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INTRODUCCION

El presente trabajo investigativo de tesis cuyo tema es: “Validacién de los
Métodos Microbioldgicos para la Determinacién de Aerobios y Coliformes
Totales en Margarinas a Realizarse en la Empresa la FABRIL S.A. de la
ciudad de Montecristi, durante el periodo 2011-2012” tiene como objetivo
general la validacién de los métodos microbioldgicos en el Laboratorio de

microbiologia de la empresa la FABRIL.

Con el fin de brindar mayor confiabilidad a nuestros consumidores y
satisfacer los requerimientos de los clientes, se crea la necesidad de validar
los métodos que se emplean para pruebas de andlisis microbiologicos en

margarinas.

Por esto se vio la necesidad de crear laboratorios de analisis de alimentos
que brinden asesoria a las personas y/o empresas productoras de alimentos

en cuanto a analisis de calidad de sus productos, andlisis que van desde la



caracterizacion fisico quimica hasta el andlisis microbioldgicos para
determinar la confiabilidad de este y verificar si cumplen o no los niveles de
calidad requeridos para que dichos productos puedan salir al mercado y

tener aceptacion entre los consumidores.

En vista de que los laboratorios que realizan ensayos fisico-quimicos y
microbioldgicos de alimentos, aguas y efluentes industriales, tienen la
necesidad imperiosa de contar con un reconocimiento tanto a nivel
nacional como internacional de la calidad de los servicios que estan
prestando a la industria y a la organizacion en general, deben acreditarse

ante un Organismo Competente en la norma ISO/IEC 17025.

Por lo tanto es menester que el Laboratorio de la FABRIL cumpla con todos
los requisitos establecidos por la norma ISO/IEC 17025, siendo un requisito
fundamental para la acreditacion, la validaciéon de los procedimientos
especificos de ensayo. El Laboratorio no cuenta con un Procedimiento
General para la Validacion de los ensayos microbioldgicos, por ende es

importante que se implemente un procedimiento general, que establezca



la forma adecuada de tratar los materiales de referencia certificados, las
cepas de referencia de microorganismos, seleccionar los parametros de
validacion, proponer los objetivos de la validacion, definir el disefio
experimental y el tratamiento estadistico de los resultados; todo ello con el
objetivo de realizar la validacion de los procedimientos especifico del area

de microbiologia y que puedan ser acreditados en la norma ISO/IEC 17025.



CAPITULO 1

LA FABRIL Y EL LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA

1.1 Generalidades

LA FABRIL, es una empresa Ecuatoriana fundada en 1937 como
comercializadora textil. En 1968, reinicia sus operaciones como
comercializadora de algodon en rama extendiéndose rapidamente al sector
agroindustrial como desmotadora de algodon y procesadora de semilla de
algodon. En 1978 incursiona ya en la rama industrial como Refinadora de
aceites y grasas vegetales. Muy pronto, en 1981 se orienta al manejo
autobnomo del suministro de sus materias primas, integrando asi al grupo dos
compaifiias dedicadas a la produccidon y extraccion de aceite de palma.
Finalmente, en 1983 incluye dentro de sus planes industriales la produccion
de jabones de lavar.

En el transcurso de los ultimos afios, LA FABRIL ha logrado conseguir en
sus unidades productivas elevados niveles de confiabilidad buscando

siempre innovar en mecanizacién y tecnologia. Es asi como ha sido la



primera en instalar en Ecuador equipos de fraccionamiento en seco de aceite
de palma y palmiste con filtros de alta presion, y equipos de
interesterificacidon; y como consecuencia posee las plantas de procesamiento

de margarinas, aceites y mantecas mas modernas del pais.

LA FABRIL impulsa una estrategia de mercadeo imaginativa y agresiva

siendo los primeros en lanzar al mercado Ecuatoriano productos como:

e Mantecas 100% vegetal, sin sabor, en empaques reutilizables.
e Aceite para consumo en fundas.
e Aceite de soya TRIREFINADO, especial para el enlatado de atin.

e Margarinas de mesa sin materias primas hidrogenadas.

En la década del 90 LA FABRIL constituy6 el primer centro de
investigacion y desarrollo de aceites y grasas vegetales en el pais. En éste
centro se ha desarrollado productos grasos con alto valor agregado, como
sustitutos y extensores de manteca de cacao con bases de aceite de Palma y

Palmiste. Adicionalmente, se trabajo6 de la mano con nuestros clientes



industriales para el desarrollo de productos grasos que estuvieran acordes a
los requerimientos que sus procesos necesitaren, logrando asi tomar gran

porcion del mercado de consumo industrial.

En esta década se impulso la diversificacion de los negocios. Se inaugura la
fabrica de plasticos (envases), produciendo asi nuestros propios envases
para los aceites, mantecas y margarinas y nace la linea de productos de
limpieza, aplicando la misma tendencia de investigaciéon logrando
rapidamente ubicar productos diferenciados en el mercado Ecuatoriano. Se
puso en funcionamiento la planta de refinacion fisica mas moderna de
Latinoameérica; y se arranco con nueva planta de produccion de jabones.

Desde 1991 LA FABRIL incursiona exitosamente en el mercado
internacional ofreciendo productos diferenciados y de calidad reconocida;
teniendo entre sus clientes mas importantes: Frito Lay, Nestlé, Carozzi,

Watt’s, Danica, entre otros. Abarcando mercados como Venezuela,

Colombia, Panamad, Peru, Chile, México y Argentina.



Con una sostenida tasa de crecimiento en los uUltimos 20 afnos, en el afio
2002 LA FABRIL logré incorporar a la empresa el negocio de aceites y
grasas de Unilever BestFoods que incluye ademés de la unidad productiva,
las marcas de Aceite: La Favorita, La Favorita Light, Criollo, La Favorita
Achiote, y las marcas de margarina: Marva y Hojaldrina, entre otras. Estos
hechos convierten a LA FABRIL en la empresa mas grande del sector de
aceites y grasas comestibles del pais y en un actor muy importante en la

industria de oleaginosas latinoamericana.

Como productor de jabones de lavar LA FABRIL se encuentra liderando la
posicion de ventas en valor en el sector ofreciendo productos diferenciados

que satisfacen las cambiantes necesidades del consumidor Ecuatoriano.

1.2 Valores

Son los principios o creencias que guian a LA FABRIL y que constituyen la
base para la creacion de politicas, procedimientos, normas y la toma de
decisiones, que deben ser de estricto respeto y cumplimiento por parte de

todo el personal de la empresa.



A continuaciodn se describen los principios de La Fabril:

Liderazgo

Ser lider es ser modelo, ser maestro, ser facilitador, ser integrador.
Esto quiere decir que La Fabril debe ser lider en el Ecuador; sus ejecutivos
deben ser lideres de sus equipos de trabajo, sus colaboradores deben ser

lideres en sus respectivas actividades.

