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INTRODUCCION

El desarrollo de diferentes técnicas o ensayos realizados en un laboratorio de
microbiologia, dependen en gran medida de los medios de cultivo ya que estos se utilizan en
todas las técnicas de cultivo tradicionales y otros alternos para mantener, activar, crecer,
detectar una amplia variedad de microorganismos (ISO, 2014); actualmente existen multiples
presentaciones de estos medios de cultivos cumpliendo con las necesidades especificas para el

crecimiento.

Durante el anélisis microbiologico es importante que se aislen y enumeren aquellos
microorganismo que estén presentes inicamente en la muestra analizada, siendo los medios de
cultivo la base para la realizacion de estos anélisis, por ello es importante garantizar la calidad
en la preparacién, esterilizaciéon y almacenamiento de medios de cultivo; para asegurar la
calidad es importante tomar acciones planificadas y sistematicas para proporcionar confianza en
los resultados de los ensayos microbiolégicos realizados; para ello la normativa internacional
UNE-EN ISO 11133 de 2014/A1:2018 guia para la preparacién, produccién, conservacion y
ensayos de rendimiento de los medios de cultivo donde se establece que los medios de cultivo
deben cumplir con 3 criterios: i) La aceptabilidad de cada lote de medio, ii) Medio adecuado
para su uso, iii) El medio sea capaz de proporcionar resultados consistentes. Estos criterios
pertenecen a procedimientos de control interno de la calidad, junto con una documentaciéon

adecuada del procedimiento (ISO, 2018).
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Para Bolivar Industrial Ambiental Laboratorio (BIALAB S.A.S); es importante
garantizar datos de precision y confianza, en los resultados emitidos por el laboratorio hacia sus
clientes, por lo tanto en pro de la acreditacién del laboratorio ante los institutos
correspondientes que aprueben el funcionamiento del laboratorio se hace necesario realizar una
implementacion para el aseguramiento de la calidad durante la preparacion de los medios de
cultivo utilizados para los analisis microbioldgicos de los alimentos para consumo humado,
alimentacion animal y agua, para dar cumplimiento al requisito al item 7.7. Aseguramiento de
la validez de los resultados en la ISO /IEC 17025:2017; de esta forma la normativa internacional

UNE-EN ISO 11133 de 2014/A1:2018 siendo la version actualizada de esta normativa.
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DESARROLLO DE LA PASANTIA.

La pasantia se desarrolla en Laboratorios Bolivar Industrial Ambiental (BIALAB S.A.S)
ubicada a las afueras del municipio de Piedecuesta, Santander; dentro la unidad interna de
preparacion de medios de cultivo (Informacién detallada a continuacién se encuentra en la

pagina web de BIALAB S.A.S) (Bialab S.A.S).

1. Identificacion de la empresa.

NOMBRE: Bolivar Industrial Ambiental Laboratorio- BIALAB S.A.S

UBICACION: Km 3, Via Guatiguara, Lote 4, frente a Gaseosas Postobén.

1.2  Contexto de la organizacion.

Bolivar Industrial Ambiental Laboratorios BIALAB S.A.S es un laboratorio fundado en
el ano 2017 en Santander, creado por las necesidades técnicas y analiticas de los empresarios,
con el objetivo de generar confiabilidad, trazabilidad y garantia técnica de calidad en los
resultados emitidos, por medio de procesos detalladamente disenados por personal de alta

competencia técnica y experiencia en las diferentes areas de analisis.
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Cuenta con:

e Procesos disefiados por personal de alta competencia técnica y experiencia

ajustados a la normatividad.
e Equipos de alta tecnologia en constante innovacion.
e Programas de aseguramiento metrolégico.

e Meétodos de analisis validados y trazables internacionalmente

Nuestro factor diferenciador: la formacion, capacitacion y acompafiamiento a nuestros

clientes en el cumplimiento de sus estandares de calidad.

Es un laboratorio que cuenta con certificacién en ISO 9001: 2015 Sistemas de gestion
de calidad. Asi mismo, préximamente certificado en la resolucion 3619 del 2013 BUENAS
PRACTICAS DE LABORATORIOS. Bialab S.A.S una empresa pionera en Santander creada para

cumplir los requerimientos de analisis que garantice resultados altamente confiables (Bialab

S.A.S).

1.3 Servicios que ofrece BIALAB S.A.S.
e Control microbiol6gico industria farmacéutica
¢ Control ambiental en la industria de alimentos
e Analisis microbiologicos de alimentos
e Analisis de aguas

e Programa de formacién en BPM.
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e Asesoria en programas pre-requisitos y elaboracion de analisis de peligros y
puntos criticos de control.

e Procedimientos complementarios que garanticen la seguridad alimentaria.

e Asesoria en planes de saneamiento.

e Auditorias en BPM, APPCC y sistemas de seguridad alimentaria.

e Alianzas estratégicas con grupos de investigacion que requieran acompafiamiento

en analisis microbiologico (Bialab S.A.S).

1.4 Estructura organizacional

Gerente

General

Gerente

Administrativay Gerente de Directora
Calidad Marketing Técnica
Coordinadora de
Coordinadora Seguridady Coordinadora de Coordinadora de
Financiera Saluden el Microbiologia Fisicoquimica
Trabajo
-
. . Microbidlogos Quimicos
Lider Comercial Analistas Analistas
Auxiliar Auxiliares
Administrativa técnicos y

pasantes
Conserje

Tlustracioén 1 Estructura organizacional de BIALAB S.A.S Tomado de Bialab SAS



1.5 Mision.

Bolivar Industrial Ambiental Laboratorios realiza ensayos microbiologicos de areas,
productos terminados, insumos, materia prima, operarios y procesos especializados, para la
industria farmacéutica, alimentos, cosmética, agroindustria y similares, por medio de métodos
normalizados, infraestructura adecuada, equipos de alta tecnologia, recurso humano de alta
competencia técnica y humana, aportando a la industria resultados de alta confiabilidad, por
medio de acompanamiento personalizado a las necesidades de cada cliente, asegurando el
cumplimiento de los requisitos legales pertinentes, para lograr la satisfaccion y fidelidad de

nuestros clientes

1.6  Vision.

Bolivar Industrial Ambiental Laboratorios, en el aflo 2021 sera reconocido como el
primer laboratorio microbiolégico acreditado internacionalmente bajo la Norma ISO
17025:2017 de la region, prestando servicios de alta calidad y confiablidad, en una
infraestructura de novedosa, moderna y de construccion con excelentes estandares. En
constante mejora del SGC segtin la NTC ISO 9001:2015, asegurando el control de riesgos y
aprovechamiento de las oportunidades, gracias al personal capacitado y comprometido con la

cultura de calidad.

1.7 Politica De Calidad.

Bolivar Industrial Ambiental Laboratorios ofrece servicios de analisis para el control
microbiologico de areas, productos terminados, insumos, materia prima, operarios y procesos
especializados, para la industria farmacéutica, alimentos, cosmética, agroindustria y similares.
Contamos con métodos normalizados, infraestructura adecuada, equipos de alta tecnologia,

recurso humano de alta competencia técnica y humana, comprometido con la cultura de la

16
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calidad en la implementacion del Sistema de Gestion de Calidad y las buenas practicas
profesionales, permitiéndonos asegurar la confiablidad y oportunidad de los resultados

emitidos.

La Alta direccion estd comprometida con el aporte de los recursos requeridos, con el
logro de los objetivos estratégicos, la cultura de la identificacion de riesgos y oportunidades, la
revision de estrategias comerciales que permitan el crecimiento del Laboratorio, la mejora
continua y el cumplimiento de los requisitos normativos de la NTC ISO 9001:2015 y NTC — ISO
17025:2017, los legales, reglamentarios, del cliente y demas partes interesadas pertinentes, que

aporten al mejoramiento de la calidad de vida de la comunidad.

La pasantia se realiza con el fin de fortalecer conocimientos tedricos en la formaciéon
académica y profesional del area de microbiologia, por medio de la adquisicion de destrezas y
habilidades para el analisis microbioldgico ya que este es necesario durante la cadena productiva
en el aseguramiento de la calidad e inocuidad de productos alimenticios, garantizar que los
ensayos realizados otorguen resultados confiables partiendo desde la utilizacion de medios de

cultivo de calidad.
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OBJETIVOS.

Objetivo General

Implementar la Normativa Internacional UNE-EN ISO 11133 de 2014/A1:2018 para el

Aseguramiento en la Calidad durante la Preparacion de los Medios de Cultivos en Bialab SAS.

Objetivos Especificos

e Inspeccionar el cumplimiento de la normativa internacional UNE-EN ISO 11133
de 2014/A1:2018 en Bolivar Industrial Ambiental Laboratorio S.A.S en el proceso
de preparacion de medios de cultivos.

¢ Implementar las acciones correctivas en los puntos de incumplimiento segtn la
normativa internacional UNE-EN ISO 11133 de 2014/A1:2018 en Bolivar
Industrial Ambiental Laboratorio S.A.S.

e Actualizar el manual de procedimientos operativos estandarizados en el area de
preparacion para el aseguramiento de calidad de medios de cultivos en Bolivar

Industrial Ambiental Laboratorio S.A.S.



19

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION.

¢De qué manera BIALAB S.A.S asegura la calidad de los medios de cultivos usados para

andlisis microbiolégicos?

En un ambiente que cada vez esta mas globalizado y competitivo, un laboratorio de
medios de cultivo, tiene la capacidad para competir y ofrecer un servicio de calidad, es decir,
posee las condiciones necesarias para obtener un proceso exitoso de acreditacion. Actualmente
Bolivar Industrial Ambiental Laboratorios se encuentra en proceso de acreditacion en la ISO
/IEC 17025:2017; para garantizar la realizacién de ensayos microbiolégicos en el laboratorio
por lo tanto esta en desarrollo de realizar validacion secundaria de cada una de las técnicas para
anélisis microbiologico que se realizan, para asegurar que se emiten resultados confiables,
seguros y veraces para el cliente; asi mismo antes de realizar un anélisis microbiologico se debe
contar con los implementos necesarios para el montaje entre ellos el mas importante y que
enmarca la efectividad del ensayo es el medio de cultivo, ya que este brinda un conjunto de
componentes, sustancias sintéticas o naturales empleados para permitir la multiplicacion,
mantenimiento, recuperacion, crecimiento, deteccion, transporte y enumerar diferentes

microorganismos como bacterias y hongos. (INS, 2018)

El aseguramiento y control de calidad durante la preparacion de los medios de cultivo
que se utilizan en Bialab S.A.S para las labores de microbiologia, deben ser eje central para
establecer la calidad de todos los analisis que se realicen a partir de estos por lo tanto se hace
necesario asegurar no solo la esterilidad de los mismos, sino también un funcionamiento

adecuado a su concepcion, esto se logra realizando de modo reproducible, trazable y
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estandarizado pruebas de promocién y crecimiento, asi mismo verificar la selectividad del medio
de cultivo. En la actualidad existe la normativa internacional UNE-EN ISO 11133 de
2014/A1:2018 guia para la preparacion, produccién, conservacion y ensayos de rendimiento de
los medios de cultivo donde se establece los criterios que deben cumplir los medios de cultivo
para la realizacion de ensayos microbiologicos, con el fin de garantizar resultados confiables
para el cliente ya que al presentarse error estas consecuencias incrementan los gastos, tanto en
términos econdémicos como en tiempo y esfuerzos del personal por realizar nuevamente las

actividades de preparacion de medios de cultivo.



21

MARCO REFERENCIAL.

