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El Instituto de Salud Publica de Chile como Laboratorio Designado en Metrologia y miembro de la Red Nacional
de Metrologia de Chile (RNM) y en su rol de Laboratorio de Referencia, entrega conocimientos y herramientas
para apoyar la mejoray trazabilidad de las mediciones en los laboratorios de analisis microbiolégico de alimento.

Esta guia tiene como objetivo, orientar a los laboratorios de microbiologia de alimentos respecto a los controles
de calidad para el aseguramiento metrolégico de los resultados. Es esencial para ello, contar con un sistema de
gestion de calidad bien establecido, tal como exige la norma ISO/IEC 17025. Esto permite garantizar la validez y
confiabilidad de los resultados de ensayo entregados a cliente y partes interesadas, para fines de la toma de
decision.

Asimismo, los analisis microbiolégicos en alimentos y aguas, requieren de las buenas practicas de laboratorio, de
un conocimiento técnico de los microorganismos de interés y de las técnicas utilizadas. Es fundamental realizar
los ensayos de forma segura y rigurosa, controlando los factores que pueden influir en los resultados y su
incertidumbre.

En este contexto, la Organizacion Mundial de la Salud OMS sefala que las buenas préacticas de laboratorio, son
un conjunto de practicas y procedimientos de trabajo estandarizadas, que se aplica a todo tipo de actividades
con agentes biolégicos.

Esperamos que esta guia sea una contribucion en el fortalecimiento y mejoramiento del aseguramiento de la
calidad y confiabilidad metroldgica en los laboratorios que analizan muestras de alimentos y aguas.



Las Buenas Practicas de Laboratorio y Metrologia Aplicada en Laboratorios. ISP. 2025.



Las Buenas Practicas de Laboratorio y Metrologia Aplicada en Laboratorios. ISP. 2025.

SIGLAS Y ACRONIMOS

ANFOR Association Frangaise de Normalisation

AOAC Association of Official Analytical Collaboration International

APHA American Public Health Association

ATCC American Type Culture Collection
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IMPORTANCIA DE LAS MEDICIONES ANALITICAS PARA LA
SEGURIDAD ALIMENTARIA

La seguridad de los alimentos tiene un impacto directo en la salud de las personas, de la poblacién y afecta al
crecimiento econdémico de la regién. Es aqui donde la metrologia que es la ciencia de las mediciones, abarca
tanto las determinaciones experimentales como las tedricas en cualquier nivel de incertidumbre en cualquier
campo de la ciencia y la tecnologia y en la industria alimentaria. Para garantizar que los alimentos son seguros,
se requiere verificar parametros y requisitos donde, es necesario aplicar conceptos metroldgicos a los analisis de
alimentos para proporcionar métodos analiticos sensibles, precisos y estandarizados y armonizar su aplicacién
en los laboratorios.

El Consultative Committee for Amount of Substance: Metrology in Chemistry and Biology (CCQM) del Bureau
International des Poids et Mesures (BIPM), en su estrategia 2021-2030, destaca como un desafio cientifico,
econdmico y social de gran relevancia mejorar la comparabilidad general de las mediciones, normas y
capacidades quimicas y bioldgicas, permitiendo asi a los Estados miembros y a las empresas relacionadas realizar
mediciones con un alto nivel de confianza. Por lo tanto, para garantizar la seguridad alimentaria mediante
mediciones confiables a lo largo de la cadena alimentaria, es necesario utilizar herramientas metroldgicas
adecuadas.

Cabe sefalar que, el Acuerdo de Reconocimiento Mutuo (MRA, por sus siglas en inglés) de la Convencién del
Metroy la armonizacion de las normas de laboratorio facilitan el comercio internacional de productos y, en Ultima
instancia, mejoraran tanto la calidad de los productos alimenticios como la salud de la poblacién en todo el

mundo.

De esta forma, los tres pilares principales en los que se basa la metrologia son la validacion de métodos, la
estimacion de la incertidumbre de la medida y la trazabilidad metroldgica. Es asi, como los ensayos de aptitud, el
uso de materiales y/o patrones de referencia trazables, los métodos de ensayos validados, las practicas de
muestreo estandarizadas y las calibraciones, permiten la comparabilidad y confiabilidad de las mediciones
realizadas por el laboratorio.

La metrologia asegura la comparabilidad y exactitud de las mediciones, lo que permite reducir gastos, mejorar la
operativa de la infraestructura, avanzar la tecnologia, alentando la cooperacién, protegiendo el comercio y

garantizar nuestra calidad de vida.

En términos generales, podemos resumir que la metrologia aporta en la seguridad alimentaria en:
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Calibracion de los instrumentos: Asegura que los equipos de medicidon reporten resultados, precisos y
confiables.

Control de calidad: Las mediciones precisas permiten verificar que los productos alimentarios cumplen
con los estandares de calidad y seguridad establecidos.

Cumplimiento Normativo: La metrologia ayuda a cumplir con las normativas y regulaciones nacionales,
internacionales; como las normas de calidad y las legislaciones especificas de seguridad alimentaria.
Optimizacién de los Procesos: Medir y controlar variables criticas en los procesos de produccién
permite optimizar la eficiencia y reducir desperdicios, contribuyendo a una produccién mas sostenible
y segura.

Trazabilidad: La metrologia permite la trazabilidad metrolégica en las mediciones y en el proceso de

produccién facilita rastrear y verificar cada etapa.

En el campo de la biologia y microbiologia, si bien la medicién celular (incluye procariotas) ha sustentado la

vigilancia de patégenos para el diagnéstico de enfermedades durante muchos afios, la aplicacién de principios

metroldgicos al analisis celular en general sigue siendo un desafio debido a que:

Muchos de los mensurandos utilizados de manera rutinaria estdn mal definidos con cadenas de
trazabilidad incompletas o poco claros.

La caracterizacion fisicoquimica y las mediciones biolégicas funcionales a menudo no son correlativas,
y las unidades de medicién generalmente no pertenecen al Sl.

Muchas de las necesidades de medicién de las partes interesadas en este sector aln estan surgiendo.

Es asi como, el gran desafio en el campo del andlisis microbiolégico en matrices de alimentos y aguas, esta

enfocado principalmente en:

Monitoreo y seguridad ambiental (especialmente microorganismos patdgenos en agua, suelo y como
biopeliculas en superficies)

Seguridad alimentaria (especialmente patégenos transmitidos por alimentos para la salud publica;
objetivos emergentes asociados con los movimientos hacia un sistema alimentario de economia

circular).

La correcta realizacion de las mediciones permite una toma de decisiones basada en evidencia cientifica

confiable.
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BIOMETROLOGIA EN CHILE

La Metrologia comprende los aspectos tedricos y practicos relacionados con las mediciones. Es esencial para que

las mediciones realizadas en un producto o proceso sean confiables. Las actividades principales de los

organismos metrolégicos en los diferentes paises se refieren a:

« Definicion de las unidades internacionales de medida.

« El establecimiento de las cadenas de trazabilidad de una medicién.

« Diseminar el conocimiento sobre la metrologia.

Los campos de la metrologia son:

METROLOGIA LEGAL

Se ocupa de las exigencias legales,

técnicas y administrativas para

garantizar equidad y exactitud.

Principalmente enfocada hacia la

defensa del consumidor.

METROLOGIA CIENTIFICA

Persigue el desarrollo de patrones
primarios para Unidades de base
derivadas del Sistema Internacional de
Unidades.

Principalmente enfocada hacia la
diseminacioén de patrones y
trazabilidad.

Campos de la metrologia

METROLOGIA INDUSTRIAL

Es aquella que se encarga de la
calibracion, control y mantenimiento
adecuado de los equipos de
medicion utilizados en la produccion
o inspeccion.

Principalmente enfocada a
garantizar la conformidad de un
producto y su trazabilidad.

La Metrologia tiene un gran impacto en la sociedad y la industria, esta en el Sistema de Aseguramiento de Calidad

que permite garantizar la calidad de las mediciones realizadas a un producto o proceso. Es decir, es esencial en

la Infraestructura de Calidad (IC) de un pais.

INFRAESTRUCTU!

DE LA CALIDAD i3

- _—_ \ \

= = = =

z . !
) z z
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%] 3} 3]
e 5 g
o < o o)
= E w
g 2 7 g
= Z 3] <

Pilares de la infraestructura de la calidad
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La Red Nacional de Metrologia (RNM) en Chile, fue creada por el Estado de Chile para articular y administrar el
Sistema de Aseguramiento Metroldégico a nivel nacional, es una instancia tanto publica como privada que
garantiza que las mediciones realizadas en nuestro pais sean confiables, es decir: comparables, trazables y
aceptadas en otros paises.

La Coordinacién de la RNM esté a cargo de la Unidad de Coordinacién y Supervision (UCS) de la Red Nacional
de Metrologia del INN. Su estructura es la siguiente:

Ministerio de

Economia, Fomento
y Turismo

INN
Unidad de
Coordinacion y
Supervision

INSTITUTO NACIONAL

Instituto designados Instituto designados

en magnitudes Fisicas en magnitudes
Quimicas y Bioldgicas

Estructura de la Red Nacional de Metrologia de Chile

Los Institutos Designados a nivel nacional, tienen como funcién el diseminar la metrologia nacional y asegurar
asf la trazabilidad de las mediciones realizadas en el pais, en el @mbito de la microbiologia.
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El Instituto de Salud Publica de Chile (ISP), inicié en el aflo 2007 el desarrollo e implementacion de un Laboratorio
de materiales de referencia para las areas de alimentos y aguas. En el dmbito de la biometrologia, entendida
como la metrologia enfocada a las mediciones bioldgicas, el ISP fue pionero en el pais al establecer esta linea de
trabajo en Chile, a través del desarrollo de materiales de referencia con trazabilidad a colecciones internacionales
reconocidas de microorganismos, y la organizacidon de rondas de ensayos de aptitud. Este hito permitio la
creacion de los laboratorios de metrologia. La incorporacion formal de esta linea de trabajo y la de quimica
metroldgica, en la estructura organizacional del ISP permitié su integracién a la RNM, consolidando su rol en el
desarrollo de la metrologia en los alimentos a nivel nacional.

Actualmente, en el BIPM, en el Comité Consultor para Cantidad de Sustancia Metrologia Quimica y Biologia
CCQM para el area bioldgica, integra tres grupos de trabajo afines en el &mbito de analisis celular (CAWG),
molecular (NAWG) y de proteinas (PAWG). El Instituto de Salud Publica de Chile participa en los grupos de trabajo
CAWG y NAWG, los cuales estan definiendo las lineas de trabajo en el marco de la metrologia en estas ramas y
cémo se definird su trazabilidad metrolégica para fines del SI.
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BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO

Las buenas practicas de laboratorio (BPL), son un sistema de gestién de calidad que establece los criterios y
procedimientos para planificar, realizar, supervisar, resguardar, informar y archivar estudios no clinicos de forma
organizada y bajo condiciones especificas. El objetivo principal de las BPL es asegurar la confiabilidad,
reproducibilidad y validez de los resultados obtenidos.

Las BPL de la OMS para laboratorios de control de calidad de productos farmacéuticos, es una directriz
ampliamente adoptada por los laboratorios de ensayos no clinicos. Estas permiten establecer estdndares que
aseguran tanto la confiabilidad de los resultados analiticos como también el cumplimiento de aspectos de la

bioseguridad. Esta cuenta con 4 partes que se pueden observar en la figura siguiente.

Parte 2:

Parte 3: Parte 4:

Parte 1:

Materiales, equipos,

Gestion e infraestructura instrumentos y otros Procedimientos de trabajo Seguridad
dispositivos
( \ ( \ (Ingresos de muestras \ f \
« Organizaciony gestion « Reactivos « Hoja de trabajo anallitico
« Sistema de gestion de calidad « Sustancias de referenciay « Validacién de procedimientos
materiales de referencia analiticos
« Control de documentos
« Registros . Callbrac_lon, verlflcac.lfJn de « Ensayos  Reglas generales
. desempefioy calificacion de « Evaluacion de los resultados de
||+ Equipos procesadores de datos equipos, instrumentos y otros ensayos
. dispositivos
Personal « Certificado de analisis
; « Trazabilidad
+ Instalaciones » Muestras retenidas
« Equipos, instrumentos y otros k ) k ) K j
dispositivos
« Contratos

BPL de la OMS para laboratorios de control de calidad de productos farmacéuticos

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) publico el anexo 2 “Buenas practicas de la OMS para laboratorios
de microbiologia farmacéutica” , el cual, constituye una guia técnica que aborda diversos aspectos criticos
relacionados con la gestion, operacién y aseguramiento de la calidad en este tipo de laboratorios. Estos aspectos
se resumen en la siguiente figura.

11
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Personal

Informes de
ensayos

Medioambiente

Garantia de
calidad de los
resultados y
controlde

Validacion de
métodosde

calidad del RS A
desempefio

Eliminacion
de residuos Equipamiento
contaminados

Manejo e
identificacion
delas
muestras

Reactivos y
mediosde
cultivo

Materiales de
referenciay
cultivos de

referencia

BPL para laboratorios de microbiologia farmacéutica

En cuanto a la norma ISO/IEC 17025 establece los requisitos del sistema de gestién de calidad para los
laboratorios de ensayos, al igual que las BPL, su propdsito es garantizar la confiabilidad y capacidad técnica del
laboratorio. Ademas, esta norma presenta varios puntos en comun con los principios de las BPL, especialmente
en lo relativo al aseguramiento de calidad, trazabilidad de los datos y validacién de métodos. Ambos documentos
hacen parte de un sistema de gestion del laboratorio y abordan aspectos generales y especificos.

12
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. Objeto y campo de
aplicacion

2. Referencias normativas 3. Términos y definiciones 4. Requisitos generales

- Objeto ,
- Guia ISO/IEC99

- 1SO/IEC 17000

4.1. Imparcialidad
4.2. Confidencialidad

- Aplicacion - Términologia clave

- Uso

8.Requistos del Sistema

5. Requisitos relativos a o .
9 de Gestion Referencias

6.Requisitos relativos a

7.Requisitos del Proceso

la estructura los Recursos

. J

Requisitos de la ISO/IEC 17025

Normativas
( \ ( . \ GL Revision de solicitudes, ofertas y \ ( \

5.1. Sobre entidady 6.1. Generalidades contratos 8.1. Opciones (A y B)
responsabilidad legal 6.2. Personal 7.2. Seleccion, verificaciony validacion de 8.2. Documentacién del sistema de
52 Sobre_igentificar 6.3. Instalaciones y condiciones métodos gestion (opcion A)
responsabllld?d.del personal ambientales 7.3. Muestreo 8.3. Control de documentos del sistema
5.3. Sobre definiry documentarel 6.4. Equipamiento 7.4. Manipulacién de los itemes de de gestion (opcion A)
alcance del laboratorio - -

o 6.5. Trazabilidad metroldgica ensayo 8.4. Control de registros (Opcion A)
5.4.Sobre ||evaraf:t|V|dades>d>e 6.6. Productosy servicios 7.5. Registros Técnicos 8.5. Acciones para abordar riesgos
manera de cumplir los requisitos - - P gosy

) suministrados externamente 7.6. Evaluacion de la incertidumbre de oportunidades (Opcion A)
545159bre el I:abolrlatonodebe K ) medicion 7.7. Aseguramiento de la 8.6. Mejora (Opcion A)
definir organizacion, estructura, validez de los resultados 0. Mej P
responsabilidades y documentar 8.7. Acciones correctivas (opcion A)
X 7.8. Informe de resultados 7.9. Quejas
5.6. Sobre el personal, autoridad 8.8. Auditoria Internas (Opcion A).
y recursos 7.10 Trabajo No Conforme 7.11. Control . o »
N, Qe los datos y gestion de la informacién/ 8.9. Revisiones por la Direccion (Opcién A)

5.7. Sobre Comunicacion \ )

Si bien la ISO/IEC 17025 establece requisitos técnicos y gestion, las BPL ademéas de requisitos entrega

indicaciones y se enfoca también a los aspectos de seguridad.

La Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) ha establecido las Good Laboratory

Practice for nonclinical laboratory studjes, para estudios de laboratorio no clinicos, las cuales son ampliamente

reconocidas a nivel internacional como referencia normativa. Estas directrices son particularmente utilizadas por

laboratorios de ensayos en alimentos, en el ambito de evaluacion de riesgos alimentarios, en la industria

farmacéutica, en especial por aquellos que desempefian un rol de fiscalizacion.

—

13

Nt



Las Buenas Practicas de Laboratorio y Metrologia Aplicada en Laboratorios. ISP. 2025.

s03]ul|2 ou soipn1sa esed 1dd se| ap sopeyedy

4 N

CEEIL||RSAE sRarud

P DIILEE U BP GGEe0 dLRaUR -
Jopeuzaed

unap aued wod segansd ap couan

Un 2P UQERREIUED 0 UpELURdsnS-

U RIsAE

| B SHRUCIHPE O STANRLISUR SRRPR-
UDIIRI ISR B 00s

URIDELLIOHU 30 e gnd uorenag- soisaial

UQISESEISDP B SE1T SEPAPA - 3P UDIIUTI- O - i opRER e
URIZRDI[EISR @] SI00E [FUL UaRD- soep A souyssfiag Sp PRI FRN2AUR ap w=Tap-
eysancod I UGIRRAnam EOIPNISE A A - N3\ 1m

UGEIEY|RESIR B 2005 BIDUSIENE A DiRIRSaRIY- i 0 ugaRnduEL
I PERIUNLGGD £ UoIDRaY 0N~ UOIRIONE 3P PP it 2P fuuo A sofzrus-
fa— S FOHUIZ SU SOIRMISA ap wonsan- 50| 1R
URRH||RRR IR £3(RENRD- P WRsan oy

oS -

. J

| RS -

ap o A sodesug-

SODRUND OU

S0P 9P OLICIRIOGE] Un nn_q.u..m.r.u

nanpuos £ wred opooojog P uos A BEn Ry
4 suedgng

SOARSUS S SSU0IDRRISL]
AP UL RIS sauoday £ sonsBay

€ suedgng

o aedgng

S{N2NIE 2P [SaUaD PRRaED

A sodesua Sp unEendiume) I OISR
RIRH SALGCIZR|RIEU- SR PRRMA-
53| RLUFUE S 501580 |LLITS SOIRMIS3 2R £5330K0-
RIRd SALCIIR RS-

SEI|PUR
P SHIDIER| RIS
& upaosdsu)-

[BLIME SRERIND-
SAUGENEE 4 Son1aeey -

sodinba ap uaERIgED PRRIKEINcy-

5AIRPURTS A OISRUIIUR - FRFLIUE R -
NIRRT IR SRR ol wedinbs oussig- CRERING 3 BIRd SAUGIEE|ETL)- ﬁcaww_“_“n.
SORRER - | RS- e

solesus

sajesauab
sauosiacsd

-y apedqns

ap seuoioesado oyusiwedinbg SBUOIDE|RISU]
8p S8UOIDE|E}SU| q auedgns D suedqns
3 auedqns

K uopeziuebip
g auedgns




Las Buenas Practicas de Laboratorio y Metrologia Aplicada en Laboratorios. ISP. 2025.

Por otro lado, la trazabilidad metrolégica de las mediciones, tanto en la norma ISO/IEC 17025 como las BPLs
destacan su importancia, ya que en ella se asegura la confiabilidad y comparabilidad de resultados de ensayos.
La metrologia como ciencia de las mediciones es fundamental en ello, y la formacién del personal del laboratorio

en esta materia es esencial.

Los laboratorios de analisis de alimentos deben cumplir con los requisitos de la ISO/IEC 17025, y es recomendable

que cumplan con orientaciones entregadas por las BPL y al flujo de trabajo previamente planificado para lograr

Pre-
analitica

lo requerido bajo los estandares de calidad.

-Muestro
-Transporte

- Ensayo

- Confirmacioén e
identificacion

- Calculo resultados

-Informe de resultados

-Envio de informe de
resultados

Post -
analitica

Esquema de las etapas del flujo analitico
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ORGANIZACION Y PERSONAL

1. ORGANIZACION

El laboratorio debe constituirse como una entidad legalmente autorizada para funcionar y de este modo pueda
asumir responsabilidad legal. Asimismo, debe contar con una estructura definida, disponer con el personal

gerencial y técnico competente con la autoridad y recursos necesarios para desarrollar las funciones.

Es esencial para la confiabilidad del laboratorio, contar con el compromiso de imparcialidad, prevencion de

conflictos de interés y la confidencialidad de la informacion.

Respecto a la organizacion del laboratorio la estructura organica definida a través de un organigrama o matriz
funcional, puede ayudar a una mejor comprensiéon de las relaciones jerarquicas y operativas dentro del

laboratorio, facilitando la asignacién de responsabilidades y la gestién eficiente de los procesos.

2. PERSONAL

El personal del laboratorio debe contar con la formacién académica, calificacién y competencia necesaria para el

desempefio adecuado de sus funciones.

La formacion en microbiologia es esencial, tanto en las disciplinas clasicas como en biologia molecular. Los
analistas deberan recibir entrenamiento especifico para la ejecucion de los anélisis de microbiologia en
alimentos, asi como capacitacion en bioseguridad y aspectos de biocustodia, conforme al perfil de cargo y las

responsabilidades asignadas.

El Operador de Autoclaves debe contar con el certificado de competencia otorgado por la Secretaria Regional

Ministerial (SEREMI) de Salud, para cumplir con esta funcion.

El laboratorio debe implementar un programa formal de capacitaciéon continua. Estar claramente definidos los
perfiles de cargo, las responsabilidades y criterios de evaluacion de su desempefio. Ademas, el laboratorio debe
demostrar la competencia del personal a través de los requisitos establecidos por los métodos de ensayos

aplicados y de las actividades analiticas que realiza.

17
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El laboratorio debe implementar un sistema de gestion de calidad conforme a los requisitos de la ISO/IEC 17025.

Este sistema debe ser auditado, revisado y evaluado, a fin de asegurar que se cumple los requisitos para el fin

previsto.

El Sistema de Gestion debe tener un enfoque hacia la mejora continua que permita asegurar el incremento de la

eficiencia, la adaptacion al cambio, la satisfaccion del cliente, el cumplimiento normativo, una cultura

SISTEMA DE GESTION DE CALIDAD

organizacional positiva y una mayor ventaja competitiva.