La busqueda y mantenimiento del liderazgo se caracterizara por:

* Perseverancia en todas las acciones que nos conduzcan a mantener el
liderazgo.

* Integridad. Esta palabra implica rectitud, honradez, intachabilidad. Una
persona integra es alguien en quien se puede confiar porque lo que dice
significa eso “lo que dijo”; cuando hace una promesa tiene la plena

intencion de cumplirla,
* Legalidad. Apego a las leyes y normas establecidas.

Agregsar Valor

Agregamos valor cuando todas las acciones que realizamos a diario, en el
cargo en que nos encontramos, contribuyen al propdsito central de LA

FABRIL: “satisfacer a nuestros clientes”.



Para lograrlo nos apoyamos en:

* La innovacion:Descubrir, proponer y ejecutar acciones continuas para
mejorar los servicios y productos, de forma gradual (mejoramiento

continuo) o radical (cambios significativos).

* El dinamismo, cumplir activamente las metas acordadas. Ademas de
buscar activamente y explorar de forma inteligente oportunidades para el

crecimiento personal y de La Fabril.

Nuestra gestion dinamica e innovadora hara que los potenciales clientes
perciban a La Fabril y sus productos como los de mayor valor al momento

de tomar su decision de compra.
Calidad

“Ofrecer nuestros productos o servicios para la completa satisfaccion de

nuestros clientes, a precios competitivos”.

Quien califica nuestros productos es el cliente, ¢l sera nuestro juez y es
quien va a escoger entre nuestros productos o los de la competencia. Para

este efecto deberemos cuidar los 3 componentes de la calidad:

* Servicio: que es cuando le entregamos el producto al cliente sin retrasos,
con la calidad requerida y con wuna atencion especializada.

* Flexibilidad: que es adaptarse rdpidamente a las necesidades de sus



clientes y darle lo que requiere en el momento que lo necesita.
* Eficiencia: hacer bien las cosas a la primera vez, cumpliendo las normas y
estandares establecidos y utilizando la menor cantidad de recursos sin
afectar el resultado esperado. Esto significa eliminar reproceso,
desperdicios, devoluciones, demoras, quejas de los clientes; tomar

decisiones adecuadas y oportunas.

Respeto

Valoramos a todas las personas, consideramos su dignidad y aceptamos el

derecho que tienen a ser diferentes.

Nuestros clientes son nuestra razon de ser; nuestros colaboradores y puede
cumplir su propdsito, por eso respetaremos los compromisos acordados con

cada uno de ellos.

Fomentamos un ambiente en el que todos los empleados actiien con valor,
integridad, honestidad y rectitud. Estamos comprometidos a crear una
atmosfera sin discriminacion de cualquier tipo, en donde las diferencias se

respetan y se valoran.

Proveeremos desarrollo a nuestros colaboradores motivandolos,
capacitandolos y apoyando su participacion, en todas nuestras actividades.
Promoveremos la integracion entre compafieros, entre areas y con los
proveedores; respetar la diversidad nos permitira trabajar en equipo y lograr

nuestras metas.



1.3 Mision.

Producir y comercializar productos de calidad superior al menor costo de
una manera eficaz, eficiente y flexible, con una constante vocacion de
servicio; fortaleciendo dia a dia nuestra estructura financiera; trabajando
como un so6lido equipo humano; superando a la competencia en el manejo

del entorno; creando marcas de indiscutible liderazgo en el Mercado

1.4 Vision.

La Fabril sera: La empresa simbolo de la nueva industria ecuatoriana,
pujante, solvente y rentable, reconocida nacional e internacionalmente por:
sus ideas innovadoras, sus altisimos estandares de calidad y productividad, y

sus marcas lideres.

1.5 Politica Integrada de Calidad, Inocuidad, Medio Ambiente,
Seguridad y Salud de la FABRIL S.A.

Somos una organizacion que fabrica, comercializa y exporta

productosoleaginosos, sus derivados, producto de higiene y cuidado



personal en forma de articulos para consumo masivo e ingredientes para uso

industrial, que se compromete a:

1

Satisfacer plenamente las necesidades del cliente interno y externo
ofreciendo productos seguros e inocuos y/o servicios que cumplan
estandares de calidad nacional e internacional.

Mejorar continuamente sus sistemas de gestion, proporcionando
recursos econdémicos, tecnoldgicos y humanos para revisar, establecer
y cumplir sus objetivos y metas planificadas.

Capacitar al equipo humano respetando su individualidad para
potenciar sus habilidades y desarrollar sus destrezas.

Establecer medidas para minimizar continuamente los impactos
ambientales mediante la identificacion, evaluacion, medicion,
prevencion de los mismos, y su desempefio ambiental.

Cumplir los requerimientos legales aplicables y otros requisitos
suscrito por la Fabril.

Gestionar los factores de riesgo identificados, para mejorar las
condiciones de seguridad y salud en el trabajo de todos sus

colaboradores.



1.6 Portafolio de productos

Entre las principales lineas de productos fabricados por La Fabril

S.A.tenemos:

1.6.1 Division de ALIMENTOS

LA FABRIL crea, disefia y fabrica productos con caracteristicas Gnicas para

satisfacer los requerimientos de la vida moderna.

La tecnologia aplicada a los procesos de refinacion han permitido
considerables cambios para lograr productos acordes a las tendencias del
mercado, hoy el énfasis estd en los aspectos nutricionales y funcionales, por
eso ponen especial atencidn en no generar acidos TRANS (grasas saturadas)
y en preservar el contenido de pro vitaminas y antioxidantes naturales, los
triglicéridos poliédricos y los productos secundarios de oxidacion son objeto
de un estricto control en el proceso de sus productos.
- ACEITES

» La Favorita



» La Favorita Light
» La Favorita Omega
» La Favorita Crecer
» La Favorita Achiote
» Girasol

» Girasol oliva

» Maizol

» La Perla

» Criollo

» Sabroson

» Sabrofrito

» Sabrosalsa

- MARGARINAS
» Klar
» Girasol
» Marva

> Ricamesa



- MANTECAS

» La Sabrosa

1.6.2 Division de Hogar y Cuidado Personal

La Fabril S.A. es una de las industrias mas importantes y considerada como
las grandes en la produccion de jabones de lavar y tocador.
En los ultimos tiempos ha ido expandiendo sus lineas a desinfectantes,

crema lavavajillas y detergentes liquidos.

Hoy en dia la vision es desarrollar y relanzar una innovadora amplia gama
de productos de limpieza en general, rentable, con altisimos estandares de

calidad fortaleciendo y creando marcas de liderazgo.