1. Marco Legal

ISO 9001:2015 Sistemas de gestiéon de la calidad — Requisitos.

Esta Norma Internacional especifica los requisitos para un sistema de gestion de la

calidad cuando una organizacion:

a) necesita demostrar su capacidad para proporcionar regularmente productos y

servicios que satisfagan los requisitos del cliente y los legales y reglamentarios aplicables, y

b) aspira a aumentar la satisfaccion del cliente a través de la aplicacion eficaz del
sistema, incluidos los procesos para la mejora del sistema y el aseguramiento de la conformidad

con los requisitos del cliente y los legales y reglamentarios aplicables.

Todos los requisitos de esta Norma Internacional son genéricos y se pretende que sean
aplicables a todas las organizaciones, sin importar su tipo o tamafio, o los productos y servicios

suministrados (ISO, 2015).

ISO/IEC 17025:2017(es)

Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y calibracion.

Este documento especifica los requisitos generales para la competencia, la imparcialidad
y la operacion coherente de los laboratorios; es aplicable a todas las organizaciones que

desarrollan actividades de laboratorio, independientemente de la cantidad de personal.



22

Los clientes del laboratorio, las autoridades reglamentarias, las organizaciones y los
esquemas utilizados en evaluacion de pares, los organismos de acreditacion y otros utilizan este

documento para confirmar o reconocer la competencia de los laboratorios (ISO, 2017).

NORMA TECNICA COLOMBIANA NTC 4092 (Primera actualizacién)

Esta norma se aplica a microbiologia de alimentos, a productos para alimentacién animal, al
ambiente de la produccion de alimentos y al ambiente de produccion primaria; la normativa
proporciona los requisitos generales y las directrices/opciones destinadas a tres usos

principales;
- Implementacion de la norma para la deteccién o enumeraciéon de microorganismos.
- Buenas practicas de laboratorio para laboratorios microbioldgicos de alimentos.

- Esta norma describe los requisitos técnicos de acuerdo con el Anexo B de NTC/ISO
17025:2005 para la acreditacion de laboratorios microbiolégicos por parte de organizaciones

nacionales.

El proposito de esta norma es ayudar a garantizar la confirmacion de los anélisis
microbioldgicos para alimentos, ayudar a garantizar que las técnicas generales utilizadas para
realizar estos andlisis sean las mismas en todos los laboratorios, facilitar el logro de resultados
homogéneos en diferentes laboratorios y contribuir a la seguridad del personal del laboratorio al

evitar los riesgos de infeccion.
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ISO UNE-CEN ISO/TS 11133:2014/A1:2018

Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Guia para la

preparacion y producciéon de medios de cultivo.

La normativa internacional define una serie de términos relacionados con la garantia de
la calidad de los medios de cultivo y especifica los requisitos para la preparacion de medios de
cultivo destinados al analisis microbiologico de los productos alimentos para consumo humano

de muestras procedentes entorno a los productos alimenticios.

Estos requisitos son aplicables a todas las categorias de medios de cultivo preparados

para su uso en laboratorios que realizan analisis microbiolégicos.

La normativa establece los criterios y describe métodos para ensayar el rendimiento de

los medios de cultivo (ISO, 2018).
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2. Antecedentes

2.1 INTERNACIONAL

Revisando antecedentes se encontro que:

- Marisol Acha en su tesis titulada implementacion de la NB-ISO/TR 11133-1 en el
laboratorio de medios de cultivo del INLASA, donde indica que el objetivo de este trabajo es la
implementacion de la NB-ISO/TR-11133-1 para el Laboratorio de Medios de Cultivo del
INLASA, realizando una investigaciéon de campo para la recoleccion de la informacion emitida
por el personal que trabaja en el laboratorio, asi como un estudio de la situacién actual del
laboratorio, de la relacion existente entre las actividades que desarrollan y la calidad del servicio
que prestan, lo que permiti6 evaluar los requisitos establecidos por la norma NB-ISO/TR-11133-
1, adquiriendo una aproximaciéon del cumplimiento de los mismos que determinaron un
porcentaje de cumplimiento del 53.3 %. Este trabajo se inicia con la verificacion de
conformidades y no conformidades de la norma, la revisiéon de los documentos existentes,
seguido por la actualizacion de los mismos, la creacion de procedimientos y eliminacién de
POES que estaban en desuso, se modifican formatos, y se agregan diferentes procedimientos.

(Ach4a Marisol; 2017)

- Marina. Marroquin realizo en Nestlé la estandarizacion del flujo en proceso de
preparacion de medios para analisis microbiolégicos en el centro de aseguramiento de la
calidad, dentro del area de microbiologia del Centro de Aseguramiento de la Calidad de Nestlé
en la cual se encuentra el area de preparacion de medios la cual esta destinada exclusivamente
para preparar los medios de cultivo, esta area esta bajo el cargo directo de un operario quien

debe garantizar que los medios elaborados cumplan con la caracteristicas preestablecidas y
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aceptadas. Como resultado obtuvo un incremento en los indices de productividad (P) de un
rango de 70 % - 95 % a un rango de 95 % - 100 %, lo cual se ve reflejado en la optimizacion de los
recursos totales de operaciéon y con la estandarizacion de los procesos se redujo el desperdicio de
tiempo en un 15% general para los cuatro procesos (TSC 24,50 %, LST 21,75 %, Agua Peptonada
12,75 % y Tiosulfato 14,75 % Horas/Hombre), incrementando asi la productividad, lo cual se ve
reflejado en la reduccion del presupuesto destinado a la preparacion de los principales medios

de cultivo. (Marroquin, 2017)

2.2 NACIONAL

El adelanto de estudios en el area de aseguramiento de calidad de medios de cultivos, no
esta totalmente divulgado en Colombia, ya que la implementacion de la normativa esta
contemplado por los laboratorios al momentos de querer acreditarse por la ISO 17025: 2017; por
ello Corredor Caro Lina y Katerine disenaron un plan de aseguramiento logistico aplicado a la
empresa Didacta Internacional S.A.S. para la venta de medios con el fin de garantizar la
ejecucion adecuada de los procesos y satisfacer las expectativas de los clientes son tema de gran
importancia para la organizacion. Por eso, se ha desarrollado el presente manual de
aseguramiento basado en la metodologia para la administracion de riesgos del Departamento
Nacional de Planeacion de la Repiblica de Colombia, en el cual se hace un reconocimiento de
riesgos, se identifica la efectividad de las medidas de control actuales y se propone un plan de
accion para administrar los riesgos logisticos derivados del proceso de compraventa de la
compaiia Didacta Internacional S.A.S; obteniendo en la matriz de identificacion de los riesgos a
los que esté expuesta la empresa fue posible identificar que el 50% de los riesgos tienen una
valoracion Importante. Al continuar con el analisis de las medidas de mitigacion y evaluacion de
controles, se not6 una reduccion importante al 41%. Lo que quiere decir que la mayoria de los
riesgos asociados al proceso de compraventa de medios de cultivo requieren una pronta

atencion que permita reducir y evitar la materializacion de estos (Corredor, 2017).
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3. Marco Conceptual

3.1 Gestion de la Calidad.

3.1.1 Organizacion Internacional de Normalizacion.

La ISO; es una federacion mundial de organismo nacionales de normalizacion; que
trabajan en la preparaciéon de normas internacionales a través de comités técnicos, cada
organismo miembro se encuentra establecido en un comité técnico, existen también miultiples
organizaciones internacionales, publicas y privadas que, en coordinacién con la ISO, participan

en el trabajo (ISO,2015).

3.1.2 Términos y definiciones.
Normalizar el aseguramiento de la calidad en un proceso se debe abordar de manera
integral, por lo cual tener como base conceptos y requerimientos de la ISO 9000/2015; base del

aseguramiento de la calidad:

- Sistema de gestion de la calidad: La adopcion de un sistema de gestion de la
calidad es una decision estratégica para una organizacién que le puede ayudar a
mejorar su desempeio global y proporcionar una base solida para las iniciativas de
desarrollo sostenible.

- Principios de la gestion de la calidad:

e Enfoque al cliente.

e Liderazgo.

e Compromiso de las personas.

e Enfoque a procesos.

e Mejora.

¢ Toma de decisiones basada en la evidencia.

e Gestion de las relaciones.
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- Calidad: Grado en el que un conjunto de caracteristicas inherentes de un objeto
cumple con los requisitos.

- Aseguramiento de la calidad Parte de la gestion de la calidad orientada a
proporcionar confianza en que se cumpliran los requisitos de la calidad.

- Control de la calidad. Parte de la gestion de la calidad orientada al cuamplimiento
de los requisitos de la calidad.

- Auditoria. Proceso sistematico, independiente y documentado para obtener
evidencias objetivas y evaluarlas de manera objetiva con el fin de determinar el grado
en que se cumplen los criterios de auditoria.

- No conformidad. Incumplimiento de un requisito.

- Defecto. No conformidad relativa a un uso previsto o especificado.

- Conformidad. Cumplimiento de un requisito.

3.2 Calidad de los Medios de Cultivo.

La normativa define una serie de términos relacionados con la garantia de la calidad de
los medios de cultivo y especifica los requisitos para la preparacion de medios de cultivo
destinados al analisis microbiolégico de los productos alimenticios para consumo humano y

animal de las muestras procedentes del entorno de produccion.

La UNE-EN ISO 11133 de 2014/A1:2018 es aplicable a todas las categorias de medios de
cultivo preparados para su uso en laboratorios que realizan analisis microbiolégicos,
estableciendo criterios y describiendo métodos para ensayar el rendimiento de los medios de

cultivo (ISO, 2014).

La norma UNE-EN ISO 11133 de 2014 fue publicada el 15 de mayo de 2014 y se corrigio

el 1 de noviembre de 2014, por la cual se da la fusiéon de las normas ISO/TS 11133-1:2009 y
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ISO/TS 11133-2:2003, (Tiselab, 2020) y realiza una incorporacion de la normativa ISO
9998:1991 para la evaluacion de los medios de cultivo para ensayo de la calidad del agua
(método filtracion por membrana). En 2018 se realiz6 una revision a la normativa, modificando
contextualizaciones en la forma del documento en la redaccion de ciertos parrafos; agregando
nuevos 6rdenes en las tablas de medios de cultivo, donde se puede abreviar el nombre de los
mismos y modificando concentraciones de los in6culos en ensayos de promocion en medios de

cultivo (ISO, 2014).

3.3 Medios de Cultivo

Se toma la normativa UNE-EN ISO 11133 de 2014/A1:2018, “un medio de cultivo se
define como la formulacién de sustancias en forma liquida, semi-s6lida o s6lida, que contienen
constituyentes naturales y/o sintéticos destinados a promover la multiplicacion con o sin
inhibicién de determinados microorganismos, la identificacién o la viabilidad de los

microorganismos; cada medio de cultivo”.

De acuerdo con la clasificacion dada por la ISO 11133:2014, en la cual se establece la
clasificacion “de acuerdo a su composicion, consistencia, para su uso, por su forma de

preparaciéon”.

3.3.1 Composicion.
- Quimica definida: Estructura molecular y grado de pureza conocidos.
- Quimica no definida o parcialmente definida: Compuesto por componentes
naturales, procesados o de cualquier otra manera, cuya composicion quimica
no esta completamente definida.

- Cromogénico y fluorogénico: Compuestos por componentes cromogenos o

fluorogénos.
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3.3.2 Consistencia Fisica.

Liquido: Medio que consiste en una disolucién acuosa de uno o mas

constituyentes.

Solido-Semisolido: Medio liquido que contiene sustancias solidificantes por

ejemplo agar-solido.