SISTEMA DE GESTION DEL LABORATORIO

T
Sistema de Gestion de
Analisis

Gestion Recursos:
Personal calificado y competente
Instalaciones
Condiciones ambientales
Equipamiento
Trazabilidad metrolégica

Procesos Técnicos:
Métodos validados/verificados
— Trazabilidad metrolégica
Estimacion de la incertidumbre de
medicion

Aseguramiento de la calidad de los
resultados

Control de calidad interne (CCI)
Control de calidad externo (CCE)

T
Sistema de Gestion de|
Calidad

Organizacion & Gestién:
Estructura
Responsabilidades

Autoridad -
Imparcilidad
Confidencialidad

Documentacion:
Manual de calidad
Procedimientos
Instructivos
Recursos

Control de documentos:
Elaboracién
Aprobacion
Distribucion

Comunicacion

Gestion de No Conformidades (NC):
Identificacion de NC
Analisis de causa raiz
Implicancia delaNC
Extension de la NC
Correccion
Acciones Correctivas

Auditorias & Revision por Direccion:
Auditorias internas
Auditorias externas
Evaluacion del SGC

Planes de accion
Toma de decisiones estratégicas

Atencional cliente & mejora
continua:

Gestion de Quejas
Retroalimentacion
Mejora

Elementos claves de un sistema de calidad de laboratorio

1
Sistema de Gestion de
Riesgos

Riesgos:
Identificacion riesgos
Analisis de Riesgos
Evaluacion
Tratamiento
Monitoreo y Revision

Oprtunidades:
Identificacion
Analizar
Implementar
Evaluar
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INSTALACIONES Y MEDIOAMBIENTE

El medioambiente del laboratorio hace referencia a las dependencias fisicas destinadas a las actividades
microbioldgicas, las cuales deben estar adecuadamente equipadas y disefiadas para cumplir con los requisitos
técnicos, condiciones ambientales y de bioseguridad. Es fundamental que ciertos equipos sean de uso exclusivo
para microbiologia, y que las areas de trabajo estén fisicamente separadas, con flujos operacionales definidos, a

fin de prevenir la contaminacion cruzada y minimizar los riesgos asociados a las actividades analiticas.

1. INSTALACIONES

Las instalaciones del laboratorio constituyen un elemento critico para asegurar que tanto el equipamiento como
las condiciones en las que se realizan los analisis son adecuados. Aspectos esenciales en el ambito de la
microbiologia, donde se requiere un estricto control ambiental para garantizar la calidad de las mediciones de

microorganismos.

La ausencia de condiciones apropiadas y de
aseguramiento metrolégico del equipamiento puede
generar interferencias y errores en las mediciones,
comprometiendo la validez, confiabilidad y trazabilidad
de los resultados obtenidos.

En un laboratorio de microbiologia, el acceso debe
estar restringido al personal autorizado, quien debe
estar debidamente informado y capacitado en relacién
con:

e Los procedimientos adecuados de ingreso y
salida, incluyendo la vestimenta;
el uso previsto de un area determinada;
las restricciones impuestas al trabajo dentro de
tales areas;

o el fundamento por las cuales se imponen tales
restricciones;

e vy los niveles apropiados de contencion.

Por consiguiente, el laboratorio comprende areas
separadas asociadas con muestras y ensayos y otras
areas generales.

21
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1.1. AREAS ASOCIADAS CON MUESTRAS Y ENSAYOS

Es una buena practica asignar salas separadas o areas claramente designadas para este fin, con equipo exclusivo

cuando sea necesario, para las siguientes actividades:

Recepcion y almacenamiento de muestras de laboratorio antes y después de los ensayos;
preparacion de muestras de laboratorio y porciones de ensayo (separados polvos y aquellas muestras
que probablemente contengan una gran cantidad de microorganismos para reducir el riesgo de
contaminacion cruzada, y también alimentos comercialmente estériles para evitar la contaminacion
por otras muestras);

analisis de porciones de ensayo desde la suspension inicial, incluidos todos los pasos de dilucién,
siembra, incubacién y recuento de los ensayos de enumeracién y ensayos de detecciéon hasta el
aislamiento de patégenos presuntos;

manipulacién de patdgenos presuntos, incluidos los procedentes de programas de ensayos de aptitud
o muestras de laboratorio contaminadas deliberadamente con patégenos;

manipulacién y almacenamiento de cultivos de referencia y otras cepas de laboratorio;

preparacion y analisis de muestras mediante métodos de amplificacién de acidos nucleicos por PCR
(consulte la norma ISO 22174 para obtener mas detalles);

preparacion y esterilizacion de medios de cultivo, reactivos y equipos necesarios;

almacenamiento de medios de cultivo y reactivos;

descontaminacién y eliminacion de residuos de riesgo bioldgico;

limpieza de material de vidrio y otros equipos;

almacenamiento de productos quimicos peligrosos, preferiblemente en armarios, habitaciones

especialmente designados.

ek

Las areas analiticas deben estar
debidamente senaladas, contar con el
espacio y equipamiento necesario para

realizar las actividades analiticas.

Las areas pueden interconectarse
siempre que se cumplan las
recomendaciones de higiene y limpieza,
si el espacio es limitado, las actividades
pueden separarse por tiempo.

22
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1.2. AREAS GENERALES

Se reservan areas separadas para lo siguiente:

e Entradas, pasillos, escaleras y ascensores;

e guardarropas, bafos y salas de personal;

e administracién (por ejemplo, secretaria, oficinas, archivos de documentos);
e almacenamiento de suministros generales de laboratorio.

1.3. DISPOSICIONES SOBRE LAS INSTALACIONES

El laboratorio debe procurar que el entorno en el que se realizan los analisis microbioldgicos sea seguro y no
afecte la validez de los resultados de los ensayos, por lo que se dispondra de instalaciones para evitar el riesgo

de contaminacién cruzada, por ejemplo:

e Construir el laboratorio de acuerdo con el patrén y el flujo de trabajo (principio de “no retorno” );
e llevar a cabo los procedimientos de manera secuencial utilizando las precauciones adecuadas para
garantizar la integridad de los ensayos y de las muestras (por ejemplo, uso de recipientes sellados);

e separar las actividades por espacio o tiempo.

El laboratorio debe tener en cuenta:

e Evitar las condiciones como temperaturas extremas fuera del rango aceptado (18 °C a 27 °C), corrientes
de aire, polvo, humedad, vapor, ruido, vibracion, etc., que pueden afectar la validez de los resultados
de las pruebas microbioldgicas.

e Ubicar los flujos de aire dentro y fuera del laboratorio para minimizar el riesgo de contaminar las
muestras de ensayo o cualquier instalacion de procesamiento de alimentos adyacente.

o Disponer de suficiente espacio para que las areas de trabajo se puedan mantener limpias y ordenadas.

e El espacio requerido debe ser proporcional al nUmero de muestras y analisis, el nimero de personal y

la organizacion interna general del laboratorio.

1.4. INFRAESTRUCTURA Y EDIFICACION

Las instalaciones de ensayo deben construirse y equiparse de la siguiente manera para reducir el riesgo de

contaminacién por polvo y, por lo tanto, por microorganismos:

e las paredes, los techos y los pisos deben ser lisos, faciles de limpiar y resistentes a los detergentes y

desinfectantes utilizados en los laboratorios.
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e Los pisos deben ser antideslizantes.

e Las tuberias elevadas no deben atravesar las instalaciones a menos que estén selladas o cerradas, al
igual que cualquier otra estructura elevada que debe estar cubierta, a fin de que sea facilmente
accesible para su limpieza regular.

e Lasventanasy las puertas deben estar cerradas durante el ensayo para minimizar las corrientes de aire
y la posible contaminacién atmosférica. Deben estar disefiadas para evitar la formacién de trampas de
polvo y facilitar la limpieza.

e La temperatura ambiente y la calidad del aire (contenido de microorganismos, velocidad de
propagacioén del polvo, etc.) deben ser compatibles con el ensayo. Los sistemas de aire acondicionado
deben suministrar aire filtrado y deben limpiarse y revisarse o mantenerse regularmente.

e Se deben tomar medidas adecuadas, como estaciones de trabajo especiales, para minimizar la
exposicion y la contaminacién cruzada por polvo al manipular medios de cultivo deshidratados y
muestras polvorientas o en polvo.

e Cuando los ensayos se realicen en una atmdsfera de baja contaminacién, la sala debe estar equipada
con un sistema de ventilacion laminar limpio y/o una cabina de seguridad.

e Sies necesario, el entorno del laboratorio debe protegerse de los efectos nocivos de la radiacion solar
mediante el uso de vidrios de ventana con el tratamiento adecuado o persianas. Las persianas
instaladas en el interior no son adecuadas, porque pueden ser dificiles de limpiar y pueden convertirse
en una fuente de polvo.

e Los mesones deben ser de material liso, impermeable, que se limpie y desinfecte facilmente.

2. CONDICIONES AMBIENTALES

Las condiciones ambientales de los laboratorios que normalmente deben ser consideradas son:

e Temperatura.

e Humedad.

e Limpieza de polvo y suciedad.

o Calidad microbioldgica del aire y superficies.
o Vibraciones.

e Fuente de energia.

e lluminacion.
Los requerimientos de las condiciones ambientales son particulares para las actividades analiticas o procesos que

se requieren en determinada sala o area, o cuando estas puedan influir en la calidad de los resultados y son

consideradas magnitudes de influencia en la incertidumbre de la medicién.
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El laboratorio debe realizar el seguimiento, control y registro de las condiciones ambientales segun lo requerido,

el cual permita disminuir el efecto de estos factores en la precision, exactitud y confiabilidad de los resultados.

Es importante considerar cuando se definan las condiciones ambientales de una sala, las condiciones de

funcionamiento o requerimientos de instalacién de los equipos.

Se deben registrar las condiciones ambientales de los laboratorios. Las cuales pueden ser medidas a través de un
sistema de registro de datos en linea, manualmente a lo menos dos veces al dia (de preferencia en la mafiana y

en la tarde), o segun las exigencias técnicas establecidas.

a) Temperaturay Humedad

La temperatura requerida para realizar los analisis de microbiologia, segun la norma ISO 7218 “Microbiologia
de la cadena alimentaria: requisitos generales y guia para andlisis microbiolégicos” , se recomienda una

temperatura en las dreas de ensayos entre 18 °Cy 27 °C.

En la sala de balanzas se recomienda una humedad relativa ambiental entre 45 %HR y 80 %HR sin condensacion

y una temperatura ambiente de 20 °C + 5 °C, a fin de no afectar el proceso de pesada, sin embargo, se debe
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considerar que si la balanza se ubica en la misma sala en la cual se realizan los analisis esta debe cumplir con la

temperatura de 18 °C a 27 °C.

Las balanzas deben ubicarse en un mesén firme, que disminuya la presencia de vibraciones, alejados de radiacion
solar directa y corrientes de aire, por lo que debe estar ubicada lejos de las puertas, el acceso idealmente por

puerta corredera, lejos de ventanas y fuentes de calor, incluido los ordenadores.

Otros equipos pueden tener requerimientos de temperatura y humedad diferentes para su operacién de acuerdo

alo indicado por el fabricante.

b) Limpieza Y Desinfeccion

Se debe contar con un proceso de limpieza adecuado para el laboratorio, a fin de asegurar las condiciones
adecuadas para realizar los ensayos, manipular las muestras, evitar contaminaciones cruzadas y proteger la salud
del personal. Este proceso de limpieza deberd encontrarse documentado. Este proceso de limpieza debe

considerar las instalaciones, los equipos, las superficies de trabajo, ventanas y muros segun corresponda.
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Los laboratorios para el desarrollo de los procesos analiticos en microbiologia, se deben limpiar y desinfectar en

humedo. No esta permitido barrer. Se limpia y descontamina antes de comenzar el proceso y después de realizar

cada actividad o proceso analitico se descontamina nuevamente.

Es importante que la limpieza y desinfeccién de la sala comience con el drea visualmente "mas limpia" y continte

hacia el area "mas sucia".

Los desinfectantes deben rotarse para evitar la resistencia en los microorganismos y se pueden incluir controles
para la verificacién del proceso como: Bioluminiscencia, métodos microbioldgicos (control de aire, control de

superficie), hisopados y otros.

Se recomienda considerar los métodos, la frecuencia y los controles para la limpieza y la desinfeccién segun el

riesgo y verificar los siguientes puntos:

e Los pisos, paredes, techos, mesas de laboratorio, muebles y uniones entre estos deben mantenerse y
repararse regularmente para evitar grietas que puedan albergar contaminacion.

e Realizar una limpieza y desinfeccién periddicas para mantener las instalaciones en condiciones
adecuadas para la realizaciéon de los ensayos. Las superficies contaminadas o potencialmente
contaminadas deben descontaminarse utilizando un desinfectante que cuente con registro sanitario
otorgado por el ISP, con propiedades bactericidas y fungicidas demostradas.
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e Utilizar equipos de limpieza exclusivos para todos los laboratorios de microbiologia, con equipos
separados para las areas de alto riesgo, como los laboratorios de patdgenos.

e Mantener los sistemas de ventilacion y cambiar los filtros de aire cuando sea necesario.

e Monitorear el nivel de contaminacion microbioldgica de las superficies de trabajo del laboratorio, las
superficies de contacto del personal y el aire regularmente (con una frecuencia que depende de los
resultados de los seguimientos anteriores y del riesgo para la validez de los resultados de los ensayos).

e Serecomienda evitar la acumulacion de polvo en los laboratorios, en este sentido se pueden adoptar
medidas sencillas, tales como: limpieza diaria de superficies y almacenamiento de papeles en el
laboratorio, disponiendo de espacio suficiente para almacenar materiales, archivos, cuadernos, etc.

¢) Calidad Microbioldgica del Aire y Superficies

La calidad microbiolégica del aire es un aspecto critico en los laboratorios de microbiologia, ya que su control es
esencial para evitar contaminaciones. Para el monitoreo de carga bacteriana ambiental se recomienda verificar
frecuentemente (mensual o trimestralmente) la calidad del aire de dichas salas, el cual sera satisfactorio con un

recuento de aerobios mesdfilos de < 15 UFC/placa/15 min de exposicion.

— — ————

ga bacteriana ambiental

En el caso de las superficies de trabajo, entiéndase mesones de trabajo, superficies de equipos (incubadoras,
refrigeradores, homogeneizadores, gabinetes, etc.) el recuento de aerobios debe ser de < 25 UFC/25 cm?. Para

este analisis se puede utilizar el método del hisopado o el método de placas de contacto.
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d) Vibraciones

Algunos equipos pueden generar vibraciones que interfieren en el funcionamiento de balanzas u otros

instrumentos del laboratorio, lo que podria afectar la precision e influir en los resultados de los ensayos.

Por requerimientos del ensayo
una balanza puede ser
instalada dentro de un flujo
laminar o cabina de
bioseguridad, para mitigar
estas interferencias, se
recomienda utilizar superficies
0 mesas antivibratorias que
permitan asegurar condiciones
de operaciéon mas estables y
controladas.
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e) Fuente De Energia

Es esencial que el suministro eléctrico del laboratorio sea estable y cuente con la capacidad requerida, para evitar
afectaciones en equipos criticos como estufas, bafios de incubacién y sistemas de almacenamiento en frio

destinados a la conservacién de muestras, cepas y medios de cultivo.

p——

Los equipos que tengan cables dafiados o enchufes en mal estado o partes de los accesos eléctricos
agrietados, deben retirarse del servicio de inmediato por “mal estado”.

El laboratorio se debe asegurar de que todos los tomacorrientes estén correctamente conectados a tierra.
Los enchufes deben estar ubicados de manera accesible y visible para los operarios.

Minimice los riesgos de derrames de agua cerca de los equipos eléctricos, que los tomacorrientes cerca de los
baiios de incubacion o cerca de fregaderos tengan proteccion de circuito de falla a tierra, asi se protege al
usuario.
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f)  lHuminacién

En cuanto a la iluminacién, esta debe ser luz blanca en las salas del laboratorio, con el fin de asegurar una

visibilidad adecuada durante la realizacién de los ensayos.

Muchos laboratorios emplean luz ultravioleta (UV) en salas de ensayo o cabinas de bioseguridad como
complemento a la sanitizacion de las areas de trabajo, ya sea antes o después de los ensayos. Para su asegurar

su efectividad, es necesario evaluar su poder germicida, para el propésito previsto.

Se debe limpiar la superficie o CBS antes de la
desinfeccion UV.

El tiempo de exposicion de las superficies con luz
UV es de 15 a 30 minutos.

Cuente con un registro para documentar la
actividad, indicando fecha, hora y tiempo.
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CONDICIONES AMBIENTALES SUGERIDAS EN LOS LABORATORIOS DE MICROBIOLOGIA

Todas estas condiciones ayudan a asegurar que no se altere el trabajo analitico y sus resultados. La siguiente
tabla presenta las condiciones ambientales recomendadas por el ISP para fines de la debida realizacién de los

ensayos de microbiologia de alimentos.

Tabla 1: Condiciones ambientales para laboratorios de microbiologia de alimentos

Control Requerimiento Frecuencia

Minimo una vez al dia cuando se

Temperatura Ambiente +18°Ca +27°C .
realicen ensayos
. . <15 UFC/placa/15 min Mensual o trimestral
Aire Ambiental L
de exposicion paralelo al ensayo
Calidad bacteriolégica de superficies de trabaj <25 UFC/25 cm? Mensual o trimestral

Calidad bacteriolégica de superficie interna de

3 Trimestral o segun necesidad del
- <25 UFC/25cm )
Equipos laboratorio

Poder germicida luz UV del GBS 299 % Trimestral
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Los laboratorios de microbiologia deben cumplir con una serie de requisitos de bioseguridad, entendida como
el conjunto de medidas destinadas a prevenir riesgos para la salud humana y el medio ambiente derivados de la

manipulacion de agentes biolégicos.

El cumplimiento de las practicas estandar de bioseguridad por parte del personal del laboratorio es fundamental
para evitar situaciones que puedan comprometer tanto la seguridad de los analistas como la integridad del

analisis y la trazabilidad de las muestras. A continuacién, se describen algunas de estas practicas esenciales:

Senal riesgo biolégico

Los laboratorios biolégicos son disefiados y construidos de modo que cumplan su funcién prevista durante su
utilizacion y a su vez, que la manipulacién de agentes bioldgicos sea segura para el personal, medio ambiente y

la comunidad general.

La bioseguridad del laboratorio es un proceso que estd basado en la gestién del riesgo bioldgico, por lo que
requiere de un programa de bioseguridad, es decir; contar con informaciéon de seguridad, equipamiento,
elementos de proteccion personal y acciones definidas para abordar el peligro y controlar los riesgos en el

laboratorio.

La biocustodia se define como la gestién destinada a prevenir la exposicion de los animales, las personas vy el

medio ambiente a materiales bioldgicos nocivos y viceversa. La OMS la define como la gestion para prevenir la
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pérdida, el robo, el uso indebido, la desviacién o la liberacién intencionada de agentes bioldgicos que se

manipulan en un laboratorio.

Seguridad
o s FISI.CB. . Seguridad en el
Primarias & restriccion P nal:
al acceso idoneidad,
integridad,
funciones &

responsabilidades

=
2
Pr?'l:ticas E . )
stre= pioseguridad ¢ Biocustodia ey
seguridad E de materiales
o
Manejo de

incidentes &
respuesta en
emergencias

Seguridad de
la
informacion

Barreras
secundarias

Relacién bioseguridad y biocustodia

Se debe tener presente que, al trabajar en un laboratorio de microbiologia, la técnica aséptica es fundamental
para el éxito y la seguridad de los ensayos/andlisis. En general, las técnicas asépticas son procedimientos o
procesos que realiza el personal técnico en condiciones estériles para garantizar que los contaminantes
microbianos no dafien a al personal y no se introduzcan en soluciones estériles, suministros o cultivos

experimentales.

En un laboratorio de microbiologia, es importante mantener la salud y la seguridad de todo el personal. Para
evitar riesgos para la salud, el personal de laboratorio debe usar equipo de proteccién y estar al tanto de los
posibles peligros. El equipo de proteccion tiene dos propdsitos: proteger de los peligros del laboratorio y

proteger el ensayo de una contaminacién no intencional.

Referente a las actividades en el laboratorio el personal debe cumplir con los requerimientos y especificaciones

estandarizadas de bioseguridad e higiene como lo que se sefiala a continuacion en la siguiente tabla.
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Tabla 2: Resumen Aspectos de Higiene y Bioseguridad en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos

Clasificacién Especificaciones

Normas generales de e lavado de manos.

higiene e Uso de ropa de laboratorio (batas, guantes, gafas).
e Limpiezay desinfeccion de superficies y equipos.
Manejo de residuos e C(lasificacion de residuos (bioldgicos, quimicos, comunes).

e Procedimientos de eliminacién de residuos.

e Desactivacion de residuos cortopunzantes y biosanitarios
(incineracion y/o esterilizacién).
Elementos de proteccion e Tipos de EPP (guantes, mascarillas, gafas, batas).
| (EPP .
personal (EPP) e Uso correcto y mantenimiento de EPP.

e Protocolos para colocar y retirar los EPP.

Control contaminacién/ e Técnicas de desinfeccién y esterilizacion.

infecciones

¢ Manejo de muestras biolégicas.

e Procedimientos en caso de derrames o accidentes.

Niveles de seguridad o C(lasificacion de los laboratorios por niveles de bioseguridad (BSL-
1, BSL-2, etc.).

e Requisitos y medidas especificas para cada nivel.
Capacitacion personal e Programas de formacién en bioseguridad.
e Simulacros y practicas de emergencia.

e Actualizacién continua de protocolos y procedimientos.
Legislacién y normativas o Normativas nacionales e internacionales sobre bioseguridad.
o Cumplimiento de regulaciones y auditorias.

e Documentacién y registros de bioseguridad.
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1. PRACTICAS DE BIOSEGURIDAD:
Dependiendo del tipo de ensayos que se realicen, considerar las siguientes practicas de bioseguridad:

e El acceso al laboratorio de microbiologia debe controlarse o limitarse al personal autorizado por la
jefatura o encargado del area cuando se estan llevando a cabo experimentos ensayos o trabajos

analiticos.

e Los laboratorios de microbiologia en alimentos manipulan de manera rutinaria microorganismos de
los niveles de bioseguridad BSL-1y BSL-2.

Hivel de riesgeo: Alto
Agenmte: Peligrosos o exdticos que presentan Un riesgo grave para
la salud hurnana, transmisidn por asrosoles,

Requerimientos: acceso limitade, CHS Clase |1, autoclave.
Ejemplo: Ebola.
Practicas y equipamiento seguridad: Sefial de riesgo bioldgico,

BEL EPP, equipo de persenal de presion positiva con suministro
de aire y cuerps  comgleto,  ventilacidn  controlada
descontaminacian de trajes.