Con la mision de suministrar insumos para la higiene industrial, familiar y
personal, de una manera eficiente, en las mejores condiciones de
rentabilidad, calidad, atractivo visual, precio, facil manipulacion y

amigables con el medio ambiente.



Jabones de tocador

» Defense

» Duet

» Jolly
Jabones de lavar

» Lava todo

» Megablu

» Machete

» Perla

» Perla bebe
Detergentes liquidos

» Ciclon

> Perla bebe

» Perla secret
Desinfectante

» Olimpia
Suavizantes

» Perla soft



- Detergentes en polvo

» Lava todo chips

1.6.3 Division Panificacion y Pasteleria

La panaderia industrial ha tenido un vertiginoso desarrollo en los tltimos

afios con productos que combinan textura, formas y colores.

La Fabril S.A. tiene amplia experiencia en simular procesos de fabricacion
de postres y panes industriales donde la grasa es fundamental en la
lubricacidn, la textura y la sensacidon gustativa, ofrecemos una gran variedad
de combinaciones de grasas, ademas de un amplio rango de grasas para
rellenos pasteleros basados en fracciones de palma y palmiste.
- Mantecas
» Especial
» Sabropan
» Panpan
- Margarinas

» Marva



» Marva crema
» Fabripan
» Hojaldrina
- Coberturas
» Coberchoc gotas

» Coberchoc crema

1.6.4 Division Industrial de Aceites y Grasas

La Fabril cuenta con practicas instalaciones disefiadas para la evaluacion
funcional de sus productos en el campo de:

% Frituras

% Chocolates

% Panificacion y Reposteria

% Galleteria

¢ Helados

% Cremas

% Salsas y Mayonesas



2.6.5 Division Industrial de Suplementos Funcionales

s Toco 550
+»» Toco 880 G
+* Toco 880 BA

+* Toco BP

1.6.6 Division Industrial de Jabones y Detergentes

En el area de HCP (Higiene y Cuidado Personal), también cuenta con
pruebas de aplicacion y validacion de los productos, ensayos de eficacia,

performance y atributos fisicos. La Fabril cuenta con:

» Cabinas Piloto
Para la evaluacion de Calidad e Intensidad de fragancias de
Desinfectantes y Limpiadores Fragantes.

» (Cabina con simulacion de luz solar



Para la evaluacion de colores tanto de jabones como prendas después de
lavadas sobre todo para calificacion de blancos, despercudidos y retiro de
manchas.

» Lavadora

Para probar funcionabilidad de la linea de detergentes liquidos y en
polvo.

» Cabina para evaluacion de residualidad

De fragancias en jabones de lavar asi como estudio de desgaste de barras
» Biocamaras

Para el control de estabilidad, simulando temperaturas de
almacenamiento normal y acelerado, permitiendo determinar el tiempo
de vida 1til de los productos.

» Instrumentos de laboratorio

Para analisis fisico quimico de materias primas, insumos, aditivos y
productos terminados. Muy importante para establecer nuestros
parametros de trabajo durante el desarrollo y extension de
especificaciones al momento de entregar a la produccion el nuevo

producto.



1.7 Plano de la Empresa LA FABRIL S.A.
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1.8 Descripcion del Laboratorio de Microbiologia

Las instalaciones del laboratorio de microbiologia se encuentran localizadas
en la planta de envasado de grasas, cerca al mezanine, el laboratorio cuenta
con areas distribuidas para que no exista una contaminacion cruzada al

producto.

Actualmente el laboratorio de microbiologia presta servicios a toda la planta
realizando monitoreos de los productos, materias primas, higiene del
personal, agua industrial y de consumo, monitoreo de la calidad de aire entre

otras.

El laboratorio de microbiologia realiza andlisis microbioldgicos a las
margarinas industriales y de mesa, coberturas de chocolate, grasa, mantecas,
ingredientes para la elaboracion de margarinas, materiales de empaque,

entre otros analisis.

En el laboratorio de microbiologia el personal trabaja en turno rotativo, en la

actualidad existen dos microbidlogos y dos asistente.
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El laboratorio cuenta con areas distribuidas, las cuales se mencionana

continuacion:

> Area de Preparacion de Materiales
» Preparacion de medios de cultivo
» Sala de incubadoras

» Sala estéril

PLANO LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
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2.8.1 Area de preparacion de materiales

En esta area se preparan los materiales una vez que hayan sido lavados y
secados,consta con los siguientes equipos:

e Autoclave de esterilizacion

e Autoclave para descontaminacion

e Estufa de esterilizacion y de secado

Junto a esta area se encuentra ubicada la recepcion de muestras y cuentan

con una puerta de emergencia.

2.8.2 Area de preparacion de medios de cultivo

En esta area se preparan los medios de cultivos y cuenta con los siguientes
equipos:

e Balanza

e Hot Plate

e Hornilla eléctrica
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Potenciometro

MAS 100

HY lite

2.8.3 Sala de incubadoras

El laboratorio de Microbiologia de la Fabril cuenta con seis incubadoras
cada una desempefia su funcidn y a la vez cada equipo se encuentracalibrado

por un ente externo.

TEMPERATURAS DE INCUBACION DE

MICROORGANISMOS
MUESTRAS TIPOS DE ANALISIS | TEMPERATURA
INCUBACION
Ambiente y/o Recuento total de 30°C
Calidad de aire | microorganismos (Aerobios
mesofilos)
Superficies vivas Coliformes Totales 35°C
e inerte (Higiene
personal e Aerobios mesofilos
instalaciones)
Analisis de Agua Coliformes Totales 35°C
Coliformes Fecales 445°C
Aerobios mesofilos 35°C
Margarinas de Aerobios mesofilos 32°C
mesal industrial E. coli/Coliformes 35°C
Mohos y Levaduras 25°C
Staphylococcus aureus 35°C
Coberturas de Coliformes Totales 35°C
Chocolates Mohos y Levaduras 25°C
Aerobios mesofilos 35°C
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En esta drea se encuentra ubicado el microscopio y el contador de colonias

2.8.4 Sala estéril y oficina

En el area estéril es donde se preparan las muestras para su debido proceso

de siembra esta sala cuenta con los siguientes equipos:

e (Cabina de seguridad bioldgica

e Bomba de vacio

e Equipo de filtracion

e Balanza

e Bafio maria

e Stomacher
Oficina La oficina se encuentra ubicada junto al laboratorio de
Microbiologia, cuenta también con un area filtro a donde se realiza el

intercambio de mandiles y se encuentran los equipos de proteccion personal.
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1.9 Sistema de monitoreo y analisis microbiologico
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PLANTA ENVASADO DE

