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INTRODUCCION

Los medicamentos constituyen uno de los principales compuestos xenobidticos
de importancia médica, y son esenciales para el ser humano ya que se utilizan
para diagnosticar, prevenir, curar o aliviar enfermedades, y en general para
proteger y preservar la salud. A pesar de sus caracteristicas benéficas vy el
proposito para el que son elaborados, su uso no esta exento de riesgos, entre
ellos los relacionados con la dosificacion, el incumplimiento de condiciones
durante el disefio, procesamiento, almacenamiento, distribucion, prescripcion,
dispensaciéon y modalidades de conservacion y uso por los pacientes. (Mora M.,
2015)

Por todo lo anterior, para todos los medicamentos, es indispensable garantizar
su eficacia y calidad, pues de lo contrario se pondria en riesgo la salud del
paciente. En este sentido se debe evaluar el comportamiento de estas sustancias
tanto in vivo como in vitro, para asi certificar la idoneidad de los productos
empleados para las terapias. Por eso a pesar de que la industria farmacéutica
es la que ha desarrollado una de las mayores experiencias en lo relacionado al
aseguramiento y control de calidad, en la actualidad, dichas organizaciones
necesitan establecer sistemas de garantia de calidad cada vez mas eficientes
para ser competitivas y de esta manera satisfacer las necesidades de los clientes
y de la propia empresa, ademas de sostener la comercializacion de los productos
(Cabrera C., 2015)

Para asegurar el nivel permitido por el desarrollo cientifico y la fiabilidad de los
resultados, se deben reunir criterios técnicos que aseguren su validez y estos
deben ser realizados con una serie de garantias, que permitan obtener
resultados comparables, con independencia del laboratorio que los ejecute. El
empleo de métodos de referencia, reconocidos y aceptados, es la herramienta
mas eficaz para obtener estas garantias. Las actividades relacionadas con la
verificacion y validacion de métodos analiticos han cobrado gran importancia,
debido al continuo desarrollo y actualizacion de técnicas y equipos analiticos
cada vez mas complejos, y al interés de los profesionales en garantizar la calidad
de sus procesos y resultados (Camaré M., et al., 2015).

La validacion de un método microbiolégico es un proceso importante para la
implementacion de una técnica analitica microbiolégica, ya que por medio de la
validacion de dicho método se logra establecer de forma experimental que las
caracteristicas de desempefio del método cumplen con los requisitos para la
aplicacion prevista y que la valoraciéon es, por lo tanto, adecuada para su uso
(USP 40)
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En el caso de los métodos normalizados adoptados de la Farmacopea, requieren
validacién cuando se aplican en matrices diferentes para garantizar un adecuado
funcionamiento de la técnica en las condiciones propias del producto y en el
entorno en que se realizan. La validacion de un método normalizado permite
dejar evidencia documentada, del 6ptimo desempefio de la técnica, garantizando
la reproducibilidad de los resultados y por tanto aportando solidez y confianza en
los andlisis. (Mora C., 2009). Por otro lado, para el cumplimiento del Sistema de
Garantia de la Calidad la validacion es un requisito imprescindible que esta
establecido por los entes reguladores en Colombia (INVIMA e ICA), y por
comisiones de Farmacopeas (Hoyos M., 2010)

Para garantizar la eficacia antibacteriana, los productos fabricados en la empresa
LABFARVE S.A., actualmente se analizan segun procedimientos referenciados
en la Farmacopea Americana (USP 40), sin embargo se requiere realizar la
validacion de las metodologia de analisis en tres matrices (sélida, semisélida y
liquida) ya que un procedimiento validado es mas estable pues la validacion
permite el conocimiento de las caracteristicas de funcionamiento del método y
proporciona un alto grado de confianza en el mismo y en los resultados obtenidos
al aplicarlo. La validaciéon no lleva implicito solamente el desarrollo experimental
de los parametros de validacion, sino también toda la documentacion involucrada
en la misma, donde queda evidencia de como fue llevado a cabo todo el proceso,
y que servirh como referencia para establecer la metodologia analitica que
seguira siendo aplicada.
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1. OBJETIVOS

1.1. OBJETIVO GENERAL

Comprobar la calidad de los productos fitoterapéuticos no estériles elaborados
en el laboratorio LABFARVE siguiendo las metodologias farmacopeicas.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Establecer los prerrequisitos requeridos para la comprobacion de los
métodos microbiol6gicos normalizados en el laboratorio LABFARVE.

v Evaluar la precisién y la exactitud de los métodos microbioldgicos a través
de analisis estadisticos especializados.
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2. JUSTIFICACION

La validacion secundaria o también llamada verificacion, tiene lugar cuando un
laboratorio, implementa un método desarrollado en otra parte, este tipo de
validacion se centra en reunir evidencias acerca de que el laboratorio esta en la
capacidad de cumplir con las especificaciones exigidas en la validacion primaria.
Normalmente, la validacion secundaria emplea formas seleccionadas vy
simplificadas de los mismos procedimientos empleados en la validacién primaria,
aunque posiblemente se debe extender por un tiempo mayor. Las muestras
naturales constituyen el material de ensayo 6ptimo y el trabajo solo requiere
tratar el procedimiento dentro de los limites operacionales establecidos por la
validacion primaria (GTC 84).

Cuando se habla de productos farmacéuticos, la calidad de estos es una
caracteristica que debe ser comprobada con procedimientos fiables y seguros,
esto con la finalidad de cumplir con la legislacion farmacéutica actual y
exigencias farmacopeicas y para ofrecer a los clientes productos eficaces y con
una alta calidad. Por esta razdn la industria farmacéutica ha ido estableciendo,
enriqueciendo tecnologias y metodologias que logren garantizar la calidad. Es
aqui donde radica la importancia de la verificacion de cualquier proceso que se
vaya a realizar y se transforma en indispensable para el aseguramiento de la
calidad.

Laboratorio LABFARVE cuenta con un Departamento de Aseguramiento de la
Calidad que cumple con los requisitos y normas establecidas por la legislacion
vigente y los entes reguladores. Los procesos de fabricacion estan basados en
las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) para garantizar la calidad y
pureza de todos los productos.

Los productos Fitoterapéuticos del laboratorio LABFARVE pasan por diversos
controles de calidad descrito en la USP 40, entre estos se encuentran los
pruebas microbioldgicas las mismas que requieren de antemano una validacion
secundaria para estar acorde a las exigencias internacionales y nacionales;
asimismo comprobar la fiabilidad bajo condiciones concretas de uso, asi como
situaciones que pudieran ocurrir cuando el uso del método sea extendido a la
practica (Curren, 1995), mediante parametros y criterios estadisticos exigidos
por la USP 40 y tener asi la seguridad en la deteccibn de posibles
microorganismos que podrian llegar a afectar la salud de los consumidores.

Para la realizacion de esta verificacion se debera tener en cuenta diferentes
procedimientos a seguir, como lo son la estandarizacién, documentacién y
verificacion de las metodologias microbiol6gicas que se realizan dentro del
laboratorio de analisis microbiol6égico LABFARVE, con el fin de corroborar si
estas metodologias cumplen con los parametros establecidos por la USP (40).
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3. MARCO REFERENCIAL

3.1. MARCO LEGAL

3.1.1. Resolucién Numero 3028 de 2008 (13 de agosto) MINISTERIO DE
PROTECCION SOCIAL

La presente resolucion tiene por objeto definir las areas técnicas de produccion
de los establecimientos farmacéuticos y aplica a todos aquellos fabricantes de
medicamentos, nacionales o0 extranjeros, cuyos productos vayan a ser
comercializados en el territorio colombiano (MPS, 2008)

3.1.2. Guia de normas de correcta fabricacién de medicamentos de uso
humano y veterinario.

Las Normas de Correcta Fabricacion (NCF) se definen como “la parte de la
garantia de calidad que asegura que los medicamentos son elaborados y
controlados de acuerdo con las normas de calidad apropiadas para el uso al que
estan destinados”. En la Guia de Normas de Correcta Fabricacién se publican
unas directrices detalladas de acuerdo a dichos principios, que sirven de base
para evaluar las solicitudes de autorizacion de fabricacion y para las
inspecciones que se llevan a cabo a los fabricantes de medicamentos. En la Guia
de Normas de Correcta Fabricacion se publican unas directrices detalladas de
acuerdo a dichos principios, que sirven de base para evaluar las solicitudes de
autorizacion de fabricacion y para las inspecciones que se llevan a cabo a los
fabricantes de medicamentos. (AEMPS, 2010).

3.1.3. Farmacopea de los Estados Unidos de América, USP 40 2017.
Volumen 1. Validacion de procedimientos farmacopeicos.

Es una combinacién de dos compendios: la Farmacopea de Estados Unidos
(USP) y el Formulario Nacional (NF). Contiene normas para medicamentos,
formas farmacéuticas, farmacos, excipientes, productos biologicos,
preparaciones farmacéuticas, dispositivos médicos, suplementos dietéticos y
otros tratamientos. La Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados
Unidos es el organismo a cargo de exigir el cumplimiento de la versién actual de
las normas USP-NF considerada oficial por USP para medicamentos que se
fabrican y comercializan en los Estados Unidos (USP 40, 2017).

3.1.4. Buenas practicas de la OMS para laboratorios de control de calidad
de productos farmacéuticos. Guia de autoevaluacion de BPL.

Technical Report Series, No. 957, 44th Report. Annex 1. 2010. Estas guias
proporcionan recomendaciones para el sistema de gestion de calidad dentro del
cual debe realizarse el andlisis de los ingredientes farmacéuticos activos (API,
por sus siglas en inglés), excipientes y productos farmacéuticos para demostrar
gue se obtienen resultados confiables. EI cumplimiento de las recomendaciones
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previstas en estas guias ayudara a promover la armonizacion internacional de
practicas de laboratorio y facilitara la cooperacion entre laboratorios y el
reconocimiento mutuo de los resultados (OMS, 2010).

3.1.5. COMITE DE EXPERTOS DE LA OMS EN ESPECIFICACIONES PARA
LAS PREPARACIONES FARMACEUTICAS INFORME 32 DE LA OMS.

Serie de informes Técnicos. 32 informe 1992. El informe indicaba claramente
que la Farmacopea Internacional desempefia un papel fundamental en la
definicion de las especificaciones de los productos farmacéuticos. También es
una herramienta valiosa en la garantia de la calidad de los productos importados.
Se sugirié que se alentase a los fabricantes de los paises exportadores a que
incluyesen en la informacién del producto una indicacion del cumplimiento de la
Farmacopea Internacional siempre que fuera apropiado, para que los paises en
desarrollo pudiesen verificar mas facilmente la calidad de los productos
importados (OMS, 1992).

3.2. MARCO TEORICO

3.2.1. Generalidades de validacion

La validacion constituye una condicion imprescindible para las buenas préacticas
de laboratorio, conforme lo establecen los distintos organismos de control y la
determinacién de la incertidumbre debe formar parte de este proceso de
validacién, esto a su vez es de vital importancia para la mejora continua de la
calidad. Es necesario saber que no existe un modelo Unico para validacion, y
que los pardmetros a evaluar cambian de acuerdo con los requerimientos legales
de los diferentes entes y de los requerimientos analiticos particulares; se
recomienda el seguimiento de una guia general para la validacion de los métodos
analiticos, de acuerdo con modelos aceptados internacionalmente (Otalora A,
Ortiz J, et al., 2005). La validacion dentro de las normas establecidas garantiza
la seguridad de un producto, permitiendo obtener una documentacion confiable
y segura, también permite obtener optimizacion y estandarizacion de los
procesos, reducir costos y probabilidad de fallas (Medina & Quintana, 2002).

3.2.1.1. Validacion

Consiste en establecer evidencia documentada que proporciona un grado de
aseguramiento de que un proceso especifico producira consistentemente un
producto que cumpla con sus especificaciones y atributos de calidad
predeterminados (FDA, 2004). Es un proceso que ofrece evidencia de que un
método es capaz de servir para su proposito planeado, es decir para detectar o
cuantificar un grupo microbiano o microorganismo con adecuada precision y
exactitud (GTC 84, 2003).
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La validacion en sus métodos de ensayo debe reflejar las condiciones reales del
“ensayo”. Para lograr dicho propésito se pueden utilizar muestras o productos en
su forma natural, o muestras inoculadas previamente con concentraciones
conocidas de microorganismos (ENAC, 2002).

Métodos de ensayo microbioldégicos cualitativos, tales como los que

el resultado se expresa en términos de presencia/ausencia, y los
procedimientos de confirmacion e identificacion, deben ser validados
estimando, cuando sea apropiado, su especificidad, exactitud relativa,
desviacidon positiva, desviacion negativa, limite de deteccién, efecto
matricial, repetitividad y reproducibilidad (ENAC, 2002).

Métodos de ensayo microbiolégicos cuantificables, se debe conocer

la especificidad, sensibilidad, exactitud relativa, desviacion positiva,
desviacién negativa, repetibilidad, reproducibilidad y el limite de
cuantificacion dentro de una variabilidad establecida y, en caso necesario,
determinar cuantitativamente estos parametros. Las diferencias debidas
a las matrices deben tenerse en cuenta al analizar diferentes tipos de
muestras. Los resultados deben evaluarse utilizando métodos
estadisticos apropiados (ENAC, 2002).

Para validar un proceso se deben realizar sistematicamente los procedimientos
de puesta a punto del mismo, mediante el seguimiento de las siguientes fases:

Planificacién: Se busca establecer programas temporales y listas de
verificacion, protocolos de la validacion con criterios de aceptacion/
rechazo, necesidades de recursos, analisis de riesgos, etc. (Padilla J,
2007)

Calificacion _del disefio: El primer elemento de la validacion es la
evaluacion de nuevas instalaciones, sistemas o equipos. Se debera
demostrar y documentar la adecuacion del disefio a las normas de
correcta fabricacion (Padilla J, 2007).

Calificacién de la instalacion: Busca establecer por evidencia objetiva
gue todos los aspectos claves del equipo de proceso y la instalacion
sistemas auxiliares cumplan con las especificaciones aprobadas del
fabricante y las recomendaciones del abastecedor del equipo para el
correcto funcionamiento, y las exigencias de mantenimiento de este.
Ademas de esto, también se incluyen requisitos de calibracién y
verificacion de los materiales de construccion (Padilla J, 2007).
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Calificacion del funcionamiento: Esta calificacion debera realizarse
tras la calificacion de la instalacion, y busca establecer por medio de
evidencia objetiva los limites de control de proceso y los niveles de accion
que resultan en un producto que cumpla con todos los requerimientos
predeterminados (Padilla J, 2007).

Debe incluir:

a) Ensayos que hayan desarrollado especialistas con conocimiento
sobre procesos, sistemas y equipos.

b) Ensayos que incluyan una situacion o un conjunto de ellas que
abarquen los limites maximos y minimos de trabajo, condiciones
denominadas como frecuencia "caso méas desfavorable"

La finalizacion de forma satisfactoria de la calificacion del funcionamiento
permitira terminar los procedimientos de calibracidén, fabricacion y
limpieza, la formacién del operario y las exigencias de mantenimiento
preventivo. Asi, permitira la aprobacion formal de las instalaciones
sistemas y equipos (Padilla J, 2007).

Calificacion _de desempeiio: La calificacion de desempefio debera
efectuarse una vez realizadas satisfactoriamente la calificacion de la
instalacion y de funcionamiento. Esta proveera evidencia documentada,
bajo condiciones anticipadas, que se produce de manera consistente un
producto que cumpla con las especificaciones y el criterio de disefio
(Padilla J, 2007).

La calificacion de la ejecucion del proceso incluird, entre otras cosas, lo siguiente:

a) Ensayos, empleando materiales de produccién (0 componentes

sustitutivos calificados y/o simulaciones de productos), que se hayan
desarrollado a partir del conocimiento especializado sobre los procesos y
las instalaciones, sistemas o0 equipos.

b) Ensayos que incluyan una situacién o un conjunto de ellas que abarquen

los limites maximos y minimos de funcionamiento (Padilla J, 2007).

3.2.2. Validacion primaria.

La validacion primaria se basa en un proceso exploratorio con la meta de
establecer limites operacionales y caracteristicas de desempefio de un método
nuevo, modificado o caracterizado de forma inadecuada. Se debe generar
especificaciones numéricas y descriptivas para el desempefio e incluir resefia
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detallada y precisa del objeto de interés (colonia positiva, tubo o placa), los
laboratorios que desarrollan métodos en “casa” o una variante de una norma,
deben realizar los paso de la validacion primaria (GTC 84, 2003).

3.2.3. Validacion secundaria.

La validacién secundaria o también llamada verificacion, tiene lugar cuando un
laboratorio, implementa un método desarrollado en otra parte, este tipo de
validacién se centra en reunir evidencias acerca de que el laboratorio esta en la
capacidad de cumplir con las especificaciones exigidas en la validacion primaria.
Normalmente, la validacion secundaria emplea formas seleccionadas y
simplificadas de los mismos procedimientos empleados en la validacién primaria,
aunque posiblemente se debe extender por un tiempo mayor. Las muestras
naturales constituyen el material de ensayo éptimo y el trabajo solo requiere
tratar el procedimiento dentro de los limites operacionales establecidos por la
validacion primaria (GTC 84, 2003).

3.2.4. Tipos de validacion.

3.2.4.1. Validacién prospectiva

Este tipo de validacion se basa en la informacion que se obtiene antes de
implementar el proceso de validacidn. Se realiza durante la etapa de ejecucion,
mediante un analisis de riesgos del proceso de produccién, que se decide en
pasos individuales, estos se evallan entonces a la luz de la experiencia para
determinar si podian conducir a situaciones criticas; se investigan posibles
causas y se determina la probabilidad de que suceda y su magnitud, se trazan
los planes de ensayo y se fijan las prioridades, a continuacion se efectlan y se
evallan los ensayos y se realiza una valoracion general; si los resultados son
aceptables al final, el proceso es satisfactorio. Los procesos no satisfactorios se
tienen que modificar y mejorar hasta que una nueva validacion demuestre su
caracter satisfactorio. Este tipo de validacion es importante para limitar el riesgo
de errores que se producen a escala de produccion (Cortes, 2002).

3.2.4.2. Validacion concurrente.

La informacién que es requerida en este tipo de validacion se obtiene en el
trascurso del mismo proceso. Es importante tener en cuenta el monitoreo
constante del proceso las variables criticas, para asi demostrar que el proceso
esta bajo control y el registro de datos sobre la marcha del proceso productivo.
Sin embargo, cada aproximacion trae sus caracteristicas y restricciones, y por lo
tanto, antes de ejecutar una validacion se debe evaluar el tipo de validacion a
escoger, esto con el fin de obtener mejor informacion sobre la seguridad y la
estabilidad del proceso (Garcia E, 2001).
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3.2.4.3 Validacién retrospectiva.