Mivel de riesgo: Serio, contencidn

Agente: Agentes autoctonos o exdticos con potencial de
transmision por  aerosol |3 enfermedad  puede  tener
CONSECUSNCIas graves o letales.

Ejemplo: Virus influenza aviar

Requerimientos: acceso imitado, presidn de are negativa, CBS
Clase | o1, autoclave.

Practicas y eguipamiente seguridad: Sefal de riesgo biolagico,
BEL EPP, eguipo de persanal de presion positiva con suministro
de aire y cuerpo completo,  ventilacidn  controlada
descontaminacidn de residucs.

Mivel de riesgeo: Moderada

Agente: Patdgenas, MICIoarganismos que poseen un potencial
moderado asociado a enfermedades humanas de wvariada
gravedad.

Ejemplos: Salmonella, Listeria monocytogenes, £ Call O157, 5.
aureus, Campyiobacter.

Requerimientos: acceso controlado, CBS Clase | o), Autoclave.
Practicas y equipamiento seguridad: Sefal de riesgo bioldgico,
BPL, EPP, descontarminacidn de residugs.

Mivel de riesge: Min‘mo

Agente: Agentes de bajo riesgo que no se sabe que causen
le-l'll enfermedades humanas.

Ejemplo: E. Coli no-patogénico.

Requerimientes: Mo s requieren instalacionss o equipos
especiales.

Practicas y equipamiento seguridad: BPL, EPP.

Niveles de Bioseguridad de laboratorios

e Elacceso debe ser restringido y autorizado al personal correspondiente. Se debe colocar a la entrada
del laboratorio una sefial de advertencia de “Riesgo Biolégico” cuando esta sea pertinente.

e Todo personal debe ingresar con delantal de laboratorio (delantal de bioseguridad de tela o
desechable). Usar un delantal de bioseguridad limpio te y de preferencia ajustado para evitar
accidentes. Las batas de laboratorio nunca deben utilizarse fuera del laboratorio y cuando son de tela
(reutilizables) deben limpiarse con frecuencia. Asegurese de que las mangas y puiios de su bata estén
debidamente ajustadas para evitar accidentes.

e Alentrary salir de un laboratorio, asegurese de lavarse bien las manos con jab6n antimicrobiano.
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¢ Mientras esté en el laboratorio, evitar tocarse la cara o los ojos. Ademas, no manipular maquillaje ni
lentes de contacto, ya que pueden contaminarse.

e Ingresar al laboratorio solo con zapatos cerrados. Nunca se deben usar zapatos abiertos en un
laboratorio, porque el operador a analista queda susceptible a posibles cortes o infecciones por vidrio
roto o equipo afilado.

e Manipular con cuidado y debida atencion, las fuentes de calor o mecheros encendidos, no exponer
cerca de materiales inflamables.

¢ Cuando se trabaje con microorganismos, usar guantes desechables ajustados. Las escamas de piel seca
albergan bacterias, que pueden proporcionar una fuente de contaminacion; usar guantes mitigara el
riesgo. Ademas, los guantes desechables disminuyen el riesgo de infectar las heridas de las manos.

e Usar cubierta para el pelo y el cabello largo debe estar recogido para evitar accidentes y que este sea
una fuente de contaminacioén durante la realizacion de los ensayos.

e Usar gafas protectoras o una pantalla facial cuando trabaje con materiales o cultivos peligrosos. Si sus
0jos entran en contacto con microorganismos o productos quimicos nocivos, lavese los ojos durante
15 min en un lavaojos y busque atencién médica de inmediato.

¢ No almacenar ni manipular alimentos o bebidas en el laboratorio.

¢ No pipetear con la boca; se deben utilizar pipeteadores para aspirar liquidos.

e Minimizar salpicaduras o generacion de aerosoles, teniendo el debido cuidado al realizar actividades
de ensayo y manipulacidon de muestras o cepas.

e Se debe manejar de forma segura los objetos cortantes, vidrio roto o materiales punzantes, instalando
contenedores para este tipo de material de vidrio roto o corto punzante contaminado y no
contaminado.

e No estd permitido el uso de dispositivos portatiles (teléfonos celulares, computadoras portatiles u
otros dispositivos) que no sean estrictamente necesarios para realizar las actividades propias del
laboratorio. Debido a que estos pueden causar problemas de contaminaciéon cruzada y
desconcentracion. Cuando se deban usar por razones analiticas, se debe asegurar que estén
protegidos por una barrera fisica (ejemplo: cubierta plastica) o que sean descontaminados de manera
adecuada antes de abandonar el laboratorio.

e Se deben proteger los documentos fisicos mediante barreras (como fundas de plastico), para evitar su
contaminacion.

e Las superficies de trabajo se descontaminan como minimo una vez por dia, antes y después de realizar
una actividad analitica, y cuando ocurra un derrame.

e Los métodos de descontaminacion de material o desechos deben ser adecuados y seguros para este
fin, por ejemplo; uso de autoclave.

e Los materiales enviados a descontaminar fuera del laboratorio deben ser depositados inmediatamente
en recipientes adecuados para tal efecto (para su transporte desde el laboratorio), es decir; un
recipiente resistente, estanco y con tapa, es decir; se embalan de conformidad con las normas
aplicables antes de retirarlos del establecimiento.
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Considerar la debida importancia a:

e Mantener cubiertas la boca, nariz y piel con los elementos de proteccion personal (EPP), para evitar la
propagacion de las particulas.

¢ Mantener en lo posible una distancia de 2 m lineales entre analistas.

e Siempre trabajar de manera planificada y ordenada para evitar errores y desvios.

2. LIMPIEZA Y DESINFECCION

Mantener el area de trabajo limpia y desinfectada, esto es esencial para prevenir la contaminacién cruzada y
evitar la alteracion de cultivos o interferencias en los ensayos. Una superficie contaminada puede comprometer

la validez de los analisis realizados.

e Antes y después del uso, desinfectar todas las superficies de trabajo con etanol al 70 % o un
desinfectante adecuado (ejemplo solucién hipoclorito de sodio al 0,1 %). Esto es especialmente
importante después de cualquier derrame.

e Mantener un espacio de trabajo ordenado; todas las superficies de trabajo sélo deben contener el
equipo necesario para el andlisis.

e Asegurarse de tener todos los suministros necesarios antes de comenzar un andlisis. Estar preparado
reducira la probabilidad de contaminacién por descuido.

e Eltrabajo se puede realizar en un gabinete de bioseguridad. Los gabinetes de bioseguridad se pueden
desinfectar con luz ultravioleta junto con etanol al 70 % o un desinfectante adecuado.

¢ No abrir ventanas ni utilizar ventiladores que hagan circular el aire exterior. Si es posible, trabajar en
entornos de laboratorio que tengan rejillas de ventilacién cubiertas con filtros. Esto evitard la
contaminacion de los cultivos por particulas transportadas por el aire.

e Limpiar con frecuencia los bafios de agua utilizados para calentar medios o soluciones.

e Desinfectar de forma rutinaria las incubadoras utilizadas para evitar la propagacién microbiana.

3. ELEMENTOS DE PROTECCION PERSONAL Y EQUIPOS DE SEGURIDAD

El personal debera hacer uso de los elementos de proteccién personal (EPP) correspondientes de acuerdo al
riesgo en cada tarea o actividad a realizar. Se recomienda que la entrega de los EPP reutilizables y los elementos
ergonémicos entregados al personal debe estar documentada (Ejemplo: Delantales de género, antiparras,

guantes para baja o alta temperatura, calzado, etc.).
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En general, se deben tomar las medidas de seguridad como el uso de elementos de protecciéon personal EPP
(mascarillas, delantal, etc.) para manipular los medios, en especial aquellos medios que contienen productos

toxicos, Ejemplo: compuestos como: fucsina basica y acida, sodio selenito, etc.

Es importante sefalar que los Elementos de Proteccion Personal (EPP) utilizados en los laboratorios,
deben seleccionarse segun tipo y magnitud del riesgo existente, y cumplir con las disposiciones legales
establecidas en los D.S. N°18/82, N°173/82 y D.S. N°594/99 del MINSAL, debiendo contar con
certificacién nacional por una entidad autorizada por el ISP y, en caso de no existir una, estar inscrito
en el Registro de Fabricantes e Importadores de EPP (RFI) administrado por este mismo Instituto.

El personal debera tener capacitacién en bioseguridad y biocustodia para poder desempefiar sus funciones, estas
capacitaciones o inducciones deben encontrarse debidamente documentadas en la carpeta de capacitacion del
personal. En caso de que se requiera se deben considerar otras capacitaciones o reforzamiento cuando sea

necesario.

El personal debera planificar de manera ordenada las actividades a realizar, se recomienda disefiar flujos de un

solo sentido para evitar la contaminacion cruzada.

El personal del &rea bioldgica en los aspectos de higiene personal debe mantener las ufias cortas, limpias y sin

esmalte. El pelo debe mantenerse corto o mantener recogido durante las actividades analiticas.

Se debera contar en el laboratorio con un punto de seguridad para accidentes, en dicho lugar se encontraré

disponible a lo menos:

e Ducha de seguridad y lavaojos.
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e Botdn de emergencia (alarma): La cual debera ser activada en caso de un accidente severo, derrame

mayor o incendio.

N EMERGENCY

e Extintor de incendios (con mantencion al dia).

(

EXTINTOR

—

La ubicacion del equipamiento de seguridad deberd estar debidamente sefialada. El personal debera
familiarizarse en la ubicacion, el manejo y uso de los equipos de seguridad del laboratorio, para utilizarlos

adecuadamente en caso de emergencia.

Los reactivos deberan encontrarse debidamente rotulados y almacenados en las salas o en la bodega, espacios
destinados para este fin. En caso de sustancias inflamables o corrosivas concentradas estas seran almacenadas
en los gabinetes especificos. Se dispondra de un listado de cepas y de los reactivos de riesgo disponibles en las
salas y bodega, en un lugar accesible. Se debe prohibir el dejar botellas de reactivos quimicos o residuos en suelo

de pasillos o lugares de transito.
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Tanto las instalaciones eléctricas como los equipos se deben mantener en condiciones 6ptimas, para garantizar
el correcto funcionamiento y prevenir de este modo, interrupciones o dafios durante las operaciones del

laboratorio.

En caso de que estas tengan algun defecto deberd comunicarse a la jefatura directa a fin de que se tomen las
medidas correspondientes. Se debera colocar un letrero que indique la observaciéon: “Fuera de Uso” o “Mal

Estado” , con fecha y firma del responsable de la indicacion.

FUERA DE USO

Fecha:
Responsable:

4. FICHAS DE DATOS DE SEGURIDAD

Se contara con un archivador fisico o digital en el cual se encontraran las fichas de datos de seguridad de las
sustancias o reactivos cominmente usados o nuevos, deben estar disponibles en las salas o dependencias, en un
lugar accesible. El personal deberd leer las fichas de seguridad a fin de familiarizarse con las caracteristicas de las
sustancias de trabajo y las debidas medidas de seguridad.

5. GESTION DE RESIDUOS
Los residuos biolégicos o quimicos seran retirados segun los protocolos establecidos a nivel por el laboratorio.

Los contenedores y espacios destinados para su almacenamiento o disposicién deberan encontrarse

debidamente definidos y rotulados segun tipo.

Clasificacion y/o Almacenamiento Disposiciony
segregacién de los internode los :raslmaﬁ;::m destrucciénde los
residuos residuos bodeg residuos

Esquema general de un flujo de gestion de residuos
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Conforme al Decreto 6: “Reglamento sobre Manejo de Residuos de Establecimientos de Atencién de Salud

(REAS)" del Ministerio de Salud, en el articulo 6°; /os residuos especiales (aplica a laboratorios de microbiologia)
son aquellos que contienen o pueden contener agentes patdgenos en concentraciones o cantidades suficientes
para causar enfermedades a un huésped susceptible. En esta categoria se incluyen los siguientes: cultivos y

muestras almacenadas, residuos patoldgicos, sangre y productos derivados, cortopunzantes y residuos de
animales.

El material cortopunzante y puntas de pipetas automaticas contaminados, deberan

ser eliminados en cajas y
desechados segun los instructivos sefialados anteriormente.

Se debe disponer de un procedimiento o
instrucciones especificas que deben

Q.
seguirse para el tratamiento de derrames ‘Q’
(incidentes o emergencia) accidentales, de ,‘@/
acuerdo al tipo de sustancias (quimicas o

Lol . . )
biolégicas) utilizadas en el Laboratorio, el
personal debe ser capacitado en estas
materias.
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EQUIPAMIENTO

El laboratorio de microbiologia de alimentos debera disponer del equipamiento necesario, conforme al tipo de

analisis y métodos implementados. Entre los equipos de uso mas frecuente se incluyen los siguientes:

e Agitadores;

e autoclave;

e balanzas;

e baflos de agua termorregulados;

e cabina de bioseguridad;

e centrifugas; congeladores;

e contadores de colonia;

e desionizador o equipo purificador de agua;
e horno de esterilizacion;

e Incubadoras;

e material volumétrico y aparatos de vidrio;
e micropipetasy pipetas de laboratorio;

e microscopios;

e pH-metro;

o refrigeradores;

e sistemas de filtracion;

e temporizadores;

e termociclador;

e termohigrémetros;

e termdémetros;

e otros equipos: medidores de pH, conductimetro, colorimetros, turbidimetros, etc.
1. HISTORIAL DE LOS EQUIPOS

Debe mantenerse un registro actualizado del equipamiento del laboratorio, el cual debe incluir, como minimo,

la siguiente informacion:

e Tipo de equipamiento;

e nUmero de inventario o de identificacion;
e modeloy nimero de serie;

¢ Nombre del fabricante

e lugar de instalacion;

o fecha de recepcion;
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o fecha de puesta en marcha;
o datos respectos a servicios de mantenimiento, calibracién o reparacion.

El personal responsable de la operacion de los equipos de laboratorio, debe estar capacitado y contar con la

autorizacion para su uso.

Los manuales técnicos proporcionados por los fabricantes y/o proveedores deben ser considerados documentos
controlados, debidamente almacenados y facilmente accesibles para el personal autorizado. La operacion de los
equipos debe realizarse siguiendo estrictamente las instrucciones contenidas en dichos manuales.
Adicionalmente, el laboratorio podrd desarrollar procedimientos operativos internos especificos para cada

equipo, con el fin de facilitar su correcta manipulacion y operacion.

Es importante que la calificacién de instalacién de los equipos sea realizada tanto por el proveedor o por un
servicio calificado y una vez finalizada la instalacion, por el usuario, quien debe confirmar que el equipo ha sido

recibido e instalado de manera satisfactoria.

2. MANTENIMIENTO, VERIFICACION Y CALIBRACION DE EQUIPOS

La gestion de laboratorio conforme a la ISO/IEC 17025, en al ambito de equipamiento y metrologia debe

considerar al menos:

e Especificaciones del equipamiento del laboratorio.
e Calibracion:
o Determinacion de intervalos de calibracién;
o interpretacion de certificados de calibracion.
e Verificacion periddica.
e Trazabilidad metroldgica.

El aseguramiento metrolégico y confirmaciéon metrolégica del equipamiento es esencial. La norma ISO/IEC
17025, sefiala que el laboratorio debe contar con un programa de mantencion, control, calibracién y verificacion
de equipos, con una frecuencia establecida conforme a la experiencia y el andlisis de riesgos en funcién, por
ejemplo, de la necesidad, el tipo y el rendimiento del equipo. Las operaciones a realizar con los equipos pueden
ser de mantenimiento preventivo y/o de calibracién o verificacién del adecuado funcionamiento de sus equipos.
El programa de mantencion y calibracion de equipos tiene como objetivo garantizar el correcto funcionamiento

del equipo en el tiempo.
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Siempre que sea posible y apropiado, la calibracion debe ser realizada por laboratorios de calibracion
acreditados. Las calibraciones internas son aceptables dentro de las disposiciones de las politicas del organismo

de acreditacion.

Antes de utilizar un equipo, se debe comprobar que sea adecuado para el propdsito previsto y que cumple con
los requisitos especificados antes de su uso. Ademas, el laboratorio se asegurara de que el equipo utilizado para

las mediciones sea capaz de lograr la precision y/o incertidumbre requeridas para producir un resultado valido.

La guia de EURACHEM del afio 2023 para la acreditacion de laboratorios que realizan analisis sefiala lo siguiente:
El rendimiento o desempefio del equipo calibrado debe verificarse antes de su uso. Ademas de los planes de
verificacion programados, el equipo debe verificarse con respecto a los valores iniciales después de cada

reparacion o modificacion significativa y, si corresponde, cambio de ubicacién.

-

e

Equipamiento

Personal
200

Trazabilidad
-
Ee.

Factores que influyen en la confirmacién metrolégica

La confirmacion metrolégica del equipo de medicion incluye los procesos de calibracién y verificacion
metroldgica, asi como las posibles decisiones que se derivan de los resultados de la calibracion (ajustes,

reparaciones, etc.). La norma ISO 10012 presenta la calibraciéon y la verificacion como dos procesos secuenciales
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y complementarios. La calibracién determina las caracteristicas metroldgicas del equipo de medicién, necesarias
para evaluar la incertidumbre de la medida en relacion con el proceso de medicion. La verificacion metrolégica,
mediante la comparacién directa de la incertidumbre de la medida con los requisitos metroldgicos, determinara

si el equipo de medicién es confirmado o no para un determinado proceso de medicion.

La confirmacion metrolégica esta sujeta principalmente a 4 factores.

Tabla 3: Factores que influyen en la confirmacién metrolégica

-Caracteristicas metroldgicas. -Formacién: conocimientos, -Calibraciones. -Principio de medicion.
-Calibracion de patrones. habilidad y experiencia. -Verificaciones. -Método de medicién.
-Requisitos del uso previsto. -Evaluaciones periddicas. -Patrones. -Ejecucién del Procedimiento.
-Infraestructura.

-Condiciones ambientales .

Las calibraciones de los equipos y aparatos deben ser realizadas por un organismo con competencia
comprobable o acreditado por la norma ISO/IEC 17025 para dicho fin y alcance. La calibraciéon de un equipo, no
debe confundirse con los ajustes el usuario puede realizar, conocidos como “autocalibracién” , nitampoco con
la verificacion de la calibracién. Las fechas de calibracidon, mantenimiento y la proxima calibracion deben estar
claramente indicadas en una etiqueta visible adherida al equipo, conforme a los requisitos del sistema de gestion
de calidad.

Las verificaciones pueden ser realizadas por personal interno o externo que tenga las competencias en el
procedimiento. El control interno debe ser realizado por el personal del drea o por quién este asignado como
responsable del equipo. Las frecuencias de las verificaciones de los equipos dependeran de diversos factores,
tales como: robustez del equipo, frecuencia de uso, condiciones ambientales, resultados obtenidos de los

controles, estado del equipo, recomendaciones entregadas por el fabricante, etc.

Es por ello que, los patrones o materiales de referencia utilizados por los laboratorios de ensayo deben estar

debidamente calibrados o contrastados para su uso adecuado.

El material volumétrico y pipetas automaticas deben ser verificadas, normalmente esta verificacion es realizada

personal calificado a través de técnica gravimétrica, con la trazabilidad adecuada para el fin previsto.
Los autoclaves y hornos, utilizados en procesos de esterilizacién y descontaminacion, deben cumplir con las

tolerancias o rangos de temperatura y tiempo especificados, es decir, para los distintos ciclos y configuraciones

de carga que se utilicen en el laboratorio. El laboratorio, en este sentido debe establecer cuéles son los criterios
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de aceptacion o rechazo de un ciclo de esterilizacion. La informacion de cada ciclo de trabajo debe estar

debidamente registrada y documentada.

En el caso de la microbiologia de alimentos pasa a ser muy relevante la confirmacion metrolégica de
termémetros, equipos de incubacién, balanzas, equipos de esterilizacién. En este sentido el “Programa de
Mantencion, Verificacion, Calibracién y Control de Equipos” , debe satisfacer los requerimientos analiticos, en

cuanto a su sensibilidad, exactitud y precision.

La frecuencia de calibracion y verificacién del desempefio de un equipo debe establecerse en base a su historial
de uso, resultados obtenidos de calibraciones o verificaciones y su comportamiento entre verificaciones (y/o
calibraciones). Asimismo, se deberan tener en cuenta las recomendaciones entregadas por el fabricante u otras

directrices.

Antes de utilizar las balanzas, se debe asegurar que hayan sido sometidas al control de verificacién rutinario,
estén con su calibracién vigente y conforme. Un laboratorio de microbiologia de alimentos debe estar equipado
con balanzas del rango y la resolucién requeridos para los diferentes elementos que se van a pesar. Para la
balanza la tolerancia en pesos de masa es de + 5 % y la tolerancia en pesos de volumen es de + 2 %, ya que se
trata de una aplicacion critica que tiene un efecto directo en los resultados de los ensayos. A menos que se
indique lo contrario, la resolucion de la balanza debe ser lo suficientemente buena para leer al menos el 1 % de
la masa. Por ejemplo, para pesar 10 g, la balanza debe poder leer hasta 0,1 g; para pesar 1 g, la balanza debe

poder leer hasta 0,01 g.

Es importante que el laboratorio disponga de los rangos de tolerancia y /o exactitud de los equipos de medicién

para establecer los limites de aceptabilidad o el rango dentro del cual ain se puede mantener la calidad.
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Tabla 4: Ejemplos de rangos de mediciones de algunos equipos e instrumentos

Resolucién para leer 2 1% de la masa.

Desionizador y unidades de osmosis Conductividad < 25 pS cm™ (equivalente a una resistividad = 0,04 MQ.cm) y

reversa debe ser inferiora 5 uS cm™ a 25 °C.
Dispositivos de control de La incertidumbre debe ser al menos cuatro veces menor que el rango de la
temperatura, incluidos registradores tolerancia méxima permisible requerida.

automaticos

Autoclave (esterilizador calor himedo) VAR @EIR{e)
Horno (Esterilizador calor seco) 170°C = 10 °C.
Tamafio maximo particulas 0,5 pm: < 4000/m>.

Homogeneizador de paletas Rango de velocidad: 200 rpm, 230 rpmy 260 rpm.

(peristaltico) 200 rpm ofrece una mejor agitacion cuando se mezclan sustancias
predominantemente liquidas, permitiendo reducir el tiempo de procesado.
230 rpm se considera adecuada para la gran mayoria de las aplicaciones.

260 rpm se usa frecuentemente para preparar muestras sélidas.