_|QUIDOS

Frecuencia de Caracteristicas a || Método de e ax
Muestra Lugar . fpe s Especificacion Responsable
muestreo medir analisis
M
|
Aerobios mesdfilos || MA.80 / MA.88 Satisfactorio: < 3 x 10° UFC* c
R
[0}
Superficies vivas (Manos
P (C Quincenal Sala envasado :
del personal) o
L
Coliformes totales MA.86 / MA.81 <10x 10" UFC* g
[0}

ALMACE

N MQE

Frecuencia de Caracteristicas a | Método de 2
Muestra Lugar . e Especificacion Responsable
muestreo medir analisis
MQE #1
M
|
MQE #2 c
R
. , Recuento total de 0
Ambiente y/o Calidad d
mbiente yio d alcac de Mensual MQE #3 microorganismos MA.91 <8 x 10° UFC/m* ?
are (Aerobios mesofilos) 0
L
MQE #4 0
G
0
MQE #5
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ALMACEN CND

Frecuencia de Caracteristicas a || Método de )
Muestra Lugar . L Especificacion Responsable
muestreo medir analisis
FRIO 1 M
|
FRIO 2 C
R
, . FRIO 3 Recuento total de 0
Ambiente y/o Calidad de
! y q ! Mensual microorganismos MA.91 < 8x 10° UFC/m** ?
arre FRIO 4 (Aerobios mesofilos) 0
L
FRIO 5 0
G
Modulo 1 0

*¢ Norma Oficial Mexicana.NOM-093-SSA1-1994
*d Recopilacion normas microbioldgicas de alimentos y asimilados y otros parametros fisico quimicos de interés sanitario. Junio 2010.

Sistema de climatizacién. Noma UNE 100012. Enero 2005. Pagina 35.
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PLANTA CHOCOLATES

Frecuencia de Caracteristicas a || Método de e s
Muestra Lugar . s Especificacion Responsable
muestreo medir analisis
Sala Preparacién M
Sala Procesos Recuento total de
Ambiente y/o Calidad de , : ) 3 I
o Mensual microorganismos MA.91 <8x10°UFC/m”*
are Sala Empaque (Aerobios mesdfilos) C
Almacén temperado R
Agua de osmosis ° Mensual Lavatorio de manos|[ Coliformes fecales MA.85 Ausencia/100 ml * O
Aerobios mesdfilos  [MA.80 / MA. 88 Satisfactorio: < 3 x 10° UFC* B
Superficies vivas(Manos )
. Quincenal Sala envasado
del personal)
Coliformes totales || MA.86 / MA.81 <10x 10" UFC* |
Limpio: 2 - 10 UFC/em?* O
o Tanques, Equipos, || Agropios messfilos || MA.80/ MA.88 Aceptable: 10 - 100 UFC/om?*
Superficies inertes ° Mensual Maquinas, L
Instalaciones Sucio: > 100 UFC/om’*
Coliformes totales MA.81/ MA.86 <1 UFClom? O
Aerobios mesofilos MA.88 1x10° UFClg
£ do0d Coliformes totales MA.86 <1x10' UFClg G
nvasado de
Coberturas de chocolates ' Cada Lote r:/ it
chocolates Mohos y levaduras MA.98 1x10° UFClg O
~43 -
Salmonella spp.* @ MA.101/102 Ausencia




PLANTA CHOCOLATES

Frecuencia de Caracteristicas a | Método de e
Muestra Lugar . e Especificacion Responsable
muestreo medir analisis
Coliformes totales MA.86 <1x10" UFClg
Materia Prima Licor M
de cacao ? Cada Lote MQE Empaque E. coli MA .86 Ausencia
Mohos y levaduras MA.98 Max 5 x 10" UFClg |
Salmonella spp.*@ MA.101/102 Ausencia
Aerobios mesdfilos 3 C
REP. ufclg MA.88 5x10° UFClg
Materia Pr Lech Enterobacterias, ufc/g MA.96 ausencia
ateria Prima eche
h Cada Lote MQE Empaque Mohos y levaduras MA.98 <1x10' UFClg R
descremada
Salmonella spp.* @ MA.101/102 Ausencia O
Staphylococcus aureus 1
coad, Pos. MA.87 1x10" UFClg B
Aerobios mesdiilos iy ) 0/ wia g8 1x10° UFClg
REP
D Coliformes totales || MA.81/ MA. 86 1 |
Materia P <1x10" UFC/
aleria rrima i Cada Lote MQE Empaque 2
Cacao en polvo E. coli MA.86 Ausencia O
Salmonella spp.*@ MA.101/102 Ausencia
Mohos y levaduras MA.98 Max 5 x 10' UFC/g L
Aerobi ofil
o erobios mesofilos MA.88 Max 2 x 102 UFClg
Materia Prima  Azucar Cada Lot MQE E REP 1 O
granulada’ adatote mpaque Coliformes totales MA.86 <1x10" UFClg
Mohos y levaduras MA.98 Max 1 x 10> UFClg G
Por requerimiento Aerobios mesofilos MA.88 Max 2 x 10° UFClg
Materia Prima  Azucar del cliente MQE E REP 3 O
pulverizada * Seguimiento un (1) mpaque Coliformes totales MA.86 <1x10" UFC/g
lote mensual Mohos y levaddras MA.98 Max 1 x 10° UFClg




Frecuencia de Caracteristicas a|| Método de e ax
Muestra Lugar . g Especificacion Responsable
muestreo medir analisis
Aerobios mesofilos . M
REP MA.88 Max 1 x 10* UFC/g |
c
Coliformes totales MA.86 <1x10' UFClg R
Materia Prima Mohos MA.98 <1x10° UFC/g 0
Cada Lote MQE Empaque B O
Butter ol paqu Lovaduras VA98 <1x 102 UFClg ,
E. Coli MA.86 Ausencia CL)
0
Staphyloccocus aureus MA.87 <1x10° UFClg G

*® NTE INEN 1108: 2011 Agua Potable: Requisitos.

* Norma Oficial Mexicana.NOM-093-SSA1-1994

*d Recopilacion normas microbiologicas de alimentos y asimilados y otros parametros fisico quimicos de interes sanitario. Junio 2010
Sistema de climatizacion. Norma UNE 100012. Enero 2005. Pagina 35.

*¢ Recopilacion normas microbiologicas de alimentos y asimilados y otros parametros fisico quimicos de interes sanitario. Junio 2010
Peter Snyder. Congreso celebrado en Victoria-Gasteiz 1995. Pagina 35.

*'NTE INEN 621:2010 Chocolates: Requisitos.

*9 FTM. 4001001 Licor de cacao. LA FABRIL S.A. Manta

*"ETM. 4001002 Leche descremada en polvo. LA FABRIL S.A Manta

*!' FTM. 4001003 Polvo de cacao. LA FABRIL S.A.Manta

*] FTM. 3001058 Azlicar granulada. LA FABRIL. S.A. Manta

* ¥ FTM.4001005 Azicar pulverizada. LA FABRIL S.A. Manta.

