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INTRODUCCION

En la actualidad Analtec Laboratorios S.A.S sede Medellin, dentro del amplio portafolio
de servicios ofrecidos a sus clientes establece la necesidad de certificarse también en
la realizacion de analisis a productos farmacéuticos independiente de las
caracteristicas de los mismos (estériles y no estériles).

Ahora bien, en este trabajo se plantea fortalecer el sistema documental relacionado con
el campo farmacologico, al igual que la implementacion del sistema de gestion de
calidad del laboratorio de microbiologia con el fin dltimo de brindar herramientas utiles
en la obtencion de la certificacion ante el INVIMA.

La certificacion ante un ente regulatorio, es la accién mediante la cual se emite una
calificacion de aprobaciéon, que es el resultado de una evaluacién e inspeccion de
ciertos criterios que se tienen en cuenta de manera obligatoria basados en una norma o
resolucién especifica para la realizacion de una funcién en particular.

La industria farmacéutica se encarga de la fabricacibn de productos quimicos o
naturales destinados a la prevencién y tratamiento de enfermedades, por lo que se
encuentra estrictamente regida por una serie de normativas que cobijan todo el ciclo
productivo; entendido entonces desde la implementacién del sistema de gestion de
calidad del laboratorio hasta la comercializacion de los productos obtenidos. Por lo
citado anteriormente, esta industria en especial se encuentra siempre vigilada por
instituciones que ejercen funciones de inspeccién, vigilancia y control de los productos
comercializados asi como a los laboratorios encargados de evaluar la calidad
microbiolégica de los mismos, es decir, estos ultimos tienen la responsabilidad de
entregar resultados confiables y seguros que confirmen que no representa ningun
problema al tener contacto con los seres humanos.

Aunado a lo anterior, la resolucion numero 3619 de 2013 del Ministerio de Salud y
Proteccion, establece los requisitos para implementar las buenas practicas de
laboratorio de control de productos farmacéuticos. Esta resolucion se tendra en cuenta
para la implementacion del sistema de gestion de la calidad y documentacion,
fundamentado en apoyar la certificacion del laboratorio de microbiologia de Analtec
Laboratorios S.A.S sede Medellin en cuanto al analisis de productos farmacéuticos. De
otro lado, con ayuda de la guia de la OMS sobre buenas practicas para laboratorios
farmacéuticos de microbiologia (Referencia QAS/09.297) se fortalece ademas del
sistema de gestion todo lo relacionado con requisitos y la praxis de muestras de origen
farmacoldgico.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Comparar los requisitos de la Resolucion 3619 de 2013 del Ministerio de salud y
Proteccion con la NTC ISO/IEC 17025:2005 —Requisitos Generales para la
Competencia de los Laboratorios de Ensayo y/o Calibracion para su verificacion
y posterior implementacion en Analtec Laboratorios S.A.S.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Asegurar el control de calidad analitico de los equipos criticos utilizados en
analisis microbiolégicos que cumplen con la NTC ISO/IEC 17025:2005 y que a
su vez cumplen con lo estipulado por la Resolucién 3619 de 2013.

Verificar que las condiciones del ambiente, superficies del area de trabajo y los
medios de cultivo a emplear estdn aptos para la realizacién de cualquier ensayo
descartando todo tipo de contaminacion e interferentes que invaliden los
resultados a obtener.

Estandarizar la cepa de Escherichia coli ATCC 25922 como inicio de la
implementacion de la Resolucién 3619 de 2013 para posteriores estudios de
validacion 'y confirmacion de métodos microbiolégicos de productos
farmacéuticos.
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2. JUSTIFICACION

Analtec Laboratorios S.A.S sede Medellin, es una empresa en donde se realizan
analisis microbiologicos vy fisicoquimicos de aguas, alimentos y a fines, los cuales
estan orientados a brindar una herramienta eficaz y oportuna a todos sus clientes
en los analisis que este requiera; buscando fortalecer lo relacionado con todo el
proceso productivo (sistema de gestion, procedimientos y/o metodologias,
personal idéneo, entre otras) que conlleve a brindar seguridad y confiabilidad en
los resultados que se emitan independientemente el tipo de matriz que sea
analizada en el laboratorio.

En vista de la necesidad que tienen las empresas de comercializar productos que
cumplan los estandares de calidad, relacionadas con el campo farmacéutico;
Analtec Laboratorios S.A.S sede Medellin proyecta -certificarse como un
laboratorio lider en el analisis de productos farmacéuticos al implementar los
requisitos exigidos en la Resolucion 3619 “Manual de Buenas Practicas de
Laboratorio de Control de Productos Farmacéuticos” para realizar analisis
microbiolégicos de estos productos con el fin de ampliar su competencia y
liderazgo en el mercado.

Debido a que el laboratorio actualmente se encuentra acreditado antes el IDEAM
bajo la Norma Internacional NTC ISO/IEC 17025:2005 para la realizacion de
ensayos microbioldgicos y fisicoquimicos en aguas crudas y residuales, se hace
necesario comparar los requerimientos de la Resolucién 3619 con dicha norma vy,
asi buscar los requisitos que las hacen diferentes e implantarlos logrando cumplir
con las exigencias de un laboratorio de analisis de productos farmacéuticos.

La implementacion de este sistema analitico, amplia las posibilidades del
laboratorio al mercado competitivo ya que esto brinda mayor confianza y
reconocimiento frente a los clientes quienes en ultimas desean que sus resultados
estén respaldados por un ente regulatorio que asegura la competencia en la praxis
del ensayo que se realice.

Por lo explicado anteriormente, se pretende estandarizar la cepa Escherichia coli
ATCC 25922 para la posterior validacion de analisis microbiolégico de un producto
farmacéutico de caracteristica estéril siguiendo los lineamientos establecidos por
la United States Pharmacopeial (USP) 38 NF 33 2015, logrando evidenciar asi
competencia y aptitud en la realizacibn de ensayos que estén directamente
relacionados con el sector farmacéutico.
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3. MARCO REFERENCIAL

3.1 BASES LEGALES

3.1.1 NTC ISO/IEC 17025:2005:

Requisitos Generales para la Competencia de los Laboratorios de Ensayo y/o
Calibracion.

3.1.2 Resolucion 3619 de 2013 de Ministerio de Salud y Proteccion.

Por la cual se expide el Manual de Buenas Practicas de Laboratorio de Control de
Calidad de Productos Farmacéuticos, se establece la guia de evaluacion y se
establecen otras disposiciones.

3.1.3 Buenas practicas de la OMS para laboratorios de microbiologia
farmacéutica, 2013.

Guia destinada a todos los laboratorios microbiolégicos implicados en ensayos de
esterilidad, deteccion, aislamiento, recuento e identificacion de microorganismos
(bacterias, levaduras y mohos filamentosos) y pruebas de endotoxinas bacterianas
en diferentes materiales (ej. Materias primas, agua), productos, superficies,
vestimentas y el ambiente, valoraciones usando microorganismos como parte del
sistema de pruebas.

3.1.4 USP 38 - NF 33
Farmacopea de los Estados unidos y formulario nacional 2015.
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3.2 ANTECEDENTES

La importancia de la acreditacion de un laboratorio en la realizacion de analisis
microbiolégicos enfocados al campo farmacologico debe sentarse en el impacto
gue estos productos tienen en la salud del ser humano. Partiendo de ello, lo que
se quiere evaluar es la carga o impacto de un microorganismo (ya sea bacteria,
levadura, moho, etc.) en un producto de origen farmacolégico resaltando la
importancia de la evaluacion de la calidad de cualquier sustancia que se desee
utilizar de manera directa sobre un organismo en particular.

Es asi como en Estados Unidos, un estudio realizado y soportado por organismos
como la FDA y la EPA centra su atencion para la implementacion de BPL en
laboratorios especialmente los que no son de indole clinico; buscando ajustar
dichos laboratorios a estas practicas brindando un enfoque mas al sistema de
calidad tras la aplicacion de dichas practicas en los laboratorios de andlisis
(Wedlich, et al 2013).

Actualmente existen diferentes metodologias relacionadas con farmacologia
fundamentadas con la Resolucion 3619/2013, las cuales regulan y establecen
criterios en la praxis de metodologias basadas en la evaluacion de productos
relacionados con productos farmacéuticos. Lo anterior se menciona con el fin de
resaltar la importancia de realizar ensayos farmacoldgicos in vitro, que eviten el
uso de animales en este campo de investigacion. Un estudio llevado a cabo en
India, resalta la importancia de realizar pruebas de calidad y seguridad para la
aprobacion reglamentaria de los medicamentos y productos farmacéuticos en ese
pais para garantizar normas minimas de seguridad, aclarando en la prohibicion del
uso de animales para lograr dicho propésito; obligando entonces a disefar
herramientas que demuestren ser eficaces en asegurar la calidad de estos
productos (Rastogi, et al 2015).

Asi mismo en otro estudio realizado en Missouri, un grupo de estudiantes centrd
un proyecto en determinar la importancia de la calidad de los farmacos que son
suministrados a ciertos pacientes. Aqui lo que pretendian determinar entre otras
cosas es la concentracion real y el efecto de la sustancia que se administra como
la calidad de la misma ya que esto puede afectar las preparaciones farmacéuticas
y el propésito inicial de las mismas (Bucholtz, et al 2010).

Analtec Laboratorios S.A.S es una empresa dedicada a la prestacion de servicios
de andlisis microbioldgico y fisicoguimico en la industria alimentaria y ambiental,
con una trayectoria de 30 afios. Para el afio 2008 como una posibilidad de ampliar
su portafolio de servicios incursiond en el ambito farmacéutico posicionandose
como un laboratorio en la prestacion de servicios microbiologicos en la toma de
muestras ambientales (superficies, ambientes) de areas controladas (centrales de
mezclas, quir6fanos, entre otros); ademas la realizacion de ensayos
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microbiolégicos a productos estériles y no estériles. Para asegurar la calidad de
dichos analisis la direccion del laboratorio decide mejorar la infraestructura,
construyendo las areas con aire calificado, (CFLH ISO 5, area de preparaciones
ISO 7, pass through de ingreso y salida ISO 7 y una esclusa de personal ISO 7),
dando cumplimiento parcial a la Resolucion No 003619 de 2013 del Ministerio de
Proteccion Social.

Para el afo 2015 surge la necesidad de avanzar en el cumplimiento de la
resolucion anteriormente mencionada con el fin de obtener certificacion de Buenas
Practicas de Laboratorios (BPL) ante el Instituto Nacional de Vigilancia de
Medicamentos y Alimentos (INVIMA), por lo que se realizé una revision exhaustiva
de la Resolucion 3619 de 2013 dejando las bases necesarias para continuar con
los procesos de validacion de los métodos de ensayos microbiolégicos y asi
solicitar la respectiva visita del ente de control INVIMA, para evaluar el nivel de
cumplimiento del laboratorio.

3.3 SISTEMA TEORICO

3.3.1 Medicamentos

Los medicamentos son productos utilizados para auxiliar en la cura, prevencion y
diagnostico de enfermedades. Estos productos tienen como base una o mas
sustancias — el denominado principio activo (farmaco). No se debe pensar que
medicamentos y drogas son la misma cosa. El término droga designa a cualquier
sustancia de origen animal, vegetal o mineral de donde es extraido el principio
activo (farmaco). Adicionalmente, en Brasil y en otros paises de América Latina, la
palabra droga se relaciona generalmente con sustancias ilicitas que producen
dependencia fisica, siquica o quimica, como la marihuana, el opio y la cocaina,
entre otras. El término farmaco, por su parte, se refiere de forma especifica al
principio activo aislado que es la sustancia que ejerce la accién en el organismo y
sera la base del medicamento (Mendoza, et al 2009).

3.3.1.1 Caracteristicas del medicamento que pueden determinar la calidad

La calidad de un medicamento es determinada por las caracteristicas del propio
producto y por el cumplimiento de las buenas practicas de fabricacion. Estas son
las caracteristicas principales:
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Identidad: indica que el producto contiene, de hecho, lo que el fabricante
dice que contiene, es decir, es la presencia de los ingredientes descritos en
el rétulo del producto farmacéutico.

Pureza: indica que el producto no sufri6 contaminacion con otras
sustancias, sean de origen quimica (ej: aceites o solventes), biolégica (ej:
bacterias, hongos, sangre, tejidos organicos o excrementos) o fisica (ej:
polvo u otras particulas), o incluso de otros medicamentos.

Potencia: indica la capacidad del medicamento de producir los resultados
deseados. Esta caracteristica tiene mas relacion con los agentes anti-
infecciosos como los antibiéticos y antirretrovirales.

Concentracion: es la cantidad del principio activo (farmaco) contenida en
una unidad del medicamento — en un comprimido, una ampolla o una
medida de liquido (cucharadita, cucharada, 5 ml, 15 ml), por ejemplo.

Uniformidad: indica que todas las unidades del medicamento producido
(cada comprimido, cada ampolla, etc.) poseen igual cantidad del principio
activo. Por lo tanto, dos comprimidos producidos por el mismo fabricante
deben tener cantidades iguales o tan equivalentes de principio activo que la
diferencia no interfiera en el efecto.

Estabilidad: se refiere a la capacidad del medicamento de mantener en el
tiempo sus caracteristicas originales dentro de las especificaciones
establecidas.

Biodisponibilidad: mide la capacidad del farmaco para desempefiar su
actividad en el organismo. Esta relacionada con el proceso de absorcion del
farmaco por el organismo y es analizada por dos aspectos basicos: la
medida de la cantidad del farmaco que llega a la corriente sanguinea y la
velocidad con que esto sucede. Es a partir de la corriente sanguinea que el
farmaco llega al 6érgano sobre el cual debera actuar (Mendoza, et al 2009).

17



3.3.2 Salablanca

La fabricacion de productos estériles (terapias avanzadas) debe llevarse a cabo en
zonas limpias. El acceso a estas zonas debe realizarse a través de exclusas
reservadas para el personal y/o los equipos y materiales filtrados a través de filtros
de eficacia pertinente. Las zonas limpias deben mantener un nivel de limpieza
adecuado y han de estar dotadas de un exhaustivo control de la calidad del aire.
Un laboratorio de produccion celular debe cumplir los requisitos minimos para que
el producto a fabricar sea aséptico. Estas instalaciones se denominan salas
blancas, salas GMP o salas limpias. Deben considerarse varios aspectos, a saber:

e La proteccion del producto.
e La proteccién del personal.
e La proteccion del medio ambiente.