En este tipo de validacion se debe llevar a cabo una profunda revision y analisis
de la informacién histérica del proceso. Después de la recoleccion y hacer una
seleccion de la informacion, se determinara la reproducibilidad de dicho proceso.
Por consiguiente, para la obtencion de informacion no es 16 necesario ejecutar
ensayos analiticos, o supervision del proceso de manera rigurosa (Galeano N,
2007). Se requiere de una serie de pasos que estan inmersos en este tipo de
validacion, como la preparacion de un protocolo especifico, el reporte de los
resultados de los datos analizados. Dentro de este tipo de validacién se hace
necesario tener un control de los insumos, control de ambientes, equipos,
controles  microbioldgicos, métodos  analiticos,  procedimientos vy
especificaciones. Esta validacion se realiza para productos que se encuentran
en el comercio que conllevan a unas conclusiones y recomendaciones (Padilla
J, 2007).

3.2.4.4. Revalidacion.

Es la repeticién de un procedimiento de validacion o una parte del mismo. Esto
no significa que el programa original con el que se valido debe ser repetido. Se
aplica solo cuando se presenta cambio de uno de los componentes criticos de
formulacién, cambios o remplazos de una pieza critica en un equipo o sistema,
cambio de las locaciones, cambio en el tamafio del lote de fabricacién y por
produccion de unidades fuera de las especificaciones en los lotes consecutivos
recomendaciones. La revalidacion periodica se presenta cuando los procesos
experimentan cambios graduales, incluso si el personal capacitado trabaja
correctamente ejecutando los métodos establecidos. De manera similar el
desgaste del equipo puede ocasionar cambios graduales. Por ende, es
aconsejable realizar un proceso de revalidacion en interludios programados,
incluso si incluir cambios deliberados. Antes de decidir si implementar una
revalidacion, se debe realizar un examen de los datos historicos, es decir datos
que fueron producidos durante las pruebas del proceso de fabricacion y el
producto terminado efectuadas después de la validacion mas reciente, esto con
el objetivo de verificar si el proceso esta bajo control recomendaciones (Padilla
J, 2007).

3.2.5. Pardmetros analiticos del proceso de Validacion.

Los parametros de rendimiento se establecen de acuerdo a la categoria a la que
pertenece el método y siguiendo los requisitos exigidos por los diferentes
organismos internacionales que incluyen linealidad, intervalo de trabajo,
sensibilidad, limite de deteccidn, limite de cuantificacién, precision, repetitividad,
exactitud, reproducibilidad, robustez, incertidumbre, entre otros. Esta implicito
gue los estudios para determinar los parametros de rendimiento se llevan a cabo
mediante equipos que cumplan con las especificaciones, que estén funcionando
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correctamente y estén calibrados correctamente. Al igual las personas que
realizan el estudio deben ser idénea en el area de trabajo en estudio, debe contar
con el conocimiento adecuado respecto al trabajo, esto con el fin de que pueda
tomar decisiones correctas a partir de las observaciones realizadas a medida
gue transcurra el estudio (Otalora A, Ortiz J, et al., 2005).

3.2.5.1 Limite de deteccidn.

Es la concentracién minima del analito que puede ser detectado en una matriz,
pero no necesariamente cuantificada, bajo condiciones analiticas especificas. El
limite de deteccidn es un numero, expresado en unidades de concentracién que
describe el mas bajo nivel de cantidad de una sustancia que puede determinarse
como estadisticamente diferente del blanco (Otalora A, Ortiz J, et al., 2005).

3.2.5.2. Limite de cuantificacion.
Es la menor concentracion real a la cual el analito es detectado con confiabilidad,
bajo condiciones especificas (Velandia J, 2008).

3.2.5.3. 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 normatividades internacionales. Usualmente, la exactitud se
expresa como el porcentaje de recuperacion de los microorganismos mediante
el método de validacion (Velandia J, 2008).

3.2.5.4. Especificidad.

Capacidad de un método para diferenciar especificamente el compuesto de
interés, analito/parametro, en presencia de otros componentes que se
encuentren en la muestra. La especificidad puede ser afectada por la presencia
de interferentes, estos componentes pueden ser precursores de las sintesis o
subproductos de la misma, impurezas, excipientes o productos de degradacion
(Velandia J, 2008). Por otro lado, también se puede definir como la fraccion de
la cantidad total de células o colonias correctamente asignada en la presunta
inspeccion (GTC 84, 2003).

3.2.5.5. 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 (Velandia J, 2008).
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3.2.5.6. Precision.

Grado de correlacion 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 (Velandia J, 2008).

3.2.5.7. Robustez.

Disposicion 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 informaciéon de su confiabilidad en condiciones de uso
estandarizadas (GTC 84, 2003).

La validacion de métodos analiticos para ensayos quimicos sigue parametros
bien establecidos. La Validacion de métodos microbiolégicos comparte algunas
de las mismas preocupaciones, aunque debe tenerse en cuenta la naturaleza
Unica de ensayos microbiolégicos. En la Tabla 1 se describe los parametros
estadisticos que se requieren en un estudio de verificacion.

Tabla 1. Parametros de validacion por tipo de prueba microbioldgica.

e Exactitud

e Presicion

e Especificidad

e Resistencia

e Sensibilidad

e Especificidad

e Exactitud relativa

o Tasa falso positivos

Parametros Cualitativos o Tasa falsos negativos

o Eficiencia

o Selectividad

e Concordancia estadistica
para metodos cualitativos

Parametros Cuantitativos

Tabla 2.Expresiones de Parametros de validaciéon y su célculo.

Sensibilidad = VP
ensiotiiiaa _VP+FN
Sensibilidad
E d %  Sensibilidad % = vP x 100
xpresado como %  Sensibilidad % = F——
Especificidad Especificidad = —N
P specificida = VN TP
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N
0 i o=
Expresado como %  Especificidad % VN TP 100
Exactitud . . VP + VN
relativa Exactitud relativa = VP T FP L VN T FN x 100
T l iti __tP =1-E ificidad
asa falsos positivos = P EVP specificida
Tasa falso
0,
positivos Expresado en % ep
L L _ _ —
Falsos positivos % FP L VP 100 = 100 — Sensibilidad

Tasa falsos T I . _FN

negativos asa falsos negativos = N T VN

- . . . VP + VN
Eficiencia EflClenCla e
- VP + FP
Selectividad Selectividad = Log [g]
Concordancia INDICE DE CONCORDANCIA KAPPA:
estadistica para

metodos KAPPA =2 (VP XVN — FN X FP)/[(VP + FP)(FP + VN) + (VP

cualitativos + FN(FN + VN)]

3.2.6. Técnicas para la validacion
Para la validacion es conveniente utilizar una o varias de las técnicas siguientes
para la determinacion del desempefio de un método:

v Contaminacion de muestras artificialmente. La validacion de métodos
microbiolégicos debe ser reflejo de las condiciones de ensayo reales. Esto
se puede conseguir utilizando muestras contaminadas naturalmente o
muestras contaminadas o fortificadas a un determinado nivel. En general,
el proceso consiste en la preparacion de una muestra agregando el
material interferente a una muestra real que contenga el material a
ensayar. Una segunda alicuota de la muestra original se diluye con un
solvente, y ambas se analizan determindndose la diferencia entre ambas.

v/ Uso de materiales de referencia o materiales de referencia certificados.
Esta alternativa tiene algunos inconvenientes como el elevado coste
econdmico, la posibilidad y facilidad de encontrar un material de referencia
suficientemente representativo de la muestra a validar.
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v/ Comparacion de resultados obtenidos con otros métodos alternativos. Se
analizan muestras de pacientes por el método en estudio y otro método
de comparacion, luego se estima el error sistematico basandose en las
diferencias observadas entre ambos métodos. El método de comparacion
deberia ser, en la medida de lo posible, el de referencia (gold standard).

v/ Comparaciones Inter laboratorios (validacion por pares de valores). La
validacion por pares de valores es aplicable cuando no es posible utilizar
ninguno de los métodos anteriores, es decir, no es posible realizar
contaminacion artificial de las muestras, no se puede disponer de
muestras de valor de referencia estable, o cuando siéndolo no se
disponga de cantidad suficiente. Esta sistematica se basa en la utilizacién
de resultados de intercomparaciones en las que haya participado el
laboratorio, y utilizar estos datos como valores de referencia.

3.3. ANTECEDENTES

Cuando se habla de productos farmacéuticos, la calidad de estos es una
caracteristica que debe ser comprobada con procedimientos fiables y seguros,
esto con la finalidad de cumplir con la legislacion farmaceéutica actual y
exigencias farmacopeicas y para ofrecer a los clientes productos eficaces y con
una alta calidad. Por esta razén la industria farmacéutica ha ido estableciendo,
enriqueciendo tecnologias y metodologias que logren garantizar la calidad. Es
aqui donde radica la importancia de la verificacién de cualquier proceso que se
vaya a realizar y se transforma en indispensable para el aseguramiento de la
calidad.

Laboratorio LABFARVE cuenta con un Departamento de Aseguramiento de la
Calidad que cumple con los requisitos y normas establecidas por la legislacion
vigente y los entes reguladores. Los procesos de fabricacion estan basados en
las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) para garantizar la calidad y
pureza de todos los productos.

Ademas, se cuenta con personal profesional y técnico competente que verifica y
controla todas las fases de produccién, desde la llegada de las materias primas
como planta fresca, proveniente de cultivos organicos certificados, hasta el
proceso de fabricacién y la entrega del producto terminado, incluyendo en el
proceso los andlisis fisico-quimicos, microbiologicos y los estudios de
cromatografia requeridos, la supervision del envasado, el etiquetado y el
almacenamiento y resguardo de los productos en Bodega.
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Para Laboratorio LABFARVE la calidad es el valor mas importante y es el que lo
distingue de la competencia ya que les asegura a los clientes que estan
recibiendo un producto de la mas alta calidad y pureza.

La industria farmacéutica es, a nivel mundial, una de las industrias que se
encuentran en constante desarrollo y que se rige por normas nacionales e
internacionales en actividades de manufactura y de control de procesos. Segun
la ley solo se podra inscribir o reinscribir en el Registro Sanitario de
medicamentos las férmulas farmacéuticas sefialadas en determinadas obras, en
sus Uultimas ediciones y suplementos entre ellas se encuentra “United States
Pharmacopea” (USP 40), en la cual se sefala que las empresas farmacéuticas
deben implementar métodos de control para el proceso de produccion, acorde
con los requerimientos internacionales actuales, los cuales tienen que pasar por
un proceso de validacion, definida como la confirmacion mediante el suministro
de evidencias objetivas de que se han cumplido los requisitos para una utilizacién
o aplicacion especifica prevista, demostrando la fiabilidad del método, requisito
primordial cuando deseamos obtener resultados técnicamente validos, exactos
y confiables (L&S Consultores, 2003). Cuando se toma un método normalizado,
éste ya se encuentra validado, pero es necesario realizar una validaciéon
secundaria cuyo proposito es establecer que el método satisfaga realmente las
necesidades del laboratorio (Sueros G, 2013).
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4. METODOLOGIA

4.1. MATRIZ DE SELECCION DE PRODUCTOS PARA VERIFICACION DE
METODOLOGIAS MICROBIOLOGICAS

Para la verificacion de las metodologias microbiologicas se seleccionaron
diferentes productos de la linea de Fitoterapéuticos elaborados en laboratorios
LABFARVE segun la matriz de seleccién establecida. Se seleccionaron aquellos
productos con mayor ponderacion.

Se tuvo en cuenta los siguientes pardmetros:
1. Frecuencia de fabricacion de los lotes de cada producto en un afio.
2. pH producto terminado.

3. Recuento microbiolégico para Aerobios Meséfilos y Mohos y Levaduras
(Expresado en Unidades logaritmicas).

Para dichos parametros se establecié una escala de 1 a 3 en frecuencia, pH 'y
recuentos microbiol6gicos con los siguientes criterios:

Table 3. Pardmetros establecidos para la matriz de producto.

1 0 -5 Lotes cada afio
Frecuencia 2 6 - 11 Lotes cada afio
3 12 - 18 Lotes cada afo
1 9,1 - 11 Basico
pH 2 6,6 - 9 Neutro
3 4 - 6 Acido
Recuentos 1 3,30 - 3,47
microbioldgicos para 5 3,0-3,29
Aerobios Mesofilos y
Mohos y Levaduras 3 1-2,99

4.2. EQUIPOS DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

Durante el procedimiento de verificacion de las metodologias microbiologicas se
tuvo encuenta que los equipos hacer utilizados durante el proceso contaran con
los certificados de calificacion de instalacion, calibracion, calificacion de
desempefio y calificacion operacional cumpliendo con el cronograma
establecido por la empresa en el documento FO-A05-A052-3 LABFARVE
CRONOGRAMA DE MANTENIMIENTOS PREVENTIVOS DE MAQUINAS Y
EQUIPOS CONTROL DE CALIDAD MICROBIOLOGIA.
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Tabla 4. Cadigos de los Equipos del Laboratorio de Microbiologia.

CODIGO

381

404
405
406

407
408
409

410

411

412
414
415
419
421
423

429

435
436

682
460
467

679
634

638
663
664

MAQUINA/EQUIPO

Sistema de aire ambiente
microbiologia

Cadmara de estabilidad a largo
plazo

Céamara de estabilidad acelerada
Nevera LG

Nevera Challenger
Incubadora Binder bacterias 35 °C
Incubadora BINDER 42°C

Autoclave Sterilof

Autoclave All American

Cabina de bioseguridad
Pipeteador electrénico

Bafio maria

Cabina de extraccion de vapores
Termometro digital tepcel

Micropipeta Brand P1000

Incubadora Binder Mohos vy
Levaduras 25 °C

Microscopio

Cuenta colonias

Horno de secado BINDER
Balanza digital 2100 g B0O03
Balanza triple brazo 087

Agitador Vortex
Bafio seroldgico
Bafio serolégico

Cabina de flujo laminar
Plancha de calentamiento

Micropipeta brand P100

UBICACION
Piso técnico Microbiologia

Area Cabinas de estabilidad

Area Cabinas de estabilidad

Area Preparacion de medios de
cultivo

Area Manejo de sepas
Area Incubacion y lectura

Area Incubacion y Lectura

Area Preparacion de medios de
cultivo

Area Esterilizacion y lavado de
material de desecho

Area Manejo de Cepas
Area Analisi de muestras
Area Cepas

Area Andlisis de muestras
Area Incubacion y lectura

Area Andlisis de muestras
Area Incubacion y lectura

Area Incubacion y lectura

Area Incubacion y lectura

Area Preparacion de medios de
cultivo

Area Andlisis de muestras

Area Preparacion de medios de
cultivo

Area Manejo de Cepas
Area Andlisis de muestras
Area Manejo Cepas

Area Andlisis de muestras

Area Preparacion de medios de
cultivo

Area Cepas
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4.3. CONTROLES DEL LABORATORIO

4.3.1. Control microbiolégico de ambientes

Teniendo encuenta que el laboratorio de Microbiologia cuenta con é&reas tipo C
y tipo B, los controles de ambientes se desarrollaron teniento encuenta el
instructivo IN-O10-33 ANALISIS MICROBIOLOGICO DEL AMBIENTE O AIRE
DEL PROCESO. Mediante la técnica de sedimentacion en placa, se colocaron
cajas de Petri con medios TSA Medio para Aerobios Mesdfilos, Medio Sabouraud
para Mohos y Levaduras, en las siguientes Areas:

e Area de Cepas

e Area de Analisis de Muestras

e Area de Incubacion y lectura

e Area de de Esterilizacion y lavado del material de desecho
e Area de Preparacion de Medios

e Area de de Oficina

e Areade Aseo

e Area de Insumos

e Area Muestreoteca

Los medios fueron expuestos por un tiempo de 4 horas y posteriormente se
incubaron a 37°C por 72 horas para el recuento de Aerobios Mesofilos y para el
recuento de Mohos y Levaduras 5 dias a temperatura 22°C. Estos controles se
realizaron una vez por semana Yy los resultados se registraron en el formato FO-
010-343 RECUENTO MICROBIOLOGICO DE LOS AMBIENTES DE LA
PLANTA DE PRODUCCION DE FITOTERAPEUTICOS UNA VEZ A LA
SEMANA.

4.3.2. Control microbiolégico de las superficies

El control microbiologcio se realiz6 teniendo encuenta el instructivo IN-O10-42
ANALISIS MICROBIOLOGICO DE EQUIPOS Y DE SUPERFICIES DEL
PROCESO en el cual se establece la técnica de hisopado en un diametro de 25
cm? en 10mL utilizando Caldo Base de Caseina Lecitina Polisorbato como
diluyente, se hizo un barrido a un area delimitada de 100 cm? en las areas
anteriormente mencionados. Se realizo recuentos de Aerobios Mesofilos Agar
TSA tiempo de incubacion 72 horas temperatura 30°C - 35°C, Recuento de
Coliformes Totales y Coliformes Fecales en Agar VRA con MUG tiempo de
incubacion 72 horas temperatura 30°C — 35°C y Recuento de Mohos y Levaduras
Agar Sabouraud tiempo de incubacién 5 dias temperatura 20°C - 25°C. Los
analisis se realizaron una vez por semana y los resultados se registraron en el
formato FO-010-297 RECUENTO MICROBIOLOGICO DE LAS SUPERFICIES
DE LA PLANTA DE PRODUCCION DE FITOTERAPEUTICOS.
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4.3.3. Control de humedad y temperatura

Los controles de humedad y temperatura se tomaron teniendo encuenta el
instructivo IN-E20-E201-11 CONDICIONES AMBIENTALES EN AREAS DE
PRODUCCION, ACONDICIONAMIENTO, CODIFICADO, BODEGAS Y
CONTROL DE CALIDAD. La diferentes areas del Laboratorio de microbiologia
cuentan con Higrometros marca BRIXCO, estas mediciones se registraron 2
veces al dias mafana y tarde en el formato de FO-E20-1 CONTROL DE
HUMEDAD Y TEMPERATURA.