*! FTM.3001031. Butter oil. LA FABRIL S.A. Manta.

*@ Seguimiento anual de dos (2) muestras de productos recibidos
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Frecuencia de Caracteristicas a | Método de e .
Muestra Lugar . _y Especificacion Responsable
muestreo medir analisis
Aerobios mesofilos 4
REP MA.88 1.0 x 10" UFClg
Coliformes totales MA.86 <1.0x 10" UFC/g M
Mafga;'”a ?el mesal Cada lote EM“‘/asa(?O de E. col MA.86 <1.0x10' UFClg |
industria argarinas Mohos y levaduras MA.89 1.0 x 10? UP/g
! C
Staphylococcus aureus MA.87 1.0x10°UFClg R
Aerobios mesdfilos 3
REP MA.88 1.0x 10°UFC/g O
Grasas Sequimiento anual|  C/asado e Mohos y levad MA.89 1.0 x 102 UP/ B
o Margarinas ohos y levaduras : .0x10°UP/g |
Salmonella spp.*** MA.101/102 Ausencia O
Aerobios mesdfilos MA 88 10000 Max L
REP
Coliformes totales MA.86 <10 O
Materia Prima  Suero de Mohos y levaduras MA.89 <100
N Cada lote MQE Empaque - = G
leche E. Coli MA.86 Ausencia
Salmonella spp.* @ MA.101/102 Ausencia O
Staphyloccocus aureus MA.87 <100

- 46 -




PLANTA ENVASADO DE GRASAS

Frecuencia de Caracteristicas a | Método de s
Muestra Lugar . e Especificacion Responsable
muestreo medir analisis
AerOb");E”;eSOf”os MA.88 Max 1 x 10* UFClg
Coliformes totales MA.86 <1x10' UFClg 'Yl
i Pri i 2
Materia Prlmf Butter oil Cada Lote MQE Empaque Mohos MA.89 <1x10° UFCl/g C
Levaduras MA.89 <1x10* UFClg R
E. Coli MA.86 Ausencia g
Staphyloccocus aureus MA.87 <1x10* UFClg I
Aerobios mesofilos s 0
REP, ufc/g MA.88 5x10° UFC/g L
Enterobacterias, ufc/g MA.96 ausencia 0
Materia Prima Leche
entera " Cada Lote MQE Empaque Mohos, levaduras MA.89 <1x10' UFClg G
Salmonella spp.*@ MA.101/102 Ausencia Y
Staphylococcus aureus MA.87 1x 10" UFClg

*® NTE INEN 1108: 2011 Agua Potable: Requisitos.

*® Norma Oficial Mexicana.NOM-093-SSA1-1994

* Recopilacién normas microbioldgicas de alimentos y asimilados y otros parametros fisico quimicos de interes sanitario. Junio 2010
Sistema de climatizacion. Norma UNE 100012. Enero 2005. Pagina 35.

** Recopilacion normas microbioldgicas de alimentos y asimilados y otros parametros fisico quimicos de interes sanitario. Junio 2010
Peter Snyder. Congreso celebrado en Victoria-Gasteiz 1995. Pagina 35.

*™NTE INEN 276:2005 Margarinas de mesa: Requisitos.

*™NTE INEN 2184:1998 Margarinas industrial: Requisitos.

*"FTM. 3001016. Suero de leche. LA FABRIL S.A Manta

*'FTM.3001031. Butter oil. LA FABRIL S.A. Manta.

** Para los ensayos de Cryptosporidium, Giardia Lamblia la frecuencia de muestreo es dos (2) veces al afio }

***Seguimiento anual de 2 lotes de producto terminado. -47 -

*@ Seguimiento anual de dos (2) muestras de productos recibidos




SERVICIOS GENERALES

Frecuencia de Caracteristicas a || Método de

Muestra Lugar . L1
medir analisis

Especificacion Responsable
muestreo

Pileta envasado,
Agua Industrial ® Mensual Comedor Multiusos,|| Coliformes fecales MA.85 Ausencia/100 ml *
Comedor Principal.

Aerobios mesdfilos || MA.80 / MA. 88 <400 UFC/cm?*
Superficies inertes ° Mensual Comedores
Coliformes totales MA.81 / MA.86 <200 UFC/cm?
Limpio: 2 - 10 UFC/em?*
5 Aerobios mesofilos || MA.80 / MA. 88 Aceptable: 10 - 100 UFC/cm?*
Superficies inertes © Mensual Baros _ =
Sucio: > 100 UFC/cm”*
Coliformes totales MA.81 / MA.86 <1 UFClcm?

Recuento total de
Por requerimiento Vestidores microorganismos MA.91 <8x102 UFC/m3 *
(Aerobios mesofilos)

Ambiente y/o Calidad de
aire °

OMOOrO—woxvO —<5

* NTE INEN 1108: 2011 Agua Potable: Requisitos.

*©Norma Oficial Mexicana.NOM-093-SSA1-1994

* Recopilacion normas microbiologicas de alimentos y asimilados y otros parametros fisico quimicos de interes sanitario. Junio 2010
Sistema de climatizacién. Norma UNE 100012. Enero 2005. Pagina 35.

** Recopilacion normas microbiolégicas de alimentos y asimilados y otros parametros fisico quimicos de interes sanitario. Junio 2010
Peter Snyder. Congreso celebrado en Victoria-Gasteiz 1995. Pagina 35.
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Frecuencia de Caracteristicas a | Método de e s
Muestra Lugar . i Especificacion Responsable
muestreo medir analisis
Linea 3
Linea 2
Ambiente y/o Calidad de , Recuento total de S
4 Semanal Linea Liquidos microorganismos MA.91 <5x%x10° UFC/m° *
are Linea 4 (Aerobios mesdfilos) M
Liena 5 I
MEJ 1 Recuento total de C
Ambiente y/o Calidad de
Y q Por requerimiento MEJ 2 microorganismos MA.91 <5x102 UFC/m3 * R
are MEJ 3 (Aerobios mesofilos) 0
Aerobios mesdfilos MA.83 Max 10 UFC/ ml B
Pseudomonas
i . MA. 100 Ausencia/100 ml
Agua Ablandada Semanal Lzzogﬁéfdcﬁggd aeruginosas |
Coliformes totales MA.84 Ausencia /100 ml O
Coliformes fecales MA.85 Ausencia/100 ml L
Aerobios mesdfilos MA.83 Max 10 UFC/ ml 0]
e o Pseudomonas MA, 100 Ausencia/00 ml G
Agua desmineralizada Semanal Linea Liquidos aeruginosas 0
Coliformes totales MA.84 Ausencia /100 ml
Coliformes fecales MA.85 Ausencia/100 ml
Superficies vivas(Manos ) Aerobios mesdfilos MA.80 Satisfactorio: < 3 x 10° UFC*
c Quincenal Sala envasado .
del personal) Coliformes totales MA.86 <10x 10" UFC*
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Frecuencia de Caracteristicas a | Método de e s
Muestra Lugar . g Especificacion Responsable
muestreo medir analisis