Una sala blanca es una sala especialmente disefiada para obtener bajos niveles
de contaminacion. Estas salas tiene que tener los parametro ambientales
estrictamente controlados: particulas en aire, temperatura, humedad, flujo de aire,
presion interior del aire, iluminacion. En todos los sistemas de acondicionamiento
de aire, el sistema de filtracion a seleccionar, debe prever la retencion apropiada
de las particulas procedentes del exterior. El riesgo de contaminacion cruzada
debe ser necesariamente evaluado para disefiar correctamente la sala blanca
(Galvez, et al 2010).

3.3.2.1 Clasificacion de las salas blancas

Por el grado de pureza del aire interior: Las salas blancas se clasifican en funcion
de la limpieza de su aire. La Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO) ha
publicado varias normas al respecto, redactadas por diversos comités de expertos,
designados por los Estados en todo el mundo.

e Por el flujo del aire: por el tipo de flujo, las salas blancas se agrupan en flujo
multidireccional y unidireccional. En el primero el régimen de movimiento
del aire es turbulento mientras que en el segundo es laminar (Géalvez, et al
2010).

3.3.2.2. Grados de aire para la fabricacion de medicamentos estériles
e Grado A: zona local donde se realizan operaciones especificas de alto
riesgo tales como la zona de llenado, de bandejas de tapones, de ampollas
y viales abiertos y de realizacion de conexiones asépticas.
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e Grado B: entorno para la zona de grado A en el caso de preparacion y
llenado asépticos.

e Grados C y D: zonas limpias para realizar fases menos criticas de la
fabricacion de productos estériles.

Para alcanzar los grados de aire A, B, C y D, el numero de renovaciones de aire
debe estar relacionado con la dimension de la sala y los equipos y personal
presentes en ella; el sistema de aire debe tener filtros apropiados como los HEPA
para los grados A, B y C. El filtro HEPA no se menciona para el grado D (Gélvez,
et al 2010).

3.3.2.3. Calidad del aire de una sala blanca

La fabricaciébn de medicamentos estériles esta sujeta a requisitos especiales para
minimizar los riesgos de contaminacién microbiana, de particulas y de pirégenos.
Depende en gran medida de la habilidad, formacién y actitud del personal
implicado.

A fin de cumplir las condiciones “en funcionamiento”, una sala blanca debe
disefiarse de forma que alcance ciertos niveles especificos de limpieza del aire
cuando estén “en reposo”.

e La situacion “en reposo” es aquella en que la instalacion esta completa con
el equipo de produccion instalado y en funcionamiento pero sin que estée
presente el personal.

e La situacion “en funcionamiento” es aquella en que la instalacion esta
funcionando de la forma definida de trabajo con el nimero de personas
definidas trabajando:

a) Para alcanzar los grados B, C y D, el nUmero de renovaciones de aire debera ir
en funcién del tamafio de la sala, asi como del equipamiento y el personal
presentes en la sala. El sistema de aireacion debe estar equipado con filtros
apropiados, como los filtro HEPA para los grados A, By C.

(b) La directiva relativa al nmero maximo de particulas autorizado para el estado
"de pausa" corresponde aproximadamente a la norma federal 209E (EE.UU.) y a
las clasificaciones 1ISO como sigue: los grados A y B corresponden a las clases
100, M 3.5, ISO 5; el grado C a las clases 10.000, M 5.5, ISO 7 y el grado D a las
clases 100.000, M 6.5, ISO 8.

En los laboratorios el ensayo de esterilidad se debe llevar a cabo dentro de una
zona protegida con flujo de aire unidireccional de Grado A o una cabina de
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bioseguridad (si se justifica), que debe localizarse dentro de un cuarto limpio con
un entorno de Grado B. Alternativamente, el ensayo puede realizarse dentro de un
aislador. Se debe tener cuidado con el disefio de las instalaciones y los patrones
de flujo de aire de los ambientes, para asegurar que el flujo de aire unidireccional
no sea perturbado. El aire suministrado a las zonas de Grado A y B debe filtrarse a
través de filtros HEPA terminales (OMS, 2013).

3.3.3 Integridad de formulaciones

La formulacion de sistemas quimicos complejos destinados a uso humano, abarca
un amplio sector del mercado de productos, tanto terapéuticos como de consumo.
La implicacion del farmacéutico durante el disefio y control de tales sistemas,
deriva, ademas de por su posible finalidad o utilidad terapéutica, de los requisitos
sanitarios y de seguridad de dichos productos compartan, aspectos para los que
resulta indiscutible su capacitacion profesional (Montero, 2014).

3.3.3.1. Inestabilidad microbiolégica

Las condiciones de cultivo, cosecha y tratamiento de las sustancias o preparados
vegetales (plantas, algas, hongos, liquenes, exudados, extractos y fermentaciones
vegetales), especialmente susceptibles al ataque y proliferacidbn microbiana, son
recogidas en la directriz europea sobre Buenas Practicas Agricolas, del comité
HMPC de medicamentos a base de plantas, obligatoria para los proveedores de
dichas sustancias. También son importantes en el caso de los medicamentos
inmunolégicos (vacunas) de uso humano o veterinario, producidos a partir de
pollos, embriones y cultivos celulares animales, asi como en los piensos
medicamentosos y en los denominados “preparados a base de 6rganos animales”,
definidos en la terapéutica homeopética. Los medicamentos bioldgicos obtenidos a
partir de tejidos (hemoderivados, enzimas, hormonas, etc.), por propagacion de
agentes vivos en embriones animales (sueros), o por fermentacién de cultivos
microbiolégicos (vitaminas, aminoacidos, polisacaridos usados en fluidoterapia,
etc.), pueden presentar, asi mismo, un riesgo potencial en este sentido. Algunas
de estas toxoinfecciones emergentes han sido recientemente incluidas en
farmacopea, como la de encefalopatias espongiformes transmisibles (EET), que
recoge materias primas involucradas en su transmision, como el colageno,
gelatina, carbon animal, derivados de la lana, aminoacidos, hemoderivados
bovinos y leche y sus derivados (Montero, 2014).
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3.3.4. Microorganismos de importancia farmacéutica

Los organismos que mas interesan en microbiologia de formas farmacéuticas, son
los quimiorganotrofos, que utilizan compuestos organicos como fuente de energia
y de carbono. Por definicién, dichos microorganismos son heterétrofos. Asi,
muchos componentes pueden ser metabolizados por los microorganismos, si se
encuentran a bajas concentraciones, como el sorbitol y la glicerina (<5%), o los
tensioactivos no ionicos, entre otros.

Como fuente de nitrogeno es habitual la necesidad de aminoacidos, aunque
especies como Escherichia coli, pueden utilizar nitratos o amoniaco. Otros
factores de crecimiento, como vitaminas, purinas, minerales, etc, varian
notablemente, incluso de cepa a cepa, para una misma especie.

Debe prestarse especial atencién, a preparados liquidos que contengan hidratos
de carbono y vitaminas o abundancia de amino&cidos, verdaderos caldos de
cultivo para el crecimiento microbiano, como es el caso de las soluciones para
nutricion enteral o parenteral, o derivados de origen animal o vegetal. Asi, la causa
principal de putrefaccion de los tejidos vegetales es la degradacién de pectina por
enzimas pectoliticas presentes en numerosos microorganismos. ElI almidén
también es hidrolizado por la amilasa presente en determinadas bacterias y
hongos, mientras que so6lo unas pocas especies lo hacen sobre la celulosa. Los
disacaridos como la maltosa, lactosa o0 sacarosa, son descompuestos en sus
monosacaridos correspondientes (Montero, 2014).

Las endotoxinas bacterianas son complejos de lipopolisacaridos (LPS) de alto
peso molecular que constituyen el principal componente de la pared celular de las
bacterias Gram negativas patégenas o no patdgenas tales como E. coli, Shigella,
Pseudomonas, Neisseria, Haemophillus y otros. Las células viables producen
pequefias cantidades de endotoxinas durante su vida, pequefas cantidades
pueden ser liberadas en forma soluble especialmente por los cultivos jévenes, sin
embargo la mayor cantidad tiene lugar después de la muerte y lisis de la célula
bacteriana. Durante casi 100 afios, el término endotoxina ha descrito una toxina
termoestable, pir6gena y potencialmente letal de las bacterias Gramnegativas que
se habia constituido en una plaga para la Industria farmacéutica pues la
administracion de farmacos contaminados con éstas producia complicaciones e
incluso la muerte de los pacientes.

Durante la elaboracion de productos inyectables hay que tomar todas las medidas
concebibles para evitar la contaminacion pirogénica, asi como disponer de un
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ensayo confiable de control en el producto terminado. En los Ultimos afios, los
principales organismos reguladores de productos farmacéuticos (Farmacopeas)
exigen cada vez mas en sus monografias la aplicacion del método del lisado de
amebocitos de Limulus (LAL) para la liberacion de pirégenos en productos
terminados parenterales. El andlisis de pirégenos constituye uno de los principales
ensayos en el control de calidad de la fabricacion de inyectables por su
repercusion en la salud humana, puesto que la presencia y administracion de los
mismos, es capaz de provocar una serie de respuestas fisioldgicas, en su mayoria
de caracter perjudicial y en casos extremos, la muerte del paciente. Por las
razones anteriores, existe un creciente interés en el conocimiento y dominio de
estos métodos (Osorio, 2011).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1REVISION DOCUMENTAL

Se realizé la busqueda bibliografica de la Resolucion 3619 de 2013 y la NTC
ISO/IEC 17025:2005 y se observd que existen items en comdn en la tabla de
contenido; luego se hizo una lista de estos y siguiendo el orden secuencial de la
NTC ISO/IEC 17025:2005 se hizo lectura paralela resaltando asi las diferencias y
las similitudes existentes entre ambas. Por ultimo se leyeron aquellos items que
no compartian y se buscé si existia correlacion y/o diferencia entre las dos.

4.2 ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD

4.2.1 Equipos: Verificacibn y optimizacion de condiciones
metroldgicas

Antes de ejecutar un método de analisis microbiologico, el laboratorio debe
asegurar que los equipos que intervienen en los analisis, se encuentren en
Optimas condiciones, esto con el fin de que no se presenten desviaciones
significativas que puedan afectar la confiabilidad de los datos analiticos para dar
cumplimiento al numeral 5.5 de la norma NTC ISO/IEC 17025 del 2005. Para esto
se disefiaron diferentes actividades encaminadas al aseguramiento metroldgico,
tales como:

42.1.1 Verificacidbn de mantenimiento y calibracion de equipos

Los equipos cuentan con un plan de mantenimiento preventivo, lo que permite
tener a punto los diferentes equipos junto con los que son considerados como
criticos e intervienen directamente sobre la calidad de los resultados; estos, son
sometidos a procesos de calibracién por laboratorios externos acreditado bajo la
norma NTC ISO/IEC 17025:2005 ante el Organismo Nacional de Acreditacion
(ONAC).EI control de este programa esta estipulado en el “Procedimiento
mantenimiento de equipos e infraestructura, del proceso de Gestion de
Recursos Fisicos, version 01”.

El estado de este plan es registrado en el formato “Listado de equipos, del
procedimiento mantenimiento de equipos e infraestructura, version 04”.

23



4.2.1.2 Verificacion y control de equipos de temperatura

Con el fin de asegurar el cumplimiento de las condiciones exigidas por los
métodos normalizados de analisis, Analtec laboratorios cuenta con un sistema de
verificacion y control de temperatura, que consiste en realizar lecturas de los
equipos y registrar los datos en las respectivas cartas de control; los termometros
utilizados en este proceso han sido verificados y comparado con respecto a el
termémetro patron FQ 032 que se encuentra calibrado por un ente acreditado bajo
la norma NTC ISO/IEC 17025:2005 ante el ONAC, este proceso es de vital
importancia, ya que asegura que los métodos de ensayos que se ejecutan en el
laboratorio de microbiologia cumplen con las exigencias de los respectivos
métodos normalizados.

4.2.1.3 Verificacion y control de equipos de masa

Las balanzas utilizadas en el laboratorio de microbiologia son verificadas a diario
antes del uso, para esto se realiz6 mediciones con unas masas patrén de
caracteristica F1, los resultados obtenidos de este proceso se registré en el
formato “Control de equipo de masa, del instructivo de aseguramiento
metroldgico, Versiéon 03”, este formato es una carta de control que de acuerdo al
tipo de balanza tiene un criterio de aceptacion, si al momento de realizar la
verificacion el resultado se encuentra por fuera del criterio, el equipo no se debe
utilizar en actividades de analisis, se debe identificar como inactivo y notificar al
Director Técnico.

4214 Verificacion y control de equipos de volumen

Al igual que las balanzas, las micropipetas y demés elementos volumétricos fueron
verificados antes del uso, las mediciones fueron registradas en el formato
“Control equipos de volumen del instructivo de aseguramiento metrolégico,
Version 03”, las micropipetas que son verificadas deben estar dentro de los
criterios de aceptacion, de no estar conformes, dichos equipos son identificados
como inactivos y se procede a notificar al Director Técnico.

4.2.2 Instalaciones y condiciones ambientales

La direccion de calidad con el apoyo de los Directores Técnicos del laboratorio han
disenado un “procedimiento control de condiciones ambientales, perteneciente al
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proceso de gestion de recursos”, en dicho procedimiento se establecen las normas
del control de condiciones ambientales en los laboratorios de Fisicoquimica,
Microbiologia y Muestreo ambiental, de manera que dichas instalaciones no
afecten los resultados emitidos por Analtec Laboratorios y se cumplan los
requisitos técnicos del numeral 5.3 de la norma NTC ISO/IEC 17025:2005.

42.2.1 Seguimiento y control de condiciones ambientales

El monitoreo y control de las condiciones ambientales (Temperatura y % de
humedad relativa) se realiz6 con temohigrometros, los cuales fueron verificados
con respecto al patron de referencia MB 065, que ha sido calibrado por un ente
acreditado bajo la norma NTC ISO/IEC 17025:2005 ante el ONAC.

