completa
de la reproducibilidad requiere la especificacién de las condiciones experimentales
gue se modifican. (Sanchez y col 2011.)

3.3.5.9 Andélisis estadisticos.

Se determinan las desviaciones estandar (DS) tanto para las pruebas realizadas
en la estandarizacion del indculo, de tal manera que con este valor se hallan los
coeficientes de variacion (CV), los cuales son necesarios para determinar los dos
parametros de calidad para la validacibn de métodos (repetitividad vy
reproducibilidad). Para el calculo de este coeficiente de variacion es necesario
hallar la media de los datos (X), cada uno de estos analisis estadisticos es
realizado bajo la plataforma de Excel 2010.

X=% x/n

Donde:

X= Promedio de los datos
n= Numero de datos

> x= sumatoria de todos los datos
B (x — X)?
DS = ’Z—n 3

Donde:
DS: Desviacion estandar
x: Dato o valor experimental

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

Esta nos permitio saber cuanto pueden estar alejados los datos con respecto a la
media

O/CV—DS 100
0 —7*

Donde:

CV: Coeficiente de Variacion
DS: Desviacion estandar

X: Promedio de los datos

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

3.3.6 CARACTERISTICAS DE CEPAS
3.3.6.1 CARACTERIZACION DE Staphylococcus aureus.

El género Staphylococcus spp esta formado por cocos Gram positivos, con un
diametro de 0.5 a 1.5 ym, agrupados como células uUnicas, en pares, tétradas,
cadenas cortas o formando racimos de uvas. Son bacterias no moviles, no
esporuladas, no poseen capsula, aunque existen algunas cepas que desarrollan
una capsula de limo, son anaerobias facultativas. La mayoria de los estafilococos
producen catalasa (enzima capaz de desdoblar el peréxido de hidrégeno en agua
y oxigeno libre); caracteristica 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 estafilococicas
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 clasicas A, B, C, Dy E
(Zendejas. Et al 2014).

Se inactiva a temperaturas de coccion (> 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 acido 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 enzimatica de la
galactosidasa. Es un indicador de contaminacion microbiologica en alimentos.
(Resolucion 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 mas
ampliamente utilizado en la microbiologia de alimentos como indicador de
practicas higiénicas inadecuadas.

También son evaluados en la calidad microbioldgica 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 Yy tiene otros factores de
virulencia de colonizacion e invasion 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 mas importantes
para la identificacion de microorganismos en ellos se puede detallar su
crecimiento basado en sustancias quimicas 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 presion de oxigeno adecuado , asi como lo es la acidez o
alcalinidad. Debe contener nutrientes y factores decrecimiento necesarios y debe
estar libre de todo microorganismo contaminante.

La mayoria de las bacterias  patdégenas requieren nutrientes complejos
similares en composicion a los liquidos organicos. El agar es un elemento
empleado para la preparacion 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).

23



3.3.7.1 TEST ECOMETRICO

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 indicara 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 contendra cinco estrias y la Ultima se realizara en el centro de la caja, sin
retomar muestra. La caja se llevara a una temperatura 6ptima 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 asi poder descartarlos si llegasen a tener problema
alguno (Mossel. et al, 2003).

Una vez pasado el tiempo de incubacion lo ideal es observar crecimiento en todas
las lineas realizadas. Se considera valida cualquier estria que contenga un
crecimiento mayor o igual al 25%. Cada estria tiene un valor de 0,2 y la del centro
un valor de 1. Todos los resultados se deben sumar para obtener el indice de
crecimiento absoluto (ICA) (Mossel. et al, 2003).

Tabla 1. Interpretacion del Indice de Crecimiento Absoluto (ICA) para
microorganismo interferente

Interpretacion ICA
medios altamente | O
Medio de cultivo | selectivos
analizar medios medianamente | 0-2,5
selectivos
medios no selectivos >2.5
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Tabla 2. Interpretacion del indice de Crecimiento Absoluto (ICA) para
microorganismos referentes o de interés

Interpretacion ICA
Medio no productivo 0
Medios pocos | <2,5
Medio de cultivo | productivos
analizar Medios medianamente | 2,5-4,5
productivos
4,5-5 medios altamente | 4,5-5
productivos

(Tortora et.al, 2007).

Tabla 3.Criterio de evaluacion

PRODUCTIVIDAD SELECTIVIDAD

Para todas las cepas en un medio de | Para las cepas no deseadas en los
cultivo no selectivo, el ICA debe ser | medios selectivos, el ICA no debe ser
por lo menos 3,5. mayor de 2, y para la cepa deseada
no debe ser menor de 3.

(Tortora. et.al, 2007).
3.3.7.2 PROMOCION 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 promocion del crecimiento e inhibitorias del
medio selectivo y diferencial sélidos.

MEDIO DE | PROPIEDAD CEPA DE | CONDICIONES
PRUEBA PRUEBA DE INCUBACION
Agar Violeta Rojo | Promocion del . 35-37°C
i s E. coli
Bilis crecimiento
+indicadora 30-35°C/18-24h




El test ecométrico se realizara para la verificacion del medio de cultivo, los
ensayos para la validacion de la metodologia de determinacion de coliformes se
ha realizado cinco veces posteriormente a esto se realizara analisis de datos con
exactitud, precision, robustez, limite de deteccion, repetitividad y reproducibilidad.

3.3.7.3 PRUEBA DE LAS PROPIEDADES DE PROMOCION DEL
CRECIMIENTO, MEDIOS SOLIDOS

Usar el método de extension en superficie inoculando cada una de las placas con
un numero no mayor de 100 UFC del microorganismo especificado
(microorganismo de referencia). Incubar a temperatura y tiempo segun 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 SOLIDOS
Inocular el medio adecuado con al menos 100 UFC del microorganismo adecuado
(microorganismo interferente). Incubar a temperatura y tiempo segun el
microorganismo. No se produce crecimiento del microorganismo de prueba
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

4.1.1 REACTIVOS
Colorantes de tincion 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
1uL; Asas calibradas de 10uL; Asas de hockey estériles.

4.1.4 EQUIPOS

Bafio serologico 45 = 2 °C, Incubadora regulada a 37°C = 1°C, Microscopio
optico, 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

Patron Macfarlan comercial 0.5 Concentracion 1.5 x 108 UFC mL de cada una de
las cepas mencionadas.