4.3.4. Control de limpieza y desinfeccidn de areas y equipos

La limpieza y desinfeccion de las diferentes areas y equipos del laboratorio se
desarrollo teneindo encuenta los establecido en el instructivo IN-O10-20
LIMPIEZA Y DESINFECCION DE LAS AREAS Y EQUIPOS DEL
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA. El detergente y los desinfectantes
utlizados en el laboratorio son: el Extran al 3% para equipos y Extran 1.5% al
para el material de vidrio y alcohol y Glutfar Plus como desinfectantes; los
desinfectantes utilizados para las areas son el Hipoclorito de Sodio al 0.1% y el
Quiruger Plus. Estas actividades fueron registradas en el formato de FO-O10-
288 CONTROL DE LIMPIEZA Y DESINFECCION DE LAS AREAS,
SUPERFICIES Y EQUIPOS DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA.
Despues de realizada la limpieza y desinfeccion de las cabinas se aplico Luz
Ultravioleta, este proceidmiento se registro en el formato FO-O10-348
REGISTRO DE LAMPARA LUZ ULTRA VIOLETA DE LAS CABINAS DE
MICROBIOLOGIA.

4.3.5. Control de preparacion de medios de cultivo

Para la preparacion de medios de cultivo se tuvo encuenta el proceidmiento
establecido en el instructivo IN-O10-15 PREPARACION Y ALMACENAMIENTO
DE LOS MEDIOS DE CULTIVO USADOS EN EL LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA. Los datos de la preparacion se registraron en el formato FO-
010-245 REGISTRO, PREPARACION Y CONTROL DE MEDIOS DE CULTIVO
EN EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA.

4.3.6. Control de temperaturas de los equipos de microbiologia

Se realizé el control de las temperaturas teniendo encuenta el procedimiento
establecido en el instructivo IN-A05-A052-12 CUIDADOS Y MANEJO DEL
TERMOMETRO DIGITAL TEPCEL de todos los equipos que se registran en la
Tabla 4 y que en su defecto lo requieren. Las temperaturas se registraron en los
siguientes formatos:

e FO-E20-16 REGISTRO DE TEMPERATURAS DE LA INCUBADORA
BINDER HONGOS Y LEVADURAS 25°C, FO-E20-17 REGISTRO DE
TEMPERATURAS NEVERA REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO

e IN-E20-18 REGISTRO Y CONTROL DE LAS TEMPERATURAS DE LOS
EQUIPOS DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
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e FO-E20-20 REGISTRO DE TEMPERATURAS DE LA INCUBADORA
MEMMERT

e FO-E20-19 REGISTRO DE TEMPERATURAS NEVERA CEPARIO

e FO-E20-21 REGISTRO DE TEMPERATURAS DE LA INCUBADORA
BINDER BACTERIAS 35 °C

e FO-E20-32 REGISTRO DE TEMPERATURAS NEVERA
(CONGELADOR) CEPARIO.

4.3.7. Control de residuos de detergente y lavado y esterilizacion del
material de vidrio

Durante el proceso de verificacion de los métodos microbiolégicos se tuvo en
cuenta los controles de residuos de detergente segun el procedimiento
establecido en el instructivo IN-O10-18 LAVADO Y DESINFECCION DEL
MATERIAL DE LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA, el control de lavado y
esterilizacibn segun los establecido en el instructivo IN-O10-17
ESTERILIZACION DEL MATERIAL LIMPIO DEL LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA. Los resultados de residuos de detergente se registraron en
el formato de FO-010-246 CONTROL DE VERIFICACION CUALITATIVA DE
RESIDUOS DE DETERGENTE EN EL MATERIAL DE VIDRIO vy los resultados
de la verificacion de los ciclos de esterilizacion se registraron en el formato FO-
010-392 VERIFICACION DE ESTERILIZACION.

4.3.8. Control durante la siembra

Durante los diferentes analisis realizados se llevé acabo el control microbiol6gico
del ambiente de la cabina de Bioseguridad, los controles realizados
corresponden al recuento de aerobios Mesdfilos y el recuento de Mohos y
Levaduras, los resultados se registraron en el formato FO-010-187 CONTROL
MICROBIOLOGICO DURANTE LA SIEMBRA DE LAS MUESTRAS.
Adicionalmente se realiz6 el control de los medios de cultivo preparados para ser
utilizados en los diferentes andlisis, los resultados se registraron en el formato
FO-010-186 CONTROL MICROBIOLOGICO DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
PARA EL ANALISIS DE LAS MUESTRAS.

4.4. METODOLOGIAS ESTABLECIDAS PARA EL ANALISIS RUTINARIO DE
MATERIAS PRIMAS, MATERIAS PRIMAS VEGETALES, MATERIAL DE
ENVASE Y EMPAQUE Y PRODUCTO TERMINADO EN EL LABORATORIO
DE MICROBIOLOGIA.

Teniendo en cuenta que los medios de cultivo que van hacer utilizados deben
estar previamente aprobados, por ende, se realiz6 las pruebas de promocién de
crecimiento de los medios de cultivo.
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4.4.1. Promocion de crecimiento de los medios de cultivo

Los medios de cultivos deshidratados que se utilizaron durante el proceso de
verificacion de los métodos microbiolégicos fueron previamente sometidos a las
pruebas de promocién de crecimiento segun el instructivo IN-O10-48
PROCEDIMIENTO PARA EVALUAR LA EFECTIVIDAD DE LOS MEDIOS DE
CULTIVO DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA y los datos se registraron
en los formatos FO-O10-250 PRUEBAS DE PROMOCION DE CRECIMIENTO
DE LOS MEDIOS DE CULTIVO y FO-010-251 RESULTADOS PRUEBAS
INDICADORA E INHIBITORIA DE LOS MEDIOS DE CULTIVO. Una vez
cumplieron con los parametros establecidos para su posterior uso se
identificaron con el rotulo FO-O10-243 ROTULO DE CERTIFICADO DE
ANALISIS DEL MEDIO DE CULTIVO.

Tabla 5. Medios de Cultivo Deshidratados.

MEDIOS DE CULTIVO MICROORGANISMO LOTE MARCA

Salmonella enterica subsp.
Entérica serovar typhimurium
ATCC® 14028. 10 - 100 UFC x 0.1
mL.
Staphylococcus aureus subsp.
Aureus. 10 — 100 UFC x 0.1 mL.
ATCC® 6538. 10 — 100 UFC x 0.1

mL.
. Bacillus subtilis subsp spizizenii
Cellile 2o 0 Sl ATCC® 6633. 10 — 100 UFC x 0.1 106668 SCHARLAU
Lecitina Polisorbato mL

Pseudomonas aureginosa ATCC®
9027. 10 — 100 UFC x 0.1 mL.
Candida albicans
ATCC® 10231. 10 - 100 UFC x 0.1
mL.

Aspergillus brasilensis ATCC®
16404. 10 — 100 UFC x 0.1 mL.

Salmonella enterica subsp.
Entérica serovar typhimurium
ATCC® 14028. 10 - 100 UFC x 0.1
mL.
Staphylococcus aureus subsp.
Aureus. 10 — 100 UFC x 0.1 mL.
ATCC® 6538. 10 — 100 UFC x 0.1
mL.

Bacillus subtilis subsp spizizenii
Caldo Tripticasa de Soya ATCC® 6633. 10 — 100 UFC x 0.1 106909 SCHARLAU
mL.

Pseudomonas aureginosa ATCC®
9027. 10 — 100 UFC x 0.1 mL.
Candida albicans
ATCC® 10231. 10 - 100 UFC x 0.1
mL.

Aspergillus brasilensis ATCC®
16404. 10 — 100 UFC x 0.1 mL.

Salmonella enterica subsp.
Entérica serovar typhimurium
ATCC® 14028.

10 - 100 UFC x 0.1 mL.

Caldo Rappaport Vassiliadis 106645 SCHARLAU
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Escherichia coli ATCC® 8739. 10 —
Caldo MacConkey 100 UEC x 0.1 mL. 975106 REMEL
Bacillus subtilis subsp spizizenii
Agar Tripticasa de Soya ATCC® 6633. 2207249 OXOID
10 - 100 UFC x 0.1 mL
Aspergillus brasilensis ATCC®
Agar Sabouraud 16404. 2216269 OXOID
10 - 100 UFC x 0.1 mL.
Escherichia coli ATCC® 8739. 10 —
Agar VRBA con MUG 100 UEC x 0.1 mL. 2285698 OXOID
Staphylococcus aureus subsp.
Agar Salado Manitol aureus 2196048 OXOID
ATCC® 6538.
10 — 100 UFC x 0.1 mL
Pseudomonas aureginosa
Agar Cetrimide ATCC® 9027. 2216119 OXOID
10 - 100 UFC x 0.1 mL
Salmonella enterica subsp.
Entérica serovar typhimurium
ATCC® 14028.
10 — 100 UFC x 0.1 mL.

Agar XLD 1928721 OXOID

4.5. CEPAS CUANTIFICABLES DE REFERENCIA

Para la verificacion de las metodologias microbiolégicoas se emplearon cepas
cuantificables de referencia EZ-Accu Shot™ que son preparaciones enumeradas
liofilizadas. Cuando se procesan segun las instrucciones, estas preparaciones
proporcionan una concentracién de provocaciéon de entre 10 y 100 UFC por cada
0,1 ml en medios. Estas preparaciones de microorganismos son trazables a la
Colecciébn Americana de Cultivos Tipo (American Type Culture Collection,
ATCC®).

4.5.1. Procedimiento de uso de cepas EZ-ACCU SHOT(™)

La cepas EZ-ACCU SHOT(™) se manipularon segun lo establecido en el manual
MA-O10-1 MANUAL DEL MANEJO DE CEPAS EZ-ACCU SHOTM™
MICROBIOLOGICS DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA. Se tuvo en
cuenta los diferentes controles establecidos en el registro FO-010-248
REGISTRO DE CONTROL DE VIABILIDAD DE CEPAS DE TRABAJO
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA, FO-010-247CONTROL DE CEPAS DE
REFERENCIA, FO-010-249 REGISTRO DE CONTROL DE CEPAS DE
TRABAJO LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA.

Los kits de EZ-ACCU SHOT™ incluyen: 5 frascos de un solo microorganismo
enumerado (1 granulo liofilizado por frasco), 5 frascos de liquido hidratante (de
1,2 ml cada uno) y un certificado de ensayo desprendible.
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Figura 1. Activacion de cepas cuantificables.

1. Retire del almacenamiento refrigerado 1 frasco de liquido hidratante
y 1 bolsa de papel aluminio con el granulo liolizado. Antes de abrir el
frasco de liquido hidratante y la bolsa de aluminio, espere
aproximadamente 30 minutos hasta que los materiales alcancen la
temperatura ambiente.

2. Abra la bolsa de papel aluminio y retire el frasco con un granulo
liolizado.

3. Retire la tapa del frasco con el granulo y la del frasco de liquido
hidratante. Con una pinza, transera 1 granulo al frasco de liquido
hidratante de 1,2 ml. Se debe utilizar solo un granulo para obtener una
concentracién de provocacién de entre 10 y 100 CFU por cada 0,1 ml
en medios no selectivos. Vuelva a tapar el frasco de liquido hidratante
inmediatamente.

4. Agite el material hidratado con un agitador vortex hasta que el
grénulo se disuelva completamente y la suspension sea homogénea.

5. Con una pipeta estéril, transera 0,1 ml de la suspension hidratada
al material que se sometera a la provocacién (la suspension contiene
entre 10 y 100 CFU por cada 0,1 ml). Nota: la suspension restante
puede refrigerarse y utilizarse dentro de las 8 horas, excepto los
productos con nimero de catalogo 0484A, que deben utilizarse dentro
de los 30 minutos. Someta la suspension al ensayo inmediatamente
después retirarla del refrigerador.

A
T b
C
£
|

6.Avance con el procedimiento de provocacion segun el protocolo del laboratorio. Si planea volver
a utilizar la suspension, refrigérela a una temperatura de entre 2 °C y 8 °C. Deseche cualquier
material hidratado restante segun el protocolo del laboratorio para la eliminacion de materiales

de riesgo bioldgico.
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Tabla 6. Cepas que se utilizaron en las Verificacion de los métodos Microbioldgicos.

REFERENCIA DESCRIPCION DE PRODUCTO MARCA

Staphylococcus aureus subsp. aureus
ATCC® 6538. MICROBIOLOGICS

oo of o of o

a
0485 10— 100 UFC x 0.1 mL.
Escherichia coli ATCC® 8739. 10 — 100
04832 UEC x 0.1 mL. MICROBIOLOGICS
Pseudomonas aureginosa
04842 ATCC® 9027. MICROBIOLOGICS
10 - 100 UFC x 0.1 mL.
Candida albicans
04432 ATCC® 10231. MICROBIOLOGICS
10 - 100 UFC x 0.1 mL.
Aspergillus brasilensis ATCC® 16404.
03922 10 - 100 UFC x 0.1 mL. MICROBIOLOGICS
Salmonella enterica subsp. Entérica
03632 serovar typhimurium ATCC® 14028. MICROBIOLOGICS
10 - 100 UFC x 0.1 mL.
Bacillus subtilis subsp spizizenii ATCC®
04832 6633. MICROBIOLOGICS

10 - 100 UFC x 0.1 mL.

4.6. PREPARACION Y DILUCION DE LA MUESTRA

Para la dilucion de las muestras a analizar se utilizo el procedimiento establecido
por el laboratorio IN-O10-39 PREPARACION Y DILUCION DE LA MUESTRA, la
preparacion de las muestras depende de las caracteristicas fisicas del producto
a examinar.

4.6.1. Productos solubles en agua:

Se prepard una dilucion de 1 en 10 del producto a examinar en solucién
amortiguadora de Cloruro de Sodio- Peptona de pH 7,0, en solucién
amortiguadora de fosfato de pH 7,2 o en el caldo digerido de Caseina y Soja. Se
ajusto a un pH de 6 a 8.

4.6.2. Productos no grasos insolubles en agua:

Se suspendi6 el producto a analizar (Por lo general se prepara una dilucion 1 en
10) en solucion amortiguadora de Cloruro de Sodio — peptona de pH 7,0 en
solucion amortiguadora de Fosfato de pH 7,2 o en caldo digerido de caseina y
soja. Se puede afiadir un agente tensoactivo, tal como 1 g por L de polisorbato
20, para favorecer la suspension de sustancias poco humectables. Si fuera
necesario, ajustar a un pH de 6 a 8. Prepara diluciones adicionales, con el mismo
diluyente, si fuera necesario.
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4.6.3. Productos Grasos:

Se disolvio el producto a examinar en Miristato de Isopropilo esterilizado por
filtracion o mezclarlo con la cantidad minima necesaria de polisorbato 20
esterilizado por filtracion o mezclarlo con la cantidad minima necesaria de
polisorbato 20 estéril u otro reactivo tensoactivo estéril no inhibitorio que se
calienta, si fuera necesario, a no mas de 40°C o, en caso excepcionales, a no
mas de 45°C. Se mezclé cuidadosamente y se mantuvo la temperatura en bafio
de agua.

4.7. EXAMEN MICROBIOLOGICO DE PRODUCTOS NO ESTERILES:
PRUEBAS DE MICROORGANISMOS ESPECIFICOS.

Para realizar las pruebas de los microorganismos especificos en productos no
esteriles se emplearon las metodologias establecidas en USP 38.

4.7.1 Método recuento de Aerobios Mesofilos
El procedimiento se encuentra establecido en el instructivo IN-O10-34
RECUENTO DE AEROBIOS MESOFILOS.

Procedimiento

e Se prepar6 la muestra y las diluciones de los homogenizados tal como se
describe en el procedimiento IN-O10-39 PREPARACION Y DILUCION DE
LA MUESTRA.
Se transfirié 1 mL de la dilucion en profundidad en una caja de Petri estéril.
Se verti6 en la caja de Petri de 15 a 20 mL de Agar Tripticasa de Soya,
fundido y mantenido a 45°C.
Se mezclo el inoculo con el medio de cultivo servido.
Se sirvié un control de esterilidad del medio de cultivo incubando una caja
gue contenia Agar Tripticasa de Soya.

e Se invirtio las placas e incubd a 30°C - 35°C durante un periodo de 3 a 5
dias.

Lectura de resultados

e Se contaron las colonias por caja y se multiplicé por el factor de dilucion
segun el procedimiento de Recuentos de Microorganismos IN-O10-14
RECUENTO DE MICROORGANISMOS.

e Se registré los resultados de los analisis de las muestras en el formato
FO-010-181 REGISTRO DE MUESTRAS.

e Se regqistro los resultados de los controles negativos en el formato de
Registro de Preparacion y Control de Medios de cultivo FO-010-245
REGISTRO, PREPARACION Y CONTROL DE MEDIOS DE CULTIVO
EN EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA y los ambientes de la
cabina de Flujo Laminar durante la siembra en el formato FO-O10-187
CONTROL MICROBIOLOGICO DURANTE LA SIEMBRA DE LAS
MUESTRAS.
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4.7.2.

Método recuento en placa de Coliformes Totales y/o Escherichia coli.

EL procedimiento se encuentra establecido en el instructivo IN-O10-36
RECUENTO EN PLACA DE COLIFORMES TOTALES Y/O Escherichia coli.

Procedimiento

Se prepar6 Agar VRBA con MUG como indica la Tabla FO-010-324
PREPARACION AGAR VRBA MUG (MARCA: OXOID)

Se prepar6 la muestra segun el procedimiento IN-O10-39
PREPARACION Y DILUCION DE LA MUESTRA teniendo en cuenta el
tipo de producto.

Se transfirio de 1 mL de la dilucién a una caja de Petri. Se aconseja
realizar varias diluciones en los casos en que no se conozca previamente
el nimero aproximado de microorganismos presentes en el producto.
Inmediatamente se vertié en la caja de Petri, de 15mL a 20mL de Agar
VRBA con MUG, mantenido de 45°C.

Se mezclé el inéculo con el Agar girando las cajas con movimientos de
vaivén.

Se sirvié un control de esterilidad del medio de cultivo incubando una caja
gue contenia Agar VRBA con MUG.

Una vez solidificado el medio de cultivo, se invirtieron las cajas e
incubaron a 35°C por 48 Horas.

Lectura y calculo de los recuentos

Transcurrido el tiempo de incubacion se identifico las colonias que
correspondian al crecimiento caracteristico de Coliformes Totales y E. coli
teniendo en cuenta el fundamento del medio y utilizando la LAmpara de
Luz Ultra Violeta a 366 nm; se contaron las colonias por caja y se
multiplicaron por el factor de dilucién.

Segun el indicador del medio de cultivo en el agar VRBA con MUG, las
colonias se observan asi:

Coliformes: color violeta con precipitado.
E. coli: color violeta con produccioén de fluorescencia a la luz ultravioleta.