Los termohigrémetros de esta manera cuentan con factores de correccion para
temperatura (°C) y % de humedad relativa (%HR), esto permite trabajar con un
valor “real” de las condiciones ambientales del laboratorio.

Se ha definido que las instalaciones de Microbiologia se deben mantener a una
temperatura < 27°C y un %HR no mayor al 65 %HR.

Se realizaron dos lecturas diarias, una en la mafiana y una al finalizar la jornada
laboral, los datos obtenidos de dichas lecturas fueron registrados en el formato
“Control de Condiciones ambientales, del procedimiento de Condiciones
Ambientales, version 03”.

4.2.2.2 Control y verificacién de los procesos de limpieza y desinfeccion.

Las actividades de limpieza y desinfeccién se encuentran documentadas en el
“Plan de Limpieza y Desinfeccion, del procedimiento de Condiciones
Ambientales, version 01”.

En dicho documento estdn establecido los desinfectantes a utilizar, los
procedimientos operativos estandarizados de sanitizacion POE’S y la manera de
verificar que los procesos de limpieza y desinfeccion son efectivos.

Una vez ejecutadas las actividades de limpieza y desinfeccion se realizaron
muestreos de ambientes y superficies de las diferentes areas del laboratorio de
Microbiologia, estas muestras fueron analizadas por un analista como si se tratase
de una muestra de un cliente, esto con el fin de evitar sesgos y que los resultados
obtenidos reflejen el verdadero estado de dichas areas analizadas. Los resultados
se registraron en el formato “Verificacion Limpieza y Desinfeccion, del Plan de
Limpieza y desinfeccion, Version 03”.
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4.2.2.3 Toma de muestras ambientales (método de impactacion)

Para evaluar el ambiente en el laboratorio se utiliz6 un equipo (impactador
bioldgico de aire) usando una absorcion de 1000 L; se quito el cabezote, seguido a
esto se ubico la caja Petri en el mismo y la tapa de manera invertida sobre una
superficie plana, los medios de cultivos usados fueron Agar Plate Count para
aerobios mesofilos y Agar Sabouraud para mohos y levaduras dispuestos en el
receptaculo del equipo; posteriormente se ubicO el cabezote en el equipo y se
oprimio el botén de inicio.

Una vez el equipo termind de tomar la muestra, se retiré el cabezote y la caja de
Petri la cual se tapd y rotuld con la informacién correspondiente (USP 38) para
brindar condiciones de tiempo y temperatura correspondiente a cada medio.

4.2.2.4 Toma de muestras de superficies

Para desarrollar esta metodologia en el laboratorio fue necesario el uso de un
escobillén estéril el cual se humedecid por inmersion en un tubo que contenia
agua peptona estéril al 0.1%, luego se removio el exceso de agua peptona y asi
se dispuso el escobillén entre el pulgar y el dedo indice en dos direcciones en
sentido derecho uno al otro y se frot un area aproximada de 20 a 100 cm? de la
superficie a analizar.

Por dltimo el escobillén fue introducido en el tubo con agua peptona tomando
cuidado de romper el lado del hisopo que tuvo contacto con las manos
enguantadas (NTC 5230).

Para el aislamiento de mohos y levaduras se utiliz6 Agar Sabouraud el cual se
incubo a 25°C/7 dias y para aerobios mesofilos Agar Plate Count a 35°C/48 horas.

Luego del tiempo de incubacion se identificd si hubo colonias aisladas en areas
extendidas en las cajas con Agar Sabouraud y crecimiento de colonias de color
rojas en Agar Plate Count, pigmentacién debida al cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio
(TTC) adicionado al medio.

4.2.3 Control esterilizacion
Los medios de cultivos, insumos y materiales son esterilizados mediante calor
himedo, y se ejecutan de acuerdo a lo descrito en el “Instructivo de
esterilizacion, del procedimiento manejo de insumos para andlisis, version
02”.
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4.2.3.1 Verificacion del indicador biologico de esterilizacion Sterikon.

El indicador bioldgico utilizado para la verificacion de los procesos de esterilizacion
es el Sterikon®, Se verificd la temperatura de crecimiento del microorganismo,
esto se realizO incubando ampollas sin someter a tratamiento térmico
(esterilizacion), las temperaturas de incubacion fueron 35°C y 60°C
respectivamente. Por otro lado, se verifico la termoresistencia del microorganismo
presente en la ampolla, esto se realizd sometiendo esta a proceso de
esterilizacion (calor humedo), con la diferencia que para un grupo de ampollas el
tiempo fue de 6 minutos y para el otro grupo por 15 minutos (Merck, 2012).

4.2.4 Preparacion, conservacion y control de calidad de medios de
cultivo

La preparacion, conservacion y control de calidad de los medios de cultivos se
realiza acorde a los lineamientos descritos en el “instructivo de preparacion,
conservacion y control de calidad de medios de cultivos versiéon 02”.

Se realiz6 el control de calidad de medios de cultivos siguiendo las instrucciones

del “anexo 1. Control de Calidad de medios de cultivos”.

Tabla 1 medios de cultivo evaluados, cepas diana e interferentes con sus
respectivos tiempos y temperatura de incubacién

Medios Cepa Diana Cepa interferente Te/tiempo de
incubacioén
EMB E. %?QQZT/CC S. aureus ATCC 6538 | 35°C/ 24 horas
E. coli ATCC
Chromocult 25922/ S. aureus ATCC 6538 35°C/ 24 horas
Mac Conkey E. c:2()5Ié,26\21;CC S. aureus ATCC 6538 35°C/ 24 horas

S. aureus para pruebas de interferencia (USP 38).

4.2.4.1 Control de calidad de medios de cultivos sélidos (Test Ecométrico)

Se obtuvieron cultivos frescos de la cepas diana e interferente en fase logaritmica,
en caldo BHI (caldo infusion-cerebro corazén). Se preparon placas de Petri con el
medio de ensayo y el medio de referencia (Agar Tripticasa de Soya). El medio no
tuvo menos de 4 mm de espesor.

Se dividi6 la caja en cuatro cuadrantes, se tomo la suspensién microbiana con un
asa y se trazo sobre la superficie del medio de cultivo 5 estrias paralelas en cada
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uno de los cuadrantes y una estria central de forma continua sin cargar ni torcer el
asa o repisar. Se realizé el mismo procedimiento con el medio de referencia
(Mossel, 2003).

Las cajas se incubaron en posicion invertida a 35°C/ 24 horas.

424.2 Control de esterilidad de medios de cultivos

Cada vez que se prepara cualquier cantidad de medio de cultivo, a este se le debe
realizar control de esterilidad que consiste en servir el medio en una caja de petri 0
tubo de ensayo, en caso de caldos de cultivo, e incubarlos a su respectiva
temperatura y tiempo de incubacién, luego de pasar el tiempo de incubacion se
observa si hubo crecimiento de microorganismos en la caja de petri y turbidez en
el caso de los medios liquidos en tubo de ensayo, siendo satisfactoria la prueba al
observarse ausencia de estos.

4.3ESTANDARIZACION INOCULO BACTERIANO

Antes de realizar un proceso de confirmacion, verificacion o validacion de
cualguier método analitico una de las actividades primordiales es tener
estandarizado el inéculo bacteriano, para esto Analtec Laboratorios cuenta con un
cepario de 12 cepas de referencia certificada (CMR) de pase 1.

Estas cepas CMR son utilizadas para controles de calidad internos (controles
positivos y negativos) y como material para realizar los respectivos procesos de
validacion o confirmacion para los ensayos de repetibilidad, reproducibilidad, limite
de deteccion, % de recuperacion, entre otros.

4.3.1 Reactivacion y conservacion de material de referencia
certificado (Cepas)

La reactivacion de la cepa se llevd a cabo en caldo CASOY en donde se adiciono
una crioperla (microorganismo preservado) y luego este medio fue incubado a 35
°C durante 18 horas, pasado este tiempo se tomaron 500 puL de el medio con el
concentrado celular y se adiciondé a una caja con Agar Plate Count el cual fue
incubado a 35 °C durante 18 horas.
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Los microorganismos utilizados en la ejecucion de las diferentes actividades,
fueron microorganismos de referencia certificada (CMR) de pase 1 marca
LabElite™ de Microbiologics (COPAN).

4.3.2 Verificacion del Nefeld6metro Desincheck

Se realiz6 verificacion del equipo DensiCHECK utilizando los patrones MacFarland
0.5, 2.0 y 3.0 de la casa comercial bioMérieux. Antes de realizar las mediciones se
insertd el patron 0.0 de MacFarland 3 veces hasta que el valor de lectura fue 0.0,
al momento de la toma de las lecturas de los diferentes patrones se tomd la
precaucion de limpiar la superficie externa del recipiente contenedor de los
patrones con papel tisi para lentes y se invirti6 de 5 a 6 veces con el fin de
asegurar la homogeneidad completa. Seguido de todo esto se observo si los
valores mostrados en el display del instrumento se encontraban dentro del
intervalo aceptable y el respectivo registro en el formato “Control patrén quimico
e inoculo bacteriano, instructivo estandarizaciéon de in6culos bacterianos
versiéon 02”.

Esta verificacion se realizO cada vez que el equipo fue utilizado para la
estandarizacion del material de referencia (cepa).

4.3.2.1 Estandarizacion y Confirmacion de inéculos bacterianos.

A partir de la cepa de referencia certificada Escherichia coli ATCC 25922 en fase
logaritmica de crecimiento se realiz6 un barrido de esta en la caja de petri
adicionando 10 ml de agua peptona al 0.1%, realizando la remocién con un asa de
drigalski; posteriormente se recuperdé el homogenizado con la cepa concentrada
en un tubo de ensayo y se procedié a estandarizar la cepa en las concentraciones
0.5, 1.0, 2.0, 3.0y 4.0 de MacFarland tomando como referencia el patron quimico
proporcionado por la casa comercial BioMérieux, cuando se obtuvieron las
concentraciones deseadas se procedid a realizar diluciones en base 10, hasta 10®
utilizando como diluyente agua peptona al 0.1%.

Una vez se estandarizaron los indculos bacterianos se procedid a realizar la
respectiva confirmacion de dicho proceso por medio de recuento en placa, para
esto se siguen los lineamientos descritos, “Confirmacion estandarizacion,
version 1”. Ver anexo.

La informacién obtenida de dicho proceso se debe registrar en el “Dato Primario
de Validacion” y posteriormente llevado al formato digital “Confirmacién de la
Estandarizacion, Versiéon 03”. Este formato permite la elaboracion del informe de
la confirmacion.
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Para este proceso de confirmacion Analtec Laboratorio como criterio de
aceptacion de los in6culos establece 70 a 130% con respecto al porcentaje de
recuperacion experimental del in6culo.
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5 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Tabla 2. Cronograma de actividades
CRONOGRAMA

Julio Agosto | Septiembre | Octubre | Noviembre

ACTIVIDADES
Semanas | Semanas | Semanas |Semanas| Semanas

112(3|4|/5/1|2(3|4/1|2|3|4

Acompafiamiento en la revision normativa para certificacion
ante el IDEAM y la ONAC

Eleccion del tema

Apoyo en el laboratorio (siembra, recuento, preparacién de medios)

Revision documental

Busqueda de las bases bibliogréficas

Reactivacion de la cepa

Estandarizacion de la cepa

Muestreos

Recoleccién de datos

Andlisis de resultados

Elaboraciéon del informe

Presentacion informe final

Comunicacion de resultados en la empresa
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6 RESULTADOS Y ANALISIS

6.1 REVISION DOCUMENTAL

Una vez realizado el analisis documental de manera detallada y minuciosa de la
Resolucién 3619 de 2013 y la NTC ISO/IEC 17025:2005, se logré evidenciar una
relacion estrecha en cada uno de los items o pardmetros que cada una de ella cita
dentro de su contenido.

Con relacion a lo anterior, es claro que existen diferencias aungue son pocas logran
ser apreciables, resaltando y/o haciendo énfasis en que ambas comparten el mismo
sistema de gestién de la calidad, los requisitos generales, la organizacion, control de
documentos, registros, sistema de contratacion, entre otros; en cuanto a la parte de
hoja de trabajo analitico, informe de andlisis y certificado de andlisis hay algunas
especificaciones que deberian agregarse a las dadas por la NTC ISO/IEC 17025:2005,
dichas especificaciones se muestran a continuaciéon en la Tabla 3.
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Tabla 3. Diferencias de la gestion de informes de la Resolucion 3619 de 2013 que deberian implementarse en la NTC
ISO/IEC 17025:2005.

HOJA DE TRABAJO ANALITICO INFORME DE ANALISIS CERTIFICADO DE ANALISIS

e La interpretacion de los resultados y las|eEl numero de informe delpEl nombre y direccion del

conclusiones finales (ya sea que la muestra haya| ensayo del laboratorio. fabricante original Y, si
cumplido o no con las especificaciones), corresponde, los del re-
aprobadas y firmadas por el supervisor. eUna introduccion gue | envasador y/o distribuidor.

proporciona los antecedentes y
e Cualquier comentario adicional, por ejemplo, para| el propdsito de la investigacion. pLa referencia a la especificacion
informacion interna, o notas detalladas sobre las usada para analizar la muestra.
especificaciones elegidas y los métodos de
evaluacion usados, o cualquier desviacion del
procedimiento  establecido, que debe ser[*El nombre y direccion del
aprobado e informado, o si porciones de la| fabricante original y, siplLa fecha en que se completo el

muestra fueron asignadas—y cuando fueron| corresponden, los del re-| ensayo.

asignadas—a otras unidades para ensayos| envasador y/o distribuidor.
especiales, y la fecha en que los resultados
fueron recibidos.

mLa fecha de vencimiento o re
elLa fecha cuando fue (fueron)| andlisis, si corresponde.
completado el(los) ensayo.

e Todos los valores obtenidos en cada ensayo,
incluyendo los resultados de los blancos deben
anotarse inmediatamente en la hoja de trabajo
analitico y todos los datos graficos, obtenidos ya
sea por registro del instrumento o trazados a
mano, deben ser anexados o trazables a un
archivo de registro electrénico o a un documento
en que los datos estén disponibles.
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Como se puede observar en la tabla anterior, no son muchos los requerimientos para
cada documento lo que hace posible ajustar estos, ya que no afecta al formato actual
utilizado en Analtec Laboratorios S.A.S sede Medellin, conllevando solamente a una
modificacién del mismao.