4.2 ALCANCE DEL ESTUDIO

La validacién secundaria del método de recuento en placa abarca el analisis de
productividad y selectividad de los medios de cultivo empleados mediante un test
ecométrico, y andlisis de precision (repetitividad, reproducibilidad), exactitud
(porcentaje de recuperacién), aplicabilidad y sensibilidad del método utilizando dos
medios de cultivo y cepas de referencia para la determinacién 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 desaparicion,
se usan en pequefias zonas por corto tiempo estos luz UV limitan su uso a
superficies y el aire son usados en cabinas de esterilizacion, en este caso en el
area de lectura y repique ya que en el laboratorio se encuentran ldmparas de
radiacion ultravioleta en todo el area para luego de que se realice la limpieza y
desinfeccién son encendidas por un tiempo de veinte minutos antes de empezar
con los analisis en el laboratorio y evitar contaminacion por superficies y
ambientes.

4.3.2 Métodos quimicos

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 area de siembra, para lo cual diariamente se
realizaba operaciones de limpieza de superficies con detergente alcalino al 3%,
para pisos con jabon con compuesto alcalino clorado al 1%, para desinfeccién del
ambiente de siembra se aplicdé por aspersidon productos a base de amonio
cuaternario y biguanidina. Para limpieza de cabina de flujo laminar se utilizé
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 mafiana y cuando se terminan los andlisis 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 sedimentacion, en punto estratégico del area de trabajo
en este caso la cabina de flujo laminar se colocé una caja con agar YGC para el
recuento de mohos y levaduras y una caja con agar Plate Count para el recuento
de bacterias mesoéfilos, 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 dias. Finalizado el periodo de incubacién, se
realizé el recuento de microorganismos. Este procedimiento se realiz6 cada vez
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que se procedié al ensayo para la verificacion. También se utilizé este control
en la cabina de flujo laminar.

Para cada ensayo con los medios de cultivo se utiliz6 una caja de Petri como
control del medio a utilizar.

4.3.4 Equipo instrumental de laboratorio

De acuerdo a las politicas del laboratorio de Pasteurizadora Santo Domingo se
llevaron a cabo las tareas de mantenimiento y calibracién 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 implementacion del método ecométrico y
partir de inoculos 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 preparacion 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 reactivacion de las cepas se realizé de acuerdo al procedimiento establecido
por la casa comercial Microbiologics® (Ver Anexo 3), referencia KWIK-STICK™,
luego de la reactivacion se procedid a la estandarizacién del inoculo y se
denominaron cepas de trabajo pase cinco. La activacion se realizdé 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 incub6 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 criticos de control, debido a
gue dependiendo de la calidad de ellos, aumenta la confiabilidad y calidad de los
resultados que se le ofrecen.

Dentro del sistema de gestion de calidad del laboratorio incluye la politica de la
implementacion de las buenas practicas de laboratorio por medio de las cuales es
necesario verificar la calidad de la preparacion y evaluacién de los medios de
cultivos, por tal razon se realiza a diario en el laboratorio control y verificacion de la
preparacion y esterilizacion de medios de cultivo (Soler, 2006).

Se comprobé la calidad del medio de cultivo, al contrastar las caracteristicas
macroscopicas de los microorganismos de interés, segun 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 analisis en el laboratorio de muestras se tiene en cuenta
pardmetros evaluados por el INVIMA para alimentos listos para consumo
humano; también se realizan analisis de las materias primas de manera que se
pueda garantizar la trazabilidad, estos varian de acuerdo al tipo de producto
(Lacteos UHT, saborizadas, bebidas lacteas fermentadas, refrescos, gelatinas,
materias primas entre otros), varian dependiendo del alimento y de la solicitud del
cliente

Tabla 5. ParAmetros microbioldgicos realizados en el laboratorio.

Muestra Analisis Metodologia
Yogurt, bebidas e Coliformes totales,
lacteas fecales (Medio de cultivo Recuento en placa por
fermentadas, VRBL ) profundidad o recuento en
kumis e Mohosy Levaduras. petrifilm
semidescremado. (Medio de cultivo YGC y
Kumis entero. petrifilm )
Leche ultra Esterilidad comercial. (Medio Recuento en placa por
pasteurizada de cultivo BHI) profundidad
Leche saborizada | Esterilidad comercial. . (Medio Recuento en placa por
y saborizada con de cultivo BHI) profundidad
avena

e Aerobios Mesdfilos. (Agar

Refresco liquido plate county petrifilm). Recuento en placa por
en bolsa profundidad o recuento en
e Coliformes totales y petrifilm

fecales (Medio de cultivo
VRBL y petrifilm de
coliformes).

e Recuento, Mohos y
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Levaduras. (Medio de
cultivo YGC y petrifilm).

Gelatinas

Coliformes totales
(Medio de cultivo VRBL y
petrifilm de coliformes).
Aerobios Mesofilos Agar
plate county 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.

Andlisis a
materias primas

Coliformes totales
(Medio de cultivo VRBL y
petrifilm de coliformes),
Aerobios Mesofilos Agar
plate county petrifilm)
Mohos y  Levaduras
(Medio de cultivo YGC vy
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.

Andlisis de aguas

Coliformes fecales,
totales (Medio Agar
Chromocult)

Aerobios mesofilos.

Filtracién por membrana

Aerobios mesdfilos. (Agar

Sedimentacion.

Analisis de plate count)

ambientes Mohos y levaduras (Agar
YGC )
Aerobios mesdofilos

Andlisis de leche
cruda, ganaderos y
rutas de
proveedores

(petrifilm par aerobios)

Andlisis 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 tomd un cultivo fresco de wuna E. coli ATCC 8739que ha sido
enriguecida 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 realizé 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 mas de 4mm y un aproximado de 15 ml, se dejaron secar las cajas
invertidas. Se procedi6 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 VALIDACION SECUNDARIA DEL METODO
DE DETERMINACION DE COLIFORMES POR RECUENTO EN
PLACA DE MEDIOS DE CULTIVO EMPLEANDO UNA MATRIZ
LIQUIDA

4.6.1 Preparacion Del In6culo Estandar De Trabajo

En primera instancia, se utilizé un patrén MacFarland comercial 0.5 para
realizar el McFarland, de la cepa se tomaron 3 o 5 colonias bien aisladas y
de igual morfologia y se inocularon en un tubo de ensayo que contenia 10 ml
de una solucién de agua peptonada 1 %. Esta solucion se Incub6 a 35-37 °C
hasta que se alcanzé la turbidez del estandar equivalente al 0.5 de Mc
Farland (2 - 4 h). Posteriormente, se realizaron siembras en profundidad
de diluciones seriadas hasta 107, obteniendo resultados de los cuales se
tuvieron en cuenta de diluciones 10°, 10 y 107; que aunque se pudieron
contar, eran demasiado altos para la concentracion que se deseaba trabajar,
lo cual indicaba un problema con el patron comercial.