Aerobios mesdfilos <190
E. coli Ausencia y
» Mohos y levaduras <10 |

Cosmeéticos *** Lote MQJ MA.104
Pseudomonas . C
. Ausencia

aeruginosas R
A . 0
Staphylococcus aureus usencia B
Aerobios meséfilos <100 |
0
E. coli Ausencia L
Mohos y levaduras <10 0]
Insumos Body Care** Lote MQJ MA.104 G

Pseudomonas .
, Ausencia 0

aeruginosas
Staphylococcus aureus Ausencia

*© Norma Oficial Mexicana.NOM-093-SSA1-1994

+ Recopilacion normas de los alimentos y asimilados y otros parametros fisico quimicos de interes sanitario. Junio 2006.
**Matriz de insumo body care (I+D Personal care)

*** Especificaciones producto terminado 1+D.
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CAPITULO 2

Marco Teorico

2.1 Buenas Practicas de Laboratorio (BPL)

Las buenas Practicas de Laboratorio tienen como objetivo:

e Asegurar la calidad de los resultados.
e Implementar conformidad de todos los métodos aplicados por el
laboratorio

e Mantener la seguridad en todo momento.

Los Principios de Buenas Practicas de Laboratorio (BPL), tal como
fueron adoptados por la OCDE en 1981, proporcionan pautas
recomendadas para la gestion de ensayos de una amplia variedad de

estudios realizados con fines reglamentarios u otros fines.

Las Buenas Practicas de Laboratorio es un Sistema de Calidad

relacionado con los procesos organizativos y las condiciones bajo las

-5] -




cuales los estudios no clinicos de seguridad sanitaria, alimentacion y
medioambiental son planificados, realizados, controlados, registrados

archivados e informados.

La organizacion debe mejorar continuamente la eficacia de su sistema de
gestion mediante el uso de la politica y objetivos de la calidad, los
resultadosde las auditorias, el analisis de los datos, las acciones

correctivas y preventivasy la revision por la direccion

En los sistemas de calidad y en general en los sistemas de aseguramiento,
lo que se busca es que los laboratorios cumplan con los requisitos
minimos necesarios para asegurar que los resultados ofrezcan
confiabilidad y que las técnicas y/o ensayos utilizados sean realizados de
manera correcta, hecho que minimiza totalmente las posibilidades de
error. Como consecuencia se obtienen procesos controlados que

conllevan a resultados con calidad.

Los laboratorios de analisis tienen como objetivo principal reportar
resultados altamente confiables; por eso deben controlar y asegurar la

calidad de sus resultados, entendiéndose calidad, como el conjunto de
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propiedades y caracteristicas Optimas de un producto o servicio que

prueban su actitud para satisfacer necesidades especificas e implicitas.

En el Laboratorio de Microbiologia, el personal debe:

e El laboratorio es un lugar de trabajo y un &area de acceso
restringido.

e Trabajar con calma y concentracion.

e Lavarse las manos al entrar y salir del laboratorio.

e Mantener siempre muy organizada el area de trabajo.

e Utilizar siempre el mandil o bata en el lugar de trabajo.

e Llevar el pelo siempre recogido.

e Los microorganismos deben manejarse siempre alrededor de la
llama del mechero o en una campana de seguridad bioldgica.

e Se debe leer la etiqueta y consultar la ficha de datos de seguridad
de los medios de cultivos antes de su utilizacion

e Comprobar el correcto etiquetado de los medios de cultivos que se

reciben en el laboratorio.

-53-



Trabajar siempre con los sistemas de extraccidn y renovacion
mecanica de aire conectados.

Utilizar siempre los Equipos de Proteccion Individual que se
requiera, como minimo proteccion ocular (gafas) y guantes tipo
latex.

Comprobar que los reactivos que se van a utilizar no estén
caducados.

Guardar los tubos de ensayo con tapa y en gradillas.

Desconectar los equipos y cortar el suministro de agua corriente al
finalizar la actividad.

Utilizar una correcta sefializacion dentro del laboratorio.

Recoger los frascos de reactivos, materiales y utiles de trabajo al
acabar de utilizarlos.

Al terminar las labores cercidrese de que la cristaleria haya sido
lavada con abundante agua y nunca se usara la fregadera, papelera
0 basura comun para deshacerse del material contaminado. Los
desechos contaminados deberan ser esterilizados en el laboratorio

antes de procesarlos como residuos.
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En el Laboratorio de Microbiologia, el personal no debe:

e No use pulseras, relojes, anillos y demas prendas que puedan
enredarse con los equipos o propiciar accidentes.

e Llevar el pelo suelto y/o flequillos largos sin recoger.

e Trabajar en solitario en el laboratorio, especialmente en
operaciones con riesgo.

e Fumar, comer, o beber.

e Usar recipientes de laboratorio para contener bebidas o alimentos

e Bajo ninglin concepto debe sacarse ninguna muestra contaminada
del laboratorio.

e Llevar lentes de contacto.

e Reutilizar los envases para otros productos sin retirar la etiqueta
original.

e No se debe pipetear ni probar sustancias con la boca.

e Llenar demasiado los tubos de ensayo.

e Llevar tubos de ensayo en los bolsillos.

-55-



2.2 Norma ISO/IEC 17025

La ISO (Organizacién Internacional de Normalizacion) e IEC (Comision
Electrotécnica Internacional) forman el sistema especializado para la
normalizacién mundial. Los organismos nacionales miembros de ISO e
IEC participan en el desarrollo de las Normas Internacionales a través de
comités técnicos establecidos por la organizacion respectiva, para tratar
con campos particulares de la actividad técnica. En el campo de la
evaluacion de la conformidad, el Comité de ISO para la evaluacion de la
conformidad (CASCO) es responsable del desarrollo de Normas y Guias
Internacionales.

Las Normas Internacionales se redactan de acuerdo con las reglas

establecidas en la Parte 2 de las Directivas ISO/IEC.

Con la publicacion de la ISO/IEC Guia 25 en 1978 se trato en un
principio de estandarizar las actividades de los laboratorios de ensayo y
calibracion, y aunque fue revisada en 1993, en Europa la ISO Guia 25 no

tubo aceptacidn, y en su lugar estuvo en vigor la EN 45001 como norma
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para reconocer la competencia de los laboratorios de ensayos y

calibraciones.