Se expresaron los resultados tal como se indica en el procedimiento de
recuentos de microorganismos IN-O10-14 RECUENTO DE
MICROORGANISMOS.

Se registro los resultados de los analisis de las muestras en el formato de
registro de muestras FO-010-181 REGISTRO DE MUESTRAS.

Se registrd los resultados de los controles negativos en el formato de
Registro de Preparacion y Control de Medios de cultivo FO-010-245
REGISTRO, PREPARACION Y CONTROL DE MEDIOS DE CULTIVO EN
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EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA y los ambientes de la cabina
de bioseguridad durante la siembra en el formato FO-O10-187 CONTROL
MICROBIOLOGICO durante la siembra de las muestras.

e Una vez finalizado el recuento, se deposito en bolsas plasticas las placas
para enviar a esterilizacion.

4.7.3. Determinacién de Salmonella spp. por el método tradicional IN-O10-
16

EL procedimiento se encuentra establecido en el instructivo IN-O10-16
DETERMINACION DE Salmonella spp. POR EL METODO TRADICIONAL

Procedimiento

El aislamiento de Salmonella spp. incluye cuatro etapas fundamentales:

Enriguecimiento no selectivo

e Se preparo la muestra en frascos que contengan 90 mL de Caldo base
Caseina Lecitina Polisorbato tal como se describe en el Procedimiento IN-
010-39 PREPARACION Y DILUCION DE LA MUESTRA, homogenizar la
solucion.

e Se transfiri6 10 mL de Caldo base caseina de Lecitina y Polisorbato a 90
mL de Caldo Tripticasa de Soya e Incubé a 35°C por 24 horas.

Enriguecimiento selectivo

e Se transfiridé por duplicado 0.1 mL del cultivo obtenido del enriquecimiento
no selectivo en 10 mL de Caldo Rappaport Vassiliadis, por duplicado. Se
incubd a 35°C por 18 - 24 horas.

Siembra en placas de agar selectivo y diferencial

e Se preparo las placas de Petri con Agar Cetrimide segun la tabla FO-O10-
321 PREPARACION AGAR XLD MARCA SCHARLAU se dej6 solidificar
y secar la superficie de las placas. (No usar las placas con la superficie
hameda porque no se permite el crecimiento de colonias definidas se
diseminan).

e Se transfirié por duplicado con la ayuda de una micropipeta 0.1 mL de
Caldo Rappaport Vassidialis a las placas de Agar XLD y se realizé siembra
masiva empleando Asas de Hockey estériles. Se incubd una caja de Petri
del medio sin inocular en las condiciones de tiempo y temperatura
respectiva, para realizar el control negativo del medio.

e Se invirtieron las placas e incubaron a de 30°C a 35°C durante 18 a 72
horas.
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Tincién de Gram

e Se repicO la colonia de crecimiento caracteristico en Agar Tripticasa de
Soya e incubd a 30°C a 35°C por 24 a 48 horas para obtener un cultivo
puro.

e Se realizé la tincibn de Gram segun el instructivo IN-O10-41 para
determinar la morfologia y coloracion.

Lectura de resultados

e El crecimiento de Colonias de color rojo redondas, de diferente tamafio,
brillantes con o sin un precipitado negro, con viraje del medio a un rosado
intenso, indica la presencia presuntiva de Salmonella spp.

e Si el crecimiento es caracteristico y en la tincion de Gram se observan
bacilos Gram negativos, se debe repicar la colonia en Agar Tripticasa de
Soya e incubar a 30°C a 35°C por 24 a 48 horas para obtener un cultivo
puro y enviar al laboratorio externo calificado para identificacion.

e Se reportara como Presencia o Ausencia en el formato FO-010-181
REGISTRO DE MUESTRAS

4.7.4. Recuento de Mohos y Levaduras IN-O10-35

Procedimiento

e Se prepard la muestra y las diluciones de los homogenizados tal como se
ha descrito en el Procedimiento IN-O10-39 PREPARACION Y DILUCION
DE LA MUESTRA.

Se transfirié 1 mL de la dilucién en profundidad en una caja de Petri estéril.
Se vertié en la caja de Petri de 15 a 20 mL de Agar Sabouraud fundido y
mantenido a 45°C.

e Se mezcld el inoculo con el medio de cultivo servido. No debe transcurrir
mas de 20 minutos entre la realizacion de la dilucion y el vertido del medio.

e Una vez solidificado el medio de cultivo, se invirtié las placas y se incubd
de 20°C a 25°C durante 5 a 7 dias.

Lectura de resultados

e Transcurrido el tiempo de incubacion se contaron las colonias por caja y
se multiplicaron por el factor de dilucion.

e Se registro los resultados de los analisis de las muestras en el formato de
registro de muestras FO-010-181 REGISTRO DE MUESTRAS.

e Se registré los resultados de los controles negativos del medio en el
formato de Registro de Preparacion y Control de Medios de cultivo FO-
010-245 REGISTRO, PREPARACION Y CONTROL DE MEDIOS DE
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CULTIVO EN EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA y los ambientes
de la cabina de Flujo Laminar durante la siembra en el formato FO-O10-
187 CONTROL MICROBIOLOGICO DURANTE LA SIEMBRA DE LAS
MUESTRAS.

e Unavez finalizado la lectura, las placas se depositaron en bolsas plasticas
para posteriormente esterilizar.

4.7.5. Procedimiento para determinar la Ausencia o Presencia de
Pseudomonas aeruginosa IN-O10-43

EL procedimiento se encuentra establecido en el IN-O10-43 PROCEDIMIENTO

PARA DETERMINAR LA AUSENCIA O PRESENCIA DE Pseudomonas

aeruginosa.

Procedimiento

El aislamiento de Pseudomonas aeruginosa incluye tres etapas
fundamentales:

Enriguecimiento no selectivo

e Se prepard la muestra en frascos de contenian 90 mL de Caldo Base
Caseina Lecitina y Polisorbato tal como se describe en el Procedimiento
IN-O10-39 PREPARACION Y DILUCION DE LA MUESTRA, se
homogenizo la solucién.

e Se transfiri6 10 mL de Caldo base caseina de Lecitina y Polisorbato a 90
mL de Caldo Tripticasa de Soya e Incubé a 35°C por 24 horas.

Siembra en placas de Agar selectivo y diferencial

e Se preparo las placas de Petri con Agar Cetrimide segun la Tabla FO-
010-320 PREPARACION AGAR CETRIMIDE MARCA MERCK.

e Se transfirié por duplicado con la ayuda de una micropipeta 0.1 mL de
Caldo Tripticasa de Soya preincubado a las placas de agar Cetrimide y
realizar la siembra masivamente empleando las Asas de Hockey estériles.
Se debe incubar una caja de Petri del medio sin inocular en las
condiciones de tiempo y temperatura respectiva, para realizar el control
negativo del medio.

e Se invirtieron las placas e incubaron a 30°C a 35°C durante un periodo de
18 a 72 horas.
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Tincién de Gram

Se repico la colonia de crecimiento caracteristico en Agar Nutritivo o Agar
Tripticasa de soya e incub6 a 30°C a 35°C por 24 a 48 horas para obtener
un cultivo puro.

Se realiz6 la tincibn de Gram segun el instructivo IN-O10-41 FALTA
NUEVO CODIGO para determinar la morfologia y coloracion.

Lectura de resultados

4.7.6.

El crecimiento de Colonias con un color ligeramente verde en la superficie
del Agar Cetrimide, indica la presencia presuntiva de Pseudomona
aeruginosa.

Si el crecimiento es caracteristico y en la Tincion de Gram se observan
bacilos Gram negativos, se debe repicar la colonia en Agar Tripticasa de
soya e incubar a 30°C a 35°C por 24 a 48 horas para obtener un cultivo
puro y enviar al laboratorio externo calificado para identificacion.
Reportar como Presencia o Ausencia en el formato FO-010-181
REGISTRO DE MUESTRAS.

Procedimiento para determinar la Ausencia o0 Presencia de
Staphylococcus aureus IN-O10-45

El procedimiento se encuentra establecido en el IN-O10-45 PROCEDIMIENTO
PARA DETERMINAR LA AUSENCIA O PRESENCIA DE Staphylococcus aureus

Procedimiento

El aislamiento de Staphylococcus aureus incluye tres etapas fundamentales:

Enriguecimiento no selectivo

Se preparé la muestra en frascos que contenian 90 mL de Caldo base de
Caseina Lecitina y Polisorbato tal como se describe en el Procedimiento
IN-O10-39 PREPARACION Y DILUCION DE LA MUESTRA.
Homogenizar la solucion.

Se transfirid 10 mL a un frasco con 90 mL de Caldo Tripticasa de Soya y
se incubo de 30°C a 35°C por 18 a 24 horas.

Siembra en placa en agar selectivo y diferencial

Se preparo las placas de Petri con Agar Manitol Salado FO-010-333
PREPARACION AGAR SALADO MANITOL (MARCA OXOID), se dejé
solidificar y secar la superficie de las placas.
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Se transfirié por duplicado con la ayuda de una micropipeta 0.1 mL de
Caldo Tripticasa de Soya preincubado a las placas de Agar Manitol y se
realizo la siembra masivamente empleando las Asas de Hockey estériles.
Se incub6 una caja de Petri del medio sin inocular en las condiciones de
tiempo y temperatura respectivo, para realizar el control negativo del
medio.

Se invirtieron las placas y se incubaron a de 30°C a 35°C durante 18 a 72
horas.

Tincién de Gram

Se repico la colonia de crecimiento caracteristico en Agar Tripticasa de
Soyay se incubo de 30°C a 35°C por 24 a 48 horas para obtener un cultivo
puro.

Se realiz6 la Tincidn de Gram segun el instructivo IN-O10-41 TINCIONES
MICROBIANAS para determinar la morfologia y coloracion.

Lectura de resultados

4.8.

El crecimiento de Colonias amarillas o blancas rodeadas de una zona
amarilla en la superficie del Agar Salado Manitol, indica la presencia
presuntiva de Staphylococcus aureus.

Si el crecimiento es caracteristico y en la Tincién de Gram se observan
cocos Gram positivos, se debe repicar la colonia en Agar Tripticasa de
Soya y se incuba a 30°C a 35°C de 24 a 48 horas para obtener un cultivo
puro y enviar al laboratorio externo calificado para identificacion.
Reportar como Presencia o Ausencia en el formato FO-010-181
REGISTRO DE MUESTRAS.

METODOLOGIAS UTILIZADAS PARA EL PROCEDIMIENTO DE

VERIFICACION

Dutante el procedimiento de verifiacion de las métodologias microbiolégicas
participaron 2 analistas:

Analista 1: Oswaldo Parra Mayorga.
Analista 2: Enna Lorena Ardila Traslavifia.

La muestras utilizadas correspondes a productos terminados contaminados
artificialmente con los microorganismos de referencia. Teniendo encuenta esto
la metodologia utilizada fue la siguiente:
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4.8.1. Recuento de Aerobios Mesoéfilos, Coliformes Totales y Fecales,
Mohos y Levaduras.

Figura 2. Metodologia empleada para recuento de Aerobios Mesofilos, Coliformes
totales y fecales, Mohos y levaduras.

MUESTRA

MUESTRA 109 /mL

10 g/mL

CONTROL 1 CONTROL 2 ENSAYO 1 ENSAYO 2
90 mL 90 mL 90 mL 90 mL
CBCLP + 10 CBCLP + 10 CBCLP + 10 CBCLP + 10
mrLDfdgijrc(t:I:I mL/ gr del mL/ gr del mL/ gr del
p : producto. producto. producto.
| } ' I
[ Se homogenizo ] Se homogenizo ‘ Se homogenizo ’ Se homogenizo
durante 5 min. durante 5 min. durante 5 min. durante 5 min.
} } ! |
Se transfiri6 1000 uL Se transfirié 1000
Se transfirid 1000 Se transfirid 1000 de la solucion a una ulL de la solucién a
uL de la solucién a uL de la solucién caja de Petri una caja de Petri
una en caja de aunaen caja de desechable + 0.1 uL desechable + 0.1 uL
Petri desechable. Petri desechable de la suspension del de la suspension del
microrganismo. microrganismo.
Se adiciond 20 mL de Se adic_ionc') 20 '_T'L de Se adiciond 20 mL de Se adiciond 20 mL de
medio de cultivo medio de cultivo medio de cultivo medio de cultivo
preparado, se prepgr:a\do, se preparado, se homogenizé preparado, se homogenizd
homogenizd 1 min y se hU’T‘OQE["?91 min y se por 1 min y se dejo por 1 min y se dejo
dsjo solidificar durante 20 dejo solidificar durante solidificar durante 20 min a solidificar durante 20 min a
min a temperatura 20 min a temperatura temperatura ambiente. temperatura ambiente
ambiente. ambiente
| | :
i I
Las cajas se incubaron a Las cajas se incubaron a Las cajas se incubaron a Las cajas se incubaron
las temperaturas® y las temperaturas® y las temperaturas® y a las temperaturas® vy
tiempo® tiempo® tiempo® tiempo®
correspondientes para AM, correspondientes para correspondientes para correspondientes para
CTyCFyHLyL. AM,CTyCFyHLyL. AM,CTyCFyHLyL. AM, CTyCFyHLyL.

I

Transcurrido este tiempo se registraron los resultado obtenidos en
el formato FO-010-254 DATOS PRIMARIOS DE LA EVALUACION DE
VERIFICACION DE LOS METODOS MICROBIOLOGICOS
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4.8.2. Verificacibn metodologica para la determinar la Ausencia/Presencia de
Pseudomonas aureginosay Staphylococcus aureus

Figura 3. Metodologia empleada para determinar

la Ausencia/Presencia de

Pseudomonas aureginosa y Staphylococcus aureus.

MUESTRA

10 g /mL

CONTROL 1

90 mL
CBCLP + 10
mL/ gr del
producto.

!

CONTROL 2
90 mL
CBCLP + 10
mL/ gr del
producto.

v

[ Se homogenizd
durante 5 min.

] Se homogenizo
durante 5 min.

|

Se transfirié 10 mL de la
solucion a un frasco con
90 mL de TSB, se incubd a
30°C — 35°C durante 24 h.

|

MUESTRA
10 g /mL

ENSAYO 2

ENSAYO 1
90 mL

90 mL
CBCLP + 10
mL/ gr del
producto.

¢ }

CBCLP + 10
mL/ gr del
producto.

Se homogenizé durante 5 min. . :
Se inoculd con 0.1 ul de la Se hc_)moge'nlzo durante 5 min.

suspension del microrganismo. Se |noc_:|:1|o con .0'1 uL dg la
Se homogenizé durante 5 min. suspension d_el'mlcrorgamsn'_lo.
Se homogenizd durante 5 min.

Se transfiri6 10 mL de la
solucién a un frasco con
90 mL de TSB, se incubd a
30°C — 35°C durante 24 h.

Transcurrido este tiempo con
ayuda de una asa estéril y
calibrada se tomd 10 uL y

sembrd por agotamiento en
medios sélidos servidos
previamente en cajas de Petri
desechables.

l

Las cajas se incubaron a luna

temperatura de 30°C -35°C y
por un tiempo de 24 h
correspondientes para

S. aureus y P. auriginosa

V |

-

.

Se transfirio 10 mL de la
solucidn a un frasco con 90
mL de TSB, se incubd a
30°C — 35°C durante 24 h.

Se transfiric 10 mL de la
solucion a un frasco con 90
mL de TSB, se incubd a
30°C — 35°C durante 24 h.

Transcurrido este tiempo con

ayuda de una asa estéril y
calibrada se tomé 10 uL y
sembré por agotamiento en
medios sélidos servidos
previamente en cajas de Petri
desechables.

J

Las cajas se incubaron a luna
temperatura de 30°C -35°C y

por un tiempo de 24 h
correspondientes para
S. aureus y P. auriginosa

Transcurrido este tiempo con
ayuda de una asa estéril y
calibrada se tomé 10 uL y

sembrd por agotamiento en
medios sélidos servidos

ayuda de una asa estéril y
calibrada se tomd 10 uL y
sembré por agotamiento en
medios sélidos servidos
previamente en cajas de Petri previamente en cajas de Petri
desechables. desechables.
| !

Las cajas se incubaron a luna
temperatura de 30°C -35°C y
por un tiempo de 24 h
correspondientes para
S. aureus y P, aueriginosa

{Transcurrdo este tiempo con

Las cajas se incubaron a luna
temperatura de 30°C -35°C y
por un tiempo de 24 h
correspondientes para
S. aureus y P. auriginosa

N

:

Transcurrido este tiempo se registraron los resultado obtenidos en

el formato FO-010-254 DATOS PRIMARIOS DE LA EVALUACION DE
VERIFICACION DE LOS METODOS MICROBIOLOGICOS
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4.8.3. Verificacién metodologica para la determinar la Ausencia/Presencia
de Salmonella spp.

Figura 4. Metodologia empleada para determinar la Ausencia/Presencia de Salmonella

Spp.

MUESTRA
10 g /mL

CONTROL 1
90 mL
CBCLP + 10

mL/ gr del
producto.

.

CONTROL 2
90 mL

CBCLP + 10
mL/ gr del
producto.

Se homogenizd

[ durante 5 min.

] Se homogenlzo
durante 5 min.

MUESTRA
10 g /mL

ENSAYO 1
90 mL
CBCLP + 10
mL/ gr del
producto.

Se homogenlzo
durante 5 min.

|

ENSAYO 2
90 mL
CBCLP + 10
mL/ gr del
producto.

Se homogenizé
durante 5 min.

Se fransfirio 10 mL de la

solucién a un frasco con 90

mL de TSB, se incubd a

30°C - 35°C durante 24 h.

solucién a un frasco con 90
mL de TSB, se incubé a

Se fransfirio 10 mL de la
30°C - 35°C durante 24 h.

Se transfirid 10 mL de la
solucion a un frasco con
90 mL de TSB, se incubd a
30°C - 35°C durante 24 h.

Se transfiridc 10 mL de la
solucion a un frasco con
90 mL de TSB, se incubo a
30°C — 35°C durante 24 h.

Se fransfirio 100 uL de la
solucién a un tubo con 10
mL de Caldo Rappaport
Vassiliadis, se incubd a
30°C - 35°C durante 24 h.

mL de Caldo Rappaport
Vassiliadis, se incubo a
30°C - 35°C durante 24 h.

Se transfirio 100 uL de la
solucién a un tubo con 10

Transcurrido este tlempo con
ayuda de una asa estéril y
calibrada se tomé 10 uL y

sembrd por agotamiento en
medios solidos servidos
previamente en cajas de Petri
desechables.

.