Debido a esto, se procedi6 a la realizacibn de un patron estandar
MacFarland 1 equivalente a 3,0x 108 UFC /mL: A partir de la cepa de
referencia certificada Escherichia coli ATCC 8739 en fase logaritmica de
crecimiento se realizé un barrido en la caja de petri adicionando 9 ml de agua
peptona al 0.1%, realizando la remocion con un asa de drigalski;
posteriormente se recuperd el homogenizado con la cepa concentrada en un
tubo de ensayo y se procedid a estandarizar la cepa en concentracion 1.0 de
MacFarland. Cuando se obtuvo las concentraciones deseadas se procedi6 a
realizar diluciones en base 10, con agua peptona al 0.1%.

Los resultados de la elaboracion de la escala quimica del patrén Mcfarland,
se les realizd la respectiva lectura de absorbancia a D.O. 625 nm con un
espectofotometro UV visible Thermo Scientific serie Génesis 10s, el cual fue
proveido por un laboratorio externo ya que la Pasteurizadora Santo Domingo
no cuenta con dicho equipo. Este patron fue realizado con el fin de comparar
la concentracion bacteriana de forma visual y espectrofotométrica a traves de
suspensiones microbiolégicas ajustadas a un patron quimico, facilitando la
determinacion del nimero de bacterias por mililitro presente en la muestra, y
permitiendo obtener una concentracion conocida durante la elaboracion del
proceso de validacion. (Las evidencias fotograficas de este procedimiento
fueron omitidas dentro del trabajo debido a politicas de privacidad del
laboratorio externo).
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4.6.2 Verificacion De la productividad del Medio De Cultivo Por
Recuento En Placa

A partir de diluciones seriadas del patrén estdndar se sembr6 por
duplicado afiadiendo 1000uL de cada dilucion en placas de Petri estériles,
a continuacion se vertieron 15 mL de agar VRB atemperado a mas o menos
45 — 47°C. Se homogenizo6 cuidadosamente; una vez solidificado el medio de
cultivo se incub6 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 promocion
del medio de cultivo. Para los recuentos y reporte de resultados se tuvo en
cuenta la NTC 4458.

4.6.2.1 Determinacion De Coliformes Por Recuento En Placa
La técnica utilizada para la determinacion de coliformes se llevé a cabo con
el medio selectivo Bilis rojo violeta (se trabajé basado en le NTC 4458).

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

tubos con 9.0 mL de

1.0 mL 1.0 mL 1.0 mL
D D
-ﬂms
102 10°%

107
Homogeneizar
Pesar 10 g de la muestra con

condiciones de

Depositar 1.0 mL de cada dilucién en
cajas de Petri estériles por duplicado

Adicionar de 15 a 20 mL de agar
bilis rojo violeta fundido y
enfriado a 45°C en cada placa

T
— r—————ﬁ ,—————ﬁ e
Sl
= = =3 &=

Homogeneizar la muestra

con el agar haciendo

movimientos rulalurios Incubar las cajas

— .j en posicién

invertida
Eg 25 R
24 h/ 37°C

.Fuente: autor

Contar aquellas placas que tengan
entre 15 a 150 colonias y reportar
como UFC/g o mL de muestra

4.6.3 Validaciéon secundaria del método de determinacién de
coliformes por recuento en placa.

Una vez se estandarizé el inoculo bacteriano se procedié a realizar el
ensayo con la matriz liquida, tomando como referencia agua peptonada

34



tamponada estéril. Para los ensayos de validacion, la matriz evaluada fue un
derivado lacteo, no especificado por politicas internas de la empresa.

A la matriz del derivado lacteo se inocularon tres tubos con dilucién 10 la
primera dilucién del derivado se inoculé con 500 uL de la concentracién 106
del patrén McFarland (concentraciéon alta); la segunda dilucién 101 se
inoculé con 300uL de la dilucién 10-"(concentracién media) y la tercera 10?1
con 200uL de la dilucién 107 (Concentraciéon 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
caracteristicas del microorganismo referente empleado, E. coli.

Como referencia, se realizo igual procedimiento de las siembras del patron
MacFarland, variando la matriz a agua peptonada tamponada 0.1 %, esto es,
un tubo con 500 uL de la concentracion 10° del patron McFarland
(concentraciéon alta); otro con 300uL de la dilucion 10-(concentracion
media) y un ultimo tubo con 200uL de la dilucién 107.
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5 CONOGRAMA DE ACTIVIDADES

DICIEMBRE ENERO FEBRERO MARZO ABRIL MAYO JUNIO
SEMANAS/
ACTIVIDADES 2|31 4 2| 3 1 2(3| 4|1 23 1 2| 3 1 2| 3 2| 3
Induccion

Muestreo rutinario.

Analisis de producto
UHT.

Analisis de derivado
lacteo terminado

Analisis de gelatinas y
refrescos saborizados.

Andlisis de ambientes.

Analisis de aguas.

Andlisis de materias
primas.

Disefio del proyecto

Reactivacion cepas
ATCC
Estandarizacion del

patron  estandar e
inoculacion en la matriz
liquida

Estructura del trabajo

Entrega del trabajo

Sustentacion del trabajo
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6 RESULTADOS Y ANALISIS

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 desinfeccion del area de trabajo se estaba realizando
adecuadamente.

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

6.1 VERIFICACION DE ESTERILIZACION DE AUTOCLAVES

Para la verificacion de la eficacia de la esterilizacion tanto en el autoclave de
material limpio como en la de material contaminado se utilizé el indicador
bioldgico Sterikon®, el cual consiste en ampollas que contienen esporas de
Geobacillus stearothermophilus que se someten a las condiciones del
tratamiento térmico (esterilizacion) 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 esterilizacion 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 presion 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 incubacion, luego de pasar el tiempo
de incubacién se observa si hubo crecimiento de microorganismos en la caja
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de petri y turbidez en el caso de los medios liquidos en tubo de ensayo,
siendo satisfactoria la prueba al observarse ausencia de estos.

6.3 CARACTERIZACION DE LAS CEPAS DE REFERENCIA

Las cepas de referencia empleadas cumplieron con las caracteristicas
microscoépicas (tabla 5) y macroscoépicas (tabla 6) propias de las bacterias
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, segun lo establecido en el manual
de Bergey.

Tabla 6. Pruebas confirmativas de cepas de referencia.

Tincibn de Gram: bacilos Gram
Escherichia coli ATCC 8739 negativos.

Catalasa: positiva.

Oxidasa: negativo

Tincibn de Gram: Cocos Gram
Staphylococcus aureus ATCC 6538. | positivos, agrupados en racimos.
Catalasa: positiva.

Oxidasa: negativo.

Fuente: autor.

Figura 4.Tinciéon de Gram Escherichia coli ATCC 8739 100 X.

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

5

Fuente: aor

Al realizar la activacion de las cepas, luego del cuarto pase se procedié a
realizar pruebas confirmativas catalasa y oxidasa.