Pipetas y dispensadores Precision de + 2% para aplicaciones criticas como diluciones.
Precision de + 5% para aplicaciones que no tienen efecto directo en los

resultados.

Termdémetros de columna de vidrio +0,5°C.
Vitrinas refrigeradas 5°C+3°C.
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Tabla 5: Ejemplo de mantenimiento, calibracion y verificacion de algunos equipos criticos utilizados en laboratorios de microbiologia

EQUIPO
Autoclaves

Balanza

Barios de agua (Bafios
de maria)

Cabinas de

bioseguridad y flujos

laminares

MANTENIMIENTO
Realizar comprobaciones visuales de la junta,
limpiar/drenar la cdmara.
Frecuencia: Regularmente de acuerdo a
recomendaciones del fabricante.
Mantenimiento y comprobacién de seguridad del
recipiente a presion.
Frecuencia: anual o de acuerdo a recomendaciones
del fabricante.
Limpieza filtro de drenaje y limpieza interna de
camara de esterilizacion.
Frecuencia: Semanal.
Limpieza externa y nivelacion.
Frecuencia: En cada uso.
Limpieza de camara de pesaje y ajuste de puertas.
Frecuencia: En cada uso.
Servicio Técnico.
Frecuencia: Anual o segun necesidad.
Limpieza y desinfeccion interna de superficies (no
utilizar biocidas)
Frecuencia: Mensual o semestral.

Servicio técnico, control de sistemas mecanicos.
Frecuencia: Anualmente o de acuerdo a
recomendacion del fabricante.

Descontaminar superficie de trabajo y superficies
interiores.

Frecuencia: Semanal.

Limpieza de superficies exteriores y frente.
Frecuencia: Mensual.

Cambio de lampara UV y filtro HEPA.

Frecuencia: De acuerdo a necesidad, o indicaciones
del fabricante.
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CALIBRACION
Perfil térmico (Estudio de uniformidad y estabilidad
de temperatura).
Frecuencia: Al inicio antes de puesta en marcha.
Calibracion de sensores de temperatura y presion.
Frecuencia: Anual.
Nota: Cumplir requerimientos del Reglamento de
calderas, autoclaves y equipos que utilizan vapor
de agua (Dto. 10/ MINSAL). Debe contar con un
Operador con certificado de competencia
otorgado por SEREMI de Salud.

Calibracion cubriendo rango de trabajo.
Frecuencia: Anual los primeros 3 afios y luego
disminuir la frecuencia basado en el
comportamiento satisfactorio.

Perfil térmico (Estudio de uniformidad y estabilidad
de temperatura).

Frecuencia: Al inicio de la puesta en marcha.
Después de una reparacion o cambio que pueda
afectar el control.

Certificacion inicial de parametros (flujo de aire,
pruebas de fugas, prueba patrén de humo, otras).
Frecuencia: Al inicio de la puesta en marcha.
Después de una reparaciéon o cambio que pueda
afectar el equipo. ISO 14644 sefiala requiere una
clasificacion de limpieza clase 5 (ISO 5).

VERIFICACION
Control de monitor de temperatura/tiempo y ciclo
de esterilizacion
Frecuencia: En cada uso.
Control de temperatura con termémetro externo
calibrado.
Frecuencia: En cada uso.
Verificar eficiencia de esterilizacion con indicador
biolégico.
Frecuencia: a lo menos semanal de acuerdo a ISO
17655.

Verificar tara, respuesta con masa patrén y
nivelacion.
Frecuencia: En cada uso.

Control de monitor de temperatura.

Frecuencia: En cada uso.

Control de temperatura con termémetro externo
calibrado.

Frecuencia: En cada uso.

Desempefio.

Frecuencia: Al inicio, anual y después de cada
reparacion / modificacion / o cambio que pueda
influir en el desempefio.

Monitoreo microbioldgico.

Frecuencia: En cada uso o semanal.

Monitoreo del flujo de aire.

Frecuencia: En cada uso.

Control de poder germicida lampara UV.
Frecuencia: Trimestral.
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EQUIPO
Centrifugas y

microcentrifugas

Congeladores

Contadores de

colonias

Desionizador o
unidades de osmosis
reversa

Horno de
esterilizacion

MANTENIMIENTO
Chequear que los componentes externos se
encuentren libres de polvo y manchas. Limpieza
exterior. Prueba con carga equiparada para evaluar
nivelacion.
Frecuencia: Mensual.
Servicio técnico.
Frecuencia: Anual.
Limpieza superficie exterior.
Frecuencia: mensual
Descongelacién y desinfeccién interna de
superficies.
Frecuencia: a lo menos anual.
Mantenimiento servicio técnico.
Frecuencia: Anual o seguin recomendaciones del
fabricante.
Limpieza superficie exterior.
Frecuencia: Mensual.
Cambio de bombilla.
Frecuencia: segln necesidad.
Servicio técnico.
Frecuencia: Anual.
Limpieza.
Frecuencia: mensual.
Reemplazo de cartridgey filtros de membrana.
Frecuencia: De acuerdo a recomendaciones del
fabricante o frecuencia de uso.

Limpieza.
Frecuencia: Mensual.

51

—

CALIBRACION
No requiere.

Perfil térmico (Estudio de uniformidad y estabilidad
de temperatura).

Frecuencia: Al inicio de la puesta en marcha.
Después de una reparaciéon o cambio que pueda
afectar el control.

No requiere.

No requiere.

Perfil térmico (Estudio de uniformidad y estabilidad
de temperatura).

Frecuencia: Al inicio de la puesta en marcha.
Después de una reparacion o cambio que pueda
afectar el control de temperatura.

VERIFICACION
Verifique la velocidad con un tacémetro calibrado e
independiente.
Frecuencia: Anual.
Control de temperatura en caso de centrifuga
refrigerada mediante termémetro externo que no
varié de + 3 °C.

Control de monitor de temperatura.

Frecuencia: En cada uso.

Control de temperatura con termémetro externo
calibrado.

Frecuencia: En cada uso.

Chequear el funcionamiento manual para contar
colonias.
Frecuencia: Anual.

Control de monitor de conductividad del equipo.
Frecuencia: En cada uso.

Chequear la conductividad (o resistividad) con un
conductimetro independiente.

Frecuencia: Semanal.

Chequear contaminacion bacteriana.

Frecuencia: Mensual.

Control de monitor de temperatura del equipo.
Frecuencia: En cada uso.

Control de temperatura con termémetro externo
calibrado.

Frecuencia: En cada uso.
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EQUIPO
Incubadoras

Material volumétrico
de vidrio (pipetas,
matraces, otros)

Micropipetas y
pipeteadores
(dispensadores de
volumen)

Microscopios

MANTENIMIENTO
Limpieza y desinfeccion interna de superficies. .
Frecuencia: Mensual.
Chequear correcto cierre y buen estado de .
empaque de la puerta.
Frecuencia. Segun se requiera.
Control de microbiolégico de superficie interior.
Frecuencia: Mensual.
Chequear por comprobacién visual el estado del .
material de vidrio (marcas, fracturas, visibilidad de
lecturas, limpieza). .
Frecuencia: En cada lavado.
Descontaminacion, limpieza y desinfeccion.
Frecuencia: Tras cada uso.

Limpieza de sello de anillos, émbolos y paredes. .
lubricacién del émbolo y pistén, seguir indicaciones o
de fabricante.

Frecuencia: semestral.

Cambio de bateria (si aplica).

Frecuencia: segln corresponda.

Esterilizacion en autoclave (si aplica de acuerdo a
fabricante y uso).

Frecuencia: Tras cada uso.

Limpieza de superficie exterior, verificar ajuste de .
plataforma mecanica y desplazamiento, comprobar
ajuste mecanismo de enfoque, verificar
funcionamiento del diafragma, confirmar ajuste de
ufa fijalaminas y chequear nivelacion.

Frecuencia: Mensual.

Limpieza de lentes, objetivos, carro portamuestras
y condensador.

Frecuencia: En cada uso.

Cambio de bombilla.

Frecuencia: Seguin necesidad.

Servicio técnico.

Frecuencia: Anual.

CALIBRACION
Perfil térmico (Estudio de uniformidad y estabilidad
de temperatura).
Frecuencia: Al inicio de la puesta en marcha.
Después de una reparacion o cambio que pueda
afectar el control.

Calibracion gravimétrica de acuerdo a tolerancia.
Puede venir certificado de calibracion de fabrica.
Frecuencia: Inicial.

Calibracion en 3 puntos del rango de capacidad-
Frecuencia: Anual.

Calibracién de los ejes de medida longitudinales y
escala angular.
Frecuencia: Al inicio de la puesta en marcha.

VERIFICACION
e  Control de monitor de temperatura del equipo.
Frecuencia: En cada uso.
e Control interno de temperatura con termémetro
externo calibrado sumergido en glicerol.
Frecuencia: En cada uso.

e Verificacion gravimétrica de cumplimiento de la
tolerancia declarada del material.
e  Frecuencia: Anual.

e Verificar el sesgo y precision.

e  Frecuencia: Regularmente, establecer de acuerdo al
desempeno de las micropipetas y frecuencia de
uso.

e Verificar alineacion.
Frecuencia: Anual.
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EQUIPO
Peachimetro

Refrigeradores

Termémetros y
termocuplas de

trabajo

Temporizadores

Termocicladores
(PCR)

Termohigrémetro

MANTENIMIENTO
Limpieza del electrodo de acuerdo a indicaciones .
del fabricante y comprobar buen estado.
Frecuencia: En cada uso.
Cambio de solucién conductora de relleno del
electrodo.
Frecuencia: Cuatrimestral.
Lavado con agua desionizada del electrodo y
posterior almacenamiento sumergido en solucién
depH 7.
Frecuencia: Después de cada uso.
Limpieza y desinfeccion interna de superficies. .
Frecuencia: Trimestral.
Limpieza condensador, empaque de puerta 'y
mantenimiento por servicio técnico.
Frecuencia: Anual o seguin recomendaciones del
fabricante.
Control de microbioldgico de superficie interior.
Frecuencia: Mensual.

Reemplazo de baterias. .
Frecuencia: Segun necesidad. .

Chequear usando temporizador calibrado o contra .
sefial horaria internacional.

Frecuencia: Anual.

Limpieza de pocillos .
Frecuencia: Tras cada uso.

Limpieza superficie exterior (carcasa) de polvos y
manchas.

Frecuencia: Mensual.

Reemplazo de baterias. .
Frecuencia: Segtin necesidad.

CALIBRACION
Calibracién con soluciones buffer trazable al SI. .
Frecuencia: Anual o de acuerdo a uso.

Perfil térmico (Estudio de homogeneidad y .
estabilidad de temperatura).

Frecuencia: Al inicio de la puesta en marcha. .
Después de una reparacién o cambio que pueda

afectar el control.

Calibracion cubriendo rango de trabajo. .
Frecuencia: Anual los primeros 3 afios y luego

disminuir la frecuencia basada en el

comportamiento satisfactorio.

No necesita. .

Perfil térmico (Estudio de homogeneidad y .
estabilidad de temperatura).
Frecuencia: Al inicio de la puesta en marcha.

Calibracion cubriendo el rango de trabajo. .
Frecuencia: Anual

VERIFICACION
Verificar calibracion con solucién buffer trazable al
Sl distinta a la usada en la calibracién.
Frecuencia: En cada uso.
Verificar pendiente y eficacia del electrodo.
Frecuencia: En cada uso.

Control de monitor de temperatura.

Frecuencia: En cada uso.

Control interno de temperatura con termémetro
externo calibrado sumergido en glicerol.
Frecuencia: En cada uso.

Verificar en un punto simple. Ejemplo punto de
hielo (0 °C).
Frecuencia: anual.

No necesita.

Control de monitor de temperatura.
Frecuencia: En cada uso.

Control de monitor.
Frecuencia: En cada uso.
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INSUMOS, REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO

Todos los reactivos, sustancias quimicas, solventes y materiales empleados en los ensayos deben cumplir con los

estdndares de calidad adecuados para el fin previsto.

El laboratorio debe evaluar que todos los medios de cultivo, diluyentes, sustratos, insumos y reactivos utilizados
sean apropiados para los ensayos requeridos, comprobando que cumplan con los criterios o requerimientos

deseados. Para ello el laboratorio debe verificar:

. Revisar los materiales existentes para detectar signos de contaminacion.

. Verificar y reponer cepas de trabajo.

. Adquisicién de materiales confiables.

. Revisar de manera rutinaria las fechas de vencimiento de los medios y reactivos.
. Realizar control de calidad para evaluar desempefio.

Todos los reactivos criticos adquiridos por el laboratorio deben estar acompafiados de su certificado de analisis
y, cuando aplique, de su hoja de datos de seguridad, ya sea en formato fisico o a través de acceso digital

proporcionado por el proveedor.

Las etiquetas de todos los reactivos deben especificar lo siguiente de manera clara y legible, la siguiente

informacion:

(a) Contenido.

(b) Fabricante.

(c) Fecha de recepciony fecha de apertura del envase.

(d) Concentracion o pureza (si corresponde).

(e) Condiciones de almacenamiento.

(f) Fecha de vencimiento o re-analisis (si es factible), segun se justifique.

Por otro lado, la preparacion de soluciones de reactivas y de estandares debe realizarse por personal competente
y conforme a procedimientos definidos. Estas soluciones deben almacenarse en envases adecuados,

especialmente si seran utilizadas posteriormente o guardadas por periodos prolongados de tiempo.
Es fundamental registrar su preparacion para asegurar la trazabilidad, permitiendo identificar los reactivos o

estadndares utilizados en su elaboracién. Ademas, todas las soluciones deben estar etiquetadas de forma legible

y clara, incluyendo la siguiente informacién:
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(a) Nombre de la solucion o estandar.

(b) Fecha de preparacion.

(c) Iniciales o nombre del analista responsable de la preparacion.

(d) Concentracién (si corresponde).

(e) Condicion de almacenamiento (cuando corresponda).

(f) Fecha de vencimiento o re-analisis (si es factible), segun se justifique.

Los medios de cultivo elaborados por el laboratorio, deben ser etiquetados de la siguiente manera:

(@) Nombre del medio de cultivo.

(b) Lote (cuando corresponda).

(c) Fecha de preparacion.

(d) Condicién de almacenamiento (cuando corresponda).

(e) Fecha de vencimiento o re-analisis (si es factible), segun se justifique.

Meg > CUltiVOSTE
_tiguetadoEmm

Todos los insumos, reactivos, medios
de cultivo y materiales deben
mantenerse almacenados de manera
segura segun sus especificaciones,
bajo condiciones apropiadas y
temperatura controlada.

Los estantes, gabinetes o equipos de
almacenamiento deben ser
adecuados de acuerdo al tipo y nivel
de riesgo de las sustancias.

En los casos que corresponda, ciertos
materiales deberan mantenerse bajo
resguardo o bajo llave en
compartimientos con cierre de
seguridad.
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1. AGUA GRADO REACTIVO

En cuanto a la calidad del agua grado reactivo (A.G.R) utilizada en el

laboratorio, esta debera ser adecuada para los fines previstos.

Se deben establecer los requisitos de los parametros del agua para uso

en analisis microbiolégico.

Para la calidad del agua para uso microbioldgico, tener en cuenta, que

cumpla:

e Uso de agua purificada: destilada, desionizada, desmineralizada,
0osmosis o sistema equivalente.

e Libre de sustancias inhibitorias o que influyan el desarrollo de los
microorganismos: trazas cloro, amonio, metales, etc.

e  Elagua debe utilizarse tan pronto es producida.

e El agua purificada se puede almacenar en contenedores de

material inerte o neutro). (debera realizarse en dispositivos de
vidrio neutro, politetrafluoretileno (PTFE) o polietileno de alta densidad polifluorinado (PHD).

La USDA plantea los siguientes requerimientos para el agua de uso en ensayos microbiolégicos.

Tabla 6: Requisitos del agua grado reactivo para fines de analisis microbiolégicos segin USDA

Requisito Parametro Frecuencia

Conductividad, uS/cm a 25 °C <1,0 Semanal o antes de usar
Resistencia, MQ/cm a 25 °C 21,0 Semanal o antes de usar
Cloro residual total , mg/L <0,1 Mensual
Recuento heterotréfico en placa, ufc/mL <1000 Mensual
Metales pesados c/u (Cd, Cr, Cu, Ni, Pb, Zn), mg/L <0,05 Anual
Metales pesados totales, mg/L <0,1 Anual
Toxicidad Debe recibir resultados satisfactorios

para ser considerada apta para los Anual

analisis microbioldgicos
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La ISO 3696:1987 "Water for analytical laboratory use — Specification and test methods” establece los
requerimientos del agua para uso en laboratorio para analisis quimicos inorganicos y los métodos de control.
Esta norma describe en grados 1 al 3 la calidad de agua. Para analisis de biologia molecular y biotecnologia se

recomienda el agua Grado 1, para los analisis microbiolégicos debe ser a lo menos Grado 2.

Tabla 7: Requisitos del agua grado reactivo para fines de analisis microbiolégicos segiin ISO 3696

Conductividad, uS/cm a 25 °C <01 <1
Materia Oxidable (O), mg/L No aplica <0,08
Absorbancia a 254 nmy 1 cm de longitud 6ptica celda, en

. . <0,001 <0,01
unidades de absorbancia
Residuos después de evaporacién a 110 °C, mg/kg No aplica <1
Si02, mg/L <0,01 <0,02

El Standard Methods for the Examination of Water and Wastewate SMEWW, establece 3 tipos de agua grado
reactivo, basado en la directriz ASTM D 1193-06:

Tabla 8: Requisitos del agua grado reactivo para fines de analisis de aguas segin SMEWW 1080-C

Resistividad, MQ/cm a 25 °C 210 20,1
Conductividad, uSiemens/cm a 25 °C <01 <1 <10
Si02, mg/L <0,05 <01 <1

Para fines de microbiologia puede usarse clase “alto” o “medio” .Se debe asegurar un agua libre de bacterias
a través de irradiacion UV del agua si es factible, el uso de filtros de membrana de 0,2 um de poro o la
esterilizacion del agua en un frasco por calor himedo. Las condiciones indicadas a continuacién es para el agua

grado reactivo para fines de analisis microbiolégicos de acuerdo a SMEWW.

Tabla 9: Requisitos del agua reactivo para fines de analisis microbiol6gicos segiin SMEWW 9020: II

Parametro de calidad Limite maximo aceptable Frecuencia monitoreo

Conductividad, uSiemens/cm a 25 °C 2 Cada dia de uso
Carbono organico total TOC, mg/L 1,0 Mensual
Metales pesados, cada uno (Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn), mg/L 0,05 Anual
Metales pesados (totales), mg/L 0,1 Anual

Cloro total residual, mg/L 0,1 En cada uso o mensual
Recuento en placa de heterétrofos, UFC/mL 500 Mensual
Recuento en placa de heterétrofos, NMP/mL 500 Mensual

Test de Calidad bacteriolégica* Razoén 0,8-3,0 Anual

* ver SMEWW 9020 B. 5 Laboratory Supplies f Reagent —grade water 1) test for bacteriological quality
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De acuerdo a la ASTM D 1193-06, el agua para fines de andlisis cualitativos y preparacion de medios de cultivo
debe ser tipo Il. Esta directriz sefiala los requisitos del agua para métodos de analisis quimicos y pruebas fisicas.

Esta recomienda que para analisis microbiol6gicos se recomienda el uso de agua tipo | Opcién A o B.

Tabla 10: Requisitos del agua para fines de analisis microbiolégicos segin ASTM D 1193-06

Tipo Il
Requisito
IS
21,0 21,0

Resistividad, MQ/cm

Conductividad, uSiemens/cm a 25 °C <10 <10
Carbono organico total, TOC, pg/L <50 <50
Sodio, pg/L <5 <5
Cloruro, pg/L <5 <5
Si02, mg/L <3 <3
Recuento heterotréfico en placa, ufc/mL <1 <10
Endotoxina, EU, mL <0,03 <0,25

La norma chilena NCh 426/2 establece los requerimientos para el agua grado reactivo para analisis
microbiolégicos y preparacion de medios de cultivo debe ser clase 4.

Tabla 11: Requisitos del agua para fines de analisis microbiolégicos segin NCh 426/2

Conductividad, uSiemens/cm a 25°C 5 Diario o antes de usar

pH a 25°C 5-7 Diario o antes de usar

Carbono organico total, TOC, mg/L * La autoridad competente debera Autoridad puede establecer la
establecer el limite méaximo (a) frecuencia del control (b)

Cloro residual total, mg/L* No detectado (c) Mensual

Metales pesados c/u (Cd, Cu, Pb, Zn), mg/L* No detectado (d) Anual

Metales pesados c/u (Cr, Ni) mg/L 0,05 Anual

Recuento heterotréfico en placa, ufc/mL 1000 Mensual

Cuando no existe en el método o en el organismo que oficializé método pertenece, una indicacion especifica
sobre los requerimientos del agua grado reactivo, por ser un referente nacional. Para estos parametros con (*)
recomendamos considerar las condiciones indicadas por el Centre d’ expertise en analyse environnementale du

Québec (a) < 0,1 mg/L; (b) anual; (c) < 0,1 mg/L; (d) < 0,05 mg/L. el nivel de metales totales no deberia superar
0,1 mg/L.
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Para uso de autoclaves, la norma chilena NCh 426/2 establece un agua Clase 3, con el fin de proteger y evitar
riesgos de funcionamiento del equipo, el agua de ingreso usada en el proceso en el equipo debe tener una
conductividad menor a 10 uSiemens/cm a 25°Cy un pH entre 5-7 a 25°C. Estos parametros deben ser controlados

diariamente antes de usar.

Como se observan existen diferentes directrices que establecen requisitos especificos del agua grado reactivo
que debe ser utilizada por el laboratorio, para fines de los analisis microbiolégicos y la regulacién chilena,

recomendamos cuando es posible el uso de los lineamientos del SMEWW (Tabla 9).

El Decreto 10 “Aprueba reglamento de calderas, autoclaves y equipos que utilizan vapor de agua” del
Ministerio de Salud, establece que el agua de alimentacién debe ser controlada a lo menos una vez al afio, o a

solicitud de la autoridad sanitaria, y debera tener:

a) un aspecto cristalino, homogéneo y transparente,

b) su turbiedad no exceder las diez unidades nefelométricas (10 NTU).

La dureza total del agua no debera exceder de 10 partes por millén (10 ppm), expresado como CaCOs.
¢) El pH debe estar entre 7y 11, a 25 °C.