Se transfirid 100 uL de la
solucion a un tubo con 10
mL de Caldo Rappaport
Vassiliadis, se incub6 a
30°C — 35°C durante 24 h

'

Transcurrido este tiempo
con ayuda de una asa estéril
y calibrada se tomé 10 uL y
sembrd por agotamiento en

medios sélidos servidos

previamente en cajas de
Petri desechables.

Las cajas se incubaron a
una temperatura de 30°C
- 35°C y por un tiempo de
24 h correspondiente para

Salmonella spp.

Las cajas se incubaron a
una temperatura de 30°C
— 35°C y por un tiempo de

24 h correspondiente
para Salmonella spp.

Transcurrido este tiempo con \
ayuda de una asa estéril y
calibrada se tomd 10 uL y

sembré por agotamiento en
medios solidos servidos
previamente en cajas de Petri
desechables. J

Se transfirié 100 uL de la
solucion a un tubo con 10
mL de Caldo Rappaport
Vassiliadis, se incubé a
30°C - 35°C durante 24 h

v

Transcurrido este tiempo con
ayuda de una asa estéril y
calibrada se tomé 10 uLy

sembrd por agotamiento en
medios sélidos servidos
previamente en cajas de Petri
desechables.

Las cajas se incubaron a
una temperatura de 30°C
- 35°C y por un tiempo de
24 h correspondiente para

Salmonella spp.

\

J

5

Las cajas se incubaron a
una temperatura de 30°C
— 35°C y por un tiempo de
24 h correspondiente para

Salmonella spp.

:

Transcurrido este tiempo se registraron los resultado obtenidos en
el formato FO-010-254 DATOS PRIMARIOS DE LA EVALUACION DE
VERIFICACION DE LOS METODOS MICROBIOLOGICOS
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4.8.4. Verificacion metodologica para la determinar la Ausencia/Presencia
de Escherichia coli.

Figura 5. Metodologia empleada para determinar la Ausencia/Presencia de Escherichia

coli.

MUESTRA

10 g /mL

CONTROL 1

90 mL
CBCLP + 10
mL/ gr del
producto.

-

CONTROL 2
90 mL
CBCLP + 10
mL/ gr del
producto.

Se homogenizé
durante 5 min.

[

)

MUESTRA
10g/mL

ENSAYO 1
90 mL
CBCLP + 10
mL/ gr del
producto.

! .
Se homogenizo Se homogenizd
durante 5 min. durante 5 min.

ENSAYO 2

90 mL
CBCLP + 10
mL/ gr del
producto.

!

Se homogenizo
durante 5 min.

}

Se transfiri6 10 mL de la
solucién a un frasco con 90
mL de TSB, se incubd a
30°C — 35°C durante 24 h.

Se transfirio 10 mL de la
solucion a un frasco con 90

mL de TSB, se incubd a
30°C — 35°C durante 24 h. )

=

Se transfiri6 10 mL de la
solucion a un frasco con
90 mL de TSB, se incubd a
30°C — 35°C durante 24 h.

Se transfirio 10 mL de la
solucién a un frasco con
90 mL de TSB, se incubd a
30°C — 35°C durante 24 h.

Se transfirié 1000 uL de |
solucion a un frasco con
100 mL de Caldo
MacConkey, se incubd a
40°C - 42°C durante 24 h.

Se transfirid 1000 uL dela

solucién a un frasco con
100 mL de Caldo

MacConkey, se incubd a

a

Se fransfirio 1000 uL de
la solucién a un frasco
con 100 mL de Caldo

MacConkey, se incubo a

1

40°C - 42°C durante 24 h. )

Transcurrido este tlempo con
ayuda de una asa estéril y
calibrada se tomé 10 uL y

sembré por agotamiento en
medio solido Agar MacConkey
servidos previamente en cajas
de Petri desechables

V

40°C —42°C durante 24 h.

\

Transcurrido este tiempo con
ayuda de una asa estéril y
calibrada se tomoé 10 uL y

sembro por agotamiento en
medio sélido Agar MacConkey
servidos previamente en cajas
de Petri desechables

Las cajas se incubaron a

una temperatura de 30 °C

- 35°C ytiempode 24 h
correspondientes para
Escherichia coli

Las cajas se incubaron a
una temperatura de 30 °C
- 35°C ytiempode 24 h
correspondientes para
Escherichia coli

|
|

/ Transcurrido este tiempo con
ayuda de una asa estéril y
calibrada se tomd 10 uLy

sembrd por agotamiento en
medio solido Agar MacConkey
servidos previamente en cajas
de Petri desechables.

-

(" Se transfirio 1000 L de
la solucién a un frasco
con 100 mL de Caldo

MacConkey, se incubd a

40°C - 42°C durante 24 h.

-

/" Transcurrido este tiempo con
ayuda de una asa estéril y
calibrada se tomo 10 uLy

sembré por agotamiento en
medio solido Agar MacConkey
servidos previamente en cajas
de Pgiri desechables.

\

.

Las cajas se incubaron a
una temperatura de 30 °C
- 35°C ytiempo de 24 h
correspondientes para
Escherichia coli

Las cajas se incubaron a
una temperatura de 30 °C
-35°C ytiempo de 24 h
correspondientes para
Escherichia coli

.

Transcurrido este tiempo se registraron los resultade obtenidos en
el formato FO-010-254 DATOS PRIMARIOS DE LA EVALUACION DE
VERIFICACION DE LOS METODOS MICROBIOLOGICOS
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5. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES
FEBRERO MARZO ABRIL MAYO JUNIO
Actividades/Semana
11213 2|3 2|3 2|3 1 2

INDUCCION

INICIO DE LA PASANTIA

REVISION BIBLIOGRAFICA Y
ESTRUCTURACION DEL
ANTEPROYECTO

PRESENTACION DEL PRIMER
AVANCE

PRERREQUISITOS PARA LA
VERIFICACION DE LOS
METODOS

DEFINICION DE LA MATRIZ DE
SELECCION

PARAMETROS DE
VERIFICACION DE LAS
METODOLOGIAS

PLAN DE VERIFICACION

ANALISIS ESTADISTICO

10

ELABORACION DEL INFORME

11

PRESENTACION DEL
INFORME

12

SUSTENTACION
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6. RESULTADOS

6.1. PROTOCOLO DE VERIFICACION

El protocolo de verificacidn se encuentra establecido en el documento IN-O10-
109 PROTOCOLO DE VERIFICACION DE LOS METODOS
MICROBIOLOGICOS DEL LABORATORIO LABFARVE.

6.2. PRODUCTOS SELECCIONADOS

Los siguientes productos fueron los seleccionados utilizando la matriz de
producto (Ver Anexo ), se tuvieron encuenta los parametros anteriormente
mencionados.

1. Frecuencia de fabricacion de los lotes de cada producto en un afio.
2. pH producto terminado.

3. Recuento microbioldgico para aerobios mesofilos y hongos y levaduras
(Expresado en Unidades logaritmicas).

Tabla 7. Productos Fitoterapeuticos seleccionados.

PRODUCTOS FITOTERAPEUTICOS

Extracto de hojas de tomate Enjuague Solucioén oral de caléndula

bucal 120 mL Antinflamatoria. 360 mL
N. de andlisis: VM001-0418 N. de andlisis: VM002-0418
Lote:1011038 Lote: 997038
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Locion de Gualanday antiséptico
cuténeo

N. de andlisis:VM003-0418
Lote867107

Extracto de valeriana solucion oral 60

mL.

N. de andlisis: VM004-0418
Lote:988028

z
=
z
£

Ajo desodorizado Hipotensor
Capsulas x 60 U

N. de andlisis: VM008-0418
Lote:901117

Passiflora solucién oral 60 mL.

N. de andlisis: VM004-0418
Lote:989028

Caléndula crema. Antinflamatoria

cicatrizante. 60 g

N. de andlisis: VM007-0418
Lote: 931127

Polvo de Gualanday antiséptico
cutaneo

N. de andlisis: VM0O11-0418
Lote:868107
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Levadura
Carminativa

ANTIFLATULENTO
CARMINATIVO

Levadura carminativa Antiflatulento Carminativo 120 g.

N. de andlisis: VM012-0418
Lote747077

Tabla 8. Prueba de promocién de crecimiento para medios utilizados en la preparacion
y dilucién de las muestras.

MEDIO DE
CULTIVO

Caldo Base de
Caseina Lecitina
Polisorbato

Lote 106668

Caldo Tripticasa
de soya

Lote 106909

MICROORGANISMO DE
REFERENCIA

Pseudomonas aureginosa
ATCC® 9027.

Bacillus subtilis subsp
spizizenii ATCC® 6633.

Staphylococcus aureus
ATCC® 6538.

Candida albicans ATCC®
6538.

Aspergillus brasilensis
ATCC® 16404

Pseudomonas aureginosa
ATCC® 9027.

Bacillus subtilis subsp
spizizenii ATCC® 6633.

Staphylococcus aureus
ATCC® 6538.

Candida albicans ATCC®
6538.

Aspergillus brasilensis
ATCC® 16404

INOCULO
UFC

27

34

29

38

41

27

34

29

38

41

TIEMPOY
TEMPERATURAS
DE
CRECIMIENTO

< 3dias
30°C-35°C

5 dias
20°C-25°C

<3 dias
30°C-35°C

5 dias
20°C-25°C

RESULTADO

Turbidez

Turbidez

Turbidez

Turbidez

Turbidez

Turbidez

Turbidez

Turbidez

Turbidez

Turbidez
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Tabla 9. Promocién de crecimiento de medios utilizados en la verificacién de las
metodologias.

MEDIOS DE
CULTIVO

CALDO BASE DE
CASEINA
LECITINA

POLISORBATO

CALDO
TRIPTICASA DE
SOYA

CALDO
RAPPAPORT
VASSILIADIS

CALDO
MACCONKEY

AGAR
TRIPTICASA DE
SOYA

AGAR
SABOURAUD

AGAR V.R.B.A
CON MUG

AGAR SALADO

MANITOL

AGAR CETRIMIDE

AGAR XLD

MICROORGANISMO

Bacillus subtilis
spizizenii atcc® 6633.

subsp

Pseudomonas
atcc® 9027.

aureginosa

Salmonella enterica subsp.
entérica serovar typhimurium
atcc® 14028.

Escherichia coli atcc® 8739.

Escherichia coli atcc® 8739.

Aspergillus brasilensis atcc®
16404.

Escherichia coli atcc® 8739.

Staphylococcus aureus
subsp. Aureus atcc® 6538.

Pseudomonas
atcc® 9027.

aureginosa

Salmonella enterica subsp.
entérica serovar typhimurium
atcc® 14028.

CARACTERISTICAS
OBSERVADAS

Presencia de turbidez,
crecimiento satisfactorio

Presencia de turbidez,
crecimiento satisfactorio

Turbidez fuerte
crecimiento de bueno a
excelente

Crecimiento satisfactorio,
color amarillo del caldo y
produccién de gas

Crecimiento satisfactorio

Crecimiento de bueno a
excelente. Colonia:
blanca-amarillento.

Colonias de color rojo
profundo con precipitado
rojo alrededor de las
colonias.

Crecimiento satisfactorio.
colonias amarillas
rodeadas de un halo
amarillo

Crecimiento satisfactorio
con pigmento verde
azulado alrededor de las
colonias; fluorescencia
bajo luz uv (254 nm)
Crecimiento de bueno a
excelente; colonias rojas
con centros de color
negro

GRAM

Bacilos Gram
negativos

Bacilos Gram
negativos

Bacilos Gram
negativos

Bacilos Gram
negativos

Bacilos Gram
negativos

hongo filamentoso
hialino

Bacilos Gram
negativos

Cocos Gram positivos

Bacilos
negativos

Bacilos
negativos

Gram

Gram

IMAGEN




Tabla 10. Métodos Verificados en los diferentes Productos Seleccionados.

METODOLOGIA

RECUENTO DE
AEROBIOS
MESOFILOS

RECUENTO
COLIFORMES
TOTALES Y
COLIFORMES
FECALES

RECUENTO DE
HONGOS

RECUENTO DE
LEVADURAS

AUSENCIA/PRES
ENICA
Pseudomonas
aeruginosa

AUSENCIA/PRES

ENCIA Salmonella

Spp.

MICROORGANISMO

Bacillus subtilis subsp.

spizizenii
(ATCC® 6633™)

Escherichia coli
(ATCC® 8739™)

Aspergillus brasiliensis
(ATCC® 16404™)

Candida albicans
(ATCC® 10231™)

Pseudomonas
aeruginosa
(ATCC® 9027)

Salmonella enterica sub

Sp. enterica serovar
Typhimurium
(ATCC® 14028™),

Escherichia coli

MEDIO
UTILIZADO

Tripticasa de
soya

Agar V.R.B.A
con MUG

Agar
sabouraud
dextrosa

Agar
sabouraud
dextrosa

Agar tripticasa
de soya

Agar
Cetrimide

Agar tripticasa
de soya

Agar Xilosa
Lisina
Desoxicolato
(XLD)

TIEMPO
INCUBACION Y
TEMPERATURA

De 30 °C - 35°C
durante un periodo
de 3 a5 dias.

De 30 °C - 35°C
durante un periodo
de 3 a5 dias.

De 20°C a
25°C durante 5 a
7 dias.

De 20°C a
25°C durante 5 a
7 dias.

De 35°C por 24
horas.

De 35°C por 24
horas.

De 35°C por 24
horas.

De 35°C por 24
horas.

PRODUCTO

VMO001- 0418
VMO002- 0418
VMO003- 0418
VMO004- 0418
VMO005- 0418
VMO007- 0418
VMO008- 0418
VMO011- 0418
VMO001- 0418
VMO002- 0418
VMO003- 0418
VMO004- 0418
VMO005- 0418
VMO007- 0418
VMO008- 0418
VMO11- 0418
VM012-0418
VMO001- 0418
VMO002- 0418
VMO003- 0418
VMO004- 0418
VMO005- 0418
VMO0O07- 0418
VMO008- 0418
VMO11- 0418
VMO001- 0418
VMO002- 0418
VMO003- 0418
VMO004- 0418
VMO005- 0418
VMO0O07- 0418
VMO008- 0418
VMO11- 0418

VMO001-0418
VMO003-0418
VMO007-0418
VMO011-0418

VM002-0418
VMO004-0418
VMO005-0418
VMO008-0418

VM001-0418
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AUSENCIA/PRES (ATCC® 8739™)), Agar tripticasa De 35°C por 24 VM003-0418
ENICA DE de soya horas. VMO007-0418
Escherichia coli VM011-0418
Agar
MacConkey De 35°C por 24
horas.
Agar tripticasa De 35°C por 24
Staphylococcus de soya horas. VM001-0418
AUSENCIA/PRES aureus subsp. aureus VMO003-0418
ENICA DE (ATCC® 6538™), VMO007-0418
Staphylococcus Agar Salado De 35°C por 24 VM011-0418
aureus Manitol horas.
6.1. RESULTADOS DEL METODO DE RECUENTO DE AEROBIOS

MESOFILOS
ANALISIS CUANTITATIVOS

RESULTADOS ANALISTA 1.

Tabla 11. Resultados obtenidos del método de Recuento de Aerobios Mesobfilos
Bacillus subtilis subsp. spizizenii (ATCC® 6633™) en Agar Tripticasa de Soya.

PROMEDIO  DESVIACION = COEFICIENTE

PROMEDIO % DE ERROR
VMO001-0418 1585 0,035 2,212 98,72 -0,355
VM002-0418  1.476 0,054 3,659 76,92 7,222
VM003-0418  1.556 0,088 5,677 92,31 2,195
VM004-0418  1.572 0,049 3,001 96,15 41,190
VM005-0418  1.544 0,018 1,137 89,74 -2,965
VM007-0418  1.536 0,053 3,437 87,18 5,549
VM008-0418  1.579 0,024 1,526 97,44 0,747
VMO011-0418  1.568 0,128 8,140 96,15 1,477

Lo

PROMOCION Ll
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RESULTADOS ANALISTA 1

Tabla 12. Im&genes de los resultados obtenidos del método de Recuento de Aerobios
Mesofilos Bacillus subtilis subsp. spizizenii (ATCC® 6633™) en Agar Tripticasa de
Soya.

PRODUCTO CONTROL 1 ENSAYO 1

VM007-0418

PROMOCION
CRECIMIENTO

RESULTADOS ANALISTA 2.

Tabla 13. Resultados obtenidos del método de Recuento de Aerobios Mésofilos de
Bacillus subtilis subsp. spizizenii (ATCC® 6633™) en Agar Tripticasa de Soya.

PROMEDIO  DESVIACION = COEFICIENTE PROMEDIO % DE ERROR

PRODUCTO ENSL;)\gOS EEL@?QSR VAR::;)O\EJON RECUPERACION RELATIVO
VM001-0418 1,597 0,008 2212 98,750 -0,343
VM002-0418 0,970 0,697 3,659 85,000 -39,468
VM003-0418 1,506 0,105 5,677 81,250 -6,023
VM004-0418 1,641 0,070 3,091 110,000 2,408
VM005-0418 1,681 0,013 1,137 112,500 4.937
VM007-0418 1,563 0,142 3,437 93,750 22,464
VMO008-0418 1,726 0,063 1,526 121,250 7,739
VMO011-0418 1,735 0,039 8,140 131,250 8,329

Lo
PROMGCION I
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RESULTADOS ANALISTA 2.

Tabla 14. Imagenes de los resultados obtenidos del método de Recuento de Aerobios
Maesofilos Bacillus subtilis subsp. spizizenii (ATCC® 6633™) en Agar Tripticasa de
Soya.

PRODUCTO CONTROL 1 ENSAYO 1

VM001-0418

PROMOCION
CRECIMIENTO

6.2. RESULTADOS DEL METODO DE RECUENTO DE COLIFORMES
FECALES Y COLIFORMES TOTALES

RESULTADOS ANALISTA 1.
Tabla 15. Resultados obtenidos del Método de Recuento de Coliformes Fecales y
Coliformes Totales Escherichia coli (ATCC® ™) en Agar VRBA con MUG.