Figura 6. Activacion 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)

| Ecoli B
ATCC 8739

S

Fuente: Autor.

Tabla 7.Caracteristicas macroscopicas de las cepas de trabajo en medio
VRBL.

Microorganismo Caracteristicas Macroscoépicas 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 ECOMETRICO

Se determind 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 crecié con halo sobre la linea inoculada,
mientras que la cepa interferente no crecié (observandose las lineas 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 estan ordenadas de manera que al lado derecho
estd 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 indice 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 indice 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), permiti6 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 O, lo
que demuestra una vez mas la selectividad de los medios empleados
(Mossel, 2003).

Tabla 8.Test ecométrico cepa referenteEscherichia coli ATCC 8739

MICROORGANISMO

Escherichia coli ATCC 8739

ICA ICR
PRUEBA MEDIO DE CULTIVO
ECOMETRICA
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

Staphylococcus aureus ATCC 6538

ICA ICR
PRUEBA
ECOMETRICA MEDIO DE CULTIVO
MEDIO NUTRITIVO Agar plate count 5 1
MEDIO SELECTIVO Y
DIFERENCIAL VRBL(CONDA) 0 0

MEDIO SELECTIVO Y VRBL(HIMEDIA)
DIFERENCIAL 0 0

Fuente: autor
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Para la verificacion 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 METODOLOGIA DE
DETERMINACION DE COLIFORMES POR RECUENTO EN PLACA

Se busco que con el patrén 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 6y 7.

Tabla 11. Escala McFarland. Esta tabla permite observar las

concentraciones de la escala con sus correspondientes valores esperados a
determinada dilucion.

ESCALA DE McFARLAND

No* EQUIVALANTE DILUCIONES
e UFC/mL

ESCALA UFC/mL

0,5 150000000 2E+07 | 26+06 |150000| 15000 | 1500 | 150 | 150 | 150
1 300000000 3E+07 | 3E+06 |300000| 30000 | 3000 | 300 | 30 3
2 600000000 6E+07 | 6E+06 |600000| 60000 | 6000 | 600 | &0 6
3 900000000 9E+07 | 9E+06 |900000| 90000 | 9000 | 900 | 90 9
a 1200000000 | 1E+08 | 1E+07 | 1E+06 |120000| 12000 | 1200 | 120 | 12

El metodo a validar esta 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 establecié un
rango de trabajo de 30 a 300 UFC/ mL.
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Tabla 12. Informacién del método validado.

INFORMACION DEL METODO A VERIFICAR

NOMBRE DEL METODO RECUENTO DE COLIFORMES TOTALES ¥ Escherichia coli
REFERENCIA NORMATIVA NTC 4092 - NTC 4458
TECNICA WERTIDO EM PLACA PROFUNDA
DTECTOR EMPLEADO WIOLET RED BILE AGAR WITH LACTOSE (VRBL)
LiMITE DE CUANTIFICACION 30

RANGO DE TRABAIO 30-300
UNIDADES DE ENSAYO UFC/mL

MATRIZ DE ENSAYO DERIVADO LACTED

Fuente: autor.

Para validar el método, se tuvieron en cuenta caracteristicas 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 lacteo). Los
resultados fueron determinados a partir de los datos arrojados por la hoja de
calculo EXCEL 2010 empleado. Para esto, se trabaj6 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 distribucion normal, por tal motivo se
hizo necesario realizar la conversion de los recuentos, para asi linealizar y
poder utilizar las herramientas estadisticas en la expresion de resultados por
medio de graficas, facilitando el andlisis del comportamiento de los datos.

6.5.1 Validacion primaria

La validacién primaria del método se realizé a una matriz de agua peptonada
tamponada 0.1 %, para ello se trabajé con 20 datos por cada uno de los
ensayos, el método fue realizado por dos analistas para determinar asi la
reproducibilidad de los datos, lo que permite ademdas asegurar la
confiabilidad de los mismos. Se observa que, al ser convertidos a Logaritmo
de UFC/ ml, los datos tienen una mejor distribucion (tabla 12).
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6.5.2 Validacién del método en matriz de agua peptonada.

Tabla 13. Ensayo numero 1 para la estandarizacion de la matriz agua

peptonada.

TRATAMIENTO ESTADISTICO

VARIABLE Escherichia coli
MATRIZ Agua Peptonada Buferada Estéril (Patrdn)
NIVEL DE CONTAMINACIO INOCULO ALTO INOCULO MEDIO INOCULO BAJIO
ANALISTA Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
UEC/mL Logl0 UEC/mL Logl0 UEC/mL Logl0d UEC/mL Logl0 UEC/mL Logl0 UEC/mL Logl0
VALOR ESPERADO /ML ec/mL /L ec/mL /L e zmL /L ecsmL ImL | e mL /ML e mL
150 1,65 150 2,18 92 1,96 a0 1,95 32 151 a3 1,52
1 150 2,18 157 2,20 04 1,47 89 1,85 29 1,46 34 1,53
2 147 2,17 158 2,20 89 195 79 1,90 27 1,43 33 1,52
3 142 2,15 162 2,21 a5 1,98 85 1,93 28 1,45 35 154
4 167 2,22 163 2,21 95 1,98 93 1,97 29 1,46 33 1,52
, . .y, .
Tabla 14. Ensayo numero 2 para la estandarizacion de la matriz agua
peptonada.
TRATAMIENTO ESTADISTICO
VARIABLE Escherichia coli
MATRIZ Agua Peptonada Buferada Estéril (Patrdn)
NIVEL DE CONTAMINACIO INOCULO ALTO INGCULO MEDIO INOCULO BAJO
AMNALISTA Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
UEC/mL Logl0 UEC/mL Logl0 UEC/mL Logl0 UEC/mL Logl0 UEC/mL Logl0 UEC/mL Logl0
VALOR ESPERADO /ML e/mL /ML e mL ImL | e /m Imb | e /m Imb | e mL Imb | e /mL
150 165 150 2,18 20 195 20 195 32 151 33 152
1 138 214 145 2,16 a7 1,99 as 1,98 30 1,48 32 151
2 174 224 164 221 89 195 94 197 31 1,49 31 1,49
3 155 2,19 164 2,21 86 1,93 97 1,99 33 152 33 152
4 154 2,19 170 2,23 85 1,93 96 1,98 29 1,46 32 151
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Tabla 15. Ensayo numero 3 para la estandarizacién de la matriz agua