3.3.3 Por su uso.

Medio de transporte: Conserva y mantiene la viabilidad de los

microorganismos minimizando variaciones segin su numero desde el
momento de la recogida de la muestra gasta el procesamiento.

Medio de conservacion: Conserva y mantiene la viabilidad de los

microorganismos a lo largo de un periodo de tiempo prolongado.

Medio de dilucién: Disefiado para reducir la concentracion de un

microrganismo por dilucién sin que se produzca inhibicion ni multiplicacion.

Medio de revivificaciéon: Permite que los microrganismos sometidos a estrés

Se recuperen.

Medio de pre-enriquecimiento: Generalmente liquido que permite la

multiplicacién de microorganismos.

Medio de enriquecimiento selectivo: Permite la multiplicacion de

microorganismos especificos a la vez que inhibe parcial o totalmente otros.

Medio de enriquecimiento no selectivo: Permite el crecimiento de una gran

variedad de microorganismos.

Medio de aislamiento: Medio s6lido, semis6lidos que permite el crecimiento

de microorganismos.

Medio de aislamiento selectivo: Permite el crecimiento de los

microorganismos diana especificos e inhibe de forma parcial o completa.
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- Medio de aislamiento no selectivo: No esta destinado a la inhibicion selectiva

de microrganismos.

- Medio de cultivo selectivo cromogénico: Medio Cromogénico que también

contiene compuesto selectivo que inhiben de forma parcial o completa la flota
acompafante.

- Medio diferencial: Permite estudiar una o mas caracteristicas,

fisiologicas/bioquimicas de los microorganismos para su identificacion.

- Medio de identificacién: Disenado para producir una reacciéon de

identificacion especifica que no suele necesitar ningtin ensayo de
confirmacion.

- Medio de recuento: Medio selectivo o no selectivo que permite la

cuantificacion de microrganismos.

- Medio de confirmacién; Contribuye a la identificacion o caracterizacion de un

microorganismo.

- Medio con neutralizante: Medio de transporte o de diluciéon que contiene

ingredientes neutralizantes.

- Medio de usos multiples: Pertenece a varias categorias.

- Medio de referencia: Medio no selectivo utilizado para la evaluacién

comparativa del rendimiento.

3.4 Ensayo de rendimiento microbiolégico.

La evaluacion de un lote de medio de cultivo completo, debe evaluarse adecuadamente el
crecimiento por métodos cuantitativos o cualitativos segtin se describe en la normativa UNE-EN
ISO 11133 de 2014/A1:2018; “cuando los medios de cultivo estan destinados a la realizacion de

recuentos, debe utilizarse métodos de ensayo cuantitativos y cuando se evaltia un medio
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destinado a la realizacion de ensayos ausencia-presencia por medio de la bioquimica del

microorganismo, debe utilizarse métodos de ensayo cualitativos”.

3.4.1 Definiciones de microorganismos para el ensayo.

De acuerdo a la normativa UNE-EN ISO 11133 de 2014/A1:2018:

Microorganismo diana: Microorganismo utilizado de forma general para el

ensayo del rendimiento de los medios de cultivo.

- Cepa de referencia; Microrganismo obtenido directamente de una coleccion

de cultivo de referencia, por ejemplo, una coleccion de cultivos miembros de
organizaciones establecidas.

- Lote de reserva de referencia: Una serie de cultivos individuales idénticos

preparados en el laboratorio o por un proveedor mediante un Gnico
subcultivo a partir de una cepa de referencia.

- Cultivo de reserva: Cultivo primario procedente de un lote de reserva de

referencia.

- Cultivo de trabajo: Subcultivo procedente de un cultivo de reserva.

3.4.2 Microorganismos para el ensayo de rendimiento.
Los microorganismos utilizados para los ensayos de rendimiento deben asociarse a su fin
de esta forma la utilizacién de microorganismos pertenecientes a la industria a utilizar el medio

de cultivo (ISO, 2014).

Cantidad de los microorganismos ensayados.

-Un in6culo < 100 UFC para pruebas de productividad en cualquier medio de cultivo.

-Un in6culo entre 10 4 y 10 6 UFC/ mL para ensayos de selectividad e inhibicion.



32

-Un in6culo 10 3 y 10 4 UFC/mL para ensayos de inhibicién en los medios de cultivo.

Caracteristicas de los microorganismos.

Se deben incluir caracteristicas representativas de sus especies, y que hayan mostrado
resultar fiables en la demostraciéon de un rendimiento 6ptimo de un determinado medio
preparado; la normativa UNE-EN ISO 11133 de 2014/A1:2018, establece en los anexos E y F los

microrganismos de ensayo que se deben utilizarse.

3.4.3 Método de ensayo cuantitativo:

Se realiza una medicion de la suspension bacteriana cuantificada de una concentracién
apropiada de la cepa diana; la tasa de recuperacion del lote nuevo de medio de cultivo, sera
comparable con la tasa de recuperaciéon de un medio de cultivo no selectivo o medio de

referencia (ISO, 2014); en la realizacion del ensayo de evaltian variables como:

3.4.3.1_Productividad.
La productividad debe alcanzar un limite minino definido, esta relacion se calcula con la

siguiente ecuacion:

=%

Py
Ecuacion 1.
Donde:

Ns= Numero total de colonias obtenidas en la superficie del medio ensayado.

No= Numero total de colonias obtenidas en la superficie del medio de referencia.
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Una relacion matematica aceptada por Bolivar Industrial Ambiental Laboratorios;

consiste en la relacion logaritmica en base 10 del recuento total de colonias obtenidas:
Pgr = Log (No) — Log(Ns)
Ecuacioén 2.
INTERPRETACION DE RESULTADOS.
Ecuacion 1.
>0,50 En un medio selectivo y >0,70 en un medio no selectivo.
Ecuacion 2.
> 0.15 En los medios de cultivo evaluados.

3.4.3.2 Selectividad.
Se indculan los medios de cultivos selectivos y se calcula el factor de selectividad, con la

siguiente formula, todos los datos se expresan en logaritmo a base 10:
Sp = Log (Dp) — Log (Ds)
Ecuacion 3.
Donde:
D,= Dilucién que muestra crecimiento en el medio de referencia no selectivo.

Ds= Dilucién que muestra crecimiento comparable en el medio de ensayo selectivo.

3.4.4 Método de ensayo para medios de cultivo utilizados en filtracién por membrana.
Debe evaluarse la calidad de los filtros de membrana, para el analisis del nuevo lote de

medio de cultivo; inicialmente se in6cula en el medio de suspension la cantidad del in6culo
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establecido por la UNE-EN ISO 11133 de 2014/A1:2018, se filtra y se sitia la membrana sobre la
superficie del agar sometido a ensayo y sobre el medio de referencia, evaluando productividad y

selectividad si es necesario.

3.4.5 Método de ensayo cualitativo.

De acuerdo al tipo de medio de cultivo se realiza la evaluacion cualitativa.

-Medios sélidos: se in6cula por siembra de agotamiento para evaluar productividad y
especificidad, use una placa de medio de prueba y trace cada microorganismo de prueba de

manera que se obtengan colonias discretas.

INTEPRETACION.

La cantidad de crecimiento en las placas después de la incubacion se evaliia como sigue:

0 no corresponde a crecimiento.

1 corresponde a un crecimiento débil (ya sea reduccién de la cantidad de crecimiento o tamafio

de la colonia)

2 corresponde a un buen crecimiento.

-Medios liquidos: Para los ensayos de rendimiento de medios de cultivo liquidos no

selectivos y medios selectivos usados para pruebas de confirmacion.

Para medios transparentes, se utiliza la siguiente notacion:

« 0 no tiene turbidez.

» 1 es igual a turbidez leve.

« 2 equivale a una buena turbidez.
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MARCO METODOLOGICO.

METODOLOGIA

Enfoque metodologico

El presente informe tiene un enfoque cualitativo ya que se pretende describir las
actividades realizadas durante el desarrollo de la pasantia en BIALAB S.A.S y también enfatizar
en la implementacion de la normativa internacional UNE-EN ISO 11133 de 2014/A1:2018 para

aseguramiento en la calidad de los medios de cultivos.

Area analizada.
Bolivar Industrial Ambiental Laboratorio- BIALAB S.A.S; complejo técnico para la

realizacion de ensayos; area: centro de preparacion de medios de cultivo.

Estrategia de analisis
Realizar una inspeccion catalogada como auditoria interna para revision de la UNE-EN
ISO 11133 de 2014/A1:2018; determinando los items de cumplimiento y mejora para el

aseguramiento en la calidad de los medios de cultivos preparados en BIALAB S.A.S.

Cronograma de actividades.

Desarrollar las actividades asignadas por la direccién técnica y el comité de

microbiologia para el desarrollo de la pasantia, como se describe en la tabla 2.
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FUNCIONES

MESES

JULIO

AGOSTO

SEPTIEMBRE

ACTIVIDADES

1

2

3

4

1

2

3

4

Alistar material
para toma de
muestras.

Nevera portatil con
hielos

Medios para
enjuagues, superficie,
ambientes y
manipuladores.

Recibir
muestras.

Identificacién de la
muestra

Diligenciamiento a
registros.

Preparar
medios de
cultivo.

Preparacion de medios
de cultivo.

Promocioén y
crecimiento de medios
de cultivo.

Lavar de
material.

Inactivacion y descarte
de muestras

Lavado y envoltura de
material

Esterilizacion y
verificacion de
esterilidad

Limpiar y
desinfectar el
laboratorio.

Cabinas

Mesones

Incubadoras

Controles ambientales
del laboratorio

Implementar
normativa.

Auditoria interna

Coordinacion del area
preparacion de
medios.

Estructuracion de
capacidad de medios a
preparar.

Implementacion de la
normativa.

Tabla 1. Actividades realizadas durante la practica de pasantia en el laboratorio Bialab
S.A.S.



MARCO ANALITICO.

Resultados y Analisis de Resultados.

Desarrollo de las actividades planteadas en la pasantia.

Durante las actividades realizadas como pasante en Bolivar Industrial Ambiental

Laboratorios (ver tabla 1), en el 4rea de preparaciéon de medios de cultivo y recepcion de
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muestras; se adquirieron habilidades técnicas para el desarrollo profesional asegurando que el

proceso de realizacion de ensayos genere salidas conformes para los clientes, ya que ambos

ambientes son puntos criticos para la entrada del proceso de realizacion de ensayos; asi mismo

es un sitio de implementar acciones correctiva; durante el ejercicio de coordinacion del area

preparacion de medios a preparar se realizo la clasificacion de los medios de cultivos de acuerdo

a su uso segun la UNE-EN ISO 11133 de 2014/A1:2018 (ver tabla 2); utilizados de acuerdo a su

uso.
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CHROMOCULT o | TIOGLICOLATO
£
(]
SABORAUD XLD : 2
i (5]
ROSA B | CALDO | S
BENGALA 3 | TemRam | € CALDO BHI
= » | ONATO | @ @
TSA S S 8 £
el —
S s o z 8 2
£ | AGARLETHEEN | 2 2 8 £ 2
"E AGAR S | m |2 |RawBACH | £ = LMX 2 Agtua
3 | CETRMDE |.§ |HPC | S 2 K g | Ppeptona
g 8 3 = 3 = | 01%
8 PDA = S s = i
S = 5 2 s | AGUAPEPTONA | §
= VRBA 8 = £ g 225 mL S
2 TSI = o £
MRS = S 2 5
(1]
2 ;:;ffp = CALDO TSB
m-HPC 'g S
LIA 2 oRT | ©
BAIRD PARKER = 8
S
AGAR SPS S = UREA
AGAR MYP

Tabla 2. Clasificacion de los medios de cultivo de acuerdo a su uso.
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Asi mismo se cuantifico la intensidad de produccién de los medios de cultivo de acuerdo

a la utilizacion de los mismos en el periodo Julio-Agosto como se muestra en las siguientes

graficas; esto se realiza ya que el laboratorio no tiene un flujo establecido de produccién de

medios de cultivo, porque el ingreso de muestras a procesar es variable al nimero de clientes y

productos que ingresen, sin embargo el minimo establecido de producciéon de medios de cultivo

lo otorga la nevera de almacenamiento (ver anexo 2) donde se almacena la produccion de

medios de cultivos.