Posteriormente la ISO inicid en 1995 los trabajos de revision de la ISO
Guia 25 por medio del Working Group (WG 10) de la ISO/CASCO
(Committee on Conformity Assessment). De dicha revision resultd la
norma ISO/IEC 17025 - Requisitos generales para la competencia de
laboratorios de ensayo y calibracion, oficialmente datada de diciembre de

1999 y publicada internacionalmente a principios del afio 2000.

Seglin una publicacion realizada por Benjamin Valle y Galdino Guttman
Bicho (en la Revista Metrologia Instrumentacdo - Laboratorios &
Controle de Processos de abril del 2001) la ISO/IEC 17025 fue producida
como resultado de una amplia experiencia en la puesta en préctica de la
ISO Guia 25 y de la EN 45001, que son canceladas y substituidas a fin de
que se utilicen textos idénticos en los niveles internacional y regional.
Ella establece los criterios para los laboratorios que desean demostrar su
competencia técnica, que poseen un sistema de calidad efectivo y que son
capaces de producir resultados técnicamente validos. Los principales

objetivos de la 17025 son:
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v' Establecer un patréon internacional tnico para testificar la
competencia de los laboratorios para realizar ensayos y/o
calibraciones, incluyendo muestreo. Tal patron facilita el
establecimiento de acuerdos de reconocimiento mutuo entre
organismos de acreditacion nacionales.

v' Facilitar la interpretacion y la aplicacion de los requisitos,
evitando, lo maximo posible, opiniones divergentes y conflictivas.
Al incluir muchas notas que prestan aclaraciones sobre el texto,
ejemplos y orientaciones, la 17025 reduce la necesidad de
documentos explicativos adicionales.

v" Extension del alcance en relacion a la ISO Guia 25, abarcando
también muestreo y desarrollo de nuevos métodos.

v' Establecer una relacidn mas estrecha, clara y sin ambigiiedad con

las normas ISO 9001:1994 y 9002:1994.

Posteriormente con la publicacion de la Norma ISO 9001:2000 que
remplaza la ISO 9001:1994 y 9002:1994, la ISO/IEC 17025 tubo que
alinearse en la medida que fue necesario a la luz de la nueva edicién de la

Norma ISO 9001:2000 y por lo cual aparece la segunda edicioén de la
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ISO/IEC 17025, integrado requisitos tal como el de la mejora continua.
Por lo tanto los laboratorios de ensayo y de calibracion que cumplen con
la norma ISO/IEC 17025:2005 funcionaran, también de acuerdo con la

Norma ISO 9001:2000

2.3 Validacion de los Métodos Microbioldgicos

La Validacion es un Procedimiento para establecer por medio de estudios
de laboratorios una base de datos que demuestren cientificamente que un
ensayo analitico tiene las caracteristicas de desempefio que son
adecuadas para cumplir los requerimientos de las aplicaciones analiticas

pretendidas.

La norma ISO/IEC 17025 recoge, en su apartado 5.4.5 (dentro del
apartado 5.4 de M¢étodos de ensayo y calibracion y validacion de

métodos), los siguientes elementos:

5.4.5.1 La validacion es la confirmacion, a través del examen y el
aporte de evidencias objetivas, de que se cumplen los requisitos

particulares para un uso especifico previsto.
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5.4.5.2 El laboratorio debe validar los métodos no normalizados,
los métodos que disefia o desarrolla, los métodos normalizados
empleados fuera del alcance previsto, asi como las ampliaciones y
modificaciones de los métodos normalizados, para confirmar que
los métodos son aptos para el fin previsto. La validacion debe ser
tan amplia como sea necesario para satisfacer las necesidades del
tipo de aplicacidon o del campo de aplicacion dados. El laboratorio
debe registrar los resultados obtenidos, el procedimiento utilizado
para la validacion y una declaracion sobre la aptitud del método
para el uso previsto.

5.4.5.3 La gama y la exactitud de los valores que se obtienen
empleando métodos validados (por ejemplo, la incertidumbre de
los resultados, el limite de deteccion, la selectividad del método, la
linealidad, el limite de repetibilidad o de reproducibilidad, la
robustez ante influencias externas o la sensibilidad cruzada frente a
las interferencias provenientes de la matriz de la muestra o del
objeto de ensayo) tal como fueron fijadas para el uso previsto,

deben responder a las necesidades de los clientes.
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Ningtn laboratorio pone en duda la necesidad de validacion cuando el
método es nuevo (resultado de un desarrollo realizado en el laboratorio).

Esa necesidad es discutida cuando el laboratorio est4 utilizando métodos
oficiales o publicados en normas, que en “todos” los casos estan

supuestamente validados.

Las preguntas que se nosdeben hacer son: si el método estd validado,
(esta validado el laboratorio para llevarlo a cabo con satisfaccion? y
(Cuales son las caracteristicas - parametros de validacion — del método?

Las respuestas nos llevaran a dos situaciones posibles:

Efectivamente, el método publicado establece una serie de parametros de
validacion, que son el resultado de la aplicacion del método en uno o
varios laboratorios con un determinado nivel de experiencia y medios (la
mayoria de las veces desconocidos). En este caso, el laboratorio debera
asegurarse de que es capaz de demostrar que cumple dichos parametros si
los quiere utilizar como propios, para lo que deberd llevar a cabo un

disefo experimental adecuado que valide al laboratorio.
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O (y éste es, generalmente, el caso de algunos métodos oficiales) el
método no proporciona ninguna informacion sobre sus limites de
aplicacion. Esta situacion de desconocimiento no permite al laboratorio
asegurar que tiene el método bajo control si no realiza una validacion

apropiada.

Finalmente, se debe tener claro que la validaciéon es una actividad
continua que se alimenta, fundamentalmente, de los datos que se obtienen
de las actividades que se realizan en el terreno de la calibracion y del
control de calidad. Puede llegar el caso de que, como resultado de esta
actividad continuada, sea necesario cambiar los limites de aplicacion del

método.

2.3.1 Tipos de Validacidn segun sus objetivos

a) Validacion Primaria

La validacién primaria es un estudio en el cual se recopila toda la
informacion necesaria para luego proceder a la validacion de los

métodos. Es un proceso exploratorio cuyo objetivo es el establecimiento
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de los limites operativos y las caracteristicas de funcionamiento de un

método.

Es conveniente que la validacion primaria aporte las siguientes

especificaciones, en cuanto a microbiologia:

Identificacion morfologica del microorganismo objetivo
Instrucciones relativas a las condiciones de incubacion
(temperatura, tiempo, atmosfera gaseosa, humedad) y las
caracteristicas del medio (pH, estabilidad)

Una instruccion relativa a los limites de trabajo en términos de
numeros de colonias o de placas por detector (placa, filtro de
membrana)

Si es posible, expresiones de la incertidumbre dentro de los limites
fiables especificados

Rango de aplicacion y limitaciones

b) Validacion Secundaria
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Llamada también verificacion, tiene lugar cuando un laboratorio pone en
marcha un método desarrollado por otros. La validacion secundaria tiene
como objetivo principal recopilar los datos que permitan demostrar que el
laboratorio es capaz de cumplir las especificaciones establecidas en la
validacion primaria. Actualmente dichas especificaciones no estan

disponibles para la mayoria de los métodos.