peptonada.
TRATAMIENTO ESTADISTICO
VARIABLE Escherichia coli
MATRIZ Agua Peptonada Buferada Estéril (Patrdn)
NIVEL DE CONTAMINACIO INOCULO ALTO INOCULO MEDIO INOCULO BAJIO
ANALISTA Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
UEC/mL Logl0 UEC/mL Logl0 UEC/mL LoglQ UEC/mL Logl0 UEC/mL Logl0 UEC/mL Logl0
VALOR ESPERADO /MU eczmt | Y™ | ueczmt | Y™ | peczmt | YFY™ | beczmt | YFY™ | bec/mL | VFY™Y | bEc/mL
150 1,65 150 2,18 S0 195 30 185 32 151 33 1,52
1 153 2,18 145 2,16 99 2,00 ag 1,99 33 152 27 1,43
2 151 2,18 173 2,24 88 1,94 ag 2,00 27 1,43 28 1,45
3 162 2,21 156 2,19 85 1,93 89 1,85 29 1,46 29 1,46
4 154 2,19 165 2,22 87 1,94 79 1,90 30 1,48 30 1,48
, . ., .
Tabla 16. Ensayo numero 4 para la estandarizacion de la matriz agua
peptonada.
VARIABLE Escherichia coli
MATRIZ Agua Peptonada Buferada Estéril (Patrdn)
NIVEL DE CONTAMINACIO INOCULO ALTO INGCULO MEDIO INOCULO BAJO
ANALISTA Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
UFC/mL Logl0 UEC/mL Logl0 UEC/mL Logld UEC/mL Logl0 UEC/mL Logl0 UEC/mL Logl0
VALOR ESPERADO /ML ec/mL /L ec/mL /L e /mL /L ec/mL ImL | e mL /ML ecmL
150 1,65 150 2,18 90 1,95 a0 1,95 32 151 a3 1,52
1 147 2,17 173 2,24 93 1,97 ag 1,99 31 1,49 28 1,45
2 154 2,19 156 2,19 89 1,95 29 195 29 1,46 30 1,48
3 147 2,17 168 2,23 86 1,93 87 1,94 33 1,52 31 1,49
4 167 2,22 170 2,23 98 1,99 as 1,98 34 153 33 1,52

Tabla 17. Ensayo

peptonada.

ndmero 5 para la estandarizacion de la matriz agua

TRATAMIENTO ESTADISTICO

VARIABLE Escherichia coli
MATRIZ Agua Peptonada Buferada Estéril (Patrdn)
NIVEL DE CONTAMINACIO INGCULO ALTO INGCULO MEDIO INGCULO BAJIO
ANALISTA Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
UFC/mL Log10 UFC/mL Log10 UFC/mL Log10 UFC/mL Log10 UFC/mL Log10 UFC/mL Log10
VALOR ESPERADO UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
150| 1,65 150 2,18 50 1,95 50 1,95 32 1,51 33 1,52
1 1389 2,14 167 2,22 29 1,95 94 1,97 31 1,49 32 1,51
2 145 2,16 156 2,19 88 1,94 93 1,97 37 1,57 30 1,48
3 156 2,19 171 2,23 73 1,90 38 1,99 32 1,51 32 1,51
4 161 2,21 148 2,17 92 1,96 50 1,95 33 1,52 33 1,52
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Para determinar la repetitividad del ensayo con la matriz liquida agua
peptonada se realiz6 en cinco ocasiones donde se recolectaron datos y
se les realiz6 analisis estadistico individual, es decir, a los analistas por
separado, observando que durante la evaluacion con esta matriz, ambos
estuvieron dentro de los criterios de aceptacion arrojados por la hoja de
calculo para coeficiente de variacion (15 %), porcentaje de error (+/- 0.5) y
porcentaje de recuperacion (80 a 120 %). Estos criterios indican
respectivamente que el método fue preciso, al ser los datos cercanos entre si
(coeficiente de variacion y porcentaje de error) y exacto, pues los datos
fueron cercanos al valor de referencia (porcentaje de recuperacion),
demostrando que el método es repetitivo (tabla 18).

Tabla 18. Estadistica de repetitividad en matriz de agua peptonada.
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Fuente: autor

Para determinar la reproducibilidad del método, se realiz6 un andlisis
estadistico total, el cual analiz6 la combinacion de los datos obtenidos por los
dos analistas para cada uno de los in6culos. Aqui se tienen nuevamente en
cuenta los parametros de coeficiente de variacion que permite observar las
dispersiones entre los analistas, el porcentaje de error que da a conocer la
exactitud de un valor estimado Yy porcentaje de recuperacion, con iguales
valores limite.

El porcentaje de error nos permiti6 observar la diferencia entre la
concentracion de medida del analito en una muestra a la cual le
adicionamos una concentracion estandar conocida. Se observé que hubo un
incremento en el coeficiente de variacion de los datos respecto al analisis
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hecho individualmente, sin embargo, dicho aumento no es suficientemente
alto y se encuentra dentro del rango establecido (tabla 19). Determinando asi
que el método, ademas de ser repetitivo, es reproducible en este tipo de
matriz.

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

RE DUCIBILIDAD

N DATOS 40 40 40
FROMEDIO 2.20 196 143
DESYT 00277 0,0269 0,0329
WARIANZA 0,000766031 0000722267 0,007108117
CORFLENT 126 137 221
—
=T CRITERID OE
o e 15%
- [
5 CUMFLE 5] Sl ]
= ERROR = 2136010446 -4 2533,04176 -42955,50935
E ACEFTACID
N +0.5
=
@ CUMFLE =i 5] ]
HES%EEE 3 00,32 93,72 93,03
CRITERID OE
ACEPTACIA 70%a 120%
1
CUMPLE sl 5l sl

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 limite de este criterio y reproducible dado que los dos analistas
obtuvieron resultados similares a los esperados, es decir, es un método
preciso; es ademas, exacto dado que los valores obtenidos del recuento en
placa cumplieron con el limite de aceptacién de la recuperabilidad bajo las
tres concentraciones de la cepa (se recuperd el microorganismo a un 100 %,
esto es, se obtuvo el crecimiento en UFC/ ml esperado).

Cabe resalta que, se observo que el coeficiente de variacion de los datos
tanto en el analisis individual como en el total, fue mayor para el inoculo bajo,
de igual forma, el porcentaje de recuperacion fue menor, lo que confirma la
teoria de que a mayor numero de diluciones, es mayor la posibilidad de
conducir a errores. Se establece entonces que para esta matriz, el método
arroja mejores resultados bajo el in6culo medio, el cual fue el de mayor
sensibilidad.
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6.5.3 Validacién secundaria
La validacién secundaria del método, fue realizada sobre una matriz de un
derivado lacteo, la cual asemeja las caracteristicas encontradas durante los
ensayos de rutina realizados en la empresa. Para esta evaluacion, fueron
tomados 13 datos por 2 analistas para tres concentraciones diferentes del
inoculo (tabla 20, 21y 22).

Tabla 20. Ensayo numero 1 Matriz derivado lacteo.