PROMEDIO  DESVIACION  COEFICIENTE PROMEDIO % DE ERROR

PRODUCTO ENIS_E‘)\%OS EE-II\-ngegR VAR:;DAE:lON RECUPERACION RELATIVO
VM001-0418 1,540 0,023 1,516 89,744 -3,235
VM002-0418 1,489 0,023 1,567 79,487 -6,395
VM003-0418 1,436 0,023 1,625 70,513 -9,759
VM004-0418 1,574 0,023 1,483 96,154 -1,073
VM005-0418 1,505 0,023 1,551 82,051 5,413
VM007-0418 1,517 0,023 1,539 84,615 4,673
VM008-0418 1,451 0,023 1,608 67,718 -8,803
VMO011-0418 1,503 0,023 1,552 54,679 -5,520
VM012-0418 1,537 0,023 1,518 88,462 -3,372

Lo
PROMOCION 1,591
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RESULTADOS ANALISTA 1.
Tabla 16. Imagenes de los resultados obtenidos del método de Recuentode de
Coliformes fecales y Coliformes totales Escherichia coli en Agar VRBA con MUG.

PRODUCTO CONTROL 1 ENSAYO 1
VM002-0418

PROMOCION
CRECIMIENTO

RESULTADOS ANALISTA 2.
Tabla 17. Resultados obtenidos del método de Recuentode de Coliformes fecales y
Coliformes totales Escherichia coli (ATCC® ™) en Agar VRBA con MUG.

PROMEDIO DESVIACION  COEFICIENTE PROMEDIO % DE ERROR

PROPUETO L\sA¥os  ENSAYO.  vaRiacion ~ RECUPERACION  RELATIVO
VM001-0418 1,430 0,012 0,810 192,857 -8,802
VM002-0418 1,423 0,064 4,480 189,286 -9,248
VM003-0418 1,460 0,079 5,383 207,143 -6,896
VM004-0418 1,436 0,120 8,360 196,429 -8,444
VM005-0418 1,447 0,040 2,743 203,571 7,754
VM007-0418 1,490 0,010 0,676 221,429 -4,958
VM008-0418 1,484 0,017 1,119 217,857 5,633
VM011-0418 1,568 0,069 4,370 264,286 -0,010
VM012-0418 1,554 0,069 4,411 97,297 -0,931

Lo
PROMOCION 1,568
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RESULTADOS ANALISTA 2.

Tabla 18. Imagenes de los resultados obtenidos del método de Recuento de Coliformes
Fecales y Coliformes Totales Escherichia coli (ATCC® ™) Agar VRBA con MUG.

PRODUCTO CONTROL 1 ENSAYO 1
VM002-0418 Pl

PROMOCION
CRECIMIENTO

6.3. RESULTADOS DEL METODO DE RECUENTO DE MOHOS Y LEVADURAS
RESULTADOS ANALISTA 1.

Tabla 19. Resultados obtenidos del método de Recuento de Mohos Aspergillus
brasiliensis (ATCC® 16404 ™) en Agar Sabouraud.

PROMEDIO DESVIACION = COEFICIENTE PROMEDIO % DE ERROR

PRODUCTO ENIS_;)\gOS EEL@&BSR VAR:;DA\EC|ON RECUPERACION RELATIVO
VM001-0418 1,511 0,023 1,545 98,485 -0,522
VM002-0418 1,484 0,054 3,639 92,424 -2,257
VM003-0418 1,518 0,088 5,821 100,000 -0,053
VM004-0418 1,544 0,009 0,560 106,061 1,671
VM005-0418 1,431 0,018 1,227 74,242 5,759
VM007-0418 1,484 0,053 3,556 101,515 22,257
VM008-0418 1,462 0,024 1,648 87,879 3,712
VMO011-0418 1,312 0,128 9,729 62,121 113,624

Lo
- Lrh
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RESULTADOS ANALISTA 1.

Tabla 20. Imagenes de los resultados obtenidos del método de Recuento de Hongos
Aspergillus brasilensis en Agar Sabouraud.

PRODUCTO CONTROL 1 ENSAYO 1

VMO003-0418

PROMOCION
CRECIMIENTO

RESULTADOS ANALISTA 2.
Tabla 21. Resultados obtenidos del método de Recuento de Hongos Aspergillus
brasiliensis (ATCC® 16404™) en Agar Sabouraud.

PROMEDIO  DESVIACION = COEFICIENTE PROMEDIO % DE ERROR

PROPUCTO NSAYos  ENSAYO VARIACION ~ RECUPERACION  RELATIVO
VM001-0418 1,484 0,010 0,678 78,205 -6,714
VM002-0418 1,531 0,036 2363 87,179 -3,792
VM003-0418 1,502 0,077 5,139 82,051 5,615
VM004-0418 1,470 0,000 0,000 71,795 7,624
VM005-0418 1,574 0,025 1,562 96,154 1,002
VM007-0418 1,518 0,037 2456 84,615 -4,610
VM008-0418 1,503 0,064 4284 78,205 -5,520
VMO011-0418 1,511 0,036 2393 79,487 -5,006

Lo
S el
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RESULTADOS ANALISTA 2

Tabla 22. Iméagenes de los resultados obtenidos del método de Recuento de Aspergillus
brasiliensis (ATCC® 16404™) en Agar Sabouraud.

PRODUCTO CONTROL 1

ENSAYO 1

VMO001-0418

PROMOCION
CRECIMIENTO

RESULTADOS ANALISTA 1.

Tabla 23. Resultados obtenidos del método de Recuento de Levaduras Candida
albicans (ATCC® 10231™) en Agar Sabouraud.

PROMEDIO @ DESVIACION  COEFICIENTE PROMEDIO % DE ERROR

PRODUCTO ENIS_;(A)\gOS EEL@&BSR VAR:;DA\EC|ON RECUPERACION RELATIVO
VMO001-0418 1,518 0,023 1,537 103,13 0,875
VM002-0418 1,521 0,054 3,551 104,69 1,059
VM003-0418 1,538 0,088 5,745 107,81 2167
VM004-0418 1,541 0,071 4574 109,38 2,396
VMO005-0418 1,562 0,018 1,124 114,06 3,794
VM007-0418 1,573 0,053 3,355 115,63 4,512
VM008-0418 1,521 0,024 1,584 104,69 1,059
VMO011-0418 1,511 0,128 8,447 101,56 0,362

Lo
PROMGCION 0
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RESULTADOS ANALISTA 1.

Tabla 24. Imagenes de los resultados obtenidos del método de Recuento de Levaduras
Candida albicans (ATCC® 10231™) en Agar Saburoud.

PRODUCTO

VMO003-0418

CONTROL 1

ENSAYO 1

PROMOCION
CRECIMIENTO

RESULTADOS ANALISTA 2.

Tabla 25. Resultados obtenidos del método de recuento de Levaduras Candida
albicans (ATCC® 10231™) en Agar Sabouraud.

RESULTADOS ANALISTA 2.

PROMEDIO

DESVIACION

COEFICIENTE

PROMEDIO % DE ERROR
PRODUCTO ENIS_;)gOS Ez-ll\-lgﬁggR VAR:?Q\EC|ON RECUPERACION RELATIVO
VM001-0418 1,528 0,073 4749 121,43 5,618
VM002-0418 1,544 0,000 0,000 125,00 6,697
VM003-0418 1,612 0,045 2794 146,43 11,364
VM004-0418 1,490 0,040 2,662 110,71 2,992
VMO005-0418 1,637 0,052 3,163 119,64 11,601
VM007-0418 1,531 0,018 1,180 121,43 5,814
VM008-0418 1,369 0,066 4792 83,93 -5,429
VMO011-0418 1,528 0,073 4749 121,43 5,618

Lo
PROMOCION 1447
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Tabla 26. Imagenes de los resultados obtenidos del método de Recuento de Levaduras
Candida albicans (ATCC® 10231™) en Agar Sabouraud.

6.4. Método de Ausencia/presencia de Salmonella spp en Agar XLD.

ANALISIS CUALITATIVOS

PRODUCTO

VMO001-0418

CONTROL 1

ENSAYO 1

PROMOCION
CRECIMIENTO

RESULTADOS ANALISTA 1y 2.

Tabla 27. Resultados obtenidos para el método de Ausencia/Presencia de Salmonella
spp en Agar XLD.

AUSENCIA/ PRESENCIA Salmonella spp.

ANALISTA 1: OSWALDO PARRA

ANALISTA 2: LORENA ARDILA

PRODUCTO CONTROL CONTROL ENSAYO1l ENSAYO2 CONTROL CONTROL ENSAYO1l ENSAYO2
1 2 1 2

VM002-0418 A A P P A A P P
VM004-0418 A A P P A A P P
VMO005-0418 A A P P A A P P
VMO008-0418 A A P P A A P P
PROMOCION 31 33
CRECIMIENTO

TOTAL DE 16 16

ENSAYOS

A = Ausencia; P = Presencia
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Tabla 28. Registra los resultados de los paramteros estadisticos para el método
cualitativo de ausencia y presencia de Salmonella spp.

AUSENCIA/ PRESENCIA Salmonella spp.

ANALISTA 1: Oswaldo Parra ANALISTA 2: Lorena Ardila
Verdaderos 8 Sensibilidad 1 100 Verdaderos 8 Sensibili 1 100
Positivos (VP) % Positivos dad %
Falsos Negativos 0 Especificida 1 100 Falsos 0 Especifi 1 100
(FN) d % Negativos cidad %
Falsos Positivos 0 Tasa de 0 Falsos Positivos 0 Tasa de 0
(FP) Falsos Falsos
Positivos Positivo
s
Verdaderos 8 Tasa de 0 Verdaderos Tasa de 0
Negativos (VN) Falsos Negativos 8 Falsos
Negativos Negativ
0s
Eficiencia 1 100 Eficiencia 1 100
% %
KAPPA=1 KAPPA=1

RESULTADOS ANALISTA 1.
Tabla 29. Imagenes de los resultados obtenidos para el método de Ausencia/Presencia
de Salmonella spp en Agar XLD.

PRODUCTO CONTROL 1 ENSAYO 1

VMO005-0418

PROMOCION
CRECIMIENTO
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RESULTADOS ANALISTA 2.
Tabla 30. Resultados obtenidos para el método de Ausencia/Presencia de Salmonella
spp en Agar XLD.

PRODUCTO CONTROL 1 ENSAYO 1

VMO008-0418

PROMOCION
CRECIMIENTO

6.5. Método de Ausencia/Presencia de Escherichiacoli en Agar MacConkey
RESULTADOS ANALISTA 1y 2.

Tabla 31. Resultados obtenidos para el método de Ausencia/Presencia de Escherichia
coli en Agar MacConkey.

AUSENCIA/PRESENCIA Escherichia coli

ANALISTA 2:
PRODUCTO CONTROL CONTROL ENSAYO 1 ENSAYO 2 CONTROL CONTROL ENSAYO 1 ENSAYO 2
1 2 1 2
VM001-0418 A A P P A A P P
VM003-0418 A A P P A A P p
VM007-0418 A A P P A A P p
VM011-0418 A A P P A A P p
PROMOCION 12 17
CRECIMIENTO
TOTAL DE 16 16
ENSAYOS

A = Ausencia; P = Presencia
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Tabla 32. Resultados de los parametros estadisticos para el método cualitativo de
ausencia y presencia de Escherichia coli.

AUSENCIA/PRESENCIA Escherichia

ANALISTA 1: Oswaldo Parra ANALISTA 2: Lorena Ardila
Verdadero o oo cipiliqag 1 100  Verdadero 8  Sensibilidad 1 100
s Positivos % s Positivos Yo

Falsos o ESpE(()ijICIda . 100 Falsos 0 Espe((:jlfluda 1 10900
Negativos % Negativos
Falsos Tasa de Falsos 0 Tasa de 0
o 0 Falsos 0 o Falsos
Positivos . Positivos .
Positivos Positivos
Verdadero Tasa de Verdadero 8 Tasa de 0
S 8 Falsos 0 S Falsos
Negativos Negativos Negativos Negativos
Eficciencia 1 100% Eficiencia 1 1(%0
KAPPA= 1 KAPPA=1

RESULTADOS ANALISTA 1.

Tabla 33. Se registran las imagenes de resultados obtenidos para el método de
Ausencia/Presencia de Escherichia coli en Agar MacConkey.

PRODUCTO CONTROL 1 7 ENSAYO 1

VMO007-0418

PROMOCION
CRECIMIENTO
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RESULTADOS ANALISTA 2.

Tabla 34. Imagenes de resultados obtenidos para el método de Ausencia/Presencia de
Escherichia coli en Agar MacConkey.

PRODUCTO CONTROL 1 . ENSAYO 1

VMO011-0418

PROMOCION
CRECIMIENT
0]

6.6. Método de Ausencia/Presenica de Pseudomonas aureginosa en Agar
Cetrimide.

RESULTADOS ANALISTA 1y 2.

Tabla 35. Resultados obtenidos para el método de Ausencia/Presenica de
Pseudomonas aureginosa en Agar Cetrimide.

AUSENCIA/ PRESENCIA Pseudomonas aureginosa

ANALISTA 1: OSWALDO PARRA ANALISTA 2
PRODUCTO CONTROL CONTROL ENSAYO ENSAYO CONTROL CONTROL ENSAYO ENSAYO
1 2 1 2 1 2 1 2

VMO001-0418 A A A P A A P P
VMO003-0418 A A P A A A A P
VMO007-0418 A A P P A A P P
VMO011-0418 A A P P A A P P
PROMOCION 12 15
CRECIMIENTO

TOTAL DE 16 16

ENSAYOS
A = Ausencia; P = Presencia
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Tabla 36. Registra los resultados de los paramteros estadisticos para el método
cualitativo de ausencia y presencia de Pseudomonas aureginosa.

AUSENCIA/ PRESENCIA Pseudomonas aureginosa

ANALISTA 1: Oswaldo Parra ANALISTA 2: Lorena Ardila
Verdader 6 Sensibilida 0,750 75% Verdader Sensibilida 0,875 87.5
os d os 7 d %
Positivos Positivos
Falsos 2 Especificid 1 100 Falsos Especificid 1 100
Negativos ad % Negativos 1 ad %
Falsos 0 Tasa de 0 Falsos Tasa de 0
Positivos Falsos Positivos 0 Falsos
Positivos Positivos
Verdader 8 Tasa de 0,210 Verdader Tasa de 0,111
os Falsos os 8 Falsos
Negativos Negativos Negativos Negativos
Eficciencia 0,875 87.5 Eficciencia 0,937 93.7
% %
KAPPA=0.75 KAPPA=0.875

Tabla 37. Resultados obtenidos para el método de Ausencia/Presencia de
Pseudomonas aureginosa en Agar Cetrimide.

PRODUCTO CONTROL 1 ENSAYO 1

VMO007-0418

PROMOCION
CRECIMIENTO
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RESULTADOS ANALISTA 2.

Tabla 38. Resultados obtenidos para el método de Ausencia/Presencia de
Pseudomonas aureginosa en Agar Cetrimide.

PRODUCTO CONTROL 1 ENSAYO 1
VMO003-0418

PROMOCION
CRECIMIENTO

6.7. Método de Ausencia/Presencia de Staphylococcus aureus en Agar Manitol.

RESULTADOS ANALISTA 1y 2.

Tabla 39. Resultados obtenidos para el método de Ausencia / Presencia de
Staphylococcus aureus en Agar Manitol.

AUSENCIA/PRESENCIA Staphylococcus aureus

ANALISTA 1: ANALISTA 2:
PRODUCTO CONTROL CONTROL ENSAYO ENSAYO CONTROL CONTROL ENSAYO @ ENSAYO
1 2 1 2 1 2 1
VMO001-0418 A A P P A A A
VMO003-0418 A A P P A A P
VMO007-0418 A A P P A A P
VMO011-0418 A A P P A A P
PROMOCION 11 10
CRECIMIENTO
TOTAL DE 16 16
ENSAYOS

A = Ausencia ;P = Presencia
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Tabla 40. Registra los resultados de los parametros estadisticos para el método
cualitativo de ausencia y presencia de Staphylococcus aureus en Agar Manitol.

ANALISTA 1: Oswaldo Parra

Verdaderos 8 Sensibilidad 1
Positivos
Falsos 0 Especificidad 1
Negativos
Falsos 0 Tasa de
Positivos Falsos
Positivos
Verdaderos 8 Tasa de
Negativos Falsos
Negativos
Eficciencia 1
KAPPA=1

RESULTADOS ANALISTA 1

Tabla 41. Imagenes obtenidos para el

100%

100%

0

100%

Staphylococcus aureus en Agar Manitol.

PRODUCTO

VMO001-0418

PROMOCION DE
CRECIMIENTO

ANALISTA 2: Lorena Ardila

Verdaderos Sensibilidad

Positivos 6

Falsos Especificidad

Negativos 2

Falsos Tasa de

Positivos 0 Falsos
Positivos

Verdaderos Tasa de

Negativos 8 Falsos
Negativos

Eficiencia
KAPPA=0.82

CONTROL 1

0,75

1

0,875

ENSAYO 1

0,2

75%

100%

87.50%

método de Ausencia/Presencia de
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RESULTADOS ANALISTA 2.

Tabla 42. Resultados obtenidos para el método de Ausencia/Presencia de
Staphylococcus aureus (ATCC® ™) en Agar Salado Manitol.

PRODUCTO CONTROL 1 ENSAYO 1

VMO003-0418

PROMOCION DE
CRECIMIENTO
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7.  ANALISIS DE RESULTADOS

METODOS CUALITATIVOS (Ausencia/Presencia)

La especificidad de un método microbiolégico cualitativo es la capacidad del
método de diferenciar especificamente el compuesto de interés
(microorganismo), en presencia de los demas componentes. En un
procedimiento analitico, la especificidad puede establecerse mediante la adicion
al farmaco o producto farmacéutico de una cantidad conocida de
microorganismos en concentraciones adecuadas, y la demostracion de que
estos microorganismos se recuperan adecuadamente. En cuanto a la
especificidad esta es la capacidad del método de diferenciar especificamente el
compuesto de interés, en presencia de los demas componentes u otros
microorganismos presentes en el producto.

La validez de un estudio puede verse severamente afectada si se utilizan
mediciones poco fiables. Una importante fuente de error de medicion es producto
de la variabilidad inter observador, cuya magnitud es posible de estimar a través
de los llamados estudios de concordancia, los cuales tienen como objetivo
estimar hasta qué punto dos observadores (analistas) coinciden en su medicion.
Estadisticamente, la manera de abordar este problema depende de la naturaleza
de los datos. El test mas frecuentemente empleado es el test de kappa, cuyo
coeficiente homénimo refleja la fuerza de la concordancia entre dos
observadores. En términos simples, el coeficiente kappa (k) corresponde a la
proporcion de concordancias observadas sobre el total de observaciones,
habiendo excluido las concordancias atribuibles al azar. El coeficiente kappa (k)
toma valores entre -1 y +1; mientras mas cercano a +1, mayor es el grado de
concordancia inter-observador. (Cerda J & Villarroe L, 2008).