Como se menciong, existen diferencias entre estas dos normas mencionando la de
mayor impacto la divergencia existente entre la seleccion de un jefe de laboratorio
(supervisor), el cual debe tener calificaciones apropiadas para la posicion, con extensa
experiencia en andlisis de medicamentos y gestion de laboratorio, en un laboratorio de
control de calidad de productos farmaceéuticos en el sector regulador o en la industria.
El jefe del laboratorio es responsable del contenido de los certificados de analisis e
informes de andlisis (Resolucion 3619, 2013). De otro lado las instalaciones requieren
ciertas especificaciones ya que la resolucion 3619 de 2013 tiene un enfoque
farmacopéico y las exigencias de estas son muy puntuales.

A continuacién se muestra la Tabla 4 en la que se explica con mas detalle las
exigencias en instalaciones, equipos y grado de aire del ambiente de las instalaciones.

Tabla 4. Requisitos de instalaciones, calidad de aire y equipos necesarios de acuerdo a
la guia BPL de la OMS

GRADO DE AIRE

GRADO DE LA

ZONA INSTALACION PROPUESTA
Recepcién de muestra Sin clasificar Sin clasificar
Preparacion de medios Sin clasificar Sin clasificar
Carga de autoclave Sin clasificar Sin clasificar
Descarga de autoclave .
dentro del area del ensayo Grado B ISO 5 (flujo turbu3|ento) y

> <10 ufc/m
de esterilidad
Ensayo de esterilidad — flujo
de aire  unidireccional ISO 5 (UDAF) y <1
(UDAF, por sus siglas en Grado A ufc/m?
inglés)
Ensayo de esterilidad - ISO 5 (flujo turbulento) y
entorno del UDAF Grado B <10 ufc/m®
Ensayo de  esterilidad Gra_doA_(NVI,D y ISO 5 (UDAF) y <1
) microbiologia 3
aislador . ufc/m
Unicamente)

Ensayo de_ esterilidad Sin clasificar Sin clasificar
entorno del aislador
Incubadora Sin clasificar Sin clasificar
Recuento Sin clasificar Sin clasificar
Descontaminacion Sin clasificar Sin clasificar
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CLASIFICACION DE AIRE
EQUIVALENCIAS

Grado Ay B Clase 100 ISO 5
Grado C Clase 10000 ISO 7
Grado D Clase 100000 ISO 8

EQUIPOS PARA UNIDAD DE MICROBIOLOGIA

Medidor de pH 1
Espectrofotometro

ultravioleta/visible, haz 1
anico

Microscopios (para 5

bacteriologia)
Montaje de filtro de

membrana para ensayos de 1
esterilidad

Contador de colonias con 1
aumento

Unidad de flujo de aire 1
laminar

Esterilizador de aire 1
caliente

Incubadoras, 60 litros 263
Vaso de vidrio anaerébico 1
Lector de zonas 1
Centrifuga 1
Bafio de agua (controlado 5

por termostato)
Autoclaves (de carga

superior, 100 litros) 2
Refrigeradores (340 litros) 2
Congelador (deep freeze) 1
Maquina lavadora de

material de vidrio de 1
laboratorio

Balanza analitica (5 digitos) 2

Notas: UFC: unidades formadoras de colonias;(OMS, 2013).

Los suministros de aire para los laboratorios y para las areas de produccion deben
estar separados. Los laboratorios de microbiologia deben contar con unidades de
manejo de aire separadas y otras provisiones, incluyendo controles de temperatura y
humedad cuando se requieran. El aire suministrado al laboratorio debe ser de calidad
adecuada y no debe representar una fuente de contaminaciéon (OMS, 2013).
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Es necesario tener en cuenta la calidad de aire en las instalaciones, debido a que esto
garantiza que los resultados de los ensayos sean confiables, en donde juega un papel
importante la capacitacion del personal en cuanto a higiene y procedimientos de
vestimenta para minimizar el riesgo de contaminacién extrinseca, para esto se debe
disponer de instalaciones adecuadas para lavado y desinfectado de manos (OMS,
2013). Es recomendable realizar verificacion de limpieza y desinfeccion y llevar un
control de condiciones ambientales rutinariamente en las diferentes areas, definiendo
limites de alerta y de accidon; el monitoreo ambiental de la zona de ensayos de
esterilidad se debe realizar durante cada sesion de trabajo bajo las condiciones
operativas (dinamicas), documentando el mapeo de los puntos de muestreo y el tiempo
de exposicion (OMS, 2013), todo esto con el fin de monitorear y garantizar que se
posee las condiciones adecuadas para llevar a cabo los ensayos.

6.2ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD

6.2.1 Verificacion y optimizacion de condiciones metrolégicas

Analtec laboratorios cuenta con un sistema de aseguramiento metrolégico que se
encarga de la verificacion de los equipos, para de este modo garantizar la ejecuciéon de
los ensayos y asi contribuir al sistema de gestién de calidad.

6.2.1.1 Programa de mantenimiento y calibracion de equipos.
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Fuente: Autor

Imagen 1. Cumplimiento de cronograma, Calibracibn externa con Laboratorio
Acreditado por ONAC bajo la norma NTC ISO/IEC 17025:2005

Las calibraciones de los equipos se realizan en las fechas programadas, primero que
todo se hace mantenimiento preventivo en el que se mira el funcionamiento del equipo,
luego prosigue la verificacion externa y por ultimo se pasa al proceso de calibracion.
Aquel equipo que no pase la calibracion debe ajustarse a las condiciones necesarias
para alcanzar la medicién deseada, y pasar a mantenimiento correctivo para volver a
someterse a un nuevo proceso de calibracion.

Es necesario evitar sobrecarga en el sistema eléctrico, y manipulacién del equipo sin
capacitacion previa del manejo, ya que esto podria influir en el desajuste del equipo, y
otro punto a tener en cuenta es que los equipos cuenten con un sistema de alerta
cuando se encuentren por fuera de los criterios aceptables.

6.2.1.2 Verificacién y control de equipos de temperatura

A continuacion se observa la Gréfica 1. Formato Digital, carta de control equipos de
temperatura, dicha grafica es obtenida a partir del diligenciamiento de formato digital,
Este formato es responsabilidad de los analistas de microbiologia, que realizan el
seguimiento de los equipos de temperatura (incubadoras, refrigeradores vy
congeladores).
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Gréfica 1. Formato Digital, carta de control equipos de temperatura
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Se realizd el registro de temperatura en las cartas de control correspondientes como
esta plasmado en el sistema de gestion, observandose que las mediciones se
encuentran dentro de los limites establecidos por los métodos normalizados de analisis,
favoreciendo asi el buen desarrollo de los analisis y la obtencion de resultados
confiables. Es importante resaltar que los equipos de temperatura tales como
incubadoras se consideran como criticos en la realizacion de los ensayos por ende es
recomendable hacer las respectivas verificaciones garantizando asi el buen
rendimiento del equipo.

Los equipos que presenten lecturas por fuera de los criterios, son identificados como
“Inactivos”, se realiza seguimiento del equipo para observar el comportamiento del
mismo, en caso del que el equipo no entre a los criterios de aceptacion, se notifica al
director del éarea para realizar el respectivo contacto con el proveedor de
mantenimiento.

Por otro lado los andlisis que se encuentren en los equipos por fuera de criterio, se
deben anular, notificar al cliente sobre la desviacién y solicitar autorizacion para
proceder a realizar nuevamente el analisis. Si no se procede a lo mencionado
anteriormente y se continda con la ejecucion de los analisis se estaria realizando un
trabajo de ensayo no conforme y se estaria incumpliendo el numeral 5.5.7 de la NTC
ISO/IEC 17025:2005.
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6.2.1.3 Verificacion y control de equipos de masa.

En la gréfica 2 se observa el seguimiento metroldgico realizado a la balanza con cédigo
MBO013, utilizada para pesar muestras de alimentos para analisis microbiolégico, en la
carta de control, se definen los criterios de aceptacion del equipo.

Gréfica 2. Carta control equipos de masa.

Y CONTROL EQUIPOS DE MASA Version: 03
Amaltec
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Fuente: Autor
Imagen 2. Verificacion diaria de balanza antes de uso para analisis microbioldgico.

Antes de realizar analisis en los equipos de masa, estos deben ser verificados, para
esto se realiza el seguimiento de la condicibn metroldgica de la balanza con masas
patrén calibradas, los resultados de estas mediciones son registrados en el formato
“Control equipo de masa” que funciona como carta de control, donde se establecen
los criterios de aceptacion del equipo (balanza). Para que el equipo sea liberado para el
uso en los andlisis las mediciones deben estar dentro de los limites permitidos, de no
cumplir esto se procedera a realizar las mismas acciones mencionadas en la
verificacion de quipos de temperatura.

Como se evidencia en la gréfica 2, las mediciones del equipo de masa se encuentran
dentro del criterio de aceptacion.

El uso de equipos verificados permite asegurar datos mas confiables, disminuye los
errores analiticos y contribuye a la trazabilidad metrolégica de los analisis.

Es importante resaltar que los equipos de masas no deben ser movidos del lugar donde
el metrélogo realiz6 el proceso de calibracion, si es necesario realizar reubicacion del
equipo se debe realizar en condiciones que velen por la integridad del equipo, si en el
desplazamiento del equipo se sospecha que se realizO de manera inadecuada, es
necesario realizar verificacién del mismo con las masas patron.

Otro aspecto a tener en cuenta es no pesar en el equipo cargas que superen la
capacidad maxima permitida, como también no se debe dejar cargas sobre el equipo
cuando se encuentre apagado, estos son unos de los principales factores que influyen
en el mal funcionamiento de este tipo de equipos.
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6.2.1.4

Verificacion y control de equipos de volumen

De la actividad de seguimiento de los equipos de volumen (Micropipetas) surge el
formato “Control de equipo”, en dicho formato se establecen los criterios de

aceptacion para la liberacion del uso para analisis microbioldgico.

Tabla 5. Control de equipos de volumen.
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Fuente: autor
Imagen 3. Verificacidn micropipetas antes de uso para andlisis microbiologico.

Es uno de los equipos de mayor uso en el laboratorio y tal vez uno de los que mas
pueden aportar errores si no se cuenta con trazabilidad metroldgica, ya que estos
equipos van a tomar las alicuotas para realizar los andlisis microbiolégicos.

Las micropipetas se encuentran en el plan de mantenimiento y calibracion como equipo
critico, por tal motivo es sometido a proceso de calibracién y es verificado antes del
uso, la verificacion de dicho quipo se debe realizar en una balanza igualmente
calibrada, la informacién de estos procesos permiten evidenciar el grado de error, de
ser superior a los permitidos por el fabricante, estos equipos no son tenidos en cuenta
para la realizacion de ensayos.

Como se puede observar en el formato control equipo de volumen Tabla 5, la

micropipeta se encuentra dentro de los limites recomendables y puede ser utilizada
para el fin previsto, aumentando la confiabilidad de los datos analiticos.
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6.2.2 Instalaciones y condiciones ambientales
Las instalaciones del laboratorio de microbiologia se encuentran correctamente
delimitadas y separadas con el fin de evitar posibles contaminaciones cruzadas entre
las matrices que se analizan, entre ellas se destaca el area de andlisis de aguas
crudas, aguas potables, alimentos, productos estériles, incubacion, esterilizacion,
lavado y descarte de material. Se recalca que en cada una de estas areas se realiza
proceso de limpieza y desinfeccion de acuerdo al “Plan de limpieza y desinfecciéon”.

Imagen 4. Instalaciones de analisis microbiol6gico Analtec Laboratorios
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Fuente: Analtec Laboratorios

A) Area de anélisis de aguas crudas y residuales (parametro microbioldgico acreditado
por IDEAM bajo norma NTC ISO/IEC 17025:2005, B) Area de aguas potables y de uso
recreativo, C) area de andlisis microbiol6gico de alimentos de consumo humano, D)
area de incubacion, E) area de andlisis microbiolégico de productos estériles.

El laboratorio debe asegurarse de que las condiciones ambientales no invaliden los
resultados ni comprometan la calidad requerida de las mediciones NTC ISO/IEC
17025:2005.

6.2.2.1 Seguimiento y control de condiciones ambientales
En la grafica 3 se observa la carta de control de condiciones ambientales del rea de
incubacion monitoreada con el termohigrometro Taylor 1526.
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Grafica 3. Formato digital carta control condiciones ambientales Temperatura (t°) y humedad
relativa (%HR).

CONTROL CONDICIOMNES AMEBIENTALES Versidn: 03

Iti ~Amnze I e PROCEDIMIENTO DE COMDICIONES AMBIENTALES
ro Formato MNo. 1 Emisidn: 2015-07-27
FECHA l&#‘ MOMBERE BEL | TERMOHISROMETRO/TAYLOR/ 1525 |o¢ln|so ME 035 | AREA AREA7 INCUBACIGN
TMES NOVIEMERE EquiFo
CRITERIO ACEPTACIAN TEMPERATURS Menor o igust s 275C | Fems "”":""‘ll,g om| CRMERIO ACEFTACON %HE 30-50%
1 3 3 a 5 & £ B E] 10 11 1z 13 14 15
15 -
20
. -
S 1 - - - - -
5 23 - o = - .
o 23 ' -] S ]
= 24
E 25
26
27
28
30
32
34
36
38
a0 T= P . - -
a2 i - Bt S i Y -l Bl i -
44 2 i 8 - - 2
26 = = =
2 = - g 8
=
H 52
S4
3
58
&0
62
&4
66
68
70
w | = = | = | o | m | m | = | | = = | o | u | = < | =
acyun | avan snea| s | wmn| sree| e moma | snms | wms| cnn| anms | ssmn | scmn | anme [ mome [ arma| com| cna
clele|le|le|le|le|e| | c cle|le|le|le|lc|]e|lele]lec| | e
wealmealmalwalcalse|ealsefcalsefcalsefalsefmwama]selmrf s efmn s elmn]s e[mnls efmH s efmnmalnm
OBSERVACIONES WVERIFICADO
Pigina Lde 2
COMTROL CONDICIONES AMBIENTALES Versicn: O3
) ”‘i C\ e - PROCEDIMIENTO DE CONDICIOMNES AMBIENTALES
> Formaro Mo. 1 Emisidn: 2015-07-27
15 T L] 5 {x] FL FT T3 T F5 TE F3 =5 E1] 3T
19
0
2 Zz1 -
=5 2 - L~
- z3 —1 . - =
S 24 " - e
= Z5 o
6
7
28
30
EF3
E}
36
38 - - - - i —
a0 - - ] - -
[F] -
aa
. 26 2 8
2 28 = =
£ ] # g g
s 52
= )
56
S8
50
&2
4
3
58
70
clec|lele|lelele]lc|e]|e c|lc|ec|c|le|e
La|selralselealse|lralse|rals efma|malse|m s s e |malsEmm
VERIFICADO

Pigina2ae2

Las condiciones ambientales de las areas de microbiologia se encuentran bajo control.
De las areas mas importantes donde se lleva a cabo el control y seguimiento de las
condiciones ambientales es tal vez el area de incubacion, ya que en dicha area se
encuentran los equipos que suministran las condiciones de temperatura Optima de
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crecimiento de los microorganismos, la mayoria de incubadoras operan a 5°C + la
temperatura ambiental, es decir, si se necesita una incubadora que suministre una
temperatura de 25°C, la temperatura del area debe estar como minimo en 20°C.