2. MEMBRANAS FILTRANTES

Suficientes pruebas de desempefio se deben llevar a cabo para demostrar que el lote es apto para el propdsito y

que el filtro puede producir resultados consistentes para el analisis especifico.

La calidad del filtro debe ser evaluada en conjunto con el medio de cultivo especifico previsto para demostrar la
idoneidad para su uso en una denominada prueba de funcién microbioldgica. Esto implica que la prueba de la
membrana debe demostrar que es apto para el sistema entero (membrana filtrante en combinacién con el medio

de cultivo especifico y con los pasos de filtracion. No se requiere evaluar la membrana individualmente).

Los resultados obtenidos para una especie o grupo de microorganismos, puede no ser validos para otros grupos.

Tabla 12: Pasos principales para evaluacion membrana filtrante

Inéculo Preparacién de una suspension a partir de una cepa de trabajo (80 a 120 UFC)

Ensayo Utilizar medio de referencia y el medio de cultivo especifico para evaluacién productividad

Incubacién Segun norma especifica para recuentos (ejemplo 9308-1)

Recuento y resultado Determinacion cuantitativa de la productividad (#) y evaluacidn cualitativa selectividad y especificidad.
Liberaciéon del lote Liberacién del lote de membrana filtrante con el lote del medio especifico.
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3. MATERIAL DE VIDRIO Y OTROS SUMINISTROS

Se debe verificar que el material que se utilizara en el proceso analitico se encuentre en buen estado, que cumplan

con las caracteristicas de resistencia, capacidad o esterilidad requeridas.

Las pipetas son dispositivos de vidrio o plastico (desechables o reutilizables) que se utilizan para administrar
voliumenes de materiales liquidos o viscosos. Las pipetas automaticas (mecanicas) equipadas con puntas de

plastico son dispositivos que dispensan voliumenes fijos o ajustables de liquidos.

Verificar las pipetas nuevas al recibirlas. Las pipetas reutilizables y las automaticas deben ser verificadas a
intervalos regulares, segun la frecuencia y la naturaleza del uso, estas deben cumplir con las especificaciones de

exactitud y precision indicada por el fabricante.

Las pipetas no desechables y las pipetas automaticas se descontaminan y esterilizan segun corresponda después
de cada uso. Silos cilindros o pistones de las pipetas automaticas se contaminan, de deben desmontar, limpiary

desinfectar, y posteriormente verificar.

En el caso de materiales que deban ser reutilizados los procesos de lavado y esterilizacién deben ser claros y estar
debidamente documentados. De preferencia, en microbiologia se recomienda el uso de detergentes de
laboratorios neutros y libres de fosfatos, pero eventualmente se pueden utilizar detergentes de pH distinto,
asegurando su debido enjuague para llegar el material a un pH neutro. En este contexto, se debe realizar el
control de pH del material lavado y seco, a fin de asegurar que el pH de este se encuentre en un rango neutro
entre 6,5 a 7,3 unidades de pH. Para ello, se recomienda rutinariamente realizar la prueba con azul de bromotimol
0,04 %, si se detectan residuos &cidos en viraje es amarillo, si se detectan residuos alcalinos el viraje es azul y viraje
azul-verdoso rango neutro, por ello se recomienda uso de detergente alcalino para poder evidenciar la
neutralidad descartando que fuese por efecto del residuo de detergente neutro.

Sin embargo, la prueba del control de lavado con el azul de bromotimol, no es suficiente para demostrar la
ausencia de sustancias toxicas, es por ello que el material de plastico o vidrio usado en microbiologia y que fue
sometido a procesos de lavado se debe verificar para asegurar que no presenta residuos de elementos
bacteriostaticos o inhibitorios provenientes del detergente utilizado, mediante el test de residuos inhibitorios, el

cual se debe realizar a lo menos una vez al afo.

Se debe asegurar la limpieza o esterilidad del material de vidrio y material de laboratorio utilizado en los andlisis
de microbiologia, hasta el momento de su uso. Para la esterilizacién del material en autoclave u horno, se debe
considerar que este debe colocarse en recipientes especiales o envolverse con un material apropiado (papel

especial, papel de aluminio, etc.), se debe indicar la fecha de caducidad de la esterilidad en cada paquete o bien
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indicar la fecha de esterilizacion y definir por el laboratorio el tiempo de caducidad. La temperatura de
esterilizacion de material limpio en autoclave debe ser de 121 °C + 3 °C durante un tiempo de 15 min como
minimo, y durante al menos 30 min para material contaminado después de su uso. En horno de esterilizacion,

como minimo 1 ha 170 °C + 10 °C o equivalente.

Se debe realizar el control de esterilidad de los lotes envases o materiales estériles desechables o no, este control

debe estar debidamente registrado. En general, se recomienda analizar un 2 % del lote esterilizado.

El material estéril adquirido o esterilizado por el mismo laboratorio se debe etiquetar debidamente, indicado o
destacando la fecha de esterilizaciéon, fecha de caducidad, identificacién de lote esterilizado, asi como el

responsable. Se deben tener registros de los procesos de esterilizaciones de los materiales.

4. SOLUCIONES TAMPON PARA MEDICION DE PH

Los estandares utilizados en la calibracion del medidor de pH, también denominados buffer o soluciones tampon,
deben ser adecuados, en cuanto a su valor, como su trazabilidad. Al ser recepcionados se debe al igual que todo
estandar registrarse su ingreso (marca, valor, lote, fecha de recepcion, fecha de apertura, fecha de vencimiento,
etc.) y archivar la documentacién asociada a estos (certificado de anélisis). Se recomienda contar con un orden
establecido para su utilizacién, de modo que las calibraciones realizadas al peachimetro permitan puntualmente

conocer que soluciones fueron utilizadas en una determinada calibracion.
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Las soluciones tampdn deben ser trazables al Sl, los valores de pH deben estar especificados claramente con dos
decimales a la temperatura de medicion (ejemplo: pH 7,00 y pH 4,00 y/o pH 9,00 a 25 °C). Para el caso de la
preparacion de soluciones para el ajuste de pH, debe estar debidamente registrada y los reactivos utilizados

deben cumplir con los criterios requeridos para ese fin.

El medidor de pH debe poder leerse hasta la unidad de pH 0,01 mas cercana, lo que permite realizar mediciones
con una tolerancia de + 0,1 unidad de pH y debe estar equipado con compensaciéon de temperatura manual o

automatica.

Las mediciones de pH a medios de cultivo se deben realizar en una temperatura entre 20 °C a 25 °C. Medios de
cultivos calientes dan lecturas de pH erréneas. Para la medicién de pH de medios de cultivo se recomienda usar

un electrodo plano en agares o medios sélidos.

5. MANIPULACION Y PRODUCCION DE MEDIOS DE CULTIVO Y OTROS PREPARADOS

En general, el almacenaje y la manipulacion de los medios de cultivos, reactivos o suplementos debe ser conforme

a las indicaciones de fabricante y las directrices de seguridad siguientes:

a) Se debe procurar que las aperturas y cierres de los frascos sean las menos posibles. Antes y después del
uso, desinfectar el recipiente exterior de todos los medios y reactivos con etanol al 70 %.
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b) El tiempo durante el cual permanezca abierto el frasco que contiene el medio de cultivo debe ser el
minimo. Esto con el fin de evitar que el medio, con el tiempo se hidrate y se apelmace hasta endurecer.

c) Se debe mantener el orden en su manipulacién y almacenamiento. Se recomienda utilizar el medio de
cultivo, reactivo o suplemento segun un orden, por ejemplo, de acuerdo al ingreso o vencimiento, es
decir, el primero que ingresa se utiliza primero, siempre que cumpla con la fecha de caducidad adecuada.

d) Es importante, verificar que no se desprendan las etiquetas de los frascos, de lo contrario, se debe
rastrear la informacién de los productos para etiquetar nuevamente.

e) Los medios de cultivos deshidratados deben ser almacenados segun indicaciones del fabricante. Si no
dispone de la informacién, almacenar conforme a las recomendaciones siguientes:

Tabla 13: Recomendaciones Generales de Almacenamiento

Condiciones Especificacion

o En lugar seco.

» Protegido de la luz y polvo.

Ambientales o A temperatura ambiente que no supere los 30 °C o de acuerdo a las especificaciones del fabricante, ya que
hay medios deshidratados que se almacenan a temperatura de refrigeracion.

o El envase debe estar bien cerrado.
» Debidamente rotulado con la informacién necesaria para una buena identificacion. ejemplo: cuantos frascos

Fisicas

existen de un lote y cual de ellos se esta utilizando.
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~n el laboratorio

f) Los medios de cultivo, los diluyentes y los reactivos deben prepararse de acuerdo con la norma ISO 11133
o con normas especificas para el fin previsto. La norma ISO 11133 establece directrices especificas para la
preparacion, produccién, conservacion y control de calidad de los medios de cultivo, diluyentes y reactivos
utilizados en microbiologia y el beneficio se resumen en la tabla que se presenta a continuacion. El
laboratorio debe de demostrar la trazabilidad en la preparacion de los medios de cultivo a través del nimero
de lote utilizado. Y debe disponer de los certificados de anélisis y de calidad de los reactivos y de los medios
utilizados.
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Tabla 14: Ventajas de la implementacién 1ISO 11133

Compo

Consistencia y Reproducibilidad

Control de Calidad

Cumplimiento Normativo

Estandarizacion

Produccion

Descripcién
La norma asegura medios consistentes y reproducibles, lo que es crucial para la confiabilidad de los
resultados analiticos

Establece las directrices para garantizar que los medios de cultivos cumplan con los estandares
internacionales, lo que incluye la evaluacién de rendimiento o desempefio de los medios de cultivo
Internacionalmente, es una norma obligatoria para todos los laboratorios de ensayos bajo I1SO
17025 y para los medios de cultivo utilizados en el anélisis de alimentos y agua.

En Chile, el cuerpo de acreditacién nacional no menciona explicitamente la norma ISO 11133 como
un requisito obligatorio para la acreditacion bajo ISO/IEC 17025, sin embargo, puede ser esencial
para demostrar competencia técnica.

La norma presenta un disefio estandarizado para la preparacion y control de calidad de los medios
de cultivo, lo que reduce la variabilidad entre laboratorios y entre lotes de produccion.

Establece una linea clara entre las responsabilidades de los laboratorios y los fabricantes de medios
de cultivo en relaciéon con la preparaciéon, produccion, almacenamiento y las pruebas de
rendimiento.
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h)

)
k)

m)

n)

Enla norma ISO 11133 se proporcionan métodos para la prueba de rendimiento de diferentes tipos de
medios de cultivo y reactivos microbioldgicos. Las cepas de control recomendadas para cada medio
de cultivo y reactivo también se citan en la norma ISO 11133 o en normas especificas para la deteccién,
enumeracion o confirmacién de microorganismos.

Es posible que los medios listos para usar que hayan sido probados de acuerdo con lanorma ISO 11133

por el proveedor solo necesiten pruebas reducidas por parte del laboratorio del usuario si se respetan

las condiciones de transporte y almacenamiento.

Dividir las soluciones estériles en alicuotas (voliUmenes mas pequefios) siempre que sea posible.

Si no esta seguro de la esterilidad de sus medios, es mejor desecharlos inmediatamente.

Evitar verter liquidos estériles de un recipiente a otro, ya que esto aumenta la probabilidad de

contaminacion de los medios. En su lugar, utilice pipetas estériles para la transferencia aséptica de los

medios.

Utilizar siempre pipetas de vidrio o de plastico desechables estériles con ayuda de pipeteador para

trabajar con medios liquidos. Utilice cada pipeta solo una vez para evitar la contaminacion cruzada.

No abrir los medios estériles, las placas de Petri o los recipientes de las pipetas hasta que estén listo

para usarlos.

Para los medios de cultivos esterilizados por calor himedo (autoclave):

e Sedeben contar con autoclaves que logren ciclos de esterilizacidn que aseguren que los medios de
cultivo no hiervan (se derraman y pierden volumen) o se destaponen (pierden esterilidad).

e Evitar el sobrecalentamiento de los medios de cultivo, ya que provocan perdida de nutrientes. El
sobrecalentamiento provoca cambios visibles en algunos casos como oscurecimiento (reaccién de
Maillard o pardeamiento no enzimatico).

e Elciclo méas usado de esterilizacién es 15 minutos a 121 °C + 3 °C, pero también se recomienda en
algunos casos el de 10 minutos a 121 °C. Seguir indicaciones de los proveedores de medios
deshidratados y no exceder estos parametros. Procurar que los tiempos de subida de temperatura
y bajada del ciclo de esterilizacidn sean lo mas cortos posible.

e Siempre poner cinta indicadora de autoclave en los lotes esterilizados para poder diferenciar de los
lotes no estériles. En caso de lotes a esterilizar compuestos por frascos individuales, cada frasco
debe tener su cinta indicadora.
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0)

P)

Siun medio de cultivo esterilizado requiere la incorporacién de suplementos sensibles al calor, esperar
gue el medio se enfrie a la temperatura adecuada. Lo ideal, es contar con un bafio termorregulado a
una temperatura no superior a 47 °C.

De preferencia se deben almacenar en un estante o bodega con topes o puertas para no sufrir
derrames o roturas de frascos, ante cualquier movimiento no deseado. Acidos y bases fuertes deben
estar a ras de piso.

Los medios de cultivos comerciales listos para su uso al igual que los preparados en el laboratorio,
deben ser almacenados segun indicaciones del fabricante. Si no dispone de la informacion, se sugiere
almacenar conforme a las recomendaciones siguientes:

A temperatura de refrigeracién, 2 °C a 8 °C o segun indicaciones del método de ensayo u otros
antecedentes técnicos.

No almacenar a temperaturas menor o igual a 0 °C, medios que contengan agar, porque se puede
alterar la estructura del gel.

Protegidos de la luz.

Protegidos de la deshidratacién en bolsas bien selladas. En caso de medios muy higroscopicos
almacenar en desecador de vidrio o plastico con silica gel.
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a)

r

Los medios de cultivos liquidos envasados en tubos o frascos, ademas, de cerrar bien sus tapas se
recomienda colocarlos en una bolsa plastica.

Seguir indicaciones dadas por la referencia metodolégica de anélisis si corresponde.

Los medios sélidos que no hayan sido utilizados una vez fundidos deben ser eliminados y vueltos a
almacenar.

Los medios preparados por el laboratorio, la vigencia puede ser muy variable se recomienda no
almacenar por mas de 2 a 4 semanas los medios en placas y 2 a 6 meses tubos y botellas selladas.
Siempre seguir las indicaciones del fabricante y de las normas especificas.

Los reactivos y suplementos deben ser almacenados conforme a las indicaciones del fabricante y
afadidos el dia de uso.

Los medios de cultivos utilizados como no utilizados (vencidos) deben ser eliminados de manera

segura y siguiendo las normativas nacionales de eliminacién de residuos de laboratorio.

Es importante mencionar que, la calidad de un medio de cultivo y aguas de dilucién pueden verse afectada

durante la preparacion por factores tales como, por ejemplo; calidad del agua, masada, hidratacion, ajuste de pH,

dispensacidn, esterilizacion, calidad de los componentes utilizados o presentes, tiempo de preparacion, etc. Estos

factores a su vez implican que la preparacién del medio debe estar debidamente registrada y también que se

deben trabajar con equipos e instrumentos metroldégicamente calibrados o verificados. Se debe tener un

adecuado control de los lotes producidos y utilizados, asi como registros de estos.

Nt
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R
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Los medios de cultivo, diluyentes y otras suspensiones preparadas internamente, deben ser verificadas y asegurar

que tengan las caracteristicas adecuadas con respecto a:

e Propiedades fisicas (por ejemplo, pH, volumen y esterilidad);

e recuperacion o supervivencia de los microorganismos de interés;
e inhibicion o supresidn de los microorganismos no deseados;

e propiedades bioquimicas (diferenciales y diagndsticas).
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Conforme a lo anterior la norma ISO 11133, establece los controles de los medios de cultivo:

a) Controles fisicos (caracteristicas visuales, consistencia, apariencia, etc.).
b) pH.
¢) Evaluacién de desempefio (productividad, selectividad y especificidad) de los medios.

Para realizar estos controles se debe considerar un nimero representativo del lote de produccién, por ejemplo,
el1%.

La norma ISO 11133 indica que los medios de cultivos pueden ser evaluados por métodos cualitativos o
cuantitativos, tanto para medios sélidos como liquidos. Para los medios que son utilizados para la realizacién de

recuentos, debe utilizarse métodos de ensayos cualitativos conforme al fin previsto.

Es importante mencionar respecto a la productividad de los medios de cultivo que esta se encuentra asociada a

la cepa objetivo, es decir, la cepa que se desea se desarrolle robustamente en dicho medio.

En lo que se refiere a la selectividad de los mismos, esta tiene relacién con la cepa no objetivo, es decir, aquella

que debe ser inhibida total o parcialmente en los medios de cultivo selectivos.

La especificidad de un medio, deberéa evidenciar que se mantienen las propiedades bioquimicas de las cepas en

determinados medios de cultivo.

La evaluacion en general de un lote de medio de cultivo debe ser aceptada cuando cumple los criterios generales

y la calidad microbiolégica.

Aseguramiento Metrolégico y Trazabilidad de Mediciones

Pruebas de
Preparacion Produccion Almacenamiento desempeiio del
Medio de Cultivo

+ Planificacién. - Medida del peso. - Conservacién - Productividad.
- Revisién de los insumos - Disolucién. relacion tiempo - Selectividad.
y reactivos requeridos. . Ajuste pH. y Temperatun:a,
- Vigencia del medio. . Dosificacién. de preferencia
: S, S5°C+3°%,
- Estado de equipos. - Esterilizacion.
+ Cepario.

Flujo de preparacién de medios de cultivos de acuerdo ISO 11133
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MATERIALES DE REFERENCIA'Y CULTIVOS DE REFERENCIA

Un patrén de medicién, es una magnitud materializada, un instrumento de medicién, un material de referencia
(MR) o un sistema de medicién que estan destinados a definir, realizar, conservar o reproducir tanto una unidad
como uno o mas valores de una magnitud de modo de transmitirlos por comparacidn a otros instrumentos de

medicion.

Conforme a la definicion del Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM), el material de referencia (MR) es un
material suficientemente homogéneo y estable respecto a propiedades especificadas, establecido como apto
para su uso previsto en una medicion (o en un examen de propiedades cualitativas). A su vez, define material de
referencia certificado (MRC) como un material de referencia acompafado por la documentacién emitida por un
organismo autorizado, que proporciona uno o varios valores de propiedades especificadas, con incertidumbres

y trazabilidades asociadas, empleando procedimientos validos.

El uso en el laboratorio de patrones y materiales de referencia, estd directamente relacionado con la calidad de
los resultados analiticos. Por lo cual, el objetivo principal de su utilizacién es entregar una base para la obtencién

de medidas exactas y mediciones trazables.
Los materiales de referencia (MR) son:

¢ Homogéneos: se debe asegurar que los valores que se determinan en una muestra de un lote se
puedan aplicar a cualquier otra muestra, dentro de los limites de incertidumbre indicados y,

e Estables: se tiene que asegurar la estabilidad en todo el periodo de validez del material. Las
condiciones de conservacion y de utilizacién deben estar bien definidas con el fin de asegurar la

estabilidad.

De acuerdo con el procedimiento y dificultad de obtencidn, y de su calidad final, se pueden diferenciar en:

e Materiales de referencia primarios.
o Materiales de referencia secundarios.
e Materiales de referencia de trabajo o internos.

Todos los patrones utilizados en el laboratorio deberan estar debidamente identificados, la informacién de estos

debe ser adecuada para su correcto uso y manipulacion. Se recomienda contar con una hoja o registro en el cual
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se registre los antecedentes del material y cuando corresponda su historial de calibracién, verificacion o uso

segun corresponda.

1. PATRONES Y MATERIALES DE REFERENCIA

Esimportante asegurar la trazabilidad metroldgica de las magnitudes que estan presentes en el proceso analitico,
entre las principales encontramos: temperatura y masa. En este sentido las caracteristicas de los patrones de

referencia o trabajo utilizados en el laboratorio deben ser adecuados para los requisitos del andlisis.

En cuanto a los termdmetros de vidrio o digitales su graduacion en general para control de equipos de incubaciéon
normalmente no debe exceder de 0,2 °C a 0,5 °C (pueden requerirse algunos con una menor graduacién por
ejemplo 0,1 °C). Su estado (integridad, continuidad de la columna, etc.) debe ser verificado antes de uso por

comparacion con un patrén trazable al SI.

El termémetro de maxima debe tener la graduacién adecuada de 0,5 °C en un rango de 80 °C a 135 °C para los

requerimientos del proceso de autoclavado.

Los termdmetros de trabajo deben estar debidamente verificados peridédicamente contra el patrén de referencia
que debe estar calibrado y trazable al Sl, a fin de asegurar la trazabilidad de las mediciones de temperatura
realizadas en el laboratorio. Se recomienda contar con un listado maestro de termdmetros presentes en el
laboratorio a fin de poder asegurar la rastreabilidad de estos, para los equipos o procesos en los cuales estan

asignados o son utilizados.

Las masas patrén de trabajo, deben ser del tipo adecuada (Clase OIML o ASTM) para el o los tipos de balanzas
utilizadas en el laboratorio, considerando el rango de pesada y sensibilidad requerida en los procesos de pesada,

y deben estar calibradas debidamente.

Los patrones y materiales de referencia (certificados o no) se deben almacenar en un lugar definido, seguro e
idoneo seguin sus caracteristicas y las recomendaciones entregadas por el fabricante (temperatura, humedad,
protegido de la luz o polvo, etc.). Cuando se trabaje con materiales de referencia o patrones, se debe asegurar
gue su manipulacion sea la apropiada de manera de evitar su alteraciéon o contaminacion. Estos deben contar

con un certificado u hoja de informacién que permita al usuario establecer si es apropiado el uso previsto.
Se describe a continuacion, brevemente, la informacion que en general debe incluir: Nombre y direccion del

productor; Titulo del documento; Nombre del material; Cédigo y nimero de lote del material de referencia;

Descripcion del material; Utilizacion prevista; Instrucciones para el uso correcto del material de referencia;
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Situacion peligrosa; Nivel de homogeneidad; Valores certificados y sus incertidumbres; Trazabilidad; Valores
obtenidos por laboratorios o de métodos individuales; Valores no certificados; Fecha de la certificacion; Periodo

de validez; Otras informaciones; Nombres y firmas de los certificadores.