TRATAMIENTO ESTADISTICO

VARIABLE Escherichia coli
MATRIZ Agua Peptonada Buferada Estéril (Patrdn)
NIVEL DE CONTAMINACIO INOCULO ALTO INOCULO MEDIO INOCULO BAIO
ANALISTA Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
UFC/mL Log10 UFC/mL Log10 UFC/mL Log10 UFC/mL Log10 UFC/mL Log10 UFC/mL Log10
VALOR ESPERADO UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
150| 1,65 150 2,18 90 1,95 90 1,95 32 1,51 33 1,52
1 150 2,18 163 2,21 90 1,95 89 1,95 27 1,43 30 1,48
2 147 2,17 156 2,19 95 1,98 30 1,85 30 1,48 18 1,45
3 145 2,16 170 2,23 94 1,97 85 1,93 31 1,49 29 1,46
4 146 2,16 163 2,21 80 1,90 96 1,98 32 1,51 27 1,43

Tabla 21. Ensayo numero 2 Matriz derivado lacteo

TRATAMIENTO ESTADISTICO

VARIABLE Escherichia coli
MATRIZ Apgua Peptonada Buferada Estéril (Patrdn)
NIVEL DE CONTAMINACIO INOCULO ALTO INOCULO MEDIO INOCULO BAIO
ANALISTA Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
UFC/mL Log10 UFC/mL Log10 UFC/mL Log10 UFC/mL Log10 UFC/mL Logt0 UFC/mL Log10
VALOR ESPERADO UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
150| 1,65 150 2,18 30 1,95 30 1,95 32 1,51 33 1,52
1 158 2,20 154 2,19 88 1,54 S0 1,95 30 1,48 29 1,46
2 165 2,22 156 2,19 86 1,93 28 1,94 32 151 32 151
3 148 2,17 147 2,17 89 1,95 99 2,00 33 152 30 148
4 155 2,19 164 2,21 90 1,85 26 1,93 29 1,46 27 1,43
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Tabla 22. Ensayo numero 3 Matriz derivado lacteo

TRATAMIENTO ESTADISTICO

VARIABLE Escherichia coli
MATRIZ Agua Peptonada Buferada Estéril (Patron)
NIVEL DE CONTAMINACIO INOCULD ALTO INGCULO MEDIO INGCULO BAID
ANALISTA Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
UFC/mL Log10 UFC/mL Log10 UFC/mL Log10 UFC/mL Log10 UFC/mL Log10 UFC/mL Log10
VALOR ESPERADO UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
150| 1,65 150 2,18 90 1,95 90 1,95 32 1,51 33 1,52
1 150 2,18 163 2,21 94 1,97 103 2,01 34 1,53 33 1,52
2 162 2,21 163 2,21 =] 2,00 89 1,95 31 1,49 28 1,45
3 164 2,21 152 2,18 103 2,01 101 2,00 29 1,46 33 1,52
4 157 2,20 164 2,21 100 2,00 87 1,94 26 141 29 1,46
5 160 2,20 162 2,21 102 2,01 98 1,99 29 1,46 27 1,43

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 recuperacion de los datos, fue inferior al limite 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 aceptacion establecidos. Lo que
conduce a especificar que el método evaluado no es sensible a
concentraciones mas altas de la matriz y/o inoculo.

Tabla 23. Estadistica de repetitividad en matriz del derivado lacteo.

REPETIBILIDAD

N DATOS 13 13 13 13 13 13
FROMEDIO

2,19

1,37

1,96

1,48

1,47

OESNT

0,0200

0,0319

0,0332

WARIAMNZA

0,000399012

0,0002597431

0,001017208

0,000811968

0,001099176

0,00096903

COEFICIEMTE
VARIACION

0,9129

1,6208

2,2412

CRITERIC DE
ACEPTACIA
il

15 %

CUMFLE

5l

NO

sl

NO

5l

NO

ERROR

0,012

0,014

0,010

0,002

0,010

ACEPTACIA
il

CUMFLE

5l

NO

sl

5l

5l

5l

ESTADISTICA INDIVIDUAL

RECUPERALI
[

101

101

101

100

99

Ly ) iy

ACEPTACIO
il

B0% a 120%

CUMFLE

5l

N

el [

r

5l

5l

Fuente: autor.
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Para esta validacion, se debe tener en cuenta que ademas de la diferencia
en la concentracion 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 indculos, 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 cumplié con estos criterios cuando se evaluo en el inoculo alto.

Tabla 24. Estadistica de reproducibilidad en matriz del derivado lacteo.

REPRODUCIBILIDAD
N DATOS 26 26 26
PROMEDIO 2,20 1,97 147
CESWT 10,0198 10,0297 0,0321
WARIANZA 0,000392792 0,000330407 0,001031519
COEFICIENTE
- WARIACICN 0,30 1,51 2,18
= [CRTERDOE
5 ACERTACIC) 15 %
L M
3 CUMPLE ] ] 5]
|: ERFOR = 2,1956793482 -42833,03375 -42955,52681
v CRITERIO DE
(=] ACEPTACIC) £0.5
il N
o CUMPLE MO sl 3]
RECSEI;HAU 100,90 100,61 99,73
CRITERIO OE
ACEPTACIC) 70% a 120%
M
CUMPLE 5l 5l 5l

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 caracteristicas fisicoquimicas de las mismas, pues, al ser un
derivado fermentado (evaluado), la densidad del mismo es de 1.044 g/cm?,
mientras que la densidad del agua peptonada (de referencia) es cercana a la
del agua, esto es 1.0 g/cm?3; ademas de la cantidad de nutrientes y por tanto
de sdlidos disueltos, entre otras caracteristicas 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 lacteo favorecia
(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 omisibn o no conteo de colonias por
aglomeraciones, es decir, falsos negativos.
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7 CONCLUSIONES

De la validacion del método de determinacién 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 validacion.

Las caracteristicas fisicoquimicas 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 recuperacion se encuentra entre el 100 y 120%) y
precision (reproducibilidad 70-120% y repetitividad 80 - 120%) bajo las tres
concentraciones. Sin embargo, al aplicar el método a la matriz del derivado
lacteo, estos criterios variaron respecto a la concentracion de la matriz y el
microorganismo, siendo que para la mayor concentracién estudiada (alta), no
fue exacto ni preciso el método.

De este estudio se deduce que la validacion no se pudo realizar como se
esperaba debido a la irregularidad que se presentd con la obtencién de los
datos lo cual es demostrado en el analisis estadistico.

Las concentraciones bajas del ensayo es decir 30 y 90 UFC empleadas en
el método presentan una sensibilidad favorable contrario alo observado a
medida que aumenta la concentracion del patron.