Por otro lado controlar las condiciones ambientales, favorece el confort del analista,
gue juega un papel importante en la realizacion de los ensayos.

6.2.2.2 Control y verificacion de los procesos de limpieza y desinfeccion

A continuacién en la tabla 6 se observa la verificacion de limpieza y desinfeccion en el
area de cabinas e incubacion.

Tabla 6. Verificacion limpieza y desinfeccion.
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I

El proceso de limpieza y desinfeccion, se debe realizar para asegurar areas limpias vy,
garantizar que no va a existir contaminacién cruzada lo cual pone en tela de juicio el
resultado de un ensayo.

En Analtec Laboratorios se utilizan para el proceso de limpieza y desinfeccion amonios
cuaternarios de quinta generacion, Clean by peroxy y Metaquat, los cuales son rotados
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semanalmente. Una vez cada quince dias se utiliza espuma clorada, Chlorinated plus,
y ese dia no se utiliza otro desinfectante, este proceso se conoce como choque de
desinfectante y se realiza con el fin de evitar el desarrollo de resistencia por parte de
los microorganismos, acompafiado a todo esto diariamente se realiza aspersion al
ambiente con sanityzer.

Teniendo en cuenta lo anterior, en la tabla 6 se observa la carta de control que
evidencia los resultados obtenidos tras el uso del desinfectante en el area de
microbiologia; en este caso, para la semana indicada en la tabla 6 se utilizé6 Metaquat,
(33 mL/1L de agua). Segun los recuentos microbiologicos obtenidos se puede analizar
que tanto el desinfectante, la concentracion y el tiempo de exposicion son los
adecuados para lograr mantener areas seguras que garantizan que todos los analisis y
procesos llevados a cabo no tendran interferencia con el medio ambiente.

6.2.3 Control esterilizacioén.

6.2.3.1 Verificacion del indicador biolégico de esterilizacién Sterikon.

Se realiz6 control interno de la caja de ampolla Sterikon referencia 1.10274.0002 Lote:
VM620574, esto con el fin de comprobar que el producto estuviese en las condiciones
necesarias para ser usado como indicador en los diferentes procesos de esterilizacion
de insumos, reactivos y medios de cultivos.

Tabla 7. Verificacion de la temperatura crecimiento del microorganismo Geobacillus
stearothermophilus utilizado en el Bioindicador Sterikon.

VERIFICACION INTERNA DE LA CALIDAD AMPOLLA STERIKON®

Descripcion Tratamiento T° de Resultado
incubacion
Ampolla Color violeta Sin tratamiento de o . .
Sterikon® opalecente esterilizacion 35°C Satisfactorio
Ampolla La ampolla viro , .
Sterikon® de color a Sin trata_mr_mer)t,o de 60°C Satisfactorio
: esterilizacion
amarillo

Tabla 8. Verificacion de la termoresistencia del microorganismo Geobacillus stearothermophilus
en condiciones de esterilizacion.

VERIFICACION INTERNA DE LA CALIDAD AMPOLLA STERIKON

Descripcion Tratamiento T° de Resultado
incubacion
Ampolla La ampolla viro
Sterikon® de color a 121°C/ 6 min 60° Satisfactorio
amarillo
Amp_olla L"‘. ampolla no 121°C/15 min 60°C Satisfactorio
Sterikon® viro de color
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Fuente: Autor
Imagen 5. Verificacion de la termoresistencia.

Ampollas Sterikon. A: Ampolla control sin tratamiento térmico (esterilizacién) B: Ampolla
condiciones de esterilizacién 121°C/ 6 min, incubada a 60°C/72 Horas; C: Ampolla condiciones
de esterilizacion 121°C/ 15min, incubada a 60°C/72 Horas.

Se verificd la viabilidad del microorganismo (Geobacillus stearothermophilus)
utilizado en el bioindicador, ya que solo present6 crecimiento (evidenciado por viraje de
la ampolla) cuando se incub6 a 60°C, resultado descrito en la Tabla 7. Verificacion de
la temperatura crecimiento del microorganismo Geobacillus stearothermophilus
utilizado en el Bioindicador Sterikon.

Se pudo evidenciar la termorresistencia del microorganismo (Geobacillus
stearothermophilus) utilizado en el bioindicador, ya que cuando la ampolla fue tratada
121°C/ 6 min e incubada a 60°C/72 horas, presenté viraje de color (violeta-amarillo) lo
cual indica que el microorganismo sigue viable. Caso contrario cuando la ampolla fue
tratada a 121°C/ 15 min e incubada a 60°C/72 horas, que no presentd viraje del color
de la ampolla, lo cual indica que cuando se esteriliza bajo las condiciones
anteriormente descrita, es suficiente para causar la pérdida de la viabilidad del
microorganismos utilizado en el bioindicador. Resultados descritos en la Tabla 8.
Verificacién de la termoresistencia del microorganismo Geobacillus stearothermophilus
en condiciones de esterilizacion.

Se libera y se aprueba el uso de las ampollas de Sterikon referencia 1.10274.0002

Lote: VM620574, como control de los procesos de esterilizacion (calor humedo)
ejecutados en el Departamento de Microbiologia de Analtec Laboratorios S.A.S
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6.2.4 Preparacion, conservacion y control de calidad de medios de
cultivos.

La preparacion y la conservacion de medios de cultivo juega un papel importante en el
analisis microbioldgico ya que es el punto de partida, si esta actividad no se encuentra
bajo control, los resultados emitidos por el laboratorio no son confiables.

6.2.4.1 Control de calidad de medios de cultivo sélidos (Test ecométrico)

La siguiente tabla presenta los resultados de la evaluacion de los medios de cultivos
por test ecométrico. Los microorganismos utilizados son cepas ATCC de pase 1; se
evaluo el medio con un microorganismo diana y otro interferente.

Tabla 9. Control Productividad, selectividad y recuperacion de medios de cultivo
sélidos.

CONTROL PRODUCTIVIDAD, SELECTIVIDAD Y RECUPERACION MEDIOS DE CULTIVOS SOLIDOS Versién: 03
INSTRUCTIVO DE DMMMCION. CONSERVACIGN ¥ CONTROL DE CALIDAD DE MEDIOS DE CULTIVOS
Formato No. 5 Emisién: 2015-08-01
A A CRECIMIENTO
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Pois-10-0t | TOA 102332 larec 2sazz | 1 | A A
8. aureys — _
D010 EMb 103341 e 36| O | © Ol o |0 — o | x
& apels |~
0i5-10-01| TA 102332 |wmevesm | 4 1A 111 (1| 8s|x
€ ol
201&'«104:\?%mcmh NMERS1ES 02 {r(;cd;!sqn A 1 1 1 A S | X — ~ = A+
205-10-03] _TOA 102332 g;q,zsqu LS T O O A W A — =]~
2ouste-oHCHomorelT Nmegsesor (Wi | © 1 0 | ©] 01 O — |- |—|0b |X
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Si se comparan los resultados de la tabla 9 se puede observar que los medios de
cultivo evaluados EMB, Chromocult y MacConkey presentan una muy buena
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productividad (Mossel, 2003) ya que los indice de crecimiento absoluto ICA’s obtenidos
para el microorganismo evaluado Escherichia coli ATCC 25922, estan en 5, en cuanto
a porcentaje de recuperacion de estos medios, se puede afirmar que es mayor al 80 %
esto debido a que el indice de crecimiento relativo ICR esta en 1 el cual resulta de
comparar el medio prueba con el medio de referencia, ICR = ICA prueba/ ICA control,
Interpretando el ICR>1 como resultado altamente favorable para el medio prueba
(Villalobos A, et al 2007).

En cuanto a la selectividad se puede afirmar que los medios son de alta selectividad,
pues se registraron valores de ICA de 0 para el organismo interferente S. aureus ATCC
6538 (USP 38). El ICA resultado de la cepa interferente evalla la selectividad por lo
gue a mayor selectividad menor sera el ICA: ICA= 0 medios altamente selectivos, de 0-
2,5 medios medianamente selectivos (Mantilla, et al 2010).

Finalmente se observd muy buena productividad de los medios de cultivo ya que se
observd crecimiento de los microorganismos dejando evidenciar que estos no
presentan dafios subletales de crecimiento, ya que presentaron ICA’s de 5 en el medio
de cultivo control TSA.

Esta verificacion se realiz6 como actividad de aseguramiento, antes de realizar proceso
de estandarizacion del in6culo bacteriano.

1.1.1.1 Control de esterilidad de medios de cultivo

La tabla 10, recolecta los resultados del control de esterilidad de los medios de cultivo,
este control incluye medios sélidos y liquidos.
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Tabla 10. Control de esterilidad medios de cultivo.

CONTROL DE ESTERILIDAD MEDIOS DE CULTIVOS Versién: 03
INSTRUCTIVO DE PREPARACION, CONSERVACION Y CONTROL DE CALIDAD DE MEDIOS DE CULTIVOS -
Formato No. 7
o . _ 2015-08-01
CONTROL DE ESTERILIDAD i}
\REDYO DE CLLTIVO LOTE DE CONDICIONES DE CONTROL SOBRE EL | CUMPLE
FECHA S6uDO
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H:00:00 T'C |t {horas] ° 5 s NO S| NO c ' L] 5 NO S NO
anaeroblosis o) psarobiosis
265100 25 100F
2ois-10-03| EMB  |up 8:co 35|24 beppesd X A permonia (bl 800 |35 | 24 |appesiose XK | Mt con
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Joi5-10-0% |Ciigomeeolr |Mit Bico [35]24 , XK - — 1 T T T M
2615 100Y 94 X —_ 5
2003~ 40- 0% Mac (o) [ Mt 8:00 | 36| 24 b g ol T LT T T e
26151003 ¥ Pr ) Mo
2oi5-10-13| PCA | MH :00 |F |24 ceinn K G matt a0 35| 24] aggpains LI T
20510 14 20151014 '
2005-10-14 /M Goee) | rall 300 |37 |24 o Xix A.p i 3:c0 | 3| 24 - X| 4 Mk psr
20051020 10
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20§ {412 3 24 2eg 141 x
DS M Covee| b €:00 st | XX | AP oo | D] 24 "] I
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L] L1
*Cantrol de servides: Los medies de cultivos soiidos, liquidos y diluyentes que presenten crecimients /
Turbidez, los andlisis realizados con estos lotes deben ser descartados ¥ reportados al Director Técnlco MB o
Coordinador M8 RESULTADO INTERPRETACION NIVEL DE CUMPLIMIENTD
Mo erecimiento Medios de cultivos
| aptos para los andlisis)
medios de cultivos
el Vi e T —
Sin Turbider Caldas y fhuyentes
aptos para bos andlisis
caldos o difuyentes
Con Turbidez | con contaminacién,
no aptos para andlisis

Pigina 1de 1

Se evidencié que los procesos de preparacion y esterilizaciéon de medios de cultivos se
estan realizando de manera correcta, los medios de cultivos que se evaluaron se
observd que no presentan contaminacién y pueden ser utilizados para analisis
microbioldgico.

Los resultados obtenidos y emitidos por el laboratorio son confiables, en dado caso de
gue un cliente no estuviese conforme porque su producto presenté crecimiento
microbiano, este formato permite evidenciar toda la trazabilidad, desde quien lo
prepard, hora de preparacion, equipo utilizado para esterilizar y lote del medio de
cultivo de fabrica, demostrando asi que los andlisis que se realizaron con dichos
medios, no presentan contaminacion y que los resultados obtenidos reflejan la carga
microbiana de dicha muestra.
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6.3 ESTANDARIZACION INOCULO BACTERIANO

6.3.1 Reactivacion y conservacion de material de referencia certificado
(Cepas).

El material de referencia certificado es controlado, cada vez que se hace uso de él, se
debe registrar en el formato digital “Control de cepa de referencia”, indicando la
fecha de uso, si el crecimiento posterior a incubacion fue conforme, el uso previsto que
se le va a dar a la cepa. Este formato aporta trazabilidad y hace parte del conjunto que
asegura el control de calidad analitico.

Tabla 11. Control del uso del material de referencia certificado

: CONTROL DE CEPAS DE REFERENCIA Version: 04
Analtec INSTRUCTIVO MANEJO DEL CEPARIO
J Laboratorios e
\J/ Formato No. 1 Emisidn: 2015-07-20
Microorganismo: Eschetichia coli No ATCC: 25922 Lote: 335-114-7
Fecha de- 2014-07-09 Temperatura de 30°C Fecha de caducidad 2016-07-09
reconstitucion Crlopresen’aclon
# Crio-Banks 5

CONTROL DE MATERIAL DE REFERENCIA CERTIFICADO

Medio de cultivo | Crecimiento | Nimerode
Fecha Nimero de pase utilizado repiques Uso previsto | Responsable| Autorizé Observaciones
¢ NC obtenidos
Verificacién
2015-07-30 1 TSB X 10 efectividad Luz Amador |G. Ospinoyerificacién desinfectante

desinfectantes

Control Positivos
2015-08-03 1 TSB X 10 Estandarizacion cepa | L. Balcarcel |G.Ospino Validacién
confirmacion

Control Positivos
2015-08-09 1 TSB X 10 Estandarizacion cepa | L. Balcarcel |G.Ospino

Material

atactionamiantn
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Fuente: Autor

Imagen 6. Reactivacion de cepas de referencia certificada, conservadas en
congelacioén a -30°C, en sistema de crioperlas Copan

El crecimiento presentado en los medios de cultivo liquidos cuando se reactivaron las
perlas fue satisfactorio, se evidenci6 gran cantidad de biomasa (crecimiento de
microorganismos), la pureza de las cepas se confirmé en medios de cultivo selectivos,
en cada reactivacion se observO caracteristicas macroscopicas tipica del
microorganismo. Todos los ensayos donde se trabajé con cepas se infiere que estan
libres de microorganismo contaminantes y se esta trabajando con cepa pura.