La informacién que se incluye en la etiqueta o marcada sobre el material o patrén de referencia debe utilizarse
Unicamente para identificar el material y limitarse al nombre del material y del fabricante, al cédigo de fabricacion

del material, al nUmero de lote y las advertencias en materia de seguridad y de salud o vencimiento.

Tabla 15: Recomendaciones sobre patrones fisicos

Tipo de aparato Tipo Requisitos Frecuencia

sugerida

Pesas o masas } . . » .
. Patron de trabajo Calibracion trazable Cada 3 afios
Patrones de trabajo

Termémetro de maxima Patrén de trabajo Calibracion trazable Anualmente

> . . . Calibracion trazable en rango de B
Termémetro de referencia Patron de Referencia ) Cada 5 afios
temperaturas de trabajo

Termocupla de referencia Patron de Referencia Calibracion trazable Cada 3 afios

La ISO 11133, define como cultivo de referencia a las cepas de referencia, que corresponden a cultivos
conservados y distribuidos por Colecciones de Cultivo, cuyos microorganismos se encuentran definidos como
minimo a nivel de género y especie, catalogado y descrito conforme a sus caracteristicas y preferiblemente
procedente de alimentos, es decir; de un entorno de produccién de alimentos consumo humano o animal, o de

agua, segun corresponda.
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S :
: g
Cepario de referencia

A partir de la cepa original del cultivo de referencia o del lote de reserva de referencia, el laboratorio prepara los
cultivos de reserva, los cuales corresponden al cultivo primario derivado del cultivo de referencia o del lote de
reserva de referencia. De estos cultivos de reserva se elabora el cultivo de trabajo. Estos Ultimos se requieren para
evaluar el desempefio aceptable de los medios de cultivo (incluidos los kits de ensayos), para validar o verificar

métodos, o evaluar el desempefio a través de interlaboratorios.

Se debe asegurar la trazabilidad de los cultivos de referencia, esto es esencial para evaluar correctamente el

desempefio de los medios de cultivos, para realizar la validacion de los métodos analiticos y para fines del control
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de calidad del laboratorio. Los laboratorios deben utilizar cepas de referencia de microorganismos obtenidas de
un productor comercial reconocido que sea trazable a una colecciéon de cultivos miembro de la Federacion

Mundial de Colecciones de Cultivos (WFCC) o de la Organizacién Europea de Colecciones de Cultivos (ECCO).

Tabla 16: Ejemplos de materiales de referencia

Material/ Estandares Tipo Requisitos
Cepa de referencia o Material de referencia (MR). e Provenir de una coleccién nacional o
o Material de referencia internacional reconocida.
certificado (MRC). o Certificado.

e Caracterizacion (perfil bioquimico
morfolégico, serologia, secuenciacion,
pureza y viabilidad).

Material de referencia en matriz o Material de referencia (MR). o Suficientemente homogéneo.
o Material de referencia e Estable.
certificado (MRC). e Certificado u hoja de informacion.
e Trazable.
Soluciones estandares de pH o Material de referencia (MR). o Certificado de analisis.
o Material control (QC). e Trazable al SI.
Solucién estandar de conductividad o Material de referencia (MR). e Certificado de analisis.

e Trazable al SI.

Estandar de cloro libre o Material de referencia (MR). e Certificado de analisis.
Estandar de metales o Material de referencia (MR). e Certificado de analisis.

2. CEPAS DE REFERENCIA

Para los analisis microbiol6gicos los materiales de referencia mas utilizados son las cepas de referencia.

A diferencia del campo de la fisica y de la quimica; la biologia referente a MR/MRC, presentan desafios
adicionales, teniendo en cuenta que los analitos de interés son organismos vivos y las referencias de medicion
deben estar orientadas a garantizar las caracteristicas de la identidad del microorganismo (en el caso de ensayos

cualitativos) y de cantidad o concentracion (en el caso de ensayos cuantitativos).

En microbiologia, los materiales de referencia son las cepas o cultivos de referencia que provienen de colecciones
de WFCC o de la ECCO, esto garantiza que el material de referencia esté bien caracterizado en diferentes niveles

(género, especie, subespecie e incluso serotipo), catalogado y descrito acorde con sus caracteristicas.
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Es importante y necesario indicar que se cuenta con el World Data Centre for Microorganisms (WDCM), una

infraestructura de informacion para explorar y utilizar cepas microbianas preservadas en todo el mundo.

Es asi como la Iniciativa de los Centros de Recursos Biolégicos (BRC) de la Organizacién para la Cooperacién y el
Desarrollo Econdmicos (OCDE) recomendé que las colecciones de cultivos evolucionaran hacia estandares mas
elevados para los Centros de Recursos Biolégicos centrandose mas en las caracteristicas taxonémicas y
funcionales de los microorganismos para entregar informacién completa a los usuarios, proporcionando

materiales de referencia auténticos para los cientificos y a las industrias.

A través de Informaciéon sobre Colecciones de Cultivos en todo el Mundo (Culture Collections Information
Worldwide -CCINFO), se dispone de un registro y archivo de metadatos para colecciones de cultivos de todo el
mundo con identificacion Unica al WDCM y asociada al acrénimo de la coleccién del cultivo proveniente (ejemplo:
ATCC, NCTC, etc.) y sus equivalentes u homélogos. El sistema en linea proporciona multiples funciones de
busqueda. Ademas de la busqueda basica de nombre de especie y nimero de cepa, la bisqueda avanzada puede
combinar multiples campos de datos, como similitud de secuencia de genes marcadores y palabras clave en
publicaciones o patentes.

La conservacion de cepas es un proceso que esta disefiado de modo que los organismos experimentan el nimero

minimo de pasajes posible, para reducir la divergencia genética de la cepa.

Identificaciéon

WFCC tiene la
responsabilidad de
proporcionar recursos con
identidades precisas como
materiales de referencia si
ofrecen un servicio publico
y deben hacer todo lo
posible para asegurar que
los organismos que
suminitran son autentico

Autentificacién
Se basa prinicpalmente en una CEPAS »
caracterizacion polifasica Preservacion
(gzr;:t'aﬁ::grgg{;%t;ﬂgﬂﬁ % Para reducir al minimo los
microoorganismo. las pruebas riesgos de pérdida de |a cepa,
biequimicas fueron y siguen la preservacion la realizan al
siendo fundamentales para menes dos métodos de

autenticar estas. La criopreservacion (liofilizacion,
caracetrizacién genotipica se nitrégeno liguido) por lo
basa en secuenciacion rADN menos en duplicado para ser
(SSU 165). Métodos altamente almacenadas en lugares
especificos y sensibles diferentes (para no perder la
independiente del estado cepa en catdstrofes naturales).

fisiolégico o de desarrollo del
microorganismos.

Coleccién de cepas de referencia WFCC
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Existen diferentes nombres que se les asignan a las cepas de referencia, estos cultivos se denominan cepas de
control, cultivos estadndar, cepas de referencia, cepas de prueba y cepas de control de calidad. Estos términos
generalmente se pueden usar indistintamente, aunque la preferencia es cepa de referencia o cultivo de
referencia. Las cepas de referencia deben provenir de una fuente confiable. Existe consenso en que, las cepas de
referencia se subcultivan para hacer cultivos madre o de reserva, que se subcultivan semanal o mensualmente
para hacer los cultivos de trabajo, los que se usan a diario. Los cultivos de trabajo a menudo se mantienen como
cultivos inclinados, y son estos subcultivos los que plantean las preguntas a los cuales se recomienda que no

estén sobre 5 pasajes de la cepa de referencia original.

En el trabajo analitico rutinario de los laboratorios, las cepas de referencia son necesarias para demostrar que los
medios de cultivo (incluidos los kits de analisis) poseen caracteristicas de desempefio aceptables, para validar

métodos y para control.

Como se describié al comienzo, las cepas en general deben ser:

e Microorganismos definidos en cuanto a su género y especie;
e estar debidamente caracterizados;
e de origen conocido.

Para dar cumplimiento al requisito normativo ISO/IEC 17025, el laboratorio de microbiologia para demostrar su
trazabilidad metroldgica, debe utilizar cepas de referencia de microorganismos obtenidos directamente de una
coleccidon nacional o internacional reconocida, del mas alto estdndar, cuando exista alguna. Alternativamente,
podrian utilizarse cepas comerciales siempre pueda demostrarse que todas las propiedades relevantes son

equivalentes.

Tabla 17: Caracteristicas de las cepas como Material de Referencia

Param Caracteristicas

Exento de mezcla y contaminacion.

Homogeneidad Composicién y estructura uniforme respecto a uno mas caracteres dentro de los limites establecidos.

Estabilidad Mantener por un periodo de tiempo establecido, un valor declarado dentro de sus propiedades dentro de los
stabilida
limites especificados.

Cumplir con los requisitos taxonémicos definidos para la especie microbiana y sus caracteristicas propias para esa
Trazabilidad cepay los resultados de esas evaluaciones pueden ser reproducidas en otros laboratorios.
Establecer la trazabilidad hacia la coleccion o el productor del material de referencia microbioldgico.
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Los laboratorios deben establecer y preservar una coleccion de cultivos (cepario) para el control de calidad

interno. Los tres objetivos que hay que alcanzar para conservar correctamente las cepas microbianas son:

e Que el cultivo a conservar sea puro, evitando que se generen contaminaciones durante el proceso de

preservacion;

e que durante el tiempo de conservacion sobrevivan al menos el 70 % a 80 % de las células;

e v, porultimo, que estas células permanezcan genéticamente estables.

Es por ello que, durante la elaboracion y mantencidén de un cepario debe mantenerse control de la pureza,

caracteristicas, bioquimicas y robustez de cada cepa con el fin de asegurar y demostrar la trazabilidad de las

cepas de referencia. Ademas, el laboratorio debera disponer de un procedimiento o instructivo que asegure el

buen uso y manejo de estos cultivos de referencia.

Se debe verificar que las etiquetas sean legibles, se mantengan integras y estan adheridas en forma segura al

embalaje de cada una de las unidades de cepas de reserva de referencia, a lo largo de todo el periodo de validez

del material.

Tabla 18: Directrices generales cepas de referencia, reserva y cepas de trabajo

Cepas de referencia
- las cepas de referencia deben ser
almacenadas en su envase original y deben
seguir las indicaciones del fabricante sobre
su cultivo y empleo

Fuente: Basado en Tesis de Marina Gascan.

Cepas de reserva
- Las cepas de referencia podran ser subcultivadas una
vez para obtener cepas de reserva, realizando en paralelo
los controles de pureza y ensayos bioquimicos que sean
necesarios.
- Se recomienda conservar las cepas de reserva en
alicuotas ultracongeladas o liofilizadas.
- Si las cepas de reserva se han descongelado, no deben
volver a congelarse y reutilizarse.
- Los repiques a partir de una cepa de referencia deben
ser limitados, esto debido a que se debe procurar evitar
alteraciones de las

mutaciones, deterioros o

caracteristicas fenotipicas y/o genotipicas de las cepas.
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Cepas de trabajo

- No deben ser subcultivadas salvo que asi se requiera 'y
se defina en un método normalizado o que el laboratorio
pueda aportar evidencias documentadas de que no se ha
producido ningin cambio en ninguna propiedad
importante.

- No deben ser subcultivadas para sustituir las cepas de
reserva.

- El laboratorio debe demostrar que el nimero de pasajes
que realiza a las cepas no afecta a sus caracteristicas (en
funcién de su uso previsto). Debe tenerse en cuenta que
nimero de pases riesgo de

a mayor mayor

contaminacién y de que se produzcan mutaciones.



Las Buenas Practicas de Laboratorio y Metrologia Aplicada en Laboratorios. ISP. 2025.

Cepa de referencia se subcultiva
en varias replicas a la vez, las
cuales se encuentran dentro de
un pasaje. Estas réplicas son el
cultivo de reserva.

Subcultivos

Este se subcultiva (un segundo : \ para elaborar
pasaje) para hacer cultivos de F
trabajo. Pasaje se define como un - cepas de
subcultivo que implica el : reservay
crecimiento del microorganismo
viable en un medio frasco.

cepas de
trabajo

La descongelacion o
rehidratacion de los cultivos de
referencia no son un pasaje.

Subcultivos de cepas

El laboratorio debera disponer con un
registro del cepario y su existencia.

El lugar destinado para el
almacenamiento de las cepas debe
cumplir con las caracteristicas
adecuadas de temperatura y

capacidad.

Las cepas deben ser almacenadas de
manera segura, debidamente
identificadas y clasificadas, a fin de
evitar confusiones.

Condiciones de almacenamiento de cepas de referencia
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Tipo de almacenamiento

Principales colecciones de cultivos microbianos Internacionales:

. ACAM: Australian Collection of Antarctic Microorganisms, Australia

. ATCC: American Type Culture Collection- Rockville, EEUU.

. BCCM: Belgian Co-ordinated Collections of Micro-organism, Bélgica.

. CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Holanda.

o CCAP: The Culture Collection of Algae and Protozoa, Reino Unido.

o CCF: Culture collection of Fungi; Republica Checa.

o CCM: Czech Collection of Microorganisms, Republica Checa.

o CCTM: Centre de Collection de Type Microbial, Francia.

J CCUG: Culture Collection, University of Goteborg, Suecia.

J CCN: Culture Collection Network, EEUU.

o CIP: Collection del Institut Pasteur, Francia.

o DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen, Alemania.

o ECCO: European Culture Collection Organization.

o IFO: Institute for Fermentation, Japon.

J JFCC: Japanese Federation of Culture Collection of Microorganisms, Japon.
o CAIM: Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms, Hungria.
o NCCB: The Netherlands Culture Collection of Bacteria, Holanda.

o NCIB Ltd.: Bacterial Culture Collection, Reino Unido.

o NCTC: National Collection of Type Culture — Public Health £ng/and, Inglaterra.
. NCYC: National Collection of Yeast Cultures, Reino Unido.

o NRRL: Norwegian Radio Relay League- Culture Collection, Noruega.

J ARS: Agriculture Researche Service, EEUU.
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o RIA: Research Institute for Antibiotics, Rusia.

J UKNCC: United Kingdom National Culture Collections, Reino Unido.

o VKM: A/l Russian Collection of Microorganisms, Rusia.

. WECC: The World Federation for Culture.

o IEGM: Collections Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, Rusia.
o WDCM: The World Data Centre for Microorganisms.

Tabla 19: Principales cepas de referencia utilizadas en microbiologia de alimentos

Cepas recomendadas para su uso en Identificador tGnico
el control de calidad (catdlogo WDCM)

Bacterias

Escherichia coli WDCM 00013, WDCM 00179
Escherichia coliO157:H7 WDCM 00014
Vibrio parahaemolyticus WDCM 00185
Staphylococcus aureus WDCM 00034
Staphylococcus epidermidis WDCM 00036
Pseudomonas aeruginosa WDCM 00025
Enterococcus faecalis WDCM 00087
Salmonella-Typhimurium WDCM 00031
Listeria monocytogenes 4b WDCM 00021
Listeria innocua WDCM 00017
Listeria ivanovii WDCM 00018
Bacillus cereus WDCM 00001
Bacillus subtilis subsp spizizenii WDCM 00003
Legionella pneumophila WDCM 00107
Campylobacter jejuni WDCM 00156
Campylobacter coli WDCM 00004
Clostridium perfringens WDCM 00007
Klebsiella aerogenes WDCM 00175
Shigella sonnei WDCM 00127
Proteus mirabilis WDCM 00023
Citrobacter freundi WDCM 00006
Cronobacter sakazakii WDCM 00214
Candida albicans WDCM 00054
Saccharomyces cerevisiae WDCM 00058
Asergillus brasiliensis WDCM 00053
Mucor racemosus WDCM 00181

Basado en ISO 11133:2014

83



Las Buenas Practicas de Laboratorio y Metrologia Aplicada en Laboratorios. ISP. 2025.

Actualmente, existen pocos materiales de referencia disponibles en el mercado, especificamente disefiados para

matrices alimentarias. Estos deben cumplir con los requisitos establecidos en la norma I1SO 17034.

En el caso de las mediciones microbioldgicas, no es técnicamente posible establecer una trazabilidad directa al
Sistema Internacional de Unidades (Sl). Por esta razoén, la norma ISO/IEC 17025 permite el uso de referencias

apropiadas, tales como:

e Valores certificados o valores no certificados de materiales de referencia (MRC/MR), segun corresponda,
emitidos por productores competentes.

¢ Resultados obtenidos mediante procedimientos de medicién de referencia.

e Meétodos de referencia o normas de consenso, siempre que estén claramente descritos, sean aceptados y
proporcionen resultados adecuados y confiables para el propésito previsto.

En Chile, el ISP cuenta con un Instituto Designado de Metrologia que provee materiales de referencia con

microorganismos en matrices alimentarias, los cuales pueden ser utilizados con este fin.

Ademas, es importante considerar que la trazabilidad metrolégica en los laboratorios de microbiologia no se
limita Unicamente a las mediciones biolégicas. También, se asegura mediante la trazabilidad de todas las
mediciones asociadas al proceso, como las realizadas con estufas, balanzas, termdmetros y otros equipos, los

cuales deben estar calibrados y trazables al SI.
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Metodos de analisis microbiolégicos

Definicion mensurando

Etapa pre-analitica

Equipos calibrados y
verificados: Balanzas,
sensores, temperatura,
material volumétrico,
incubadoras, perfiles
térmicos.

Produccion y
evaluacién de
medios de cultivo
y diluyentes.

L

Validacién/verificacién
de método.

Etapa analitica

Preparacion de la
muestra y porcion de
ensayo.

Método de ensayo:

Suspension inicial y

diluciones seriadas
consecutivas.

Método de ensayo:

Condiciones
ambientales.

Siembra e incubacion.
Tiempo y temperatura.

Etapa post-analitica

Resultados:
Recuentos, analisis de
datos, célculos y
estimacién de
certidumbre.

Emisién de informe
de ensayo

Expresion de los
resultados In

T

T T

1

+ Patrén internacional.

- Patron nacional.

- Patron de trabajo.

- Instrumentos de medicion

+ MRC.
- Cepas de referencia. MR
- Cepas de reserva. ’ :
£ - Estandares.

+ Cepas de trabajo.
P J - Material Control.

- Control de Calidad Externo.
- Control de Calidad Interno.
- validacion/Verificacion de

meétodo.

Magnitud:
Temperatura, masa y volumen

—

Coleccién Nacional o
Internacional

Valor asignado e
incertidumbre

Pilar de traza

Etapa de los ensayos en microbiologia de alimentos

Método de referencia
Método normalizado
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GESTION DE LA INFORMACION Y DATOS

La trazabilidad de los datos también denominada rastreabilidad de informacion, para no confundir con la
trazabilidad metroldgica, es la capacidad de identificar y reconstruir el historial completo de los datos generados
en el proceso analitico, asi como los cambios que sufre la informacion a lo largo de las diferentes etapas del
proceso analitico. Esto se hace utilizando la documentacion del laboratorio que debe mostrar el historial

completo de los datos generados.

Los datos de los laboratorios de alimentos son estratégicos para la seguridad alimentaria, por lo cual se deben

gestionar adecuadamente.

interpretacién
Integracion de datos

Datos de laboratorio
(calidad y técnicos)

Integridad y calidad del dato

Piramide de los datos de un Laboratorio

El registro de la informacién generada en el laboratorio es crucial para la rastreabilidad de los datos. En este
contexto, es importante un manejo agil de la documentacion de calidad y los registros técnicos, lo que permite

un correcto control de datos, para fines de su andlisis como también para la deteccién de desvios o errores en

86

—
| —



Las Buenas Practicas de Laboratorio y Metrologia Aplicada en Laboratorios. ISP. 2025.

ellos. Por otro lado, con el proceso de auditorias los laboratorios pueden evidenciar el cumplimiento normativo,

a fin de asegurar la validez de los datos del laboratorio.

Los laboratorios generan una gran cantidad de informaciony su gestion mediante métodos tradicionales y
manuales requiere una gran dedicacién y esfuerzo. Es por ello que, actualmente la “Transformacion Digital” |, a
través de la incorporacién de tecnologias digitales en todas sus operaciones permite optimizar la gestion de los
datos del laboratorio que incluye principalmente la gestidon de: la planificacion, gestion de documentos,
programa de mantencion y calibracidon equipos, programa aseguramiento de la calidad y validez de los

resultados, gestién de muestras, analisis, inventarios e informes.

Se puede alcanzar un sistema eficiente de rastreabilidad de la informacidn con los beneficios siguientes:

e Aumento de la eficiencia de laboratorios;

e disminuir el uso del papel;

e mejorar la disponibilidad de los registros de auditoria y rastreabilidad;

e  reduccién de ingreso manual de datos y de riesgo de error humano;

e integridady seguridad de los datos;

e  asegurary facilitar accesibilidad e intercambio seguros de datos;

e  depuracion de flujos de trabajo y procesos;

e  evidenciar de mejor manera el cumplimiento regulatorio;

e  aprovechar andlisis de datos para evaluar y mejorar procesos de laboratorio;
e integracion con otros sistemas.

Es importante que el laboratorio, para hacer seguimiento y determinar sus propios limites de tolerancia, utilice,
por ejemplo: cartas controles de los analisis realizados, sobre la evaluacién de desempefio de medios de cultivo
o cartas generadas por el proceso de control de equipos, las que deben estar debidamente documentadas y
archivadas. Del mismo modo, aquellos documentos asociados a la confirmacién metrolégica de equipos o
procesos de verificacion, cuyo objetivo es asegurar la trazabilidad metroldgica de dichas mediciones deben estar

disponibles, debidamente archivadas y registradas.

Los registros en general deben contener la informacion necesaria para sea posible “reproducir”

documentariamente la experiencia analitica. Por lo cual la rastreabilidad de los datos es fundamental.
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1. MUESTREO

El muestreo independiente si es realizado por el laboratorio o por un tercero, debe estar contemplado dentro del
sistema de gestion de calidad del laboratorio de acuerdo a la norma ISO/IEC 17025. Cuando el muestreo es
realizado por el propio laboratorio deberd contar con personal capacitado y competente de acuerdo a una
planificacion definida, los procedimientos de muestreo adecuado y recursos necesarios. Del mismo modo, no se
puede perder la cadena de custodia de la muestra a fin de asegurar que, desde su recoleccidn hasta la recepcion

por el laboratorio, la muestra esta integra y esta identificada de manera clara e inequivoca.

En casos en que el muestreo no sea responsabilidad del laboratorio, se debe indicar claramente en el informe de
ensayo. Sin embargo, el laboratorio debe proporcionar a sus clientes especificaciones técnicas sobre los criterios
de la aceptacion de las muestras, en cuanto a cantidad de muestra, tipo de envase, condicién de almacenamiento

y/o transporte, y tiempo maximo entre la toma de muestra y la recepcion en el laboratorio.