= SEMANA1 = SEMANA2 = SEMANA 3 SEMANA 4

20
15

10

&S

\od

= SEMANA1 = SEMANA 2 SEMANA 3 SEMANA 4

C

SEMANA 3 = SEMANA 4

O R MNWH,U1L OO ®

® SEMANA1 = SEMANA 2 SEMANA 3 SEMANA 4

Ilustracién 2. Agrupacion grafica de medios de cultivo utilizados por Bialab S.A.S en el
periodo Julio-Agosto
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Para establecer el grado de produccion de los diferentes medios de cultivo se utilizaran
los datos brindados por los graficos de la ilustracién 2, alli se evidencia que los medios de
cultivos més utilizados y por lo tanto a preparar con mayor regularidad son, de acuerdo al
grafico A; es agua peptona de 90 mL y 225 mL, en el grafico B, existe un aumento en el medio
TSA y plate count, de acuerdo al grafico C, existe un mayor uso mensual de los medios LMX,
rosa bengala, chromocult, agua peptona 9 mL, paquetes de superficies y ambientes
compuestas por 2 medios de cultivos TSA y Saboraud; El uso de agua peptona de 400 mL para
un cliente establecido por la empresa se agrega como medio para preparar con mayor
regularidad, porque es un medio para transporte y de recoleccion directa de muestra, por lo
tanto se establece la preparacion de los medios de cultivos mencionados cada 15 dias, ya que por
limitantes de almacenamiento como lo es la nevera de medios, la cantidad a producir

mensualmente de estos no ocupa en el equipo.

Inspeccion de la normativa UNE-EN ISO 11133 de 2014/A1:2018.

Bialab S.A.S genera oportunidades de aprendizaje continuo y desarrollo del pensamiento
critico, actualmente se encuentra en proceso de acreditacion ante organismos como ICONTEC y
la ONAC; partiendo desde el aseguramiento de la calidad de la organizacion, este proyecto se
enfatiza en el aseguramiento de la calidad en la preparacion de los medios de cultivos utilizados

para la realizacion de ensayos y prestacion de servicios misionales de Bialab S.A.S

Contando con la normativa UNE-EN ISO 11133 de 2014/A1:2018, compuesta por 10
capitulos los cuales se derivan en items. Los tres primeros capitulos definen el objeto y campo de
aplicacion, normas de interés, términos y definiciones respectivamente. A partir del cuarto

capitulo se comienzan a dar las directrices y recomendaciones para preparar, ensayar y
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almacenar los medios de cultivo empleados para analisis microbioldgico de alimento humano,

animal, como también anélisis de agua (ISO, 2014).

A partir de ello se realiza el formato de inspeccién (ver Anexo 2) para la realizacion de
una auditoria interna utilizada como diagnoéstico para identificar las acciones correctivas en los
puntos de incumplimiento segn la normativa, a continuacion se presentan la relacion de

cumplimiento y no cumplimiento de los items evaluados.

Capitulo 4. Gestion de la Calidad.

4. Gestion de Calidad

16
14
12
10

8
6
4
2 I
0
4.1 4.2 conservacidon 4.3 preparacion 4.4. 4.5. preparacion 4.6. incubacién 4.7. eliminacion
Documentacion de medios en el almacenamiento para su uso de medios de los medios
laboratorio  y vida util de los solidos en placas
medios de Petri
preparados
uCUMPLE mNO CUMPLE =NA = EVALUADO
79,17 18,75 8,33

Grafico 1. Valoracion del cumplimiento del capitulo 4; gestion de calidad.

El cumplimiento en la gestidon de calidad para la preparaciéon de medios de cultivos de
acuerdo a la normativa UNE-EN ISO 11133 de 2014/A1:2018 fue del 79,17% estableciendo que
posee una organizacién determinada para este cumplimiento en la documentacion,
conservacion, durante la preparacion de medios de cultivo y su vida ttil, su uso y la incubacion
de estos; sin embargo, existe un incumplimiento del 18,75% de la normativa especialmente en

puntos como:
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-La documentacion; ya que no se cuenta con etiquetas en los medios de cultivos
que indiquen el grado de seguridad o peligrosidad del medio de cultivo a utilizar; se
recomienda utilizar el formato (ver anexo 3), para uso en cada frasco de medio de

cultivo.

- La preparacion de medios de cultivos en el laboratorio; porque no se verifica
que la contaminacién microbiana no sea mayor de 103 ufc/mL; se realiza el
cumplimiento de evaluacion de pH y conductividad ya que el agua utilizada es tipo 2;
esta es suministrada por el laboratorio clinico bolivar, se hace necesario realizar un
andlisis microbiolégico de contaminacién microbiana, como recomendacion en medio
Plate Count, siembra por profundidad para garantizar mayor homogenizacién y

recuperacion de la muestra.

- El ciclo de esterilizacion debe ajustarse al volumen de medio de cultivo a
preparar por lo tanto el analisis realizado anteriormente de conocer el flujo de uso en los
medios de cultivo sirve para determinar que no se produce mayor de 1000 mL en un solo
lote de un medio de cultivo, ya que los medios de cultivo de mayor uso y por lo tanto a
preparar de mayor volumen, se prepararan cada 15 dias, en volimenes no superior de

850 mL.

De manera general durante el almacenamiento y utilizacién de los medios de cultivos,
para su calentamiento los tubos deben estar a medio abrir, asi mismo los tubos fundidos no
pueden ingresar nuevamente a nevera, por lo tanto atin no se cuenta con una normativa que
determine como realizar el adecuado descarte del medios sin utilizar y los utilizados en los
ensayos correspondientes, ademéas cuando estos medios se sacan de nevera deben dejarse
atemperar antes de llevarse a altas temperaturas; el laboratorio no controla la perdida de agua
ni asegura el grosor de 3 mm de agar servido en cajas ya que con 15 mL o 17 mL segin el medio

de cultivo este no alcanza el limite de llenado, sin embargo no es un punto critico ya que la
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incubacion de estos medios por analisis microbioldgico no supera los 6 dias de incubacion, como
accion correctiva se tiene una incubacién previa de 72 horas del lote de medio de cultivo para

asegurar la correcta desecacion del vapor de agua almacenado al momento de servirse.

Capitulo 5. Organismos de prueba para pruebas de rendimiento.

5. Organismos de prueba para pruebas de rendimiento

18
16
14
12
10
8
6
4
-
(6]
5.2 Seleccidn de organismos de 5.3 Conservacion y 5.4 Microorganismos para

ensayo mantenimiento de los pruebas de rendimiento
microorganismos de ensayo

ECUMPLE =NOCUMPLE mNA = EVALUADO
71,88 15,63 12,50

Grafico 2. Valoracién del cumplimiento del capitulo 5; organismos de prueba para
pruebas de rendimiento.

De acuerdo a los resultados expresados en el grafico 2, existe un cumplimiento del
71,88% de la normativa UNE-EN ISO 11133 de 2014/A1:2018 en la preparacion de medios de
cultivos, durante el desarrollo de pruebas de rendimiento, también llamada internamente
prueba de promocion y crecimiento por Bialab S.A.S, pero el incumplimiento del 15.63%
consiste en la seleccion del microorganismo para la prueba de promocién y crecimiento; ya que
los cultivos de trabajo no se prepara a partir del stock de referencia como cultivo en fase
estacionaria pura en un caldo no selectivo; asi mismo las cantidades de in6culos a analizar segin

el método no son las utilizadas por Bialab S.A.S para el ensayo de promocion y crecimiento:
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En diluyentes y medios liquidos de transporte son 103 a 104 UFC, para alcanzar un
in6culo aprox. 100 UFC en volumen extendido en placa; para medios que se extienden en placa
103 a 104 UFC y para medir la productividad en medios de enriquecimiento se inoculara <100
UFC; cuando se realiza ensayos de selectividad se debe inocular sobre la placa o en el interior de
tubo del medio una concentracion de suspension del microorganismo no diana que contenga

entre 104 a 10° UFC.

Capitulo 6. Control de calidad y pruebas de rendimiento de los medios de cultivo.

6. Control de calidad y pruebas de rendimiento de los medios de cultivo
14
12

10

6.1 Requisitos  6.2. Control de 6.3 controlde 6.4 Requisitos 6.5 Evaluaciéon 6.6 Reactivos y

generales calidad fisicay calidad generales para del rendimiento medios de
quimica microbiolégica las pruebas de e interpretacién confirmacion
rendimiento  de los resultados
microbiol6gico

CUMPLE =NOCUMPLE =NA =~EVALUADO
75,00 3,57 21,43

Grafico 3. Valoracién de cumplimiento del capitulo 5, control de calidad y pruebas de
rendimiento de los medios de cultivo.

Se presenta incumplimiento para el control de calidad y pruebas de rendimiento de las
pruebas de los medios de cultivos ya sea por el método cualitativo o cuantitativo, este debe
adaptarse segin al uso que se daran a los medios de cultivo analizados; por lo que; el medio de
cultivo Baird Parker; segun el Icontec NTC 4779:2007; microbiologia de alimentos y alimentos
para animales; método horizontal para el recuento de estafilococos coagulasa positiva
(Staphylococcus aureus y otras especies); el ensayo de promocion y crecimiento debe realizarse

por método cuantitativo realizando ensayos de productividad, selectividad e inhibicion; sin
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embargo se realizaba de manera cualitativa, como este se conocen otros medios que la prueba de
promocion consistia en método cualitativos, se recomienda adaptar la metodologia necesaria

segtn el uso del medio de cultivo.

Capitulo 7. Métodos de ensayo del rendimiento de los medios de cultivo so6lidos.

7. Métodos de ensayo del rendimiento de los medios de
cultivo so6lidos

N W A I © O

[

=}

7.2 Métodos paralas  7.3. Ensayos de mediosde  7.4. Métodos para los

pruebas cuantitativas cultivo utilizados ensayos cualitativos
= CUMPLE NO CUMPLE NA EVALUADO
62,50 25,00 12,50

Grafico 4. Valoracién de cumplimiento del capitulo 7, métodos de ensayo del
rendimiento de los medios de cultivo sélidos.

El cumplimiento de los método de ensayo del rendimiento de los medios de cultivo
solidos no cumpli6 con el 25% de los requerimiento establecidos por la normativa UNE-EN ISO
11133 de 2014/A1:2018 ; en la realizacion de ensayos de medios de cultivos mostrado en el
grafico 4- 7,3; se realiza el andlisis a lo que requieren la utilizaciéon de filtros de membrana,
especialmente usados en ensayos microbioldgicos de aguas bebe evaluar la calidad de los filtros

de membrana utilizados debera evaluarse previamente para demostrar su idoneidad para el uso.