Las cepas de referencia juegan un papel importante para el control de calidad analitico,
este material es utilizado como controles positivos 0 negativos para los diferentes
métodos de ensayo, control de calidad de medios de cultivo, evaluacion de
desinfectantes, procesos de confirmacion o validacion de métodos, entre otras
actividades encaminadas al aseguramiento de calidad del Departamento de
Microbiologia.
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6.3.2 Verificacion del Nefeld6metro DensiCHECK

A continuacion se presentan datos obtenidos de la verificacion del rendimiento del
equipo DensiCHECK, utilizado para la estandarizacion de los indculos bacterianos. En
el formato se registra las lecturas de las mediciones de los patrones quimicos y los
resultados del inéculo.

Tabla 12. Formato verificacion del rendimiento DensiCHECK

——— CONTROL PATRON QUIMICO E INOCULO BACTERIANO Versién: 02
Analtec INSTRUCTIVO ESTANDARIZACION DE INGCULOS BACTERIANOS
\_/; R Formato No. 1 Emisién: 2015-08-01
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Acach@o N& 20 1AL etircreds BROINGRD
WIS D16 | = MRROO % A WQQWD 0 cpsprt
Peocn Qi Ut 20 % CRECReD TR ueSD
0150 |16 |k RAOD 72-&5 X d—’ﬂﬁ{&'ﬂo WS s
INCCOD BTN T 216 ExaDeATh. 1D
2015110 /16 |exchenchia coul 2D X QE!&{E ko0 mmgmm
ktec 25R2 _ 276 TRED 2 .
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Joisiacli6 | e Ard3co D Magian thrlogois| ENOAD 4
ParecN aufmito M(F 3.0 243 \( Jeripuod ealomien
.90 T eguifd
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Fuente: Autor

Imagen 7. Verificacion del Rendimiento DensiCHECK plus Biomereux.

Los resultados obtenidos en las mediciones de los patrones quimicos se encontraron
dentro del criterio de aceptacion, los cuales se pueden observar en la Tabla 12.
Formato verificacion del rendimiento DensiCHECK.

Esta verificacion es el punto de partida para asegurar que los indculos bacterianos se
realizaran correctamente disminuyendo posibles errores instrumentales que afecte la
calidad de los resultados.

Por otro lado se evidencia que el patron celular se preparé correctamente.

En los diferentes ensayos los valores obtenidos en la verificacion fueron similares a los
presentados en la Tabla 12. Formato verificacion del rendimiento DensiCHECK, datos
no mostrados.

Se aclara que las unidades emitidas por este equipo estd dada por unidades del valor
MacFarland, no se expresa DO o NTU.

6.3.2.1 Estandarizacion y Confirmacién de inéculos bacterianos

Las tablas 13, 14, 15,16 y 17 recolecta la informacion del proceso de confirmacién del
inoculo de Escherichia coli ATCC 25922.
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Tabla 13. Resultados estandarizacion McFarland 0.5 dilucién 107".

COMPARACION ESTANDARIZACION ESCALA McF 0,5 TEORICA Vs EXPERIMENTAL

Logl10 Log10 Promedio SEmeEh ATEmEC Porcentaje de CHlier® e
Logl10 UFC/mL UFC/mL valor Vel velor Recuperacion (%) CiRira i) ple w2
#de | | | o Experimental | Experimental ACEPTACION (% CUMPLE
repliezs ngr(')cro E p(\a/ra'lnc:(rantal E pt\a/?n?(rantal tlt_eggi:g Log10 Log10 Analista | Analist DE Analista | Analist
i xperi xperi nalista | Analista - nalista | Analista
Analista 1 Analista 2 UFC/mL A%';ﬁgpal_l A%Zﬁgtnal_z 1 2 RECGEAS RO 1 2
1,00 1,18 1,26 1,20
2,00 1,18 1,28 1,15
3,00 1,18 1,23 1,20 1,18 1,21 1,17 103 | 97 |70 % al130%
4,00 1,18 1,08 1,11
5,00 1,18 1,20 1,20

Tabla 14. Resultados estandarizacién McFarland 1 dilucion 107.
COMPARACION ESTANDARIZACION ESCALA McF 1 TEORICA Vs EXPERIMENTAL

. Promedio Promedio ! Criterio de
Log10 ULFOC?/%:L ULFOC?/?nOL Pr3$§?'° Vel Ve Repc?f;feern;?ijgndﬁ/o) CRIMERIODE | CHmphneno
#de - Experimental | Experimental ACEPTACION (% CUMPLE
: Valor Valor Valor tedrico
replicas A ) - Log10 Log10 . . DE . .
Tedrico | Experimental | Experimental | Log10 UEC/mL UEC/mL Analista | Analista RECUPERACION) Analista | Analista
Analista 1 Analista 2 UFC/mL : . 1 2 1 2
Analista 1 Analista 2
1,00 1,48 1,45 1,51
2,00 1,48 1,40 1,54
3,00 1,48 1,41 1,56 1,48 1,43 1,51 97 102 | 70 % a 130 %
4,00 1,48 1,45 1,46
5,00 1,48 1,43 1,48

56




Tabla 15. Resultados estandarizacion McFarland 2 diluciéon 107.

COMPARACION ESTANDARIZACION ESCALA McF 2 TEORICA Vs EXPERIMENTAL

Log10 Logl10 Promedio e ATEmEC Porcentaje de SO IS
Logl0 UFC/mL UFC/mL valor el velen Recuperacion (%) CRITERIO DE A AGIEO
#de | | | o Experimental | Experimental ACEPTACION (% CUMPLE
repliezs ngr(')cro E p(\a/ra'lnc:trantal E pt\a/?n?(rantal tlt_eggi:g Log10 Log10 Analista | Analist DE Analista | Analist
i xperi Xperi nalista | Analista 2 nalista | Analista
Analista 1 Analista 2 UFC/mL A%';ﬁgpal_l A%ZﬁéTaLZ 1 2 NACGHHSNEIOL) 1 2
1,00 1,78 1,81 1,76
2,00 1,78 1,81 1,76
3.00 1,78 1,81 1,75 1,78 1,79 1,77 101 | 100 |70 % a 130 %
4,00 1,78 1,78 1,80
5,00 1,78 1,76 1,81

Tabla 16. Resultados estandarizacién McFarland 3 dilucion 107.
COMPARACION ESTANDARIZACION ESCALA McF 3 TEORICA Vs EXPERIMENTAL

. Promedio Promedio . Criterio de

0 Loc?/lo Locg:]llo Prorr;edlo Valor Valor Porcenta_](? deo CRITERIO DE cumplimiento

#de Logl UPC/mL L valor | &, b erimental | Experimental | RECUPEracion (%) | s ceptacioN (% CUMPLE

X Valor Valor Valor tedrico
replicas Teori . - Log10 Log10 . . DE . .
edrico | Experimental | Experimental | Logl10 UEC/mL UEC/mL Analista | Analista RECUPERACION) Analista | Analista

Analista 1 Analista 2 UFC/mL Analista 1 Analista 2 1 2 1 2
1,00 1,95 1,99 1,96
2,00 1,95 1,98 1,97

3,00 1,95 1,94 2,00 1,95 1,97 1,97 101 | 101 |70 % a1l30%

4,00 1,95 1,96 1,95
5,00 1,95 1,99 1,98
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Tabla 17. Resultados estandarizacion McFarland 4 dilucion 107,

COMPARACION ESTANDARIZACION ESCALA McF 4 TEORICA Vs EXPERIMENTAL

Log10 Logl10 Promedio e ATEmEC Porcentaje de CHlier® e
Logl10 UFC/mL UFC/mL valor Vel velor Recuperacion (%) CiRira i) ple w2
#de Valor Valor valor tebrico Experimental | Experimental ACEPTACION (% CUMPLE
replicas - . . Logl0 Log10 . . DE . .
Teodrico | Experimental | Experimental | Log10 Analista | Analista - Analista | Analista
Analista 1 Analista 2 UFC/mL Aﬂ';ﬁgpal_l AL:IZﬁ:éTaLZ 1 2 RECGEAS RO 1 2
1,00 2,08 2,08 2,06
2,00 2,08 2,10 2,10
3,00 2,08 2,08 2,09 2,08 2,08 2,08 100 | 100 |70 % a 130 %
4,00 2,08 2,07 2,07
5,00 2,08 2,09 2,08

Como se puede evidenciar en las tablas 13, 14, 15, 16 y 17 los indculos bacterianos cumplieron con el criterio
establecido del 70 al 130%.

Dicho proceso de estandarizacién es el punto de partida para los futuros ensayos de confirmacién de los métodos de
analisis de productos farmacéuticos estériles y no estériles segun la USP 36, 38 y 62. Todos los analistas de
microbiologia con un buen entrenamiento en manejo de cepario y entrenado en la estandarizacién se encuentra en la
capacidad de elaborar in6culos bacterianos.

Los porcentajes de recuperacion de los inéculos bacterianos se encuentran en promedio de 100, lo que indica que la
cepa utilizada se encuentra viable y sin posible problema de crecimiento, por otro lado la técnica de los analistas para
este proceso es similar, ya que los resultados no difieren entre si, sin embargo es necesario realizar un estudio donde se
pueda establecer la repetibilidad y la reproducibilidad.
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La tabla 18 retine los datos del proceso de confirmacion, donde se compara con respecto a los valores esperados segun
escala de MacFarland, a partir de dichos datos se construyé la gréafica 4.

Tabla 18. Resultados estandarizacion McFarland, Comparacion de los promedios experimentales analista 1y 2 Vs valor
experimental.

Escala MacFarland Teo6rica

0,50 15 1,18 1,21 1,17
1 30 1,48 1,43 1,51
2 60 1,78 1,79 1,77
3 90 1,95 1,97 1,97
4 120 2,08 2,08 2,08
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Grafica 4. Comparacion resultados estandarizacion de indculos experimentales Vs
valor de referencia (tedrico).

Comparacion Resultados experimentales

2,20 =4 Escala MacFarland Tedrica

y=0,228x+ 1,008

200 R2=0,968

1,80 «+@+ Logl0 UFC/mL Valor

TEI Experimental Analista 1

E =0,229x+ 1,009

D 1,60 y=U,229%+ 1,

8 R?=0,964

B .

- -
1,40 A &- - Logl0 UFC/mL Valor

/ Experimental Analista 2

1,20 %

1,00

Valor Escala McFarland

Al comparar la estandarizacion experimental con los valores tedricos esperados de
la escala de McFarland se observé que el proceso de estandarizacion se realizé
correctamente ya que los R? del analista 1 y 2 corresponden a 0.964 y a 0.963
respectivamente.
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7. CONCLUSIONES

Durante el proceso comparativo de la resolucién 3619 con respecto a la NTC
ISO/IEC 17025:2005, se evidencié una clara similitud en cuanto a control de
documentos, registros, equipos procesadores de datos y procedimientos de
trabajo, lo que resulta ser una ventaja ya que al estar acreditados con esta Ultima
norma se cuenta con ciertos avances en el sistema de gestion de calidad en un
80%, facilitando la implementacion de la resolucion 3619 de 2013.

Haciendo principal énfasis en la calidad del ambiente del area donde se van a
ejecutar los ensayos de productos tanto estériles y no estériles se cumple en un
60% aproximadamente con lo estipulado por la resolucion 3619 ya que debe
hacerse una reestructuracién del laboratorio y contar con ciertos equipos que
deben ser adquiridos para poder dar cumplimiento en su totalidad.

Priorizar el control de calidad analitico de los equipos como herramienta que
soporte lo que se ha estado detallando anteriormente, ya que la buena
trazabilidad y control de las actividades que se desempefian al igual que contar
con buenos equipos respectivamente calibrados, permite que se lleve a cabo
cualquier analisis con la certeza en la obtencion de resultados confiables. Para
todo esto es necesario concientizar al personal de la importancia del buen manejo
de los equipos e inspeccién del funcionamiento y realizar auditorias para evaluar
la situacion actual del mantenimiento que llevan los equipos.

Los resultados obtenidos fueron satisfactorios en un 100% por lo que se concluye
que asegurando las condiciones externas se logra obtener resultados que sean
confiables durante la realizaciébn de ensayos y llevando un buen control de los
medios de cultivo utilizando controles de esterilidad en cada ensayo a realizar;
dichos resultados entonces seran fundamentales al momento de evaluar y/o
determinar el grado de competencia del analista, del método y de analisis de
resultados obtenidos con muestras de naturaleza farmacéutica.

Estandarizar la cepa Escherichia coli ATCC 25922 hace posible proseguir con los
estudios de validacion y/o confirmacion de métodos microbiol6gicos de productos
farmacéuticos sirviendo como base y permitiendo que cada procedimiento esté
orientado siempre en la obtencion de datos reales que soporten cualquier etapa
posterior como puede ser una certificacion y/o acreditacion ante un ente externo.

61


http://www.monografias.com/trabajos14/auditoria/auditoria.shtml

8. RECOMENDACIONES O SUGERENCIAS

Una vez realizado y finalizado el proyecto se enumeran unas recomendaciones,
las cuales ademas de mencionarse en este informe, se dieron a conocer al
personal del &rea de Microbiologia de Analtec Laboratorios S.A.S. sede Medellin y
en especial al jefe del area con el fin de que esto fortaleciera la consecucion de la
mejora continua y la calidad de los procesos.