En cuanto a los medios de cultivo VRBL CONDA y VRBL HIMEDIA
empleados para realizar la validacion 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 aplicacion de este se obtuvo ICA de 5y 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 asi su productividad y selectividad.
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8 RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS

Se recomienda la realizacion de nuevos ensayos donde se evalué la
diferencia del recuento bacteriano en la matriz sin diluir con las
concentraciones del inéculo evaluadas en el presente estudio (alta, media y
baja), de esta manera se podra establecer si la diferencia encontrada entre
los indculos alto, medio y bajo en la matriz del derivado lacteo fue debida a
las caracteristicas de la misma o a la concentracion microbiana, o de ambas.

Es indispensable para la realizacion de este tipo de anadlisis 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 realizacibn de mas ensayos debido a que de esta
manera se fortaleceria los resultados y por consiguiente analisis de la
validacion.

Es recomendable que para la realizacion de este tipo de procedimientos el
laboratorio tenga la facilidad de obtener un equipo de medicion de
absorbancias lo cual ayudaria a la disminucion de porcentajes de error
debido a que el uso de un patrén comercial existente no tiene igual
exactitud y precision que la espectrofotometria.

54



9 GLOSARIO

Cepa de referencia: Microorganismo obtenido directamente de una
Coleccion de Cultivos de Referencia y definido como minimo a nivel de
género y especie, catalogado y descrito conforme a sus caracteristicas y
preferiblemente procedente de productos alimenticios para consumo humano
o animal, de un entorno de produccién de alimentos para consumo humano o
animal, o de agua, segun corresponda. (ISO 1133 2024).

Certificacion: es la accion llevada a cabo por una entidad independiente de
las partes interesadas mediante la que se manifiesta que una organizacion,
producto, proceso o servicio, cumple los requisitos definidos en unas normas
o0 especificaciones técnicas.

CONTROL DE CALIDAD: todas las medidas tomadas, incluyendo el
establecimiento de especificaciones, muestreo, analisis e informe de analisis,
para asegurar que las materias primas, productos intermedios, materiales de
envase Yy productos farmacéuticos terminados cumplan con las
especificaciones establecidas para identidad, contenido, pureza y otras
caracteristicas.

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

Exactitud: porcentaje de recuperacion frente al valor del inoculo.

Limite de deteccién y cuantificacién: estan implicitos y no precisan por lo
general de una determinacion especial.

Medios de cultivo: Consta de un gel o solucion que cuenta con los nutrientes
necesarios para permitir, el crecimiento de virus, microorganismos, células,
tejidos vegetales, en condiciones favorables de pH y temperatura.

Precision: es la medida de error indeterminado del método, siendo los
conceptos de repetibilidad, precision, precision intermedia, y reproducibilidad,
equivalentes a los utilizados en quimica. Debido a la mayor variabilidad de
los sistemas microbiologicos, los limites aplicables a la exactitud son mucho
mas amplios.

Repetibilidad: Realizacion de los ensayos en las mismas condiciones
(mismo analista, equipos, medios de cultivo...)

Reproducibilidad: Realizacion de los ensayos en las condiciones mas
diversas (distinto analista, equipos, dias, medios de cultivo...)
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Robustez: Medida de la capacidad de un procedimiento analitico de
permanecer inafectado por pequefias pero deliberadas variaciones en los
parametros del método y provee una indicacion de su fiabilidad en
condiciones de uso normales.

Selectividad: Describe la habilidad de un procedimiento analitico para
diferenciar entre varias sustancias en la muestra y es aplicable a métodos en
los que dos 0 mas componentes son separados y cuantificados en una
matriz compleja.

SUPERCIFIE: El area es una medida de extension, expresada en unidades
de medidas.

Validacion: Confirmacion mediante el examen y la aportacion de evidencias

objetivas que demuestren el cumplimiento de ciertos requisitos para el uso
especifico 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 activacion de las cepas de referencia.
ACTIVIDAD DESCRIPCION

RESPONSABLE

/N

N/ :

Do G 10 bt 0
Lo 0™ 0 ST 4 by e
001 4 bempen st adieie A
0 bt congloudels jor 4 s § e
0l AR AT

Wty | phgals 4 0 (s M 1
e s 0 b e et e el
Yo Samarte o Sagrute: Sew

o yena

s o plac & (lacen e s privarie (o un gy oalen, borrrw v
PRSING: suavermatte of bastooc (o o enge longadrales para Wil o antamendy
00 1o o por i fevcio e o placa e s (chonimn Pasante de
Activacion microbiologia
de cepa de
referencia

VRikzando prockdamntos & elimnaodn
e para il 0o

e bekigico, desache

o ST

Incube INVEDIATAMENTE

pAaca 0 places de Ctivo primary
culado o bempitatuta y &0
s condroxnes adecuads o
o Mo

ey e INVETIATMENTE
L R I T T
§ Wt o e > g

Fuente: Microbiologics
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ANEXO 4: Certificado de analisis de medio de calidad VRBL CONDA.

NS
CONDA pronadisa
W, — e e g

QUALITY CONTROL CERTIFICATE

PRODUCT: VIOLET RED BILE WITH LACTOSE AGAR (VREL) (ISO 4332)
CAT N°: 1093

BATCH: 604131

RE-TEST DATE: 2020004

OC Dute: Z016/04/13

pit: 7.30
We harsby carity fut e stowe afue S Seen Sy e Ousity Conteat Laborstary.
COSMULAIN o
Lacxes 0 e Samc: 15
Galatn 70 Nedrsl Bad o
C 50  Coywad Vichet e

Yaast Carac 30 Agw 150

The 3t after e i = soam TAwD2
PHYSICAL AND CHEMICAL TEST

A S powcier

E5 T ——

[ bwige reckcish

Caioe of the pragased medhar: purie-ces

MICRODIOLOGICAL TEST

Tha ‘ol et were e of the om type cdtees afler Incubalion o & lemperatew
of 35 4 2°C ancl chasrved afer 18-24 houny™.
Marosrganama Grown Colbny Color  bnoculum fu/mi)  Recowery rate (%)
Lacherthly coll ATCC 25922 Good Payle 10"-10" 230
Lntwstacter seesgeces ATCC 12040 Goad Papie 1wt 230
Setverelly galiwreen WOTC 9343 Good Coloriens 100" 230
Suptydacorcur suecs ATCC 6528 Inhitime >0 =0t
Jntescoccus Caecale ATCC 29212 Inhtiwc
Pusccivremnas seruginows ATCC 7053 Good Cobrken-Boge w 280