Landis y Koch en 1997 propusieron unos margenes para valorar el grado de
acuerdo en funcién del indice kappa:

Tabla 43. Escala de valoracion del k

kappa Grado de acuerdo
<0 Sin acuerdo
0,1-0,2 Insignificante
0,21-0,4 Bajo
0,41-0,6 Moderado
0,61-0,8 Bueno
0,81-1 Muy Bueno
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Como pudo verse en las tablas 1 y 31, los resultados obtenidos para el método
de Ausencia/presencia de Salmonella enterica subsp. Entérica serovar
typhimurium (ATCC® 14028) en Agar XLD vy los resultados obtenidos para el
método de Ausencia/Presencia de Escherichia coli (ATCC® 8739) en Agar
MacConkey, respectivamente, demuestran una sensibilidad, especificidad y
eficiencia del 100% para el ensayo realizado para los analistas 1 y 2, de igual
forma los indices kappa mostrados en la Tabla 42, tienen un grado de
concordancia muy bueno. Lo anterior permite demostrar que el método cumple
satisfactoriamente con los pardmetros estadisticos requerios para la verificacion.

En la Tabla 2 se registraron los resultados obtenidos para el método de
Ausencia/Presenica de Pseudomonas aureginosa en Agar Cetrimide; los cuales
arrojaron valores para la sensiblidad del 81 %, especificidad del 100 % y 90.62
% de eficacia. La Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica, con respecto a estos parametros, aconseja establecer un
valor para eficiencia mayor del 90% y para falsos negativos o positivos menor
del 10%. Para sensibilidad y especificidad establecer criterios previos. Se
aconseja que sean superiores al 90%, indicando que la metodologia evaluada
esta debajo de los porcentajes establecidos para el parametro de eficiencia. En
el caso del indice Kappa, se obtuvo un grado de concordancia muy bueno, segin
lo establecido en los rangos de la Tabla 43.

En la Tabla 39 se registra los resultados de los parametros estadisticos para el
método cualitativo de ausencia y presencia de Staphylococcus aureus en Agar
Manitol para el parametro de sensibilidad fue del 87.5%, especificidad del 100%,
una eficacia del 93.75 % y un indice kappa muy bueno. Para el caso de esta
metodologia se pudo observar un crecimiento no caracteristico de
Staphylococcus aureus en Agar Manitol para algunos de los productos
evaluados, este crecimiento caracterisitico inluye en el desarrollo normal de
Staphylococcus aureus, afectando su crecimiento, lo que se ve reflejado en el
porcentaje de sensiblidad de la metodologia verificada (ver Figura 2).

Figura 6. Microorganismo interferente en verificacion
de S. aureus.

Se comprobé que el método para la deteccion de Escherichia coli, Salmonella
spp es especifico, sensible, eficaz y no afecta ninguno de los productos
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evaluados en la deteccion de estos microorganismos, observando crecimiento
caracteristico en los medios selectivos utilizados.

De acuerdo con los resultados anteriores, se procedio a comparar si existen o
no diferencias entre los métodos cualitativos debido a los analistas mediante el
Test de MacNemar con un nivel de significancia del 0,05.

Planteamiento de las hipotesis
Ho= El método no presenta diferencias entre los 2 anlistas.

Ha=El método si presenta diferencias entre los 2 analistas.

Ho= Hipotesis Nula

Ha= Hipotesis Alternativa

Tabla 44. Comparacion de los niveles de significacia de los analistas por el Test
de MacNemar para metodologias cualitativas, a un valor p <0,05.

METODO Niveles de
(AUSENCIA/ significancia
PRESENCIA)

E. coli 0.09
Salmonella spp 0.09

S. aureus 0.06

P. aureginosa 0.07

De acuerdo con los resultados mostrados en la tabla 44, se acepta la hipotesis
nula, es decir que el método no presenta diferencias significativas entre los 2
analistas, puesto que los valores de P obtenidos en todos los casos fueron
mayores al 0,05.

METODO DE RECUENTO DE AEROBIOS MESOFILOS, MOHOS Y
LEVADURAS Y COLIFORMES TOTALES Y FECALES

ANALISIS CUANTITATIVOS

En el caso de microbiologia y teniendo en cuenta la dificultad de la obtencion del
valor de referencia, se emplea la exactitud relativa. El término "exactitud" cuando
se aplica en microbiologia en ensayos de recuento, es equivalente a la
recuperacion media. (Cerda J & Villarroe L, 2008). Segun los porcentajes de
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recuperacién obtenidos en cada uno de los ensayos de las metodologias que se
verificaron, la mayoria de porcentajes de recuperacion fueron mayores al 70%,
para cada uno de los productos sometidos a la verificacion, es evidente que, los
microorganismos con los que se contaminoé los productos tienen la capacidad de
crecer en presencia del producto preservado con parabenos, gracias a la accién
inactivante del polisorbato presente en el caldo nutritivo usado en la verificacion
(caldo lecitina polisorbato 20).

En todos los casos se obtuvo porcentajes de recuperacion superiores al 90%,
con excepcion del producto VM011-0418, el cual presentd un porcentaje de
recuperacion menor al 70% requeridos por la USP 40, en las metodologias de
mohos y coliformes totales para el analista 1, al contrario del analista 2, donde
todos los porcentajes de recuperacion fueron mayores a los establecidos por la
USP 40. Lo anterior se debe a la accidon de los parabenos ya que estos presentan
un amplio espectro frente a mohos y levaduras, aunque también poseen
actividad antimicrobiana. Las demas metodologias y microorganismos
evaluados presentaron porcentajes mayores al 70%, pudiendo comprobar que
estas metodologias poseen la capacidad de detectar un amplio rango de
microorganismos presentes en los productos.

Cuando nos referimos a presicion, hacemos referencia a un grado de
concordancia entre los resultados obtenidos al implementar una metodologia
repetidas veces bajo unas condiciones controladas. La presicion depende solo
de la distribucién de errores aleatorios y por el contrario no tiene ningun vinculo
con el valor especifico. Este estara dado como el coeficiente de variacion.

Conforme lo establecido en la USP 40, se puede denominar como una
metodologia precisa teniendo en cuenta que todos los valores obtenidos del
coeficiente de variacién son menores al 15%. Al realizar el andlisis del coeficiente
de variacion entre analisistas, se pudo observar un grado de homogenidad y
grado de concordacia entre los datos obtenidos, por lo que se puede establecer
que, este cumple ya que el valor de referencia segun la USP 40, no puede
superar el 35%. Se puede determinar que los dos ensayos realizados por los
analistas, se controlo adecuadamente las variables que pudieran afectar los
resultados de estos ensayos.

La presicion del sistema es la que pretende evaluar la capacidad de los
microorganismos de crecer en el caldo nutritivo utilizado para realizar la
verificacion (Caldo lecitina polisorbato 20), siendo evaluado por el crecimiento de
los microorganismos estdndares en ausencia del producto preservado con
parabenos, con el fin de evidenciar cambios en el sistema establecido (ver Tabla
8).

Conforme a los resultados anteriores, se procedidé a comparar si existen o no
diferencias entre los métodos debido a los analistas usando una prueba no
paramétrica similar a la t Student, denominada prueba de la U de Mann — Whitney
con un nivel de significancia del 0,05.
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Planteamiento de las hipo6tesis

Ho= El método no presenta diferencias entre los 2 analistas.

Ha=EIl método presenta diferencias entre los 2 analistas.

Ho= Hipotesis Nula
Ha= Hipotesis Alternativa

Tabla 45. Comparacion de las medias de los analistas por la prueba de la U de
Mann-Whitney (Test no paramétrico).

METODO Valor p calculado Diferencias Resultado
significativas
Recuento Aeroblos 00745 NS NO
mesofilos
Recuento de
Coliformes totales/ 0,8046 Ns NO
Coliformes Fecales
Recuento de Mohos 0,4613 Ns NO
Recuento de 0.8747 Ns NO

Levaduras
(Ns: No existen diferencias significativas; P < 0,05)

Teniendo encuenta los resultados obtenidos en la tabla 45, se rechaza la
hipotesis alternativa que establece que el método presenta diferencias
significativas entre los analistas; puesto que los p valores obtenidos en todos los
métodos son mayores al 0.05, y por lo tanto se acepta la hipétesis nula, la cual
establece que el método NO presenta diferencias entre los 2 analistas.

Los métodos verificados y que no presentan diferencias entre los analistas
evaluados son: Recuento Aerobios mesofilos, Recuento de Coliformes totales/
Coliformes Fecales, Recuento de Mohos y Recuento de Levaduras, los cuales
son Métodos Cuantitavivos Normalizados por la USP Vigente. Es importante
mencionar que, durante la verificacion de los procedimientos se mantuvo un
estricto control sobre los diferentes parametros del laboratorio, como lo son los
tiempos de incubacion, las temperaturas, la humedad, etc., de esta manera se
controlan las posibles variables que pueden afectar la veracidad de los
resultados durante los diferentes analisis que se realizan. El poder establecer
gue no existen diferencias entre analistas en cada uno de los métodos es un
factor de confianza que brinda el laboratorio al proceso de Control de Caldiad
microbioldgico, puesto que esto permite asegurar los resultados, aun cuando el
analisis sea realizado por personal diferente pero que se encuentre debidamente
capacitado.
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8. CONCLUSIONES

Se comprobd mediante el plan de verificacion, que las metodologias
farmacopeicas aplicadas en el control de calidad de productos no estériles
en el laboratorio LABFARVE cumplen con los criterios establecidos en la
USP 40.

Se pudo establecer los prerrequisitos requeridos para la comprobacion de
los métodos microbiolégicos normalizados en el laboratorio LABFARVE,
el cual corresponden con la documentacion y los resultados obtenidos en
la comprobacién de las metodologias.

Se pudo evaluar la precision de los métodos microbiolégicos mediante la
aceptabilidad de las desviaciones estandares de cada solucién analizada;
obteniendo un coeficiente de variacién con valores menores al 15%. En
cuanto a la exactitud de los métodos de recuento de Aerobios Mesdfilos,
Mohos y Levaduras y Coliformes Totales y Fecales, la recuperacion de
gran parte de muestras adicionales fue satisfactoria, segun estos
resultados los métodos microbiolégicos cumplen con lo establecido en la
USP 40.

9. RECOMENDACIONES
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Se hace necesario la identificacibn del microorganismo interferente,
presente en la prueba de ausencia y presencia para S aureus en los
productos VM007-0418.

Se recomienda volver a verificar las metodologias usadas para
Coliformes totales y fecales, al igual que para mohos del producto VM011-
0418.

Se debera tener un contrato de mantenimiento permanente para la
calibracion de equipos, con el fin de asegurar que se estan utilizando
equipos completamente calibrados.

10. GLOSARIO
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Analito: componente medido por el método de analisis. En el caso de métodos
microbiolégicos esto es el microorganismo sus componentes o productos
asociados (enzimas o toxinas)

Especificidad: (para un tipo de matriz y un nivel de inoculacion dado): Fraccién
del numero total de cultivos o colonias negativos que son asignados
correctamente con el método utilizado.

Nota: También puede definirse como la capacidad de un método de no detectar
el microorganismo diana, si este no esté presente.

Exactitud de medida: proximidad entre un valor medido y un valor verdadero
de un mensurando.

Nota: Es la combinacion de la precision y la veracidad. La exactitud en los
ensayos microbiolégicos, pueden determinarse Mediante los resultados
obtenidos en los interlaboratorios (que dan una idea de precision) y mediante el
analisis de un material de referencia certificado (que da una indicacion de la
veracidad)

Exactitud relativa: Grado de concordancia entre los resultados del método
evaluado y los obtenidos utilizando un método de referencia reconocido.

Nota: En lo posible deben utilizarse muestras idénticas. Sin embargo, cuando se
utilizan diferentes pre -enriquecimientos, se hace necesario la duplicacion de las
muestras.

Factor de cobertura (k): factor numérico utilizado como multiplicador de la
incertidumbre de medida para obtener una incertidumbre expandida de
medicion.

Nota: Tipicamente su valor se encuentra entre 2y 3

Incertidumbre de medida: Parametro, asociado al resultado de una medicion,
que caracteriza la dispersion de los valores que podrian ser razonablemente
atribuidos al mensurando.

Nota: El parametro puede ser, por ejemplo, una desviacion estandar (o un
multiplo de ella), o la mitad de un intervalo de un nivel de confianza determinado.

Incertidumbre combinada, uc(y) : incertidumbre estdndar de un resultado, v,
de una medicién cuando ese resultado es obtenido a partir de valores de otras
cantidades, que es igual a la raiz cuadrada positiva de la suma de los términos,
siendo estos términos, las varianzas o covarianzas de esas cantidades divididas
por los resultados de esas mediciones.

Incertidumbre estandar, u (xi): incertidumbre del resultado xi de una medicion
expresada como una desviacion estandar.

Incertidumbre expandida (U): cantidad que define a un intervalo en torno al
resultado de una medicion que puede esperarse que incluya una fraccion grande
de la distribuciébn de los valores que pueden atribuirse razonablemente al
mensurando.
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Inclusividad/ Exclusividad: inclusividad es la capacidad de un método
alternativo de detectar el microorganismo diana a partir de un amplio rango de
cepas. Exclusividad es la falta de interferencia, en un método alternativo, a partir
de un rango amplio de cepas no -diana.

Nota: La exclusividad expresa la capacidad del método de no detectar a los
microorganismos no - diana, es decir aquellos que pueden presentar reacciones
cruzadas con el microorganismo diana. La inclusividad es el rango de cepas que
refleja la diversidad Genética y / o seroldgica del microorganismo diana que el
método puede detectar. La inclusividad y la exclusividad se determinan sobre un
amplio rango de cultivos puros de cepas diana y no -diana, mientras que la
sensibilidad/especificidad se determinan en  matrices contaminadas. La
inclusividad/exclusividad da una medida de la selectividad del método. Este
requisito no es aplicable al recuento total de microorganismos viables, recuento
de hongos y levaduras o métodos de enumeracién que no estan dirigidos contra
microorganismos especificos.

Limite de deteccion: aplicado a ensayos microbiolégicos cualitativos, es el
namero minimo de microorganismos que pueden ser detectados, pero en
cantidades que no pueden estimarse con precision.

Limite de cuantificacion: aplicado a ensayos microbiolégicos cuantitativos, es
el nimero minimo de microorganismos dentro de una variabilidad definida que
puede determinarse en las condiciones experimentales del método evaluado.
Nota: También se lo denomina limite de determinacién. Representa el nivel mas
bajo validado con una precision satisfactoria.

Mensurando: magnitud que se desea medir.

Nota: En microbiologia el mensurando es definido en términos del método
empleado. Puede expresarse, por ejemplo, como ufc por la unidad de cantidad
de muestra (ufc/ml 6 ufc/g). Ejemplo: en la determinacion cuantitativa de Listeria
en leche, el mensurando puede ser el resultado obtenido a partir del recuento de
colonias, luego que se han seguido todos los pasos especificados en el método
de ensayo.

Método cualitativo: método de analisis cuya respuesta es la presencia o
ausencia del analito, detectado de forma directa o indirecta en una cierta
cantidad de muestra.

Método cuantitativo: método de analisis cuya respuesta es la cantidad del
analito medido de forma directa (enumeracion en masa o volumen), o indirecta
(color, absorbancia, impedancia, etc.) en una cierta cantidad de muestra.

Método de referencia: método internacionalmente reconocido y ampliamente
aceptado.

Nota:(por ejemplo, NMKL, ISO, CEN, métodos de AOAC Internacional, métodos
que se indican en la Unidn Europea, en las legislaciones nacionales y ciertas
normas nacionales de calidad equivalente).
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Método alternativo: método de analisis que demuestra o estima, para una dada
categoria de productos, el mismo analito que se mide utilizando el
correspondiente método de referencia.

Precision de medida: proximidad entre las indicaciones o los valores medidos
obtenidos en mediciones repetidas de un mismo objeto, o de objetos similares,
bajo condiciones

especificadas.

Nota: Es habitual que la precision de una medida se exprese numeéricamente
mediante medidas de dispersion tales como la desviacion tipica, la varianza o el
coeficiente de variacién bajo las condiciones especificadas. Las “condiciones
especificadas” pueden ser condiciones de repetibilidad, condiciones de
precision intermedia, o condiciones de reproducibilidad

Precision intermedia: precision de medida bajo un conjunto de condiciones de
precision

intermedia.

Nota: Este conjunto de condiciones incluye el mismo procedimiento de medicion,
el mismo lugar y mediciones repetidas del mismo objeto u objetos similares
durante un periodo amplio de tiempo, pero que puede incluir otras condiciones
que involucren variaciones. Las variaciones pueden comprender nuevas
calibraciones, patrones, operadores y sistemas de medida. En la préctica,
conviene que toda especificacion relativa a las

condiciones incluya las condiciones que involucren variaciones y las que no.

Rango de validacién: rango de numero medio de particulas por porcion
analitica para el cual las expectativas de las especificaciones de validacion (en
particular linealidad) han sido aceptablemente demostradas.

Nota: por lo general se expresa como el rango de recuento de colonias
“confiable”.

Repetibilidad:precision de medida bajo un conjunto de condiciones de
repetibilidad.

Nota: Este conjunto de condiciones incluye el mismo procedimiento

de medida, los mismos operadores, el mismo sistema de medida, las mismas
condiciones de operacién y el mismo lugar, asi como mediciones repetidas del
mismo objeto o de un objeto similar en un periodo corto de tiempo.

Reproducibilidad: precision de medida bajo un conjunto de condiciones de
reproducibilidad.

Nota: Este conjunto de condiciones incluye diferentes lugares, operadores,
sistemas de medida y mediciones repetidas de los mismos objetos u objetos
similares. Los diferentes sistemas de medicidbn pueden utilizar diferentes
procedimientos de medida. En la practica, conviene que toda especificacion
relativa a las condiciones incluya las condiciones que varian y las que no.
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Robustez: capacidad de un método para mantenerse sin cambios ante
pequeiias pero deliberadas variaciones en los parametros del método, que
provee una indicacién de su confiabilidad durante el uso normal.

Nota; las variaciones a las que hace referencia la definiciéon son por ejemplo,
cambios en las condiciones ambientales, en las condiciones de incubacion
(tiempo/temperatura), calidad y vida Gtil de medios de cultivo y reactivos, pH, etc.
La informacion de la prueba de robustez puede utilizarse para especificar las
condiciones en que debe ser aplicado el método

Sensibilidad (para un tipo de matriz y un nivel de inoculacion dado):
Fraccion del nimero total de cultivos o colonias positivos que son correctamente
asignados con el método

utilizado. También puede definirse como la capacidad de un método de detectar
el microorganismo diana, cuando este esta presente.