En cuanto a la prueba de control de calidad de medios de cultivos liquidos, para
medir tanto productividad como selectividad del medio, se recomienda revisar la
ISO/TS 11133-2003 microbiologia de alimentos para consumo humano y animal —
Guia para la preparaciéon y produccion de medios de cultivo — Parte 2: Guia
practica para los ensayos de rendimiento de medios de cultivo.

Al momento de procesar muestras en la zona de biomédico, se debe contar con
personal en el laboratorio de microbiologia que brinde apoyo al momento de
necesitar algiin medio de cultivo u otro insumo.

Este trabajo sentd las bases documentales de la proyeccion que el laboratorio
desea conseguir en la implementacion y certificacion en BPL; se recomienda
entonces, que este sirva como antecedente y/o referencia para comenzar con un
proceso de validacién que brinde soporte desde la praxis al momento de pensar
en recibir la visita en miras de obtener una certificacion.
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9. GLOSARIO

CEPAS DE REFERENCIA: microorganismos definidos al menos a nivel de género
y especie, catalogados y descritos de acuerdo a sus caracteristicas e indicando
preferiblemente su origen. Se obtienen normalmente de una coleccion nacional o
internacional reconocida.

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

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

ENSAYO DE APTITUD DEL SISTEMA: un ensayo que se realiza para asegurar
que el procedimiento analitico cumple con los criterios de aceptacion que se
establecieron durante la validacion del procedimiento. Este ensayo se realiza
antes de comenzar el procedimiento analitico y se repite regularmente, segun
corresponda, a lo largo del ensayo para asegurar que el desempefio del sistema
es aceptable en el momento del ensayo.

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

IMPLEMENTACION: es la realizacion o la ejecucion de un plan, idea, modelo
cientifico, etc.

INGREDIENTE FARMACEUTICO ACTIVO (API, por sus siglas en inglés):
cualquier sustancia o0 mezcla de sustancias destinadas a ser usadas en la
fabricacion de una forma farmacéutica, y que cuando se usa de esa manera, se
transforma en un ingrediente activo de esa forma farmacéutica. Tales sustancias
tienen por objeto suministrar actividad farmacologica u otro efecto directo en el
diagnéstico, cura, mitigacion, tratamiento o prevencion de una enfermedad o
afectar la estructura y funcion del cuerpo.

INVIMA: Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

MANUAL DE CALIDAD: un manual que describe los diferentes elementos del

sistema de gestion de calidad para asegurar la calidad de los resultados de los
ensayos generados por el laboratorio.
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MATERIAL DE REFERENCIA: material suficientemente homogéneo y estable con
respecto a una o mas de las propiedades especificadas, que se ha establecido
que es apropiado para el uso para el cual estd destinado en un proceso de
medicion.

MATERIAL DE REFERENCIA CERTIFICADO: material de referencia,
caracterizado por un procedimiento valido desde el punto de vista metrolégico
para una o mas de las propiedades especificadas, acompafiado por un certificado
gue proporciona el valor de la propiedad especificada, su incertidumbre asociada y
una declaracion de la trazabilidad metrolégica.

MUESTRA CONTROL: una muestra usada para analizar la continua exactitud y
precision del procedimiento. Debe tener una matriz similar a la de las muestras a
ser analizadas.

NORMATIVIDAD: preceptos o reglas de naturaleza obligatoria cuya validez se
fundamenta en una norma de cardacter juridico y que son creadas para establecer
un orden en las relaciones sociales.

PRODUCTO FARMACEUTICO: Cualquier material o producto destinado a uso
humano o veterinario, presentado en su forma de dosificacién final o como una
materia prima para uso en esa forma farmacéutica, que esté sujeto a control por la
legislaciéon farmacéutica del lugar de exportacion y/o importacion.

REGISTROS: es un término que se origina en el vocablo latino regestum. Se trata
del accionar y de las consecuencias de registrar, un verbo que refiere a observar o
inspeccionar algo con atencion. Registrar también es anotar o consignar un cierto
dato en un documento o papel.

RESOLUCION: fundamento de todos los estereotipos con los que se establecen
las leyes en cualquier tipo de organizacion.

SALA BLANCA: recinto en el cual la concentracion de particulas es controlada y
en su construccién y su uso se debe minimizar la introduccion, generacion y
retencion de particulas dentro de la sala y en el cual otros parametros relevantes
son controlados como por ejemplo la temperatura, la humedad y la presién
diferencial entre salas.

SENSIBILIDAD: fraccion del nimero total de cultivos o colonias positivos que son
correctamente asignados en una presunta inspeccion.

SISTEMA DE GESTION DE CALIDAD: una infraestructura apropiada, que abarca
la estructura organizativa, los procedimientos, procesos y recursos, y las acciones
sistematicas necesarias para asegurar la confianza adecuada de que un producto
0 servicio satisface determinados requisitos de calidad.
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VALIDACION: accion de demostrar, de acuerdo con los principios de las guias y
regulaciones de buenas practicas de calidad (BPx, o GxP por sus siglas en inglés)
gue un procedimiento, proceso, equipo (incluyendo el software o hardware usado),
material, actividad o sistema conduce en forma real y consistente a los resultados
esperados.

VALIDACION DE UN PROCEDIMIENTO ANALITICO: proceso documentado por

el cual un procedimiento analitico (0 método) demuestra ser adecuado para el uso
al que esta destinado.
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ANEXOS

Instructivo manejo del cepario
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INSTRUCTIVO MANEJO DEL CEPARIO
PROCEDIMIENTO MANEJO DE INSUMOS PARA ANALISIS Emisidn:
Julio 2015
O Describir las actividades gue garanticen la viabilidad y trazabilidad de las cepas de referencia y de trabajo (Patrones), empleados en los procesos de calidad analiticos.
Mantenimiento y Preservacion de las cepas de referencia y de trabajo del laboratorio de microbiologia.
» ARRD) )
ITEM ACTIVIDAD DESCRIPCION RESPONSABLE REGISTRO
a). Dejar que |la bolsa de Lab-Elite™ [KWIK-5TIK™Y) sin abrir se equilibre a temperatura ambiente, Abra la bolsa
rasgandola por la muesca y retire la unidad KWIK-STIK™.
b). Retirar la parte de la lenglieta de la etiqueta y péguela a la placa del cultive primario o en la ficha de
contral de calidad. No desmonte el dispositivo durante la hidratacion.
c). Pellizque (solo una vez) la ampolla en la parte superior del KWIK-STIK™ (justo por debajo del menisco del
liquido de la ampella) gue se encuentra en la tapa para liberar el liquido hidratante.
d). Sujetar verticalmente y golpear suavemente sobre una superficie dura para facilitar el flujo del liquido a
través del eje y hacia la parte inferior de la unidad gue contiene el pellet. Deje gue el liguido hidratante fluya a
través del eje del bastoncillo y hacia la parte inferior de la unidad que contiene el pellet,
1 REACTIVACION CEPAS DE e). Pellizcar la parte inferior de la unidad, triture el pellet en el liguido hasta que la suspensidon del pellet sea Analista de Control Cepas de
’ REFERENCIA CERTIFICADA homogénea. Microbiologia Referencia
f). Saturar a fondo INMEDIATAMENTE &l mismo bastoncillo con el material hidratado y transfiera al medio de
agar.
g). Inocular la placa o placas de cultivo primario pasando suavemente el bastoncillo al tiempo que lo gira por
un tercio de la placa.
h). Formar estrias longitudinales con un asa estéril, para facilitar el aislamiento de las colonias.
i). Desechar el KWIK-STIK™, cumpliendo las directrices de manejo y disposicién de residuos peligrosos para
materiales de riesgo bioldgico.
jl. Incubar INMEDIATAMENTE la placa o placas de cultive primario inoculado a la temperatura v en las
condiciones propias para el micraorganismo.
Pdgina: 1de &
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= = Version: 04
A" a]tcc INSTRUCTIVO MANEJO DEL CEPARIO
LAboTRiorion 144 PROCEDIMIENTO MANEJO DE INSUMOS PARA ANALISIS Emisién:
Julio 2015
ITEM ACTIVIDAD RESPONSABLE REGISTRO
k). Retirar una muestra concentrada de
una placa que contenga un cultivo
fresco (de no mas de 18 horas) y
disolver en el medio que contiene el
tubo de Cryobank.
1). Agitar hasta incorporar
completamente la muestra al medio
invirtiendo el tubo, cite permitird que
las bacterias se adhleran a las perlas.
CONSERVACION Y REACTIVACION ——— pop— ade
3. DE CEPAS DE REFERENCIA DE Microbiotogi Referencia
TRABAJO
m). Remover con una pipeta estéril del
tubo, el medio de cultivo de Cryobank,
n). Almacenar el tubo de Cryobank a |2
temperatura de preservacion (-4°C, -
20°C 0 -70°C), Inmediatamente después.
Pigina: 3de 6
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4, RORMAS E INSTRUCCIOMNES A SEGLIR

Uso previste: El Material de referencia certificado (MREC) de Lab-Elite™ es un preparado puro, homogénes y estable de microorganismos liofilizados con caracteristicas microsobdpicas,
macroscopicas, fenotipicas y genotipicas bien caracterizadas,

1

Principio: El Material de referencia certificado de Lab-Elite™ incorpora un métoda de lishilizacion, propuesto por Obara y otros, que utiliza un medio de suspension que consta de gelating, leche
descrernada, doido ascorbico, dextrosa y carbdn. La gelating actéa como portadera del microorganismo. La leche descremada, el acide ascdrbico y la destrosa protegen al microorgantema al|
preservar la integridad de la pared celular derante la Bofilizacion y la conservacidn, El carbon yegetal se incluye para neutralizar cualguier sustancia téxica formada durante ¢ proceso de
lofilizachn.

Conservacién y cadudidad: Almacene el Material de referencia certificado de Lab-Elite™ a entre 2 °C v B "C en la bolsa original v sellada que contiene ¢l desecador. 55 se almacenan segin las
indicaciones, el preparado de microorganismos liofilizados conservara las espedificaciones y fundionamiento hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del dispositive, dentro de los limites
indicados. Mo e usard e producto cuandoe:

* Existe evidencia de excesiva exposician al calor o la humedad.
= Ha pasada la fecha de cadusidad.

= Se conservan indebidamante.

Dascripcidn: Los Cryobank estan basados en un sistema de criovial, el cual comprende un pequetio vial que contiene unas perlas a las cuales los microorganismas pueden adherirse. Las perlas estan

4, inmersas en una solucidn hipertdnica erio-preservante [trgtone soy suplementada con gliceral v sucrosa). Una vez inaculadas, los viales pusden ser almacenades en un freazer con un rango de
temperatura de - 30°C a -B0°C,

5. Lainformacidn mas detallada de las cepas de referencia certificada ATCC, estd con las hojas de los productos suministradas por |z American Type Culture Collection,

AEROBIC: Microorganismo capaz de vsar el oxigeno en la respiracion,

BACTERIA: Grupo de procariotas filogenéticamente relacionados y de distinto grupa.

CEPAS DE REFERENCIA: Son distribuidas v presentadas comercialmente liofilizadas; los arganismes de acreditacion son los encargados de considerar wilida la fuente de pracedencia de la cepa a fin de gue
s cumpla con el requisito de prevenir mutaciones, deterioro o alteracidn de las caracteristicas tipicas de las cepas.

CEPAS DE RESERVA: Son kdenticas Ingradas mediante un solo subrultiva de una cepa de referencia.

CRECIMIENTO EXPONEMCIAL: Crecimients de un microarganisma en que o nomers de otlulas se duplica en un periade fijado de tiempo,

CULTIVO AMENICD: Es un cultive gue contiene una clase de microorganismoas.

FASE ESTACIOMARIA: Fosterior a la fase exponencial, cuando |z velocidad de crecimiento se hace cero.

FASE DE LATENCIA: Fase que precede & la exponencial de crecimienta cuando las celdas pueden estar metabolizando pero no estan crecienda.

FASE EXPONEMCIAL: Cracimisento de u un microarganismo en gque el nimers de células se duplica en un periado fijade da tiempe.

Pdgina: & de &

72



Version: 04

naltec INSTRUCTIVO MANEJIO DEL CEPARIO
'l ]-. aboraorios 5. PROCEDIMIENTO MANEIO DE INSUMOS PARA AMALISIS Ernisidn:
L Julio 2015

1. Formate Mo, 1 Control de cepas de Referencia.

Tabla 1: Inventario Ceparlo Analtec Laboratorios Tabla 2: Diagrama de conservackén y reactivacion
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Salmonella entérica
subsp. Entéricaserovar 14028 | 363-156-6 1 05,/082014 05082017 G.0spino HEmraEnare *
typhmurivm
Ligheria monoeytogenes | 15111 | 277-40-1 1 {05/08,/2014 (05082017 G.O=ping
Candide albieons 10231 | 443-303-5 [ 1 29/07/2014 /012016 1. Mufiaz -
Aspergillus brasifiensis | 16404 | 3922799 | 1 70,07,/2014 9/01/2016 1. Mufiaz Ty o e e Lorar | T ST BT T PTIET I Y B Y TR S T
. _ s rvie
FLENTE: ERIDMHH':UW“ Dalﬁ@ihﬁ Irec, F s s s ooy raiine fneosnece i e 3063
s |
VERSION FECHA BREVE DESCRIPCION
2 abr-14 * pjustar el Procedimiento 2 |a nueva codificacian y anclar los farmatos que genera el procedimiento.
3 e * adicidén de tabla referenciande las existencias de las cepas para tener trazabilidad completa, se graficd en flujograma para facilitar 12
" interpretacian de la reactivecion y conservacion de las cepas de referencia certificada,
4 jul-15 * Ajustar ¢ Procedimiento a los cambios del Procedimiento Control Documentos, registros ¥ datos,
ELABORADD POR REVISADD POR APROBADD POR
Gabriel Ospino Torres Ana Mercedes Sanchez Ana Marcedes Sanchez
Coodinador Microbiologla Director Técnico de Microbiologia Directer Técnics de Microbiologla
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“Confirmacién estandarizacion, version 1”

CONFIRMACION DE ESTANDARIZACION Version: 01
INSTRUCTIVO ESTANDARIZACION DE INOCULOS BACTERIANOS
ANEXO 1 Emisidn:
Agosto 2015

hasta que considers que #s similar al patron

1) Cepa de referencia quimice McFarland proporcionads por sl -
i, = e par squips Densicheck ESCALA  CONCENTRACION DILUCIONES SERIADA EN BASE 10

MeF UFC/mL

> 0N

1 10+ plig bl DL [/ (| A L

] L
o
h I 05 1507 156108 15a0% 1510 15000 1500 150 15 15
8) Lestura  cel  pdtron

celular  en  eauipo 1 300 30x10°  30x0f 30.40* 30000 3000 300 30 13
Densichack Hasta abtener

41 Meslizar diluzsares

n s 20 en dikyarts " i B0 10 BOX10F 6OX10° 60XI0* 6OODD  6OOC 6O 60 [
i’ \I ¢ I‘f \ Y f’ \ I{ \‘ _‘.‘ I" ™
- B - | f 3 L 90107 90x10°  ODx10° 90107 90000  900C 900 90 g
& 1200 124100 1205 124106 120000 12000 1200 120 12
e 10 207 ™ 0 " i’ \:ui
Imagen 1. Estandarizacion indeulos bacterianos Tabla 3. Datos tedricos de los patrones McFarland con los respectivos recuento esperados al realizar
diluciones en base 10.
DESARROLLO
ITEM ACTIVIDAD DESCRIPCION RESPONSABLE REGISTRO
a). Preparar patrones bacterianos 0,5, 1, 2 y 3 escala McFarland.
b). Realizar diluciones seriadas en base 10 hasta la dilucidn 10 e-7 [para cada patrdn).