*According o 150 M0, incutation 3t 30 acITC and ctesrved after 34« 30
Gccordng 10 K50 11123 (M4 « 3300 1°0) Procctdty, Selecivity and Spaciicty

eda
M dew Mo e Pratactiety CraeUms B3y
Rt Coraee
Kacreachus col ATCC Jviis w - © -~ e
rao
o Lam.
achenchie cob ATCC B L - - - ‘.r
ewocaccus Secate ATCC vz waer e T
Eamacacous Secalt ATCE 1623 w0 "
Frsscomones secugnoss ATOC 1S Wy Catwtase-taige
Reofecerce Nocks froductuty TSA (Lol /,—" -
e -\
Laberatory result: Satisfactory C_ Taqle D
Carrran Rurriez, OC Marsger i
|
LARORATORIOS CONDA, S.A wanw . condadal com

O La Facjs, 9- 29850 Tamejan de Avdar [Vaded)
Prone <34 91 76102 00- Fac +34 91 454 85 4
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ANEXO 5: Certificado de analisis de patron del in6culo

CERTIFICADO DE ANALISIS
e | LEC DE PRODUCTO TERMINAIDO
» Vogora Tropes

REACTIVO PREPARADO LISTO PARA USO

Reactivo: PATRON DE MACFARLAND N* 0.5
Presentacion: Tubo

Lote: F17-063

Fecha de Vendcimi 21 de agosto de 2017

| Compesiciée de preparaciin para 10 mi e PATRON ¥° 0.5

Ando ssfinen 1% 595 mi
Conwo de bana 1,179% O.05 b
[ EVALUACION DE DESEMPERNG |
I PATRON MACFARLAND N® 0.5 J

[ Contred fisico Quimico |
Aparienci | ok |

+ Control de Esterilidas
NO s ohserva crecrieenio Moscbiaitg Ko, Aespuds de 72 Hovas ge Inoutooon » 15790
RECOMENDACIONES OF ALMACENANIENTO y USO

e Ampceny o Tamnperstusy srbsenie

Jocter Abduca

Joruken Faley Nuolaer
Coxrdniad Controd caliasd
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ANEXO 5: Certificado de analisis del medio de cultivo VRBL HIMEDIA.

m Coriilied - 1540 680 1: 2008, 1S0F 48303 snd WHO GNP

Hihiedis Laboeniorie: Frovade Limnited
23, Vadhasi Indesitrial Falade, 1. B 8. Mg, Mernbai - S00068
Welmile : www birmabialabs com, Foasl - infc@h e ek

Cemmcare of Analysis, Qualny and Conformimy

Material Code - wae Mextarial Nams Lot Mo osossavisl

Braln Haar? Infukion Broth

REport MO swemeseraz Deate of Rsport © orotz0r Expiry DEks : dan-2oez

Appaarance

Crmam e pelkow Fra B . i - Light yelkow

Colour and Clartty of preparsd medium

Light 1 ambs chaar any

Reaction

MeacBon ol I Wi agueous Solubion b 257 C

pH

= Mange T.20-T.80 Dbsansed . 780

Cuttural Responss

Culbural aftar an Bl 3530 w2k 8 (ol

 SE— R
Cuttural Responss
Erirrecocc fwecaba ATOC 29212 Sl (W)
y din ATOC 300N Sl L)

Sl b )

S L)

Sl b )

-0
. ATCC s & reglsfensd rede mark of the American Type Culur Collecion
. RCOTC ard HaSonl Collec®on of Type Culblumn amn reglslened Irsde madh of Te Health Prolection Agency

AN ECTNME DY E) sbralne are in The Duslfy - smeter
L Pl L b Ped for IS0 90002008, 150 15465-200 3 and WHO GAP.

. Ink=Emalen Tor SSETEE Misk Thae matera wis suljeched o pH <= 70 arelics @ lomperatiure o sxcess of TE°0 o no

loch B 2 beowiis 2 Tha P e rires Fof ks A Froam
Iredlan Deigin na bsas o Tha ae urede @ vl approved seferinanan’s
supsrvislon and wem apparenily fres from and BEE |

TBE [T ared amm nol known o exdsd in Iedia. This
material desss reol conlain, feor ks derived from e specifc Skl as Safs in T il
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i
@ Certified : IS0 §001:2008, IS0 13435-2003 and WHO GMP

Hikledia Laboratories Private Limited
23, Vadhani Indusmrial Estate, L.B.5. Marz, Mumbai - 400086
Website - www. himedizlabs com, Email : infojrhimedialabs com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code @ M043 Material Mame : Lot Mo - (000245440
Violet Red Bile Agar

Report Mo.: 040000536749 Date of Report @ 14102015 Expiry Date : Oct-2019

STATUS OF THE MATERIAL : APPROVED

This is to certify that this lot passes and it confirms to the above mentioned tests and specifications . The information given
here is believed to be correct and accurate, however, both the information and products are offered without warranty for any
particulars use, other than that specified in the current HiMedia manual or product sheets. The results reported were obtained
at the time of release.

This dornment has been produced electronically and is valid

Microbiologist/Analyst Dy QC/Dy QA Manager Guality Assurance Manager
14102045
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ANEXO 6: Control de esterilizacion de autoclave de material estéril.

FR-CC-004
% PASTEURIZADORA SANTO DOMINGD VERSION FECHA PAGIMA
CONTROL AUTOCLAVE DE ESTEH‘II.H.MJI:IN
- 2| 10/12/2016 | 1da1

LME?ED | A oty P N uPEDEMﬁTEFtIP;L Jﬂ.&w 'L'ME“T'

FECHA PRESION DE TIEMPO DE

HORA ESTERILIZACIGN | ESTERRIZACIGN AMALISTA OBSERVACIONES

DM A 1Psi} {Min)
Pﬁ % | |9y e 15 e

4 oy |1+ |42 2D AP | 5 aer Koito ¥

fo P\ 490 Bps| 5 wamy Vous i
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25 |1 | 10740 brysy G Voco®
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7 || (el fBrpsl £ b Voo 2 1
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7 pt | letfo st 15 v Focw &

S il L O Lt Wpsy 1 s Vo oe P

P it O L s [Sirns pocsofl _
FROft] 1o | sy (S pous .
R | bpot |35 15wt bosn B

g 15 |IF] j1eD | ags) 1§t Kousm s

i I3 pin ! i B

[P S]] (V09| P S| YotwD

D Ll N N e N Y1 oy |

j:g_,rjj & | 0D -__g-}fw_i,,r B I 5eha . ___E_'Z:'LQ;"D M% [T
eles]p| i3 | Bpo 150 peor |
H ,33, gl jo: do b rsaﬁ._ ESI.-'IN_H:. Fous . N
£y b [FE A i"fll?'ﬁa' N 15 N fog e "_ o
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ANEXO 6: Control de temperatura de incubadora donde se desarrollo la

validacion.
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ANEXO 6: Control de temperatura de refrigeracién donde se conservaron
las cepas de referencia
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