Para evaluar la selectividad como se muestra en el grafico 4- 7,4, en medio de cultivo
para el método cualitativo debe utilizarse una placa del medio de ensayo y trace cada

microorganismo de ensayo como una sola linea recta en la superficie del medio de ensayo;
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varios microorganismos de ensayo pueden ser rayados en la misma placa que las lineas paralelas
sin cruzar; las rayas deben ser distinguibles para permitir la observacion de la morfologia tipica
y la cantidad de crecimiento en las placas después de la incubacion se evaltia como sigue: 0 no
corresponde a crecimiento; 1 corresponde a un crecimiento débil (ya sea reduccién de la
cantidad de crecimiento o tamaio de la colonia); 2 corresponde a un buen crecimiento;
actualmente no se realiza de esta forma se recomienda adoptar la interpretaciéon del ensayo para

las pruebas de promocidén y crecimiento.

Capitulo 8. Métodos para el ensayo del rendimiento de medios de cultivo liquidos.

8. Métodos para el ensayo del rendimiento de medios de cultivo liquidos

8.2 Método de tubo cuantitativo  8.3. Método cualitativo en tubo 8.4 Método cualitativo en tubo
para el ensayo de rendimiento de para el ensayo del rendimiento de individual (turbidez) para

medios de enriquecimiento los medios liquidos selectivos ~ pruebas de rendimiento de los
liquido medios liquidos
ECUMPLE =NO CUMPLE NA EVALUADO
70,00 20,00 10,00

Grafico 5. Valoracién de cumplimiento del capitulo 8, métodos para el ensayo del
rendimiento de medios de cultivo liquidos.

Como se aprecia en el grafico 5, se da un incumplimiento del 10% en los item 8.3y 8.4
para medios liquidos selectivos el laboratorio aplica el procedimiento descrito por la norma; el
cual consiste en realizar la inoculacién de organismo diana (microorganismo de interés, el cual
posee las facultades para desarrollarse en el medio de cultivo a analizar) y en otro tubo el no
diana; o realizar una inoculaciéon del microorganismo diana y no diana en el mismo tubo con el

fin de que luego de la incubacion se toma una asada y se siembre por estria en un medio no
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selectivo ejemplo TSA, si se realiza la inoculacién de ambos microrganismo se debe utilizar un
medio especifico para la recuperacion del microrganismo diana y para la interpretacion se de
tener que en una evaluacion cualitativa se llevara a cabo visualmente buscando una buena
turbidez (es decir, 2), sin embargo la evaluacion cualitativa de los medios opacos cuando se

produce esta indicada por la presencia de crecimiento en el medio sélido especifico.

Capitulo 9. Métodos para el ensayo del rendimiento de diluyentes y medios de

transporte.
9. Métodos para el ensayo del rendimiento de diluyentes y
medios de transporte
4,5
4
3,5
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0
9.1 Generalidades 9.2 Método para el ensayo 9.3 Método para la prueba
de los diluyentes de medios de transporte
CUMPLE NO CUMPLE NA EVALUADO
14,29 57,14 28,57

Grafico 6. Valoracion de cumplimiento del capitulo 9, métodos para el ensayo del
rendimiento de diluyentes y medios de transporte.

De acuerdo al grafico 6, se aprecia un incumplimiento de 57,14% en los items 9.2 y 9.3,
donde inicialmente se tiene que el laboratorio no aplica el procedimiento descrito por la normal
para el método para el ensayo de los diluyentes y medios utilizados para el transporte, que
consiste en; inocular una porcion de ensayo con la suspension aproximadamente 104 ufc/mL,

inmediatamente se retira 0,1 mL para extender en un medio no selectivo de referencia (t,) este
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diluyente se mantiene a temperatura ambiente durante un periodo de 45 min normalmente, y se
retira 0,1 mL para extender en un medio no selectivo de referencia (t,). Después de la incubaciéon
cuente las colonias en las placas to y t1, el nGmero de microorganismos, t1, después de la

incubacion del diluyente debera estar dentro de + 30% del recuento inicial to.
Capitulo 10. Documentacion de los resultados de las pruebas.

10. documentacién de los resultados de las pruebas

1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

o

10.1 Informacién proporcionada por el 10.2 Trazabilidad
fabricante
m CUMPLE =NO CUMPLE NA EVALUADO
100

Se presenta un cumplimiento del 100%, ya que el fabricante o proveedor de los medios
de cultivo proporciona, las caracteristicas especificas de crecimiento microbiologico y la
informacion general relativa al lote especifico de medio de cultivo, que son de referencia para

identificar y seleccionar los microorganismos de ensayo a analizar sobre el medio de cultivo.

Todos los datos de las pruebas de rendimiento de rutina estin documentados de forma
adecuada y se mantienen durante un periodo de tiempo suficiente de acuerdo con el sistema de

calidad en uso por Bialab S.A.S.



EVALUADO | CUMPLE
4. GESTION DE LA CALIDAD 100,00 79,17
5. ORGANISMOS DE PRUEBA DE 100.00 .88
RENDIMIENTO ’ 71,
6. CONTROL DE CALIDAD Y PRUEBAS DE
RENDIMIENTO DE LOS MEDIOS DE 100,00 75,00
CULTIVO
7. METODOS DE ENSAYO DEL
RENDIMIENTO DE LOS MEDIOS DE 100,00 62,50
CULTIVO SOLIDOS
8. METODOS PARA EL ENSAYO DEL
RENDIMIENTO DE MEDIOS DE CULTIVO 100,00 70,00
LIQUIDOS
9. METODOS PARA EL ENSAYO DEL
RENDIMIENTO DE DILUYENTES Y 100,00 14,29
MEDIOS DE TRANSPORTE
10 DOCUMENTACION DE LOS
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS 100,00 | 100,00
TOTAL 700,00 472,83
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NA

8,33

12,50

21,43

12,50

De acuerdo a lo anterior, siendo los items que cumple y a los cuales no aplica, datos que a

su favor tiene Bialab para aumentar el cumplimiento en general de la normativa, como se

observa en la tabla 3; por ello si el 100 % de lo evaluado es equivalente a la suma del porcentaje

de los items evaluados 700, se tiene que:

CUMPLIMIENTO DE LA NORMATIVA POR
BIALAB SAS

700,00

PORCENTAJE DE CUMPLIMIENTO

100

80 -

Tabla 3. Porcentaje de los requerimientos evaluados en cada capitulo de la normativa
internacional UNE-EN ISO 11133 de 2014/A1:2018

Expresado en porcentaje de cumplimento bialab tiene un cumplimiento del 80%, sin

embargo con la vision de avance en la oferta diferentes técnicas para analisis microbiologico se

hace necesario que el laboratorio realice la implementacion de la normativa y que se dé un

cumplimiento mayor en referencia a la normativa.
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Implementacion de la normativa UNE-EN ISO 11133 de 2014/A1:2018.

De acuerdo a las recomendaciones realizadas para dar cuamplimiento completo al 20%
de lo establecido en la normativa UNE-EN ISO 11133 de 2014/A1:2018; en el laboratorio Bialab
S.A.S; es importante resaltar que las correcciones realizadas fueron propuestas por el grupo

técnico de microbiologia del laboratorio Bialab y estin en actual cumplimiento.

1. (4.1.1) Formato BL-RE-F14 Version 2 (ver anexo3), se encuentra en proceso de
aceptacién para su posterior implementacion.

2. (4.3.3) Verificacion de la contaminacién microbiana <1000 ufc/mL, se realiza segin
el procedimiento para recuento en placa profunda de hetero6trofos, utilizando agar
Plate Count; como se evidencia en la imagen 1, 2 y 3; este procedimiento se realiza a

cada lote de agua que ingresa a laboratorios Bialab S.A.S.

Imagen 1. Forma de transporte y almacenamiento del agua tipo I1.

7 @

Imagen 2. Montaje de analisis Imagen 3. Conteo microbiolégico de
microbiolégico de agua desionizada tipo I1. UFC/mL de agua desionizada tipo I1I.



50

3. (4.3.8.2) Los medios de cultivo de mayor uso descritos anteriormente y por lo tanto a
preparar de mayor volumen, se preparan cada 15 dias, en volamenes de 900 mL,
para obtener un total de 120 tubos de 15 mL por produccién; 100 cajas para
superficies y ambientes de TSA y saboraud; estableciendo asi volimenes menores de
1000 mL que seran autoclavados adaptando asi los volimenes de produccion al ciclo
de esterilizacion del equipo.

4. Serealiz6 la correspondiente socializacion de la normativa UNE-EN ISO 11133 de
2014/A1:2018; ver anexo 4.1 donde se resaltaron las acciones al momento de
procesar como:

a. (4.4.2.1) Equilibrar los medios de cultivo a temperatura ambiente antes de su
uso o antes de calentarse.

b. (4.5.1) El medio no utilizado no debe volver a solidificarse para reutilizarse.

c. (4.5.2) El medio se caliente 15 min con la tapa sin apretar antes de su uso.

d. (4.5.4) Se debe verificar la correcta homogenizacion del medio de cultivo y la

muestra, garantizando la capa de minimo 3 mm en caja.

Con la aprobacion de la actualizacion del POES para preparaciéon de medios, se
dispuso a realizar las capacitaciones al personal técnico del laboratorio bialab en cargado del

area de preparacion de medios de cultivo, ver anexo 4.2.

5. (4.6) Se controla la pérdida de agua en el lote completo incubandose a 35 °C por 48
horas; garantizando la prueba de esterilidad y la deshidratacion del medio por agua
libre.

6. (4.7) El laboratorio no especifica la normativa para el adecuado descarde los medios
de cultivo utilizados; a continuacion, se muestra el proceso de descarte
implementado en Bialab S.A.S.

a. Para medios sélidos:
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Aplica para medios de cultivo en cajas de Petri y cajas rodac.
b. Para medios liquidos:

Aplica en medios de cultivos liquidos y baterias bioquimicas.

Luego de la recoleccion de material biologico activo; se almacena en el cuarto de
lavado para la esterilizacion a 121°C por 20 minutos; para su posterior almacenamiento
en la canasta de residuos inactivos; que diariamente es recolectada por el personal de
apoyo en aseo general y almacenada en el cuarto de recoleccion temporal de residuos
dentro de la empresa, ya que semanalmente se realiza la disposicion final de residuos a la

empresa EDEPSA ESP S.A.S.

7. (5.4.2.2)Se realiza una adaptacion del proceso ya que la normativa permite la
utilizacion de cultivos de reserva como base para realizar los cultivos de trabajo en
medio de cultivo liquido no selectivo; pero no viceversa, se establece que los cultivos
de trabajo se realizan en cada montaje de ensayo, en la imagen 4 se evidencia que en
frascos shott se realiza la recuperacion del cultivo de referencia y se mantiene como
reserva y cada 15 dias se realiza una activacion de cepa en medio solido de
enriquecimiento correspondiente a cada microorganismo que se utilizara como cepa

de trabajo.

Imagen 4. Establecimiento de cultivos de reserva (frascos shott) y cultivos de trabajo

(caja de Petri).
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8. (5.4.2.5.1.1Y 5.4.2.5.1.2) Se establecen las siguientes concentraciones, durante el

montaje de pruebas de productividad:

Imagen 5. Diluciones de microorganismos "cepa de referencia”" para pruebas de
promocién y crecimiento.

a) Ensayo cuantitativo: Medios en Placa: 103 a 104 UFC.

b) Ensayo cuantitativo: Productividad de medios de enriquecimiento: <100 UFC.
¢) (5.4.2.5.2Y 5.4.2.5.3) Implementado cantidad de indculo para ensayo de
selectividad (10 4y 10 ¢ UFC) y especificidad (10 3y 10 4 UFC), segtin el medio de

cultivo.