Tasa de Falsos Positivos (para un tipo de matriz y un nivel de inoculacion
dado): es la probabilidad o frecuencia con que la muestra sea asignada como
positiva cuando en realidad es negativa. Falsos Positivos son aquellos que han
sido asignados como tales conociendo que en realidad son negativos.

La incidencia de falsos positivos es igual a: 1 menos la especificidad.

Tasa de Falsos Negativos (para un tipo de matriz y un nivel de inoculacién
dado):es la probabilidad o frecuencia con que una muestra conocida como
positiva, sea asignada como negativa por el método. La incidencia de falsos
negativos es igual a 1 menos la sensibilidad.

Validacién: Confirmacién mediante el suministro de evidencia objetiva de que
se han cumplido los requisitos para una utilizacion o aplicacién especifica
prevista.

Verificacion: Confirmacion mediante la aportacion de evidencia objetiva de que
se han cumplido los requisitos especificados.

Veracidad: proximidad entre la media de un namero infinito de valores medidos
repetidos y un valor de referencia.

Nota: El verdadero valor de una cantidad es un concepto tedérico y, en general,
no puede ser conocido exactamente. En la practica el valor de referencia
aceptado puede sustituir al valor verdadero. La veracidad se expresa
habitualmente en términos de sesgo o0 bias. Es aceptado, en los ensayos
microbiolégicos cuantitativos, que no se tenga en cuenta al sesgo, en la
estimacion de la incertidumbre de medicién debido a la naturaleza empirica los
métodos microbiolégicos. Es el procedimiento analitico el que determina
directamente el resultado de la medicién, por ejemplo, el nUmero de unidades
formadoras de colonias por unidad de muestra. Por lo tanto, no es posible en la
practica determinar el valor verdadero que se requiere para determinar el sesgo.
Incluso cuando se utilicen materiales de referencia certificados, o los valores
derivados de los Ensayos de Aptitud, sélo puede evaluarse una parte del sesgo.
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En cualquier caso, aun cuando no se evalle el componente de la incertidumbre
debida al sesgo, el laboratorio puede demostrar que se encuentra bajo control,
por ejemplo, mediante su participacion en ensayos de aptitud o mediante el
ensayo de materiales de referencia certificados.
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12. ANEXOS

Anexo 1. MATRIZ DE SELECCION PARA

METODOLOGIAS MICROBIOLOGICAS

MATRIZ DE SELECCION PARA VERIFICACION DE METODOLOGIAS MICROBIOLOGICAS
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Anexo 2. CERTIFICADOS DE ANALISIS DE CEPAS

O Microbiologics:

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release
Specifications Expiration Date: 2019/10/31
Microorganism Name: Aspergillus brasiliensis Release Information:
Catalog Number: 0392 Quality Control Technologist: Megan C Wipper
Lot Number: 392-769** Release Date: 2018/1/27

Reference Number: ATCC® 16404 ™*

Purity: Pure

Passage from Reference: 3

(7) Mean Assay Value (MAV): 69 CFU per 0.1 ml

Performance
Macroscopic Features: Medium:

Rapidly growing colonies which are initially white or_pale yellow, quickly PDA
bec?om)f/: glack w%th conidia (spore) productiony. Reverse isp paeieyyel?uw. 8 "

Microscopic Features: Method:

Chains of small conidia which arise from short sterigmata arranged radially Lactophenol Blue (1)
~ |over the surface of the vesicle

ID System: MALDI-TOF
See attached ID System results document.

QZ./ Vu\\»,.__(.__f;/éfj-bv

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this
certificate is the actual base lot number.

Note for Vitek®: Although the Vitek® panel uses many conventional tests, the unique environment of the card, combined with the short incubation period, may
produce results that di from published resuits obtained by other methods.

use and y

4, Refer to the encl product insert for instr

d culture

Individual products are ble to a

N
\—
REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2655.02
*) The ATCC Li Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks ar:
ATCC Licensed \ & tragemarks o'fc iurscec. Mic‘rubiologics, llnc. is licensed tr; use these trademarks and to sell products derived fom ATCC
\ Derivative ) culures.
(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025:2005.
ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01
The M A V2 MAV d ab ay deviate from the end-user's MAV based on variables, inherent to each
g Iab?:rateowen\snsr%m:%?s(uch aL%%&ojs.%gd% f\{(p:. eqtﬁpn?g:\t, pipgues, aend individual technician technique.
© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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O Microbiologics-

Certificate of 2s- Lyophilized Microorganism fication and Performance Upon Release
Specifications Expiration Date: 2013/9/30
Microorganism Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus Release Information:
Catalog Number: 0485 Quality Control Technologist: Kassandra L Hall
Lot Number: 435512 Release Date: 2017/10/20
Reference Number: ATCC® 6538™*
Purity: Pure
Passage from Reference: 3
Mean Assay Value (MAV): 68 CFU per 0.1 ml

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Medium to convex, circular, glistening, smooth, creamy, opaque, beta SBAP
hemolytic - m gold and aaner goldncgo ies may be pr);ase%ts
Microscopic Features: Method:
Gram positive coco occurring singly, in pairs and in irregular clusters. Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Results
See attached 1D System results document. (1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive

(1) Coagulase (rabbit plasma - tube): positive
(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk): negative

Qlﬂkﬂ- 3. %,)—EA—.-

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The @st digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this
certificate is the actual base lot number.

gr%ts ulg:\f”:.‘ \ftrugn\{i:‘e‘jli.’@“ :ﬁen lr m w'w "‘f;‘ﬂ.‘sémf unigue of the card, bined with the short incubation period, may
& Referto the e d product insert for instructi i ded use and | d/safety inf

Individ ',, are ble to a ized culture !
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O Microbiologics-

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release
Specifications Expiration Date: 2019/6/30
Microorganism Name: Candida albicans Release Information:
Catalog Number: 0443 Quality Control Technologist: Tanner E Rothstein
Lot Number: 443-801** Release Date: 2017/7/10
Reference Number: ATCC® 10231 ™*
Purity: Pure
Passage from Reference: 3
Mean Assay Value (MAV): 42 CFU per 0.1 ml

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Small to medium, white, circular, convex, dull colonies. Nutrient
Microscopic Features: Method:
Gram positive, ovoidal, budding yeast cells. Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System results document. (1) Germ Tube Test: positive

(1) Chlamydospore production: positive

,’?

\LQVVM_; e p,;/"v/z,f?%«w

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this
certificate is the actual base lot number.

Note for Vitek®: Aithough the Vitek® panel uses man ntional tes unique environment of the card, combined with the short incubation period, ma
produce resuits that difiar m pub|i£l?ecf resaits Mlﬁ% other meetﬁ':g;? ane - P ey
., Refer to the losed product insert for i i ir ded use and h i/safety inf

Indivii prod are t ble to a ized culture collecti

") The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are
ATCC Licensed O lra“ lemarks c; eATCC. BﬁcmbiulogEics, Inc.is l?censed to use these Iraéemarks and to sell products derived fgi’om ATCC®
\ Derivative ) cuitures.

(1) These tests are accredited to ISOAEC 17025:2005.

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01
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O Microbiologics®

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Expiration Date: 2019/2/28

Release Information:

Quality Control Technologist: Tanner E Rothstein
Release Date: 2017/4/7

Specifications

Microorganism Name: Escherichia coli
Catalog Number: 0483

Lot Number: 483-642**

Reference Number: ATCC® 8739™*

Purity: Pure

Passage from Reference: 3

Mean Assay Value (MAV): 34 CFU per 0.1 ml

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Medium to large, gray, mucoid, convex. SBAP
Microscopic Features: Method:
Gram negative straight rod. Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System results document. (1) Oxidase (Kovacs): negative

Beta-glucuronidase (E. coli Broth w/MUG): positive

s
Y P > ¢ ',(}&s-

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

“*Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number, The lot number displayed on this
certificate is the actual base lot number.

Note for Vitek®: Although the Vits anel uses man' entional tests, the unique i f the card, i with the short incubation period, ma
produce results that %“lﬁor‘#nm peu’ﬁig'mf resuits awimy o&‘e‘r mesthod: 9 o i pe %
_i. Refer to the enclosed product insert for instructi i ded use and

Individual prod are ble to a gnized culture

emarks of ATCC. Mi ived from ATCC®

*) The ATCC Licens: ivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are
O "aléu . % a?cr%%ﬁclugElcs‘ Iﬁ’g is I?oensed :u"c:sne these raden ks and to sell prod denae
cultures.

ATCC Licensed )
Derivative

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025:2005,

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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© Microbiologics:

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release
Specifications Expiration Date: 2019/2/28
Qlirﬁl?#lﬁla%ism Name: Salmonella enterica subsp. enterica serovar | Release Information:
C)g)talo Number: 0363 Quality Control Technologist: Megan C Wipper
L g iy e Release Date: 2017/3/14
ot Number: 363-273

Reference Number: ATCC® 14028 ™*
Purity: Pure

Passage from Reference: 3

Mean Assay Value (MAV): 54 CFU per 0.1 m|

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Medium, gray/white, circular, slightly irregular edges, convex colonies SBAP
Microscopic Features: Method:
Gram negative straight rods Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Resuits
See attached ID System results document. (1) Oxidase (Kovacs): negative

ektoen Enteric agar good growth, blue-green
colonies with black centers

(1) Salmonella O antiserum Factor O:4 (Included in
group B): positive

(1) Salmonella O antiserum Factor O:5 (Included in
group B): positive

(1) Salmonella O antiserum Factor 0:12 (Included in
group B): positive

(»[:évm P ’/L,/,,/_)em

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this
certificate is the actual base lot number.

Note for Vitek®: Altho: e Vitek® panel useﬁsmlny conventional tests, the unique environment of the card, combined with the short incubation period, may
produce results that d m published results obtained by other methods.
. Refer to the d product insert for i i I ded use and h

d cuiture
(*) The ATCC che s ed Denvatlve Embllem the ATCC chensed Derivative word mark and the ATCC cataios mar s ar
ark:

ATCC Licensed Y’ lradem ATCC. M 0 use these trademarks and to self products derived frol
\ Derivative )

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025:2005.

Individual products are toa

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01
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O Microbiologics-

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2019/6/30

Microorganism Name: Bacillus subtilis subsp. spizizenii Release Information:

Catalog Number: 0486 Quality Control Technologist: Tanner E Rothstein
Lot Number: 486-610** Release Date: 2017/8/1

Reference Number: ATCC® 6633™*

Purity: Pure

Passage from Reference: 3

Mean Assay Value (MAV): 38 CFU per 0.1 ml

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Large, irregular, flat, undulate edge, gra%,' and wrinkied with ground glass SBAP
appearance; beta hemolysis and slight yellow coloring may appear in
wrinkles by 48 hours.
Microscopic Features: Method:
Straight, gram positive rod, with an ellipsoidal, central or terminal endospore. Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Resulits
See attached ID System resuits document. (1) Purple Broth w/Rhamnose: negative

(1) Purple broth wiLactose: negative

MYP .Ag(ar: Growth of yellow, dry colonies without
precipitate

/\LZTVV\A_A_-L..;; /%t/x i

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this
certificate is the actual base lot number.

Note for Vitek®: Although the Vitek® panel uses many conventional tests, the unique environment of the card, combined with the short incubation period, ma
produce restlsa that d‘l’#ﬂ' from pul lighed results ob Yined by oa\ar o i P ¥

2, Refer to the enclosed product insert for instructi intended use and hazar fety inf
Individual products are ti bie to a gnized cult llecti
(*) The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC calalog marks are
ATCC Licensed ggﬁrg:rks of ATCC. Microbiologics, Inc. is licensed to use these trademarks and to sell products derived ffom ATCC®
\ Derivative ) 2

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025:2005.

ACCREDITED!
TESTING CERT #2655.01
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Q Mlcrob;oiogscs

Expiration Date: 2019/8/31

Release Information:

Quality Control Technologist: Christine Condon
Release Date: 2017/10/26

Speclficauons
Microorganism Name: Pseudomonas aeruginosa
Catalog Number: 0484

Lot Number: 484-900**

Reference Number: ATCC® 9027 ™*

Purity: Pure

Passage from Reference: 3

(7) Mean Assay Value (MAV): 63 CFU per 0.1 mi

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Large, flat, circular to irregular shaped, gray with silver sheen. A second SBAP
colc?ny type may also be prgsent as s‘r’naﬂ gou%d shiny colonies.
Microscopic Features: Method:
Straight or slightly curved gram negative rod. Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System resuits document. (1) Oxidase (Kovacs): positive

(1) Motility B Medium: positive
P%uudomonas P Agar: positive (blue-green color
diffusing into the agag

Growth at 42 C: positive

9

f

\[' ““Z'/y\.‘, ‘«__.“m..':___/m ;_,j—-é‘,*—*-
Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The fast digit(s) of the lot number appearing on the product iabe! and packing slip are merely a packaging event number. The {ot number displayed on this
certificate is the actuai base iot number.

Note for Vitel lhe Vitek® pan Iusa many conventional tests e unique environment of the card, combined with the short incubation period, may
produce rest g0 rosuhs Sbibined fy over mamode: U
= Refer to the enclosed product insert for i d i ded use and y i
ividual prod are ble to a ized culture coll

ACCREDITED

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2655.02

*) Th; ATCC L[ci:‘\_seg Derivative Emblfm the ATCC Llcensed Derivative word mark an? the ATCC calalaﬁ %scg‘g

ATCC Licensed e to use these tracemarks and to sell products derived
Derivative

(1) These tests are accredited to ISO/AEC 17025:2005.

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01

{ te from the end-user's MAV based on variables inherent to each
m Tlait‘:% M%ﬂ'eﬁiﬂ%%ﬁk‘f&“ A\str;at e above ma&p: vé:tﬁprl;loem pipeties, and individual technician technique.
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Anexo 3. MEDIOS DE CULTIVO

Agar Sabouraud Dextrosa (Oxoid)

Dextrosa 40,0 g
Mezcla digerido peptidico de tejido animal y digerido 10,09
pancreatico de caseina 1:1
Agar 1509
Agua purificada 1000 mL

Ajustar el pH para que después de la esterilizacién sea de 5,6 + 0,2 a 25°C

Esterilizar en una autoclave utilizando un ciclo valido.

Agar MacConkey (Oxoid)

Digerido pancreético de gelatina 1709
Peptonas ( de carne y caseina) 3,09
Lactosa Monohidrato 10,0 g
Cloruro de sodio 50¢g
Sales biliares 15¢g
Agar 13,59

Rojo neutro 30,0 mg
Cristal violeta 1 mg

Agua purificada 1000 mL

Ajustar el pH para que después de la esterilizacién sea de 7,1 £ 0,2 a 25°C.
Calentar a ebullicion durante 1 minuto, agitando constantemente, y luego

esterilizar en una autoclave usando un ciclo valido.

Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (Oxoid)

Xilosa 3,59
L -Lisina 5049
Lactosa Monohidrato 750
Sacarosa 750
Cloruro de sodio 50¢g
Extracto de levadura 3,09
Rojo fenol 80 mg
Agar 13,59
Desoxicolato de sodio 2540
Tiosulfato de sodio 6,89
Citrato férrico Amonico 0,89
Agua purificada 1000 mL

Ajuste el pH para que después del calentamiento sea de 7,4 £ 0,2 a 25°C.
Calentar a ebullicién, enfriar a 50°C y verter en placas de Petri. No calentar en

autoclave
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Agar Cetrimida (Merck)

Digerido pancreatico de Gelatina 20,0 ¢
Cloruro de magnesio 149
Sulfato de potasio 10,0 g
Cetrimida 0,39
Agar 13,6 g

Agua purificada 1000 mL
Glicerol 10 mL

Calentar a ebullicion durante 1 minuto con agitacion. A justar el pH para que
después de la esterilizacion sea de 7,2 + 0,2 a 25°C. Esterilizar en autoclave

utilizando un ciclo valido.

Agar Manitol Salado (Oxoid
Digerido pancreatico de caseina 50¢9
Digerido péptico de tejido animal 5,09
Extracto de carne 109
D-Manitol 10,0 g
Cloruro de sodio 75,09
Agar 15049
Rojo fenol 0,025 g
Agua purificada 1000 mL

Calentar a ebullicion durante 1 minuto con agitacion. Ajustar el pH para que
después de la esterilizacion sea de 7,2 = 0,2 a 25°C. Esterilizar en autoclave en
un ciclo valido.

Agar Violeta Bilis Rojo Glucosa (Oxoid)
Extracto de levadura 3,09
Digerido pancreatico de gelatina 700
Sales biliares 15¢g
Cloruro de sodio 5009
Glucosa monohidratada 10,049
Agar 15049
Rojo Neutro 30 mg
Cristal Violeta 2 mg
Agua purificada 1000 mL

Ajustar el pH para que después del calentamiento sea de 7,4 £ 0,2 a 25°C.

Calentar hasta el punto de ebullicion; no calentar en autoclave




CALDOS

Caldo Mossel para Enriquecimiento de Enterobacterias (Oxoid)

Digerido pancreatico de gelatina 10,09
Glucosa monohidratada 50¢g
Bilis de buey deshidratada 20,0 ¢
Fosfato monobasico de Potasio 2,09
Fosfato Dibasico de sodio dihidrato 8,09
Verde brillante 15 mg
Agua purificada 1000 mL

Ajustar el pH para que después del calentamiento sea de 7,2 + 0,2 a 25°C.

Calentar a 1002 durante 30 minutos y enfriar inmediatamente.

Caldo MacConkey (Oxoid)

Digerido pancreatina de gelatina 20.0g
Lactosa Monohidrato 10.0g
Bilis de buey deshidratada 50¢g
Purpura de bromocresol 10 mg
Agua purificada 1000 mL

Ajustar el pH para que después de la esterilizacién sea de 7,3+ 0, 2 a 25°C.

Esterilizar en autoclave utilizando un ciclo validado.

Caldo Rappaport-Vassiliadis para enriquecimiento de Salmonella

(Oxoid)

Peptona de soja 45¢g
Cloruro de magnesio hexahidrato 29,09
Cloruro de sodio 8,09
Fosfato dibasico de potasio 0,49
Fosfato monobasico de potasio 0,69
Verde de malaquita 0.036 g
Agua purificada 1000 mL

Disolver, calentando ligeramente. Esterilizar en autoclave utilizando un ciclo
validado a una temperatura que no exceda de 115°C. El pH debe ser de 5,2 +
0,2 a 25°C luego del calentamiento y esterilizacion en autoclave.
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