Si la muestra que llega al laboratorio es recibida en condiciones inadecuadas, por ejemplo; se encuentre en
condiciones de deterioro fisico, cantidad insuficiente, sin cadena de frio u otras condiciones, el laboratorio debe
informar al cliente antes de decidir si va analizar o rechazar la muestra, en caso de solicitar el cliente que esta se
analice, en el informe se debe realizar el comentario sobre el alcance al respecto o indicar las limitaciones que

estas condiciones podrian implicar en la interpretacion de los resultados.

Se deben guardar los registros del muestreo, asi como de las comunicaciones de los clientes.

2. MANEJO E IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS

Se deben establecer procedimientos documentados que regulen los procesos de entrega y recepcion de
muestras. Cada muestra debe estar identificada de manera Unica e inequivoca, garantizando su trazabilidad a lo

largo de todo el proceso analitico, a fin de asegurar la cadena de custodia de esta.

El laboratorio debe registrar, a lo menos:

(a) NUmero univoco de muestra.

(b) Fechay hora de recepcién.

(c) Condiciones de la muestra al momento de recepcién, y cuando corresponda la temperatura.
(d) Fechay condiciones de muestreo.
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Los envases y etiquetas de las muestras se deben manipular y almacenar con cuidado para evitar
contaminaciones cruzadas, se recomienda desinfectar el exterior del envase sin afectar la integridad de la

muestra.

El almacenamiento de las muestras en el laboratorio debe realizarse bajo condiciones apropiadas y controladas,
conforme a los requisitos establecidos para cada tipo de muestra y de acuerdo a los métodos de ensayo
utilizados. Las instrucciones para su manipulacién y preparacion previa a la realizacién de los andlisis deben estar
claramente descritas y documentada. Las muestran deben ser analizadas lo antes posible después de ser

recepcionadas. De lo contrario deben ser almacenadas en condiciones apropiadas de temperatura y tiempo.

Del mismo modo, debe existir un protocolo para la retencién y disposicion final de las muestras o de sus
excedentes, una vez concluidos los analisis. Las porciones remanentes de muestras deben ser descontaminadas
antes de su eliminacién o gestionadas como residuos biol6égicos, segun corresponda, en cumplimiento con la

normativa vigente.
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Es importante sefialar que, el analisis celular (procariotas / eucariotas) se utiliza para evaluar y medir la cantidad
de células, el estado celular, la salud y viabilidad celular, la proliferacién y la toxicidad quimica y celular. Los
ensayos basados en células, constituyen una herramienta analitica altamente informativa, cuya utilidad depende
del objetivo especifico del estudio, ya sea investigacion basica, vigilancia sanitaria o evaluacion epidemioldgica.
Su valor radica en que permiten observar respuestas bioldgicas integradas y complejas en un entorno controlado,

simulando de manera mas realista los procesos fisioldgicos que ocurren en organismos vivos.

El andlisis microbioldgico, en el campo de la salud ambiental, toma una relevante importancia para los
laboratorios de control, los laboratorios de fiscalizacion y de vigilancia sanitaria, debido a que en estos recae la
entrega informacion que activa los sistemas de alerta temprana ante contingencias y emergencias alimentarias y
medio ambientales, en base a analisis microbiolégicos en alimentos y aguas. Como parte del sistema de
aseguramiento de calidad de los laboratorios de andlisis, estos deben participar en ensayos de aptitud tipo

comparacion interlaboratorios.

Para los ensayos microbiolodgicos de alimentos, se pueden utilizar métodos convencionales o tradicionales,
métodos rapidos o alternativos. Los métodos convencionales se denominan asi porque se desarrollaron hace
muchos afios y se han utilizado desde entonces como métodos oficiales (go/d standard). Estos métodos se
describen en las denominadas publicaciones de referencia; son aceptados internacionalmente y recomendados,
por ejemplo, por la Asociacidn Americana de Salud Publica, la /nternational Commision Microbiological Foods

(ICMSF) y la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés).
El mensurando para los analisis de células (incluye procariotas) pueden agruparse tipicamente en:

e Concentracion de nimero de células (ejemplo por mL).

« Densidad superficial del nimero de células (ejemplo por cm?).

e Fraccion celular (ejemplo células proliferativas).

e Otras propiedades (ejemplo forma celular, actividad celular, propiedades funcionales).

El laboratorio debe generar resultados confiables para satisfacer las necesidades del cliente lo que implica que

se utilicen métodos y procedimientos apropiados el microorganismo o matriz a analizar.

Se recomienda utilizar métodos normalizados, los cuales han sido debidamente validados para el proposito

previsto y desarrollados conforme a normativas establecidas. Estos métodos han sido desarrollados por
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organizaciones internacionales como I1SO, AOAC, CEN, NMKL, AFNOR, DIN, IDF, ICMS. También algunas
entidades regulatorias han publicado sus propios métodos oficiales como FDA BAM, y FSIS ~USDA.

Actualmente, se encuentra disponible la serie de la norma ISO 16140 “Microbiologia de la cadena alimentaria.
Validacion de métodos” , conformada por 6 partes, la cual estd dedicada al desarrollo de protocolos de
validacién y verificacion de métodos microbioldgicos que incluyen métodos de referencia, métodos alternativos
o patentados, métodos no patentados y métodos propios (in-house). Estas normas internacionales estan
disefladas para ayudar a los laboratorios de anélisis de alimentos y piensos, fabricantes de kits de andlisis,
autoridades competentes y operadores de empresas de alimentos y piensos que requieren implementar

métodos microbiolégicos.

Analista realizando recuento microbiologico

Los métodos microbiolégicos en alimentos se orientan conforme a los pardmetros microbiolégicos donde se

distinguen dos grandes grupos de microorganismos:

e Los microorganismos patdgenos (incluidos los hongos): Que se refiere a un microorganismo que puede
causar intoxicaciones o infecciones por causa de la ingesta de alimentos.
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Los microorganismos indicadores: Que son organismos (o sus productos metabdlicos), cuya presencia

en los alimentos se utiliza para evaluar el proceso de fabricacién y la calidad del alimento o determinar
la vida util del mismo.

Por lo tanto, la evaluacién microbiolégica de la calidad e inocuidad de un alimento, es un tema clave para fines
de la seguridad alimentaria.

1. TIPOS DE METODOS MICROBIOLOGICOS

Por otro lado, conforme al alcance, los métodos de ensayo pueden dividirse en 3 grandes grupos: Cuantitativos,
Cualitativos y de confirmacion e identificacion.

Métodos Cuantitativos o

de Enumeracion

Se requiere la enumeracion
de los microorganismos.
Esto se puede lograr de
varias maneras: mediante
examen directo
{microscopia), inoculando
medios de cultivo sélidos o
liquidos, con citometria de

flujo, mediante métodos de
PCR, etc. Lo métodos de
enumeracién como los
recuentos en placay el
NMP utilizan precisién
(repetibilidad,
reproducibilidad) y sesgo.

Métodos cualitativos
o de deteccién

Sélo detectan (o no) un
microorganismo objetivo
particular en una cantidad
dada de producto y no dan
una indicacion directa de
las cantidades presentes.
Lo métodos de deteccion
que detectan
microorganismos
especificos, utilizan un nivel
de deteccién con una
probabilidad de deteccién
del X % (p. €j. LODsg).

Métodos de Confirmacion
e Identificaciéon

Se utilizan para confirmar
aislamientos presuntivos a
partir de métodos tanto
cualitativos como
cuantitativos.

Los métodos de
confirmacién y tipificacién
utilizan inclusividad y
exclusividad, y los métodos
de identificacién utilizan
precision de identificacion.

Figura 38- Tipos de métodos de ensayo microbiolégicos
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Tabla 20: Clasificaciéon general de métodos de ensayo

Método Descripcion
Técnica Siembra en profundidad
Medio Sélido Método diseminacion (spread)

Técnica siembra en superficie ) .
Método placa en espiral

Cuantitativo Sistema dilucion simple
. Método convencional de nimero mas  Sistema dilucién multiple
Medio Liquido : .
probable (NMP) Sistema dilucién simétrica
Sistema dilucién Asimétrica
Pre-enriguecimiento no selectivo o e ) ) )
. ) » . . Técnica de aislamiento en medios
Cualitativo Método Deteccién primario ] . .
- —_— : selectivos/ diferenciales
Enriguecimiento selectivo
ISO 7218:2024

La identificacion y confirmacion de las colonias presuntivas a las cuales se aplica un método para confirmar la
identidad del microorganismo que generalmente es el patdégeno de interés. Los métodos de confirmacion
pueden ir desde confirmacion al nivel de familia y género, hasta métodos para confirmacién/tipificacion a nivel

taxonomico: género, especie y de serovar(es).

Los métodos de confirmacién/ identificacion mas utilizados son: los de identificacion fenotipica o tradicional y

serotipificacion, los métodos genotipicos y los métodos basados en protedmica.

Tabla 21: Clasificacion general de métodos para confirmacion e identificacion

Confirmacion Identificacion

(proporcionan un resultado + o -) (proporcionan la identidad)
Prueba de aglutinacion en Latex Galerias Bioguimicas
Método de hibridacién ADN
Amplificacién molecular
Prueba de aglutinacién en lamina Espectrofotometria de masa

Secuenciacion ADN

Fuente: ISO 7218:2024

La Norma Chilena NCh 2047, destaca la importancia utilizar cultivos puros para la confirmacion y/o identificacién
de un microorganismo, para seleccionar con confianza una sola colonia y cultivarla en medio no selectivo. Para
formatos de hibridacién de acidos nucleicos y amplificacion molecular, el uso de cultivos mixtos puede ser

aceptable si hay suficiente ADN del organismo objetivo.
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2. VALIDACION Y VERIFICACION DE METODOS DE ENSAYOS

Tanto la validacion como la verificacién de los métodos microbiolégicos se analizan en detalle en las normas
series ISO 16140 e ISO 17468 "Microbiologia de la cadena alimentaria. Requisitos técnicos y recomendaciones
para el desarrollo o la revisién de métodos de referencia normalizados” . Del mismo modo estéa disponible la

"Guia para la evaluacion de métodos microbioldgicos” del Instituto Nacional de Metrologia de Colombia, en

la cual particip6 entre sus autores el ISP.

La NCh 2047, sefiala que las caracteristicas de rendimiento de los métodos de referencia estandarizados se
determinan mediante estudios de validacién y se han incluido en algunas normas internacionales. Estas permiten
que un laboratorio usuario verifique su propio rendimiento comparando las caracteristicas publicadas con sus

propios resultados.

Si los métodos de referencia se sustituyen por métodos alternativos basados en principios diferentes (por
ejemplo, amplificacién o hibridacién molecular, espectrometria de masas o secuenciacion), consultar la parte

correspondiente de la serie ISO 16140 para obtener detalles sobre los procedimientos de validacion.

Tabla 22: Principales caracteristicas de rendimiento por tipo de método

Tipo de Método Caracteristicas de rendimiento

Sensibilidad
Métodos cualitativos (deteccion) Nivel de deteccion (nivel relativo de deteccion)

Inclusividad y exclusividad

Veracidad relativa
Métodos cuantitativos (enumeracion) Perfil de precisién

Inclusividad y exclusividad
Métodos de confirmacion y tipificacién Inclusividad y exclusividad
Métodos de identificacion Exactitud de identificacion

Fuente: ISO 7218.

La validacion de los métodos microbioldgicos tiene como objetivo garantizar que los ensayos de rutina cumplan
con las caracteristicas de desempefio establecidas del método y, por lo tanto, estén cerca del valor “verdadero”
desconocido. Cabe sefialar que la serie ISO 16140 cubre varios procedimientos de validacion:
e Validacién de métodos alternativos (propietarios o patentados) en ISO 16140-2;
e validacion de un solo laboratorio para métodos desarrollados o modificados internamente en 1SO
16140-4;
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e validacion interlaboratorio de métodos no propietarios o no patentados en ISO 16140-5;
e validacion de métodos alternativos (propietarios o patentados) para procedimientos de confirmacion
y tipificacion en I1SO 16140-6.

En cambio, la verificacién de método proporciona evidencia objetiva que el laboratorio es competente para
realizar un método para el fin previsto, de acuerdo con las caracteristicas de desempefio determinadas en el

estudio de validacion del mismo o las publicadas en la norma correspondiente.

Para la verificacion de método consultar la ISO 16140-3, la cual contiene los protocolos para la verificacion de
métodos de referencia y métodos alternativos validados (propietarios o patentados) implementados en un solo

laboratorio y aborda la verificacién de métodos de referencia que no incluyen datos de validacién.

La verificacién incluye dos etapas:

e Verificacion de implementacién para demostrar la competencia de un laboratorio para realizar un
método validado.

o Verificacion de items (alimentos) para demostrar la competencia de un laboratorio para aplicar el
método validado con las matrices analizados de forma rutinaria en el laboratorio que estan incluidos
en el estudio de validacion.

Tabla 23: Caracteristicas de desempefio del método para verificacién

Método Caracteristicas de desempefio Verificacién Verificacion item
implementacion (alimento)
Cualitativo Estimacion del LODsg (eLODsg) Si
Reproducibilidad Intralaboratorio Sz Si No

Cuantitativo
Estimacién de bias (eBias) No Si

Fuente: ISO 16140-3.

El uso de microorganismos y sus derivados para los controles, se utilizan para las pruebas de rendimiento de los
medios de cultivo, el control de calidad de los ensayos, la validacién y verificacién de métodos y las pruebas de
desafio. También se utilizan para la preparacion de muestras para su distribucién en esquemas de pruebas de

competencias.

Las actividades y mediciones realizadas durante el desarrollo del método de anadlisis, entiéndase: pesada de

muestra, diluciones, medicién de temperatura y tiempo de incubacion, etc. deben estar debidamente
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documentados para dar cumplimiento al requisito de la norma ISO/IEC 17025 y disponer de los controles de

calidad respectivos que avalan la validez de los resultados.

Cabe sefialar que, el control de calidad, dentro del “Programa de Aseguramiento de Calidad del Laboratorio”
debe adaptarse a la frecuencia real de los ensayos realizados por el laboratorio. Para la interpretacion diaria de

los valores de control se deben aplicar reglas estadisticas.

Se debe realizar un gréfico de los valores de control para ayudar en la evaluacidn de las tendencias de manera

visual, cuando sea aplicable.

El' "Programa de Aseguramiento de |la Calidad del Laboratorio” se compone del control de calidad interno (CCl)

y en el control externo de calidad (CCE).

3. INCERTIDUMBRE DE LA MEDICION

La norma ISO/IEC 17025 establece la importancia de estimar la incertidumbre de las mediciones en laboratorios
de ensayo. EL VIM, define a la incertidumbre de una medicién como el pardmetro asociado al resultado, es decir,
caracteriza la dispersién de los valores que razonablemente pueden ser atribuidos al mesurando, lo cual, denota

la falta de exactitud (veracidad y precisién) que puede asociarse con los resultados de un anélisis.
Cabe sefialar que en los ensayos microbioldgicos la estimacion de incertidumbre no es de aplicacidon a métodos

cualitativos, ni semicuantitativos como es el caso del niUmero mas probable (NMP). Sino a métodos de tipo

cuantitativos con un modelo matematico definido, por ejemplo: UFC = Y1, x;, siendo x el nimero de colonias.
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Puede usarse como referencia la ISO 19036 :2019 “Microbiology of the food chain — Estimation of
measurement uncertainty for quantitative determinations”, norma que tiene como enfoque global o
descendente para estimar la incertidumbre de la medicién en microbiologia de los alimentos, porque en el caso
de los analisis microbiolégicos, no es viable construir un modelo de medicién cuantitativo exhaustivo, ya que no

es posible cuantificar con precisién la contribucion de cada magnitud de entrada, donde:

e Elanalito es un organismo vivo, cuyo estado fisiolégico puede ser muy variable;

o el objetivo analitico incluye diferentes cepas, especies o géneros;

e muchas magnitudes de entrada son dificiles, si no imposibles, de cuantificar (p. gj., el estado
fisiologico);

e para muchas magnitudes de entrada (p. ej., temperatura, actividad del agua), su efecto sobre el

mensurando no puede describirse cuantitativamente con la precisiéon adecuada.

Por otro lado, para el caso de analisis microbiolégico de aguas esta disponible la norma ISO 29201 “Water
quelite —The variability of test results and the uncertainty of measurement of microbiological enumeration

methods” .
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ASEGURAMIENTO DE LA VALIDEZ DE RESULTADOS

El laboratorio debe implementar de un control de calidad que permita monitorear y verificar la validez de sus
resultados de los ensayos. La aplicacion de estos controles en los ensayos microbiolégicos es crucial, en especial
porque muchas de las mediciones obtenidas estan asociados a la experiencia del analista y como al
comportamiento bioldgico de los microorganismos vivos, lo que introduce una variabilidad inherente que debe

ser gestionada adecuadamente para asegurar la confiabilidad de los resultados.

El aseguramiento de la calidad de los resultados puede ser tanto interno como externo, ambos implican un
seguimiento por parte del laboratorio y deben ser registrados a fin de poder establecer acciones cuando se
detecte un “fuera de control” o "no satisfactorio” . Cuando sea posible evaluar tendencias en los métodos y

analistas, y de este modo establecer acciones.

Validacién o

verificacién del
meétodo

Control de
calidad interno

CccCl
Validez de

[13
resultados

Calibracién y Control de
trazabilidad calidad externo

metroléglica CCE

Aseguramiento de la validez de los resultados de ensayo
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1. CONTROL DE CALIDAD INTERNO (CCl)

El objetivo principal del Control de Calidad Interno es garantizar la confiabilidad y exactitud de los resultados

durante la rutina analitica, en conformidad con criterios predefinidos.

Las actividades del CCl pueden ayudar a identificar procesos técnicos que ya no estan o no estaban bajo control.
Las pruebas “fuera de control” deben investigarse (analisis de la causa raiz) y, de ser necesario, implementarse

las medidas correctivas pertinentes.

Los controles de proceso pueden incluir blancos, controles positivos del organismo objetivo, controles negativos
de un organismo no objetivo o atipico, utilizando suspensiones de cultivo o muestras enriquecidas. Estos
controles realizarse en paralelo a las muestras de ensayo, con una frecuencia programada que sea definida

previamente por el laboratorio.

En general, los controles de calidad pueden incluir los siguientes parametros de procedimientos que forman

parte de un programa de aseguramiento de la calidad por el laboratorio.

a) Control de condiciones de trabajo: Su objetivo es demostrar la capacidad de un medio de cultivo para
favorecer el crecimiento bacteriano. Para esto se evalla contra criterios de aceptabilidad pre-
establecidos. Ejemplo de este tipo de controles son: verificacion del factor de dilucion,
interlaboratorios, muestras blancas, El control de esterilidad de los medios y materiales utilizados, asi
como de las condiciones ambientales de la realizacién de los ensayos.

b) Control de recuperacion: Este control evalla la recuperacién, esto a partir de valores de referencia.
Esto puede realizarse comparando los valores obtenidos con los métodos de referencia, utilizando
materiales de referencia en matriz, muestras inoculadas con cepas de referencia o muestras excedentes
de ensayos de aptitud que estén vigentes.

¢) Control de Precisién: Esta prueba esta enfocada a medios que seran utilizados en ensayos cualitativos
a través de muestras naturales sin inocular y/o muestras naturales inoculadas. Se pueden realizar
controles paralelos al ensayo (o proceso), donde se aprovecha una o mas caracteristicas microbianas
para diferenciar entre los microorganismos del grupo objetivo y atipicos. Estos controles se utilizan
para demostrar la idoneidad del método y que el ensayo se ha realizado correctamente.

d) Controles de veracidad (positivo/negativo): Consiste en incluir un control positivo (cepa objetivo)
posee las mismas caracteristicas que el objetivo de un ensayo, mientras que el control negativo (cepa
no objetivo) es uno que carece de esas caracteristicas definitorias. Su inclusién en los ensayos se utiliza
para confirmar la validez de los resultados del ensayo. Este control es aplicable tanto en analisis

cualitativos como cuantitativos
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e) Ensayos de desafio: Estas pruebas se utilizan para determinar el crecimiento o la inactivacion de
microorganismos de interés en determinadas matrices alimentarias. La seleccion de cepas debe tener
en cuenta las variaciones en la cinética de crecimiento o inactivacién entre cepas.

Control de calidad interno en analisis microbiol6gicos

2. CONTROL DE CALIDAD EXTERNO (CCE)

El control de calidad externo, permite al laboratorio ser evaluado de manera imparcial en cuanto a su desempefio
por un tercero, y comparar los resultados de su desempefio con otros laboratorios, lo que contribuye a detectar

errores como también oportunidades de mejora.

El ISP cuenta con un programa de ensayos de aptitud en el ambito de los alimentos, denominado Programa de
Evaluacion Externa de la Calidad (PEEC), dirigido a la deteccion de patdgenos en alimentos y enumeracion de
microorganismos en alimentos y agua. De este modo se dispone de una herramienta metrolégica a nivel nacional

para poder evaluar el desempefio de los laboratorios microbiolégicos del pais.

—
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De acuerdo a la ISO/IEC 17025, se puede participar en:

a) Ensayos interlaboratorios: participar en este tipo de estudios colaborativos permite evaluar el sesgo
del laboratorio y establecer las caracteristicas de desempefio de un método de medicion.

b) Ensayos de aptitud: el objetivo principal de los ensayos de aptitud es evaluar el desempefio del

laboratorio, a través de la evaluacion del sesgo del laboratorio y su precision.

CONTROLES DE CALIDAD CCIY CCE EN EL LABORATORIO
Debe establecerse para los controles de calidad (interno y externo) la periodicidad de su aplicacion, lo siguiente:
o Eltipo de ensayo (cualitativo, semicuantitativo o cuantitativo).
e Larobustez del método utilizado.
e lafrecuencia de ejecucion de los analisis.
e Los controles indicados en los métodos normalizados.
e Laevaluacion de los resultados histéricos de las cartas de control.
e Los resultados obtenidos en el conjunto de acciones de evaluacion de la calidad.

e Laexperiencia del personal a cargo de la realizacion del analisis.

e Los recursos disponibles del laboratorio.