Las imagenes que se muestras a continuacién evidencian la realizacion de pruebas de

promocion y crecimiento de acuerdo a los criterios de inoculacién mencionados anteriormente.



Imagen 7. Agar cromocult; 1. Escherichia coli, 2. Pseudomonas aeruginosa y 3.
Staphylococcus aureus.
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Imagen 8. Agar SPS (Sulfito Polimixina Sulfadiazina). 1. Clostridium sporogenes; 2.

Staphylococcus aureus y 3. Escherichia coli.

Imagen 9. Agar Baird parker. 1. Sthapylococcus aureus, 2. Bacillus cereus y 3.
Escherichia coli.
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9. (6.1) Se estableci6 establece la siguiente tabla para determinar el control de calidad,
cualitativo o cuantitativo segtin el uso que se dara a los medios (ver tabla 2).

10. (7.3) Durante el ingreso de un nuevo lote de filtros de membrana en nitrocelulosa, se
realiza control de calidad a los filtros de membrana utilizados para la filtracion de

aguas, como se observa en la siguiente imagen.

Imagen 10. Control de calidad a filtros de nitrocelulosa por método de filtracién por
membrana.

11. (7.4.1.1) Se implementa el procedimiento e interpretacion descrito por la

normativa UNE-EN ISO 11133 de 2014/A1:2018.

Imagen 11. Metodo cualitativo para medio solido; 1. Agar rambach: A. S. tiphymurium,
B.E.coliyC. S. aureus; 2. Agar XLD, A. S. tiphymurium, B. E. coliy C. S. aureus; 3. Agar
cetrimide; A. E. coli, B. P. aeruginosa y C. S. aureus.
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12. (8.3.2'y 8.3.2) Se implementa el procedimiento de inoculacién de microorganismo

diana establecido por la normativa UNE-EN ISO 11133 de 2014/A1:2018, para medio

de cultivos opacos selectivos, como el tetrationato; se interpreta su resultado en

medio s6lido como XLD.

Imagen 12. Crecimiento de Salmonella tiphymurium; 1. Rappaport y 2. Tetrationato;
A. Rambach y B. XLD.

13. (9.2 v 9.3) Se deja como no cumplimiento del procedimiento de anélisis cuantitativo

de medios para diluciéon y medios de transporte, ya que se implementa de manera

cualitativa la productividad de los medios de cultivos utilizados para realizar

diluciones y transporte de muestras.

En lo anterior se realizaron correcciones a los 13 items de incumplimiento, siendo el

incumplimiento del 20% y con la implementacion de las correcciones realizadas durante

el desarrollo de mi pasantia en el laboratorio Bialab SAS, se evidencia una reduccion del

incumplimiento al 6,15 % este proceso se realiz6 gracias al apoyo y compromiso de la alta

gerencia para el desarrollo de las implementaciones que requerian apoyo econémico:

CUMPLIMIENTO
INCUMPLIMIENTO CUMPLE ARG
PORCENTAJE DE 00 13 9 2
INCUMPLIMIENTO 13,85 3,08

Tabla 4. Porcentaje de incumplimiento de la normativa UNE EN ISO 11133 de 2014/

A1:2018.
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Actualizacion del POES de preparacion de medios.

Durante la actualizacion del manual de procedimientos operativos estandarizados en el
area de preparacion para el aseguramiento de calidad de medios de cultivos segiin la normativa

UNE-EN ISO 11133 de 2014/A1:2018; se abarcaron los siguientes puntos:

1. Descripcion del procedimiento para la deteccidon de microrganismos heterdtrofos en
agua tipo II; enviada desde laboratorio Bolivar para la preparaciéon de medios de
cultivo.

2. Actualizacion de la concentracion en preparacion del inoculo para el desarrollo de
los ensayos de promocion y crecimiento.

3. Descripcion detallada en la preparacion, forma y cantidad de servido de los medios
de cultivos utilizados en los ensayos microbioldgicos en el laboratorio bialab.

4. Organizacion de medios de cultivo para promocioén y crecimiento de acuerdo a su

uso.

NOTA: Por normativa interna de la empresa la informacién confidencial se encuentra
protegida por la Ley. Si usted no es el receptor, no estara autorizado para cualquier retencion,

difusién, distribucion, copia o cualquier accién, se encuentra estrictamente prohibido.
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CONCLUSIONES.

Se implement6 en un 93.85% el cumplimiento de la normativa internacional
UNE-EN ISO 11133 de 2014/A1:2018 para el aseguramiento en la calidad
durante la preparacion de los medios de cultivos en Bialab SAS.

En la inspeccion se encontré que existe un 80% de cumplimiento ante la
normativa internacional UNE-EN ISO 11133 de 2014/A1:2018 en Bolivar
Industrial Ambiental Laboratorio S.A.S durante la realizaciéon de una auditoria
interna propuesta en items que cumple y los cuales no aplica; encontrando, un
20% de incumplimiento en el desarrollo de las actividades en el area de
preparacion de medios.

Con relacion a la implementacion de las acciones correctivas sobre el 20% de
incumplimiento ante la normativa internacional UNE-EN ISO 11133 de
2014/A1:2018; se disminuyo el porcentaje de incumplimiento a 6.15% dividido en
cumplimiento parcial de un 3.08 % y un no cumplimiento del 3.08%, resaltando
el trabajo sobre el 13,85% restante para lograr el cuamplimiento durante el
desarrollo de la pasantia.

Se actualizo el manual de procedimientos operativos estandarizados en el area de
preparacion de medios de cultivos en Bolivar Industrial Ambiental Laboratorio
S.A.S; con referencia a la normativa internacional UNE-EN ISO 11133 de
2014/A1:2018, estableciendo actividades necesarias para el aseguramiento de la

calidad durante la preparacion en los medios de cultivos.
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RECOMENDACIONES.

Revisar para futuras actualizaciones el formato BL-RE-F14 version 2 y BL-AMI-Po7
version 3 ya que se encuentra en proceso de aceptacion para su posterior implementacion, por

Bialab S.A.S para el ingreso de medios de cultivo y preparacion de los mismos.

Constituir el cepario de Bialab S.A.S estableciendo las cepas de referencia y cada uno de
sus certificados de calidad, para una futura certificacién de la UNE-EN ISO 11133 de

2014/A1:2018.

Implementar la realizacién de test ecometrico para medir la productividad de los medios
de cultivo preparados por Bialab S.A.S y la tasa de recuperacion de los cultivos de reserva
utilizados como control positivo en los anélisis microbiol6gicos de alimentos, aguas y

farmacéutica.

Considerar la implementacién de un area especifica para preparaciéon de los medios en
cabina estéril, de uso tnico en actividades como pesaje, vertido y solidificacion de los medios;

pruebas de promocidn y crecimiento.

Proyectar la posibilidad de compra de nevera para el almacenamiento de medios de
cultivos que cumpla con una mayor capacidad de almacenamiento y una autoclave con mayor

capacidad; ya que disminuiria la tasa de producciéon en medios de cultivos.

Establecer una normativa en el laboratorio donde se especifique el adecuado descarte
los medios de cultivo utilizados, antes de realizar la debida entrega a la empresa de saneamiento

biolégico EDEPSA E.S.P S.A.S.
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ANEXOS.

Anexo 1. Evidencia fotografica de las actividades realizadas en Bialab S.A.S

LUGAR

Preparacion de medios.

EVIDENCIA FOTOGRAFICA

Lavado de material.

Inactivacion de residuos.

Montaje de rendimiento en
medios de cultivo.
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Anexo 2. Estructuracion en la nevera de almacenamiento de medios en Bialab S.A.S.

MIVEL 1

3 COLUMMNAS DE 5 FILAS

1 COLUMNAS DE 7 CAIAS EN 4 FILAS |1 COLUMNAS DE 7 CAJAS EN 5 FILAS

Seguridad y/o Peligrosidad:

Fecha Seguimiento.

Color:

15 SHOTTS 35 PAQUETES CAJAS [TSA Y SAB) 35 PAQUETES CAJAS (TSA Y SAB)
REACTIVOS ENJUAGLUES AMBIENTES SUPERFICIES
MIVEL 2
2 COLUMNAS DE 5 CAJAS EN 3 FILAS |3 POTES CON 32 TUBOS C/D 3 POTES CON 32 TUBOS C/D 3 POTES CON 32 TUBOS C/D 1 POTE CON 20 TUBO C/D
30 PAQUETES AGUAS (m-HPC ¥ Chr) 96 TUBOS 96 TUBOS 86 TUBOS 20 TUBOS
10 CAIAS m-HPC Y 10 CAJAS Chr.
m-HPC Y CHROMOCULT APE S ml CHROMOCULT ROSA BENGALA BHI
MIVEL 3
2 POTES CON 32 TUBOS C/D 2 POTES CON 32 TUBOS C/D 1 POTES CON 32 TUBOS C/D 1 TORRE POR MEDIO DE CULTIVO
&4 TUBOS B4 TUBOS 32 TUBOS 15 CAIAS
LMIX PLATE COUNT AGAR LETHEN 50 ¥LD Y RAMBACH 30 BAIRD PANRKER
MYP  CETRIMIDE GRANDE Y PEQUENA PDA
NIVEL 4
CADA POTE CON 16 TUBDS ¢/D 1 POTES CON 32 TUBOS C/D 1 POTES CON 32 TUBODS C/D 1 POTES CON 32 TUBDS C/D 1 POTES COM 32 TUBDS C/D 1 POTE CON 20 TUBOS C/D
SIM, LA 32 TUBOS 32 TUBOS 32 TUBOS 32TUBOS
UREA, TSI 5P5 - VRBA- MRS- CALDO TSB
BIOQUIMICAS SABORAUD TSA RAPPAPORT TETRATIONATO
NIVEL 5
7 FILAS POR 2 COLUNMNAS 7 FILAS POR 4 COLUMNAS B FILAS POR 2 COLUMNAS 7 FILAS POR 2 COLUNMNAS
14 SHOTTS 28 SHOTTS 14 SHOTTS 14 BHOTTS
AGUAS 225 ml A PEPTONA 90 ml BHI T5B
Anexo 3. Formato de sequimiento y trazabilidad al medio de cultivo.
; IDENTIFICACION DE REACTIVO Y BL-RE-F14
m bialLab | MEepiosDE CULTIVO DESHIDRATADOS Version: 2
o e Al i b Aot Panina 1 de 1
Nombre: Unidad:
Inareso: Vence; Trazabilidad:
Responsable Recepcion: °T almacenamiento:
Fecha Apertura: Responsable Apertura:

Proteccion Personal:

Textura:
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Anexo 4. Evidencia de asistencia.

Anexo 4 3. Socializaciéon de la normativa internacional ISO 11133 /A1: 2008




Anexo 4 4. Capacitacion a personal técnico del laboratorio bialab.
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Anexo 5. Formato de inspeccion de acuerdo a la norma ISO 11133 de 2014.