CONTROL PATRON
¢). Plaguear 10 &-7 5 veces an agares selactives de acuerde al micreorganisme que s& este QuimMICO E INGCULD
estandarizando. BACTERIANO

. . . . Analista MB
1. |CONFIRMAR LA ESTANDARIZACION |d). Incubar a la temperatura y tiempo optime del microorganismo. . DATO PRIMARIO DE
Coordinader MB
VALIDACION
e). Realizar lecturas y registe los resultados "Dato primario de Validacién™.
CONFIRMACION DE LA
f). Suministrar datos al Coordinado MB. ESTANDARIZACION
g). Ingresar los datos a los formatos digitales, que alimentara el los respectivos calculos del
formato "Confirmacidn de la estandarizacion”.
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Certificados de calibracién balanza OHAUS y micropipeta digital 3 M

/ Certificado de Calibracion

Calibration Certificate

Namero: 6554 M

Npmber

LABORATORIO DE METROLOGIA DETECTO DE COLOMBIA LTDA
de C 1eda. dogy Lab,

AREA DE MASA
Mass Area

BALANZA DIGITAL

OHAUS

GALAXY 4000

e

2 g a 00

ANALTEC LABORATORIOS SAS.
AVENIDA 33 No. 74 B - 146 MEDELLI

DEL CERTIFICADO INCLUYENDO ANEXOS (6)

<l Cheudes

Tec. Miltao Cifsentes i
Revisado por ~ Checked by: '

Calihrado por - Calibeated ty:

Fare cemtficadn cxpress fislmmnce ol rendrads de Las mediclones realizadn. No padeh swr ducrdo toeal o parcwd P do s

hays cterido prevismenes peerein por oxcrivo del liboranoeio que lo emine.

At et r aw avovessr mpert of the performal messsremesis. TAlr certifione way i v poely ar porniafly rgvsteond cxomt wash dhe
writvm permvanon of fhe Jaing laborsiony

| Lok esaliadon cumnemidos e ¢l presense cemficado e refieren 3l momemo ¥ condiciones €0 que se yealizarun L medicionss. El laborstono
que L emite =0 ¢ vesponmabiza de lou perfuitios que posdan dervane del o inadecuado de lon smatrumenion calbrados. |

hr-u«h:\’xﬁum\&uku{nm;knwwmdnw-mmumu*.mwuugummmnmm /

\ S domages reniing frve imprger e of the callbravnd instveesc /
l‘\ Bogoth D.C. Calle 91 No. 49 A-24 B/, La Castellana PEX: 634 $152 Pax: 634 8173 Eamaili wmnw—/
Y Cali Calle $84 No. 3875 B/, San Fernando - PEX: S8 6060 Fax: 558 6161 E-malls: call@detectadceolombia com

\ Medelia Calle 60 Sax No. 46-£1 Sabanets - Antioquin FDX; 444 1498 E-malli

WWW. bis.com
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Certificado de Calibracion

“
}j_“‘:'m 1808 M. V
12

—
LABORATORIO DE uz“luoc.‘_ OGIA DETECTO DE COLOMBIA LTDA
1.tda.

ogy

AREA DE VOLUMEN

EURLMEN MICROPIPETA

Eae m

i GRADUADA
TIOTIOT——
SmlL

ANALTEC LABORATORIOS S.ALS,

LABODRATORIGO
AVENIDA 33N° 74 B - 146

TEEM

L cex o o o sl 8 1 A

FIRMA(S) AUTORIZADA(S)
i S N () L
YEZ St i - ] e e
Tec Leiner Diaz Tee Mton Jsir € tes
J

Calibeado por ~ Calibrated by Révisado poe - Checked by:

Fiead, fieh
r— ol ondado de las med: nadas. No poded ser ducide sonsd f
Mo&mhmmwm“hmwhm- =

Ilu:-::--mdm:und&pm—lw T aernifonte way ast Ae ol or pariisly reprodsced. erogy with she
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Cali Calle SB4 No. 38-75 B/, San Fernande - PBX; S55 6060 Fax: S55 6161 E-ma@: cali@detectoSecolambis.com
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Certificado de calibracion juego de pesas patrén e incubadora Memmert INE 500

Nimero:

ACREOTADO SOAEC 176352603 Number
128

28341 C

LABORATORIO DE METROLOGIA DETECTO DE COLOMBIA LTDA
Detecto de Colombia Ltda. Metrology Lab.
AREA DE MASA
Mass Area

INSTRUMENTO JUEGO DE PESAS
Dusrsment

FABRICANTE NI
Manwacturer

MODELO
Mexdel

NUMERO DE SERJE
Sersal Narbvr

CILINDRICAS

——p—
RANGO DE CALIBRACION lgaloog
Calibvation Rusee \ .
SOLICITANTE

Cunioewer

DIRECCION DEL SOLICITANTE

Cuntowver addrers

FECHA RECEPCION INSTRUMENTO
Inxtrument reception date

FECHA DE CALIBRACION
Calibration dase

NUMERO DE PAGINAS DEL CERTIFICADO INCLUYENDO ANEXOS
Namber of papes o dhts cersificate and docswments atockad

FIRMA(S) AUTORIZADAGS)... ...

Avshorizad signanure (s

7 i) :

oo e g L8 Lt
Tec. Jorge Alednder Giraldo.
Czllh';ﬁdo por = Calibrated by:

ANALTEC LABORATORIOS S.AS.
AVENIDA 33 N° 74B - 146 MEDELLIN
2015 08 26
2015 09 .16

Cinco (5)

i s — W

bmwn’lxtdocwmaﬁeh:nm el nsuhéudel-mdmmn m]lndu No podra ser )
haya obtenido peeviamente permiso por escrito del laboratorio que lo emite.

This certificate is an accurate report of the p This certifie
veritien permission of the icsuing laboraiory

Loa resultados contenidos en el presente se refieren al en que se
que lo emite no se responsabiliza de los perjuicios que puedan dmv-mddu-u decuado de los i

may nol be totally or partially reproduced, excepe with the

I mediciones, El laboratorio

The revwlts of this certificate refer to the time and conditions when the measwrements were made. The Lsswing laboratory assumes no responzibility
JSor damages reswlting from improper use of the calibrased instruments.
', Bogotd D.C. Calle 91 No. 49 A-24 B/, La Castellana PBX: 634 8182 Fax: 634 8173 E-mail: bogota@detectodecolombia.com

\ Cali Calle 5B4 No. 38-75 B/. San Fernando - PBX: 558 6060 Fax: 558 6161 E-mail: cali@detectodecolombia.com
Medellin Calle 60 Sur No. 44-51 Sabaneta - Antioquia PBX: 444 1490 E-mail: medellin@detectodecolombia.com

W dcwcmdeeolombh com
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4 METROLOGIC COLOMBIA S.A.S R
Certificado de Calibracion

Nimero: 2261 M

INGTRUMENTD | INGLIBADGIRA CON MOICACION DIGTAL
AL

FABRICANTE : MEMMERT

Maruteschsw

WODELD - INE 533

Mada

NUMERC OE SERIE ES12 0532

Sarin! Numiar

BARGD DE CALIBRACION B

Caibracitn Aags

SOLICITANTE S AMALTEG LABORATORICE SA5
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DIRECCION DEL SOLICTTANTE IGALLE 33 N T4E- 148 - MEDELLIN
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FEGHA DE CALBRACION + 0B
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Certificado material de referencia certificado Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 6538

Q MICI’OblO|OgICS"

~

CERTIFIED REFERENCE MAT{RIAL

(5)

lysis: pl Microc pec ion and Per Upon Release
Smciﬁclthm Expiration Date: 2015/01
Microorganism Name: Escherichia coli Release Information:
Catalog Number: 0335 Quality Control Tachnologist: Christine Condon
Lot Number: 335-114 Release Date: 2013/4/2
Reference Number: ATCC® 25g22™*
Purity: < 0.1% Total Peliet CFU
Recovery: > 1000 CFUs per Pellet
Passage from Reference: 1

Performance

Macroscopic Features:

Medium:

2 colony types, both are gray & beta hemolytic: one is circular to irregular, convex, slightly erose SBAP
-edge & smooth; other is larger, imegular, low convex, erose edge &

H2S PRODUCTION
BETA-N-ACETYL-GLUCOSAMINIDASE
Glutamyl Arylamidase pNA
D-GLUCOSE
‘GAMMA-GLUTAMYL-TRANSFERASE
FERMENTATION/GLUCOSE
BETA-GLUCOSIDASE
C-MALTOSE

DAL TC

D-MANNOSE
BETA-XYLOSIDASE
BETA-Alanine arylamidase pNA
L-Proline ARYLAMIDASE
LIPASE

PALATINOSE

Tyrosine ARYLAMIDASE
UREASE

D-SORBITOL
SACCHAROSE/SUCROSE
D-TAGATOSE

D-TREHALOSE

CITRATE (SODIUM)
MALONATE
5-KETO-D-GLUCONATE
L-LACTATE alkalinization
ALPHA-GLUCOSIDASE
SUCCINATE alkalinization
BETA-N-ACETYL-GALACTOSAMINIDASE
ALPHA-GALACTOSIDASE
PHOSPHATASE

Glycine ARYLAMIDASE
ORNITHINE DECARBOXYLASE
LYSINE DECARBOXYLASE
L-HISTIDINE assimilation
COURMARATE
BETA-GLUCORONIDASE
0/129 RESISTANCE (comp.vibrio.)
Glu-Gly-Arg-ARYLAMIDASE
L-MALATE assimilation
ELLMAN

L-LACTATE assimilation

e T

e e s

Microscopic Features: Method:

Gram negative straight rod Gram Stain (1)

Vitek GN (1) Othar Features/ clulonqar Results

Phenotypic Features Results l|) m.,a,ema).

Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE - se (E. col II Bro1h wiMUG): positive

ADONITOL (: Amplcﬂlin (101 gmg Digl;?useem-m /) |s 22 mm
~Pyrrol - mog

v W’{‘T’;:'_Y"m LAMIDASE N (1) SXT (1.26/23.75 mog - Disk Suscaptlbillty) 2 g

D-CELLOBIOSE

BETA-GALACTOSIDASE

14

Brad Goskowicz, President
AUTHORIZED SIGNATURE

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303
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O Microbiologics*

CERTIFIED REFERENCE MATERIAL

)

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism $§| ion and F ce Upon
Specifications Expiration Date: 2016/01
Name: al subsp. aureus Release Information:
Catalog Number: 0485 ‘Quality Control Technologist: Tracy A Blenker
Lot Number: 485-220 Release Date: 2014/2/24
Reference Number: ATCC® 6538™*
Purity: < 0.1% Total Peltet GFU
Recovery: > 1000 CFUs per Pellet
Passage from Reference: 1
Performance

Macroscopic Features:

gold and darker gold colonies may be present.
Microscopic Features:

Gram positive cocci occurring singly, in pairs and in irregular clusters.

Medium 1o large, convex, circular, glistening, smooth, creamy, opaque, beta hemolytic - both light SBAP

Method:
Gram Stain (1)

Vitek GP (1)

Phenotypic Features
D-AMYGDALIN
PHOSPHATIDYLINOSITOL PHOSPHOLIPASE C
D-XYLOSE

ARGININE DIHYDROLASE 1
BETA-GALACTOSIDASE
ALPHA-GLUCOSIDASE
Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE
CYCLODEXTRIN

L-Aspartate ARYLAMIDASE
BETA GALACTOPYRANOSIDASE
ALPHA-MANNOSIDASE
PHOSPHATASE

Leucine ARYLAMIDASE

L-Preline ARYLAMIDASE

AETA GLLICHROMIDATE
ALPHA-CLACTOSIDASE
L-Pyrrolydonyl-ARYLAMIDASE
BETA-GLUCORONIDASE

Alanine ARYLAMIDASE

Tyrosine ARYLAMIDASE
D-SORBITOL

UREASE

POLYMIXIN B RESISTANCE
D-GALACTOSE

D-RIBOSE

L-LACTATE salkalinization
LACTOSE
N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE
D-MALTOSE

BACITRACIN RESISTANCE
NOVOBIOCIN RESISTANCE
GROWTH IN 8.5% NaCl
D-MANNITOL

D-MANNOSE
METHYL-B-D-GLUCOPYRANOSIDE
PULLULAN

D-RAFFINOSE

0/129 RESISTANCE (comp.vibrio.)
SALICIN
SACCHAROSE/SUCROSE
D-TREHALOSE

ARGININE DIHYDROLASE 2
OPTOCHIN RESISTANGE

Resuits

e

G

e e

FI SR

T

Other Features/ Challenges: Results

(1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive
41) Coagulase (rabbit plasma-tube): positive
) Beta L actamase (Gainase Disk) nogative

7

Brad Goskowicz, President
AUTHORIZED SIGNATURE
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