El control de calidad externo e interno tiene un enfoque de ciclo de mejora continua. Es decir, optimizar de
manera constante los procesos de los laboratorios de ensayo, basado en el ciclo PHVA (Planificar-Hacer-Verificar-
Actuar), para el cumplimiento de los objetivos del laboratorio, es decir asegurar resultados validos y confiables

para la toma de decisién.
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EXPRESION DE RESULTADOS E INFORMES DE ENSAYO

1. EXPRESION DE RESULTADOS DE MEDICION

La expresién de los resultados para las diferentes técnicas analiticas, se realiza conforme a las directrices de la ISO 7218. Los

resultados de medida deben expresarse con base en un valor y unidad de media.

Cabe destacar que en lo que refiere a analisis microbioldgicos, existe una excepcion respecto al uso de unidades del Sistema
Internacional (Sl), que se define en base a constantes universales fisicas. En cambio, la UFC (unidad formadora de colonias)
depende de factores bioldgicos como el tipo de medio de cultivo, viabilidad del microorganismo, la temperatura y el tiempo

de incubacién, lo que impide cumplir con los criterios de reproducibilidad y universalidad exigidos por el SI.

Por esta razén, aunque la UFC no forma parte del S, su uso estd ampliamente aceptado en el &mbito de la microbiologia como
una unidad practica. Los resultados de los recuentos microbioldgicos suelen expresarse en funcién de una fracciéon de masa o
volumen, siendo las formas més comunes: UFC/g, UFC/mL, NMP/g 6 NMP/mL, dependiendo del método de ensayo utilizado

para enumeracion.
Las unidades de medicion deben ser expresadas, cuando sea posible de acuerdo al Sistema Internacional de Unidades, o por

aquellas cientificamente reconocidas internacionalmente. Las unidades frecuentemente utilizadas en el dmbito del analisis de

microbiologia se indican en tabla 24.
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Tabla 24: Unidades de medida utilizadas en microbiologia

Medicién Unidades Simbolo
Valor ciclo de cuantificacién Cq
microSiemens por centimetro uS/cm
Numero de células cél
Copias de genomas Copias por microlitro copias/ulL
Copias por gramo copias/g
Unidad enzimatica U.E.
Numero mas probable NMP
kilogramo kg
gramo g
miligramo mg
nanogramo ng
Molaridad molar; mol/litro M
milimolar mM
micromolar uM
milimetros de mercurio MmHg
Pascal Pa
Libras por pulgada cuadrada psi
Unidad formadora de colonia UFC
Tiempo segundo s
minuto min
hora h
dia d
Unidades endotoxicas UE
Volumen Litro L
mililitro mL
microlitro pl
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Los prefijos utilizados deben estar acorde al sistema internacional de unidades.

Tabla 25: Prefijos del SI de Unidades

Multiplo Nombre
10* yotta
10 zetta
10 exa
10" peta
10% tera
10° giga
10° mega
10° kilo
10? hecto
10! deca
10" deci
107 centi
10° milli
10°® micro
10°° nano
10" pico
10" femto
107 atto
10 zepto
107 yocto

Simbolo

109

Factor de Multiplicacion

1 000 000 000 000 000 000 000 000
1 000 000 000 000 000 000 000
1 000 000 000 000 000 000
1 000 000 000 000 000
1 000 000 000 000
1 000 000 000
1 000 000
1000
100
10
01
0,01
0,001
0,000 001
0,000 000 001
0,000 000 000 001
0,000 000 000 000 001
0,000 000 000 000 000 001
0,000 000 000 000 000 000 001

0,000 000 000 000 000 000 000 001
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a) Resultados cuantitativos

Para métodos cuantitativos el calculo del niumero final (N) de unidades formadoras de colonias por gramo o por

mililitro, ese expresa como UFC/g o UFC/mL, segun corresponda.

El valor de la medicidn deberia expresarse como un nimero comprendido entre 1,0y 9,929 13 veces la potencia
de 10 apropiada, o como un nimero entero con dos cifras significativas. Al hacerlo, si la tercera cifra es inferior a
cinco no modifique la cifra precedente, y si la tercera cifra es mayor o igual a cinco, aumente la cifra precedente
en una unidad. Ejemplo: un resultado de 15.500 UFC/g se aproxima a 16.000 UFC/g, quedando 1,6x 10* UFC/g; si
el resultado es 14.500 UFC/g se aproxima a 14.000 UFC/g quedando 1,4 x10* UFC/g.

Se recomienda tener en cuenta las directrices establecidas en la norma ISO 7218 "Microbiologia de la cadena
alimentaria: requisitos generales y guia para analisis microbiolégicos” , la cual especifica los distintos casos

posibles y los criterios aplicables para el calculo de resultados para:

. Caso general (recuento colonias totales o tipicas sin confirmacion).
. Caso de recuento después de la confirmacion.
. Casos espaciales:

-No se detectan colonias;

-mas del nUmero maximo de colonias tipicas;

-presencia de colonias presuntivas con mas del nimero méaximo de colonias tonales (tipicas y
atipicas);

-limite de determinacién reducido (siembra de un conjunto de placas Petri).

El resultado no debera informarse como “cero para una unidad definida” a menos que esto sea un requisito

regulatorio.
La incertidumbre de medicidon debe ser expresada con 2 cifras significativas en las mismas unidades o

equivalentes del resultado de medida, indicando si corresponde a la incertidumbre estandar (u) o expandida (U),

en este Ultimo caso, se debe sefialar el factor de cobertura (k) utilizado, el cual frecuentemente es 2.
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9] Resultados semicuantitativos

La NCh 2047, recomienda para la técnica del NMP utilizar una calculadora de NMP para determinar los valores
de NMP a partir de la combinacién de tubos positivos y negativos, frascos o pocillos de microplacas en cada
dilucion. El resultado (es decir, el nimero de tubos que producen crecimiento en cada dilucién) da una estimacién

de la concentracién inicial de bacterias en la muestra y para informar el resultado se debe indicar:

. Los criterios que distinguen los resultados positivos de los negativos varian segun el microorganismo o
grupo de microorganismos y se definen en las normas especificas.

. Utilizando estos criterios, contar y registrar el niUmero de resultados positivos obtenidos con todas las

porciones de ensayo derivadas de una muestra.

. Para determinar el indice o valor NMP se puede utilizar las tablas especificas del NUmero mas probable

a partir de diluciones seriadas.

. En el caso de que utilice las calculadoras, estas permiten introducir los resultados de todas las porciones
analizadas, en lugar de restringir su uso a un numero determinado de diluciones y réplicas, como ocurre con las
tablas de NMP.

. El resultado de la calculadora debe incluir una estimacion de los intervalos de confianza del 95 % para el
NMP, junto con una indicacion de la probabilidad de ocurrencia de la combinacién de resultados que da lugar al
NMP.

. Las calculadoras que cumplen estos requisitos para porciones de ensayo de 10 g y 100 g estan
disponibles en ISO 7218.

. La unidad del Nimero Més Probable se expresa cominmente como NMP/g o NMP/100 mL (en agua).

d) Resultados cualitativos

Los métodos cualitativos sélo detectan (o no) un microorganismo objetivo concreto en una cantidad
determinada de producto y no dan ninguna indicacion directa de las cantidades presentes, es asi como,
los resultados de los ensayos cualitativos deben informarse como “Detectado/No detectado en una

cantidad o volumen definido” .
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2. INFORME DE ENSAYO

El informe de resultados debe cumplir con los requisitos de la ISO/IEC 17025. Debe contener a lo menos, la

siguiente informacién, de acuerdo a la norma:

a) Un titulo (por ejemplo, "Informe de ensayo");

b) el nombrey la direccién del laboratorio;

c) ellugaren que se realizan las actividades de laboratorio, incluso cuando se realizan en las instalaciones
del cliente o en sitios alejados de las instalaciones permanentes del laboratorio, o en instalaciones
temporales o moviles asociadas;

d) una identificacion Unica de que todos sus componentes se reconocen como una parte de un informe
completo y una clara identificacién del final;

e) el nombrey la informacién de contacto del cliente;

f) laidentificacién del método utilizado;

g) una descripcion, una identificacién inequivoca y, cuando sea necesario, la condicion del item;

h) la fecha de recepcion de los items de calibraciéon o ensayo, y la fecha del muestreo, cuando esto sea
critico para la validez y aplicacion de los resultados;

i) las fechas de ejecucién de la actividad del laboratorio;

j) lafecha de emision del informe;

k) lareferencia al plan y método de muestreo usados por el laboratorio u otros organismos, cuando sean
pertinentes para la validez o aplicacién de los resultados;

[) una declaracion acerca de que los resultados se relacionan solamente con los items sometidos a
ensayo, calibracién o muestreo;

m) los resultados con las unidades de medicién, cuando sea apropiado;

n) las adiciones, desviaciones o exclusiones del método;

o) laidentificacion de las personas que autorizan el informe;

p) una identificacion clara cuando los resultados provengan de proveedores externos;

q) informacién sobre las condiciones ambientales del ensayo;

r) cuando sea pertinente una declaracion de conformidad, respecto de una regla de decisién
debidamente documentada (por ejemplo; el Reglamento Sanitario de Alimentos);

s) cuando sea aplicable, la incertidumbre de medicién;

t) cuando sea apropiado, opiniones o interpretaciones con una base documentada que haya sido
liberada por personal autorizado por el laboratorio para ello;

u) informacién adicional que pueda ser requerida por métodos especificos, autoridades o clientes.

En los casos que se realice una declaracién de conformidad en base a los resultados de un ensayo, es importante

tener definida la regla de decisién y el personal que realice la interpretacion sea competente y esté autorizado

para ello.
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Los resultados de analisis microbiolégicos en alimentos, tienen un impacto en determinar la inocuidad de los
alimentos, y en ello su objetivo es proteger la salud de los consumidores. Es por ello que el debido aseguramiento
de la calidad y validez de los resultados, permite tomar decisiones correctas que contribuyen a la seguridad

alimentaria.
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Agentes biologicos: Microorganismo, virus, toxina bioldgica, particula o material infeccioso de otra manera, ya
sea que se presente de manera natural o genéticamente modificado, que puede causar infecciones, alergias,
toxicidad o crear un peligro para los seres humanos, los animales o las plantas.1 estos incluyen bacterias y priones.
(Ref. OAS, 2023)

Alimento o producto alimenticio: Es cualquier substancia o mezclas de substancias destinadas al consumo

humano, incluyendo las bebidas y todos los ingredientes y aditivos de dichas substancias. (Ref. Dto. 977, RSA)

Analito: Componente representado en nombre de una cantidad medible. (Ref. ISO 16140-1, 2016). Nota 1 de
entrada: En microbiologia alimentaria, se refiere a un microorganismo, un grupo de microorganismos o sus
productos (p. €], toxinas) cuantificados o detectados mediante el método de andlisis. Nota 2 de entrada: Los
posibles objetivos de las técnicas utilizadas para la deteccidén o enumeracion del analito pueden ser ADN/ARN,

proteinas, lipopolisacaridos u otros.

Areas biolimpias: es también llamada area de contaminacién controlada o zona limpia, corresponde a aquel
espacio delimitado en el cual la contaminacién ambiental, en términos de particulas y de microorganismos, asi
como la carga microbiana en las superficies (murallas, cielos, pisos y equipos) y la carga microbiana sobre el
personal (mascaras, gorros, delantales, cubrecalzado, y guantes), se encuentran dentro de los limites
especificados para ella (Ref. ISP-DSO, 2025).

Salas biolimpias: Sala en la que se controla y clasifica la concentracion de particulas en suspensién, disefiada,
construida y operada para controlar la introduccion, generacion y retencion de particulas en su interior. (Ref. ISO
14644-1, 2015)

Zona limpia: Espacio definido en el que se controla y clasifica la concentracion de particulas en suspension,
construido y operado para controlar la introduccién, generacién y retenciéon de contaminantes. (Ref. ISO 14644-
1, 2015)

Aseguramiento de calidad: Parte de la gestiéon de la calidad orientada a proporcionar confianza en que se
cumplirdn los requisitos de la calidad. (Ref. ISO 9000, 2015)

Aseguramiento metrolégico: Conjunto de operaciones necesarias para asegurar que cumple con la capacidad

de medicion requerida para su correcto funcionamiento.

Biocustodia: Medidas de proteccién, control y responsabilidad en el laboratorio, que involucra la seguridad de

personal, de documentacién, informacién e informética, fisica y de movimientos y transporte, respecto de
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materias relacionadas con material y muestras de agentes biolégicos y/o toxinas, con el objeto de prevenir el
acceso no autorizado. (Ref. Ley 21250, 2020)

Bioseguridad o seguridad bioldgica: Medidas de seguridad aplicadas en los laboratorios, basadas en la
ejecucion de los principios de contencion, uso de tecnologia y procedimientos destinados a prevenir la

exposicion no intencionada a agentes bioldgicos y toxinas o su liberacién accidental. (Ref. Ley 21250, 2020)

Bioseguridad del laboratorio: Término empleado para englobar la combinacién de practicas, procedimientos y
equipo que garantice el manejo seguro de, y la proteccién de los trabajadores del laboratorio, el publico y el
medio ambiente de la exposicion involuntaria a los agentes infecciosos y toxinas utilizadas en el laboratorio.
(OAS, 2023)

Calibracién: Conjunto de operaciones que establecen, bajo condiciones especificas, la relacién entre los valores
y cantidades indicadas por el instrumento o sistema de medicién, o los valores representados por un material de
medicidon o un material de referencia, y los valores conocidos correspondientes al mensurado. (Ref. VIM, JCGM
200, 2008)

Cepa de referencia: Microorganismos definidos por lo menos al nivel de género y especie, catalogados y
descritos segun sus caracteristicas y preferiblemente de origen conocido. Normalmente obtenidos de una
coleccion nacional o internacional reconocida. (Ref. EURACHEM / EA Guide 04/10).

Cepa de trabajo: Subcultivo primario obtenido de una cepa de reserva. (Ref. EURACHEM / EA Guide 04/10).

Cepa microbiolégica: El aislamiento de cualquier organismo microbioldgico que estd genotipicamente,

fenotipicamente y bioquimicamente tipificado. (Ref. American Society of Microbiology).

Cepas de reserva: Cepas idénticas obtenidas mediante un Unico subcultivo de una cepa de referencia. (Ref.
EURACHEM / EA Guide 04/10).

Criterios de aceptabilidad: Exigencias de una caracteristica de funcionamiento en funcién de las cuales se puede

determinar que un método analitico es adecuado para la finalidad perseguida y ofrece resultados fiables.

Elementos de proteccion personal (EPP): todo equipo, aparato o dispositivo especialmente proyectado y
fabricado para preservar el cuerpo humano, en todo o en parte, de riesgos especificos de accidentes del trabajo

o enfermedades profesionales. (Dto. 173, 1982)

Ensayo: Prueba, determinacién de una o mas caracteristicas de un objeto de evaluacién de la conformidad, de
acuerdo con un procedimiento. (Ref. ISO 17000, 2020)

Equipos de seguridad: Es todo aquel aparato o dispositivo disefiado para ser utilizado en una situacion de

accidente o emergencia. Entiéndase: duchas de seguridad, mantas contra incendios, lavaojos, extintores.
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Evaluacién de Incertidumbre tipo A: Evaluaciéon de un componente por un analisis estadistico de los valores de
mediciones obtenidos en condiciones de medicién definidas. Ejemplo: realizar varias mediciones en condiciones
de repetibilidad. (Ref. VIM, JCGM 200,2008)

Evaluacién de Incertidumbre tipo B: Evaluacidon de un componente de incertidumbre de la medicidn realizada
por otros medios distinto a los del tipo A. Ejemplos: La evaluacién basada en la informacién, obtenidos a partir
de un certificado de calibracion, obtenidos a partir de los limites procedentes de la experiencia del personal,
otros. (Ref. VIM, JCGM 200,2008)

Idoneidad para el fin previsto: La medida en que los datos obtenidos en un proceso de medicidon permiten al
usuario adoptar decisiones correctas, tanto desde el punto de vista técnico como administrativo, para alcanzar
un fin establecido. (Ref. UNODC)

Incertidumbre: La incertidumbre de la medicién es un pardmetro, asociado al resultado de una medicién, que
caracteriza la dispersion de los valores que razonablemente pueden ser atribuidos al mensurando. (Ref. VIM,
JCGM 200, 2008)

Lote de medios de cultivo: Unidad homogénea y de trazabilidad completa de un medio, consistente en cuanto
a tipo, calidad y que ha sido fabricado dentro de un periodo de produccion definido habiéndosele asignado un
ndmero de lote. (Ref. ISO 11133, 2014)

Material de Referencia (MR): Material suficientemente homogéneo y estable en referencia a las propiedades
especificadas, que ha sido establecido que es idéneo para el uso previsto en la medicién o en el analisis de sus
propiedades nominales. (Ref. VIM, JCGM 200,2008)

Material de Referencia Certificado (MRC): Material de referencia, acompafado de la documentacién emitida
por un organismo autorizado, la cual proporciona uno o mas valores de la propiedad especificada con la
incertidumbre y trazabilidad asociada, utilizando procedimientos validos. (Ref. VIM, JCG 200,2008)

Matriz: Medio en el que se encuentra el analito.

Mejora continua: Actividad recurrente para aumentar la capacidad para cumplir los requisitos. (Ref. ISO 9000,
2015)

Método de ensayo validado: Método de ensayo aceptado para el que se han llevado a cabo estudios de

validacién con el fin de determinar su precision y fiabilidad para un propésito especifico.

Método de referencia: Método que ha sido validado como apto para su uso, contra el cual se puede comparar
un método alternativo. (BPL OMS para Lab. Microbiologia farmacéutica, 2011)

Metrologia: Campo de los conocimientos relativos a las mediciones. También puede ser definida como “ciencia

de la medicién” , ya que incluye todos los aspectos tedricos y practicos relacionados con cualquier tipo de
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medicién involucrada en cualquier campo cientifico o tecnolégico. (Ref. Guia de Metrologia para Pymes, RNM,

division Metrologia)

Muestreo: Obtencion de una muestra representativa del objeto de evaluacion de la conformidad, de acuerdo
con un procedimiento. (Ref. ISO 17000)

Parametro microbiolégico: Los analisis microbiolégicos especificos practicados a cada alimento, tales como,

microorganismos indicadores, microorganismos patdgenos, toxinas, etc. (Ref. RSA)
Patégeno: Un organismo que causa enfermedades. (OAS, 2023)

Patron de medida: Realizacion de la definicion de una magnitud dada, con un valor determinado y una

incertidumbre de medida asociada, tomada como referencia. (Ref. VIM, JCG 200, 2008)

Patrén de referencia: Patron, en general de la mas alta calidad metroldgica disponible en un lugar dado o en una

organizacién determinada del cual, se derivan las mediciones realizadas en dicho lugar. (Ref. VIM, JCG 200, 2008)

Patrén de trabajo o de control: Patrén utilizado habitualmente para calibrar o verificar instrumentos o sistemas
de medida. (Ref. VIM, JCG 200, 2008)

Patrén internacional de medida: Patrén de medida reconocido por los firmantes de un acuerdo internacional

con la intencion de ser utilizado mundialmente. (Ref. VIM, JCG 200, 2008)

Patréon Nacional de medida: Patrén reconocido por una autoridad nacional para servir, en un estado o economia,
como base para la asignacién de valores a otros patrones de magnitudes de la misma naturaleza. (Ref. VIM, JCG
200, 2008)

Patrén primario: Patron establecido mediante un procedimiento de medida primario o creado como un objeto
elegido por convenio. (Ref. VIM, JCG 200, 2008)

Patréon secundario: Patrén establecido por medio de una calibracién respecto a un patrén primario de una
magnitud de la misma naturaleza. (Ref. VIM, JCG 200, 2008)

Patrén viajero: Patrén, en ocasiones de construccion especial, destinado para ser transportado a diferentes
lugares. (Ref. VIM, JCGM 200, 2008)

Plan de muestreo: El procedimiento en que se estipula el tamafio de la muestra (1), y el criterio de aceptacién o
rechazo (c), de forma que pueda tomarse una decision respecto a si se debe aceptar o rechazar el alimento

inspeccionado, basandose en los resultados del anélisis (Ref. DTO. 977, RSA)

Precision: Proximidad entre las indicaciones o los valores medidos obtenidos en mediciones repetidas de un

mismo objeto, o de objetos similares, bajo condiciones especificadas. (Ref. VIM, JCG 200,2008). También es
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definida como: Es el grado de concordancia entre los resultados obtenidos de mediciones repetidas. Estipuladas
(Ref. I1SO 5725-1, 2023)

Procedimiento: Forma especificada para llevar a cabo una actividad o un proceso. (Ref. ISO 9000, 2015)

Proceso de medicion: Conjunto de operaciones que permiten determinar el valor de una magnitud. (Ref. ISO
9000)

Repetibilidad: Grado de concordancia entre los resultados de sucesivas mediciones del mismo mesurando

realizadas en las mismas condiciones de medicion. (Ref. VIM, JCG 200, 2008)

Reproducibilidad: Grado de concordancia entre los resultados de mediciones del mismo mesurando realizadas
en diferentes condiciones de medicién. (Ref. VIM, JCG 200, 2008)

Trazabilidad de datos (rastreabilidad): El historial (traza) del elemento en cuestién. Es decir, es la capacidad de
seguir el rastro de los datos desde su punto de origen hasta su destino final, registrando cada etapa intermedia
de su recorrido. Es el seguimiento que permite saber de dénde provienen, cobmo se transforman, cdmo se utilizan
y quién tiene acceso a ellos; lo que posibilita la transparencia de los datos y garantiza la calidad, la seguridad y el

cumplimiento normativo.

Trazabilidad Metrolégica: Propiedad del resultado de una medicién —o el valor de un estandar que consiste en
que se puede establecer el resultado previsible de su comparacion directa con los patrones apropiados,
generalmente nacionales o internacionales, mediante una cadena ininterrumpida de comparaciones reales, todas

con incertidumbres conocidas. (Ref. VIM, JCG 200, 2008)

Validacién: Verificacion en la que los requisitos especificados son idéneo para un uso previsto. (Ref. VIM, JCG
200, 2008)

Validacion de método: Establecimiento de las caracteristicas de rendimiento de un método y provision de
evidencia objetiva de que se cumplen los requisitos de rendimiento para un uso previsto especifico. (Ref. ISO
16140-1, 2016)

Verificacion: Confirmacién mediante la aportacion de evidencia objetiva de que se han cumplido los requisitos
especificados. (Ref. ISO 9000, 2015)

Verificacion de método: Demostracion de que un método validado funciona en manos del usuario segun las
especificaciones del método determinadas en el estudio de validaciéon y es adecuado para su propdsito. (Ref. ISO
16140-1, 2016)
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