Norma ISO 11133 de 2014 REQUISITO RESULTADO
Formato de inspeccién C | NC [ NA
4. GESTION DE LA GARANTIA DE LA CALIDAD
= Nombre del medio, de sus componentes
= individuales y de todos los suplementos y los X
) codigos de los productos.
<
= o Ficha de datos técnicos, como la formulacion, el
B o , . X
s uso al que esta destinado.
==
[ o
7 2
o d
k= I Numero de lote. X
g 2
- £ 3 El pH final del medio completo. X
Ne) QO =
S a
S § 8 Informacion sobre condiciones de
=+ Q . . X
g 8 almacenamiento y fecha de caducidad.
§ : Certificado de control de calidad que describa los
3 < microorganismos de ensayo usados, resultadosy | X
e rendimiento y criterios de aceptacion.
= gio Identificacion del producto. X
=
—
g Integridad del envase o embalaje. X
< ©n
—~ Q
<8 Fecha de caducidad del producto. X
88
S A Documentaciéon suministrada. X
s , ) y
§ Numero de unidades recibidas. X
(o]
3 Se registra la fecha de entrada. X
0
9
~ 7‘-5 El laboratorio cumple las recomendaciones dadas
= N por el proveedor para el almacenamiento delos | X
O <+ = . .
g 2 medios de cultivo.
5]
é ¢
§ Tg é o < 4 Se comprueba el sellado. X
= : .
:]!_ § = ;E = g Y Se registra la fecha de la apertura inicial. X
SE'S & 4
S % %};Eg 'g Seinspecciona visualmente el contenido delos |
<+ > 7 recipientes abiertos.




Se senala la fecha maxima de almacenamiento.

En el laboratorio se respetan las buenas practicas
de laboratorio.

El laboratorio aplica las instrucciones del
fabricante en relacion a la manipulacion de los
medios deshidratados.

4.3.1 generalidades

Se documentan los datos como el c6digo, el
namero de lote, la masa/volumen, pH, fecha de
preparacion y condiciones de esterilizacion.

medios

4.3.2. Calidad de los
componentes
basicos de los

Se indica en la formulacion el peso molecular de
las sustancias quimicas siempre que estén
disponibles.

Agua

4.3.3.

Se utiliza agua destilada, desmineralizada,
desionizada para la preparacion de los medios de
cultivo.

Se verifica la conductividad del agua antes de su
uso.

4.3 preparacion de medios en el laboratorio

4.3.4 Medida de
pesoy
rehidratacion

Los medios se pesan cuidadosamente,
verificando la capacidad de discriminacion de la
balanza y los ingredientes se afiaden sobre el
volumen del agua en lugar de enrasar después
hasta ese volumen.

4.3.5.
Disolucién y
dispersion

Se realiza una dispersion rapida para la
disolucion los medios deshidratados seguida de
un calentamiento si es necesario. Evitando
sobrecalentamiento.

4.3.6
medida y
ajuste de

pH

Se mide el pH y se ajusta antes de la
esterilizacion.




67

suplementos.

fabricante mediante la preparacion de las
disoluciones.

3 Se dispensa el medio en recipientes adecuados
oS que aseguren que quede un espacio suficiente
» 5 para evitar que reboce el liquido en ebullicion en | X
< & el proceso de enfriamiento, tras el tratamiento

A con calor durante el autoclavado.

wn
5]
s
S . . o
0 = Los medios de cultivo se esterilizan el X
o £ mismo dia de su preparacién.
+ 2
<5}
@)
g
.~ 9 o
g = ES
i3] g.c 8
< = = E
N 235
= =R
3 5 e 8
<a] C‘O o QO
Oo: <
7 :
- 25 8
O < <
T ™
mgEa e . . 2.
o NEE| Se utilizan equipamientos estériles y
ek f-é é’ membranas de poro 0,2 uM
I B
2 ‘5
M QO
=
) Se toman todas las precauciones de seguridad
g @ necesarias y se aplican las instrucciones del X
. r—
<

4.4. almacenamiento y vida util de los
medios preparados

comerciales

Se aplican las instrucciones del fabricante en
relacion a las condiciones de almacenamiento, X
fecha de caducidad y utilizacion.

4.4.2. medios preparados |4.4.1. Medios|Preparacién de

en el laboratorio

El laboratorio especifica la frecuencia
de verificacion de vida 1til de los X
medios de cultivo

Los medios se almacenan en
condiciones que eviten cualquier tipo | X
de modificacion.

4.4.2.1. generalidades




Se revisa periodicamente si hay
cambios de color signos de
evaporacion/deshidratacion, cambios
de pH o unos valores de
productividad, selectividad o
especificidad inaceptables.

4.4.2.2
evaluacién de
la vida til
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Las placas se rotulan en la base con la
fecha preparacion junto con la
identificacién, se almacenan en
bolsas de plastico selladas. Las placas
se enfrian antes de introducirse en las
bolsas.

4.4.2.3
almacenamiento
de medios en
placas de Petri

7

4.5. preparacion para su uso

4.5.1. Fusion de los
medios de cultivo de
agar

Los medios de cultivo se funden en un bano de
agua en ebullicion.

Se evita el sobrecalentamiento y para ello se
retiran una vez se han fundido.

los medios de cultivo

4.5.3. Adicion | 4.5.2 Desgasificacion de

de suplementos

Los suplementos se ahaden al medio después de
que este se alla enfriado a una temperatura
inferior a 50 grados centigrados.

4.5.4. preparacion de
medios so6lidos en
placas Petri




4.6. incubacién de
de Petri

4.7.

Eliminacién de jmedios s6lidos en placas
los medios

4.5.5. preparacion de
los medios en placa

para la inoculacién

El laboratorio tiene en cuenta: el grado de
humedad, el tipo de bacterias que se van a
cultivar, el tiempo y la temperatura de secado y
controla la posible contaminacion que se pueda
presentar.
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5. MICROORGANISMOS DE ENSAYO PARA REALIZAR LAS PRUEBAS DE RENDIMIENTO

Las normas nuevas o revisadas deberan especificar las pruebas de rendimiento de los
medios de cultivo, incluida la especificacion de las cepas de control y los criterios de
aceptacion.

5.1
Generalidades|

El laboratorio cuenta con microorganismos con caracteristicas
estables representativas de su especie y que han demostrado ser
fiables para la demostracion del rendimiento 6ptimo de un medio
preparado en particular.

Los organismos de ensayo comprenden cepas que estan
ampliamente disponibles en colecciones de cultivo de referencia, | X
o cepas bien caracterizadas aisladas por el laboratorio.

ensayo

El laboratorio examina y registra las caracteristicas del lote de

5.2 Seleccion de organismos de

Verificar si el laboratorio determina si la cepa
suministrada es una cepa de referencia o un
stock de referencia y cuantos pasajes han tenido | X
lugar antes de la recepcién y documentar la
informacion.

. X
reserva de referencia.
wn
<5}
s
S ; .
§ = El laboratorio documenta el nimero de
< 0 0
o 5 transferencias de organismos de ensayo para X
o o g evitar un sub cultivo excesivo que aumente el
+— . .’ s .
= = &) riesgo de alteracion fenotipica.
RO —
ES o
l=B)
g El laboratorio obtiene las colecciones de
= . .
s 2 referencia o proveedores comerciales que poseen
g & A R
iz la certificacion ISO 9001 u otra certificacion X
g go apropiada y se mantienen en sus recipientes
g & originales.
S
3! 2
ZaR =)
3
@)
o
Lo

5.3.2 Microorganismos de
ensayo de origen comercial




El laboratorio comprueba que las caracteristicas
esperadas de los microorganismos estan
presentes.
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5.3.3 Lote de reserva de referencia

preparados en el laboratorio

Los cultivos de reserva de referencia preparados
a partir de cepas de referencia para fines de
ensayo de rendimiento se mantienen y
manipulan de manera que se minimice la
oportunidad de contaminacion cruzada,
mutacion o alteracion de caracteristicas tipicas.

Las existencias de referencia se almacenan en
multiples porciones, congeladas, por debajo de -
70 ° C, o liofilizado.

Las caracteristicas de crecimiento estan
completamente documentadas para cada medio
sobre el cual se utilizardn como microorganismos
de prueba.

En el laboratorio no se utilizan cultivos de
reserva de referencia para preparar cepas de
referencia.

5.3.4 cultivos de

reserva

Los cultivos comunes se preparan a partir de
reservas de referencia liofilizadas o congeladas.

Las alicuotas se manipulan de manera que se
evite la posible contaminacién cruzada del
material de referencia y / o su deterioro.

El laboratorio no utiliza cultivos de reserva para
preparar cepas de referencia o reservas de
referencia.

5-3-5

trabajo

El laboratorio no utiliza cultivos de trabajo para
preparar cepas de referencia, reservas de
referencia o cultivos de existencias, ni para hacer
mas cultivos de trabajo.

5.4 Microorganismos para

pruebas de rendimiento

5.4.1.

es

Se relacionan los microorganismos con los
ensayos de rutina.

5.4.2 Preparacion |Generalidad | Cultivos de

Cuando se necesita se inocula un
medio s6lido, como TSA con la cepa
de referencia de forma que se
obtenga colonias individuales.

cultivos de
reserva

5.4.2.1
Preparacion de los
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Placa

< .S,
= X
Nl
g E
= QO
® T
=%
o & q 9
£ S El cultivo de trabajo se prepara a
o . . .
R partir de un material de referencia
: ° comercial, RM o CRM, o es
o2 preparado por el laboratorio.
5] . . .
< T Se preparan diluciones seriadas en
g ¢c un diluyente adecuado como:
2 g, solucion salina de peptona.
585
IRl
oo & . g
£z § | Lassuspensiones se utilizan dentro
) qz de un tiempo definido (por ejemplo
:'_' Z 2 h a temperatura ambiente o antes
Nz de 24 h si se conserva a 5°C +£3).
Los volimenes del in6culo
- é‘? % utilizados en los ensayos
o @ 8 | cuantitativos de rendimiento deben
<+ § g reflejar los utilizados en las
0 ;3 E condiciones de ensayo de los
correspondientes medios.
5}
eS
2 o Por placa
2 >
o § = 80 - 120 UFC.
= ) = Como numero
Q s .
xS £ g Minimo 50.
A o, = .
o) o S | Por Filtros
— o o
o =] >
w0 O g 3]
) O . 2]
S SRS 5
< =] =
4= T 3 -
= L 3 !
= = . En
O 3 g, CL\? diluyentes y
0 = < medios X
R = o | liquidos de
1 S transporte
-
Lo
C\l .
5 N Medios en X
Te) i




Productivid
ad de
medios de
enriquecimi
ento

Medios de
Transporte | 104a 10° UFC
solido

selectividad.

5.4.2.5.2 Cantidades
ensayos de

del in6culo para los

5.4.2.5.3. Cantidades del
de especificidad.

inoculo para los ensayos

5.4.2.6 Incubacion

Los medios de cultivo inoculados se incuban
conforme a las condiciones descritas en la
correspondiente norma internacional.
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Se utiliza un tiempo mas corto de incubacion
segln la normativa internacional para el
microorganismo diana y un tiempo mas largo
durante la determinacion de selectividad.
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6. CONTROL DE CALIDAD Y ENSAYO DE RENDIMIENTO DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Se toma en cuenta la utilidad del medio con respecto a la

recuperacion de las células estresadas. X
w0
S X
-z
% g Se comprueba el rendimiento microbiol6gico de cada lote de X
& g medio de cultivo.
e > En caso de no poder realizarse una prueba de rendimiento se
realizan pruebas de rendimiento paralelas a la prueba de las
muestras.
Los medios de cultivo acabados cumplen con las caracteristicas X

fisico - quimicas especificadas en las normas correspondientes.

Se debe verificar la calidad mediante inspeccion visual garantiza
que cada medio de cultivo se ajuste a las recomendaciones
establecidas en parametros como: volumen de llenado y/ o X

grosor; apariencia, color y homogeneidad; consistencia del gel, y

contenido de humedad), y se determina el valor del pH.

y quimica

Los componentes individuales y los complementos nutritivos o
selectivos son sometidos a procedimientos adecuados de X
evaluacion de la calidad.

6.2. Control de calidad fisica|

g é

§° — .'S Los ensayos de rendimiento microbiologico se

.8 el efectuaran sobre una muestra representativade | X

2 NJ ;

g o un lote de producto final.

é é’

ks 3

= 5 . .

= o 2 Los laboratorios deben asegurar que los medios

g = 59 de referencia utilizados son de alta calidad y X

o R consistentes.

E g =

g = E Se comprueba la ausencia de contaminaciéon

c‘f) g g :S S 5 micrgbiana (esteri}idad) me<’1iante incu~bacic’)n en | -

S © g g5 condiciones aproplada}s, segiin pl tamano del lote
O£ de medio de cultivo.




Verificar que las muestras a ensayar sean al
menos una placa o tubo para lotes pequenos
(<100 unidades).

Se establecen y justifican criterios de aceptacion
para cada medio.

Se realizan métodos de ensayo cuantitativos,
cuando los medios de cultivo se destinan a fines
de recuento.

6.4.1
Generalidades

Si los fabricantes de medios comerciales listos
para usar tienen un programa de calidad en el
lugar y pueden emitir un certificado de calidad
(ISO 9001) con los medios que suministran, el
usuario debe garantizar que las condiciones de
almacenamiento se mantienen segin las
recomendaciones de los fabricantes.

El laboratorio verifica la documentacion para
asegurar que los criterios de aceptacion de los
fabricantes para las pruebas de rendimiento
satisfacen sus propios requisitos internos.

Se realizan controles periddicos para demostrar
que la calidad de los medios se ha mantenido
durante el transporte.

6.4.2 Medios listos para su uso

Se realizan controles después del
almacenamiento y manipulacion posterior en el
laboratorio del usuario.

5]
© Para medios de recuento, se realizaran ensayos
2 B § 2 @ cuantitativos. Para otros medios, las pruebas
S a8 E = cualitativas pueden ser suficientes.
SsZ8ES
R —_
nS g E Qé Para aquellos medios que contienen indicadores
g g 5§ § S | oagentes selectivos, se deben utilizar cepas que
= ha = demuestren la funcion del indicador (s) y la
g selectividad.
25 % g
= w = Y . . .
°3 3 5 2d Serealiza ensayo cuantitativo para detectar la
S o E § .= existencia de desviaciones en la calidad por los
+ 8 5 s = materiales basicos utilizados.
TERETE
O ) e

del

6.5
Evaluaci
6n
rendimie

7

nto e

Los resultados son aceptados si se cumplen los criterios generales
y microbiologicos de calidad.
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6.6 Reactivos y medios de
confirmacién

El rendimiento de los medios de cultivo
utilizados para las pruebas de confirmacion se X
verificara antes de su uso.

6.6.1 Medios de|
confirmacién

Se verificara el rendimiento de las soluciones de
tinciéon de Gram, reactivos tales como Kovacs,
VP, nitrito, oxidasa, catalasa y otros reactivos X

utilizados para demostrar una caracteristica
bioquimica antes de su uso.

6.6.2
Reactivos de
confirmacion

7. METODOS DE ENSAYO DEL RENDIMIENTO DE LOS MEDIOS DE CULTIVO SOLIDOS

7.1
Generalidades

Describe las pruebas de rendimiento cuantitativo y cualitativo para los medios de
cultivo so6lidos especificados en los estdndares de alimentos y agua.

7.2 Métodos para las pruebas cuantitativas

es
S
3w - = 2 G ,
= S =3 La productividad deber4 alcanzar un X
52 4 C{i Z limite minimo definido.
+~ QO
S5 S
S 8 0O &
< S5
o B =
B 9B o . . .
= 2 & R = Los medios de cultivo selectivos y un
. 2R/ - B medio de referencia no selectivo se X
a i :\\l *g inoculan con diferentes diluciones del
D~ g (de los) organismo (s) no objetivo (s).
/0]
S o w 5 .,
B 2.8 g L Este protocolo supone el uso de una suspensiéon
NolT b5 S o= bacteriana cuantificada (que puede ser una suspensiéon de
cle = E = ?\l g ensayo/material de referencia cuantitativa) de una
G S ER g concentracion apropiada de la cepa diana.
O & )




7.3. Ensayos de

medios de
cultivo utilizados

Si es necesario, para evaluar la influencia de la membrana sobre
el resultado, también esparcir el indculo de ensayo sobre el medio
de ensayo y el medio de referencia sin las membranas.
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7.2.2.1.1 Procedimiento

Se utilizan in6culos y
cultivos de trabajo de una
concentracion adecuada
conocida de la cepa diana y
cuando corresponda de la
no diana.

Se utilizan una o mas placas
por cada microorganismo
dependiendo el lote de
produccion.

Se verifica que la superficie
de las placas se ha secado
bien.

Se inocula el inoculo
extendiéndolo sobre el
medio o mediante filtracion
en membrana.

7.2.2.1.2 Célculos e
interpretacion de los

resultados.

Se calcula PR y SF de
acuerdo a la norma

7.2.2.2 Uso de

de

materiales de

7

tasas de
recuperacion

Este protocolo utiliza materiales de
referencia generados de forma
interna por el laboratorio para
proporcionar una suspension
bacteriana estable que contenga un
numero conocido de unidades
formadoras de colonias.

7.4. Métodos para los

ensayos cualitativos

7.4.1 Método de rayado

cualitativo

7.4.1.1 Procedimiento

Para productividad y especificidad,
use una placa de medio de prueba y
trace cada microorganismo de prueba
de manera que se obtengan colonias

discretas.




Incubar las placas bajo las
condiciones definidas en el estandar

internacional especifico.

7.4.1.2. Interpretacion
de los resultados

7.4.2 Determinacion
de la especificidad

La especificidad se determina por las
caracteristicas fisioldgicas indicativas esenciales
que diferencian organismos relacionados por la

presencia, ausencia y/o grado de expresion de
pruebas bioquimicas y por la morfologia y
tamano de las colonias.
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8. METODOS PARA EL ENSAYO DEL RENDIMIENTO DE MEDIOS DE CULTIVO LIQUIDOS

8.1 Generalidades

Describe métodos cuantitativos y cualitativos para la prueba de rendimiento de
medios de cultivo liquidos.

8.2 Método de tubo cuantitativo para el ensayo de rendimiento de medios de

enriquecimiento liquido

Este método es un método general que puede usarse para medios
liquidos no selectivos o selectivos. También es adecuado para ensayos
de rendimiento de medios liquidos usados para la enumeracion.

8.2.1 Generalidades

El laboratorio aplica el procedimiento descrito
en la norma para la preparacion de la serie de X
dilucion.

8.2.2
la serie de
dilucién

El laboratorio aplica el procedimiento descrito
en la norma para ensayar el medio liquido.

para ensayar el
medio liquido

La productividad del medio de enriquecimiento
liquido es satisfactoria si se obtiene un buen
crecimiento del microorganismo diana a partir | X
de la dilucion que produce menos de 100ufc (en
0,1 mL) en la placa.

8.2.3
interpretacion | Procedimiento | Preparacion de
de los
resultados

8.2.4 Célculo e




8.3. Método cualitativo en tubo para el ensayo del
rendimiento de los medios liquidos selectivos

8.3.1

Este método utiliza un objetivo, no objetivo o
una mezcla de organismos diana y no objetivo en
el mismo tubo.

8o

8.3.2
Procedimiento | Generalidades

wn
o % La productividad del caldo de ensayo liquido es
ST g satisfactoria si se obtiene un buen crecimiento
§ :5 o del microorganismo diana en el medio especifico
S § = para ese organismo. La selectividad del caldo de
w92 ensayo liquido es satisfactoria si no se produce
gg % = crecimiento de microorganismos no diana en la

= placa de agar no selectiva.

=

El método es adecuado para ensayos de rendimiento de medios de

8.4 Método cualitativo en tubo individual
(turbidez) para pruebas de rendimiento

de los medios liquidos

wn
5 cultivo liquidos no selectivos y medios selectivos usados para pruebas
-g de confirmacién El método es s6lo cualitativo y las puntuaciones son
E sblo indicativas. Los medios inherentemente turbios s6lo pueden
2 ensayarse mediante este método si se sub cultivan en un medio sélido
3 para demostrar crecimiento. Para medios transparentes, se utiliza la
— siguiente notacion: « 0 no tiene turbidez; « 1 es igual a turbidez leve; «
O‘o‘.' 2 equivale a una buena turbidez.
5]
o < 8
'E‘ 1) =
3 S g
= s . . .
g.é é') © % El laboratorio aplica el procedimiento
© 3 = &g descrito por la norma.
Q . o
= 8 g
A ¥ g
[e'e) [«5]




El laboratorio aplica el procedimiento
descrito por la norma.

8.4.2.2 Medios de
confirmacion

8.4.3 Interpretacion de
los resultados

8.5 Medios liquidos para
usos multiples

Realiza un ensayo como minimo un ensayo cualitativo de pre-
enriquecimiento utilizando un organismo patégeno adecuado
para el conjunto de métodos del ensayo.
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9. METODOS PARA EL ENSAYO DEL RENDIMIENTO DE DILUYENTES Y MEDIOS DE

TRANSPORTE

9.1
Generalidades

Los ensayos de comportamiento microbiologico se realizaran
sobre una muestra representativa del lote de producto final.




9.2 Método para el ensayo de los diluyentes

9.2.1 Métodos para el ensayo cuantitativo de diluyentes
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2]
3 El método determina la capacidad del diluyente para
- 5 soportar la supervivencia de los microorganismos sin
o= . . 3 ., . . ’
'S multiplicacién o reduccién indebida durante el periodo de
> 9 contacto antes de depositar sobre agar o inoculaciéon en
& medios liquidos.
—
=i
G
1E <
RS
oo
S}
S
~
wn
o
QO —
5]
VST
2.8
SSE
. X
©g 7
=58
o E
o2
A=

9.3 Método para la prueba de medios de transporte

9.31
Generalidades

El método determina la capacidad del medio de transporte para
sostener la viabilidad del microorganismo inoculado en él durante el
periodo de transporte sin multiplicacion o reduccion indebida del
nivel inoculado.

9.3.2 Método para el ensayo cuantitativo de los
medios liquidos de transporte

9.3.2.1
Procedimiento

9.3.2.2 Lectura e
interpretacion de los
resultados
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14 o
B =
S 9 )
=T =g g g 9.
= 3 o g El laboratorio aplica el procedimiento
54 2* g 2 descrito por la norma.

(]
£ :
Q- =
B o A
=l
Lx V4 . v .
o 3 S Después de la incubacion, examinar
53 5T g la presencia de crecimiento en el agar
g* Zﬁ S 5 o no selectivo. Habra un crecimiento
.= -,g = visible de los microorganismos
= g ?‘O T o después de la incubacion.

b —

2 o o £
0o o3
o) =
o i

10 DOCUMENTACION DE LOS RESULTADOS DE LAS PRUEBAS

S
=I)
\9 o, o
(SR . . . o ,
S g % El fabricante o proveedor de los medios de cultivo proporcionara,
é g .2 previa solicitud, las caracteristicas especificas de crecimiento X
Hg ‘52 microbiologico y la informacion general relativa al lote especifico
— — o . .
- 2 de medio de cultivo.
==
o
9 .. .
S Todos los datos de las pruebas de rendimiento de rutina deben
g = documentarse de forma adecuada y mantenerse durante un X
=g periodo de tiempo suficiente de acuerdo con el sistema de
E calidad en uso.
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