2.3.2 Parametros Microbioldgicos para la Validacion de una
técnica o método

Se emplea los parametros de la ENAC porque es la Entidad Nacional de
Acreditacion es el organismo espafiol designado por la Administracion
para establecer y mantener el sistema de acreditacion a nivel nacional, de
acuerdo a normas internacionales, siguiendo en todo momento las

politicas y recomendaciones establecidas por la Union Europea.
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ENAC es una organizacion declarada de utilidad publica, independiente
y sin animo de lucro, auspiciada y tutelada por la Administracion, que
desarrolla su mision con una clara vocacion de servicio publico, dirigido
tanto a la Administracion como al mercado en general, garantizando que
todas sus actuaciones se basan en principios de imparcialidad,
independencia y transparencia, con un marcado caricter técnico,
aportando valor a todos los agentes que tienen intereses en los distintos

aspectos de la acreditacion

Su mision es evaluar la competencia técnica de los organismos de
evaluacion de la conformidad- Laboratorios, Entidades de Inspeccion, de
Certificacion, Verificadores- para generar asi confianza en sus

actividades a la Administracion, al mercado y a la sociedad en general.

De esta forma consigue que sus servicios estén reconocidos y aceptados
nacional e Internacionalmente, contribuyendo asi a una mayor proteccion
de las personas y del medioambiente y al aumento de la competitividad

de los productos y servicios espafioles.
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Para los analisis microbioldgicos de acuerdo con ENAC los métodos de
analisis microbiologicos cualitativos y cuantitativos deben ser validados
estimando, cuando sea apropiado, los parametros de desempefio que se
indican en el cuadro siguiente, utilizando métodos estadisticos

apropiados.

Proposito del Ensayo/ Pardmetros del Método | Andlisis Cualitativo Andlisis Cuantitativo
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Exactitud relativa + +
Repetibilidad + +
Reproducibilidad + +
Sensibilidad + -
Desviacién positiva + +
Desviacion negativa + +
Especificidad + +
Limite de deteccion - +
Limite de cuantificacion + -
Efecto matricial + +
NOTA:

(-) Significa que este parametro normalmente no se evalua.

(+) Significa que este parametro normalmente se evalia.

a) Selectividad
La selectividad es el grado en que un método puede cuantificar el analito
con precision en presencia de interferentes. Idealmente la selectividad
deberia evaluarse para todos los interferentes importantes susceptibles de
estar presente. Es de especial importancia comprobar los interferentes
capaces de responder a la prueba de acuerdo con sus principios. En

muchos tipos de analisis la selectividad es esencialmente un estudio
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cualitativo basado en la significacion, o bien un conjunto de pruebas

pertinentes de interferencias.

b) Especificidad

Es la capacidad del método para diferenciar precisa y especificamente el
compuesto de interés, en presencia de los demas componentes, que se
espera estén presentes en la matriz de la muestras. Estos componentes
pueden ser precursores de la sintesis o subproductos de la misma,

impurezas, excipientes o productos de degradacion.

La especificidad se define como la proporcion de muestras negativas (no

reactivas) correctamente identificadas.

Nota. La especificidad puede ser afectada por la presencia de
interferentes como precursores de sintesis, impurezas y productos de
degradacion, entre otros.En microbiologia, especificidad se define como
la fraccion del nimero total de cultivos o colonias negativas que son

asignados correctamente con el método utilizado. (ISO/TR13843).

¢) Linealidad
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Capacidad de un método analitico para generar resultados directamente
proporcionales a la concentracion del analito o valor del parametro de la

muestra, dentro de un rango.

La linealidad determina la region de la curva de cuantificacion en que
hay relacion directa entre la sefal instrumental y la concentracion del
producto analizado, siendo un método lineal cuando presenta una r>0.99

Un método de andlisis presenta regresion lineal, cuando al aplicar un
método se obtienen las respuestas, las cuales directamente o después de
transformaciones matematicas son proporcionales a la concentracion del
compuesto analizado dentro de un intervalo de concentraciones

apropiadas. Su aplicacion principal esta en curvas de calibracion.

d) Precision
Se relaciona con la dispersion de la medida alrededor de un valor medio
o central y mide la concordancia entre ensayos individuales cuando el
método se aplica repetidas veces a muestras separadas e idénticas,

obtenidas del mismo lote de material homogéneo.
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Mide el grado de cercania entre las medidas obtenidas de analisis
realizados repetidamente de multiples muestreos de unas muestras
homogéneas. La precision se mide por la dispersion que puede ser
expresado como desviacion estandar o coeficiente de variacion

(desviacion estandar relativa)

La precision de un método comprende:
Repetibilidad Medida de la precision del método cuando este se realiza
por el mismo analista, el mismo dia, mismo reactivos, mismo

instrumento (precision dentro del ensayo).

Reproducibilidad Esta se mide cuando el ensayo se realiza en diferentes
laboratorios por diferentes analistas, diferentes dias, diferentes
instrumentos (precision entre laboratorios). El grado de reproducibilidad
se determina en funcién de las variables de ensayo. La reproducibilidad
puede ser comparada con la precision del analisis en condiciones

normales obteniéndose asi una medida de la solidez del método.
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En conclusion, la reproducibilidad, es la concordancia entre resultados
obtenidos de diferentes laboratorios o por diferentes experimentadores

usando las mismas metodologias y trabajando con muestras idénticas.

e) Solidez y Robustez

La evaluacion de solidez puede ser considerada durante la fase de
desarrollo y depende del tipo de procedimiento de estudio. Busca
demostrar la veracidad de un andlisis con respecto a variaciones
deliberadas en pardmetros del método, se evalua la capacidad del
resultado de no sufrir alteraciones por pequefias modificaciones en los
parametros de analisis.

La robustez en un método es finalmente, el grado de reproducibilidad de
los resultados obtenidos para las mismas muestras bajo variadas
condiciones (diferentes experimentadores, diferentes lotes de reactivos).
Se realiza un disefio experimental con varios factores y se aplica andlisis

de varianza.

1) Exactitud
Se define como el grado de concordancia o como la diferencia entre la

media de los resultados del ensayo obtenidos por el método y el valor
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verdadero o el valor aceptado como correcto para la cantidad medida. Se

conoce también como error sistematico o sesgo.

Es una medida de la diferencia entre el promedio de los resultados del
analisis y el valor verdadero; de alli se puede establecer un error
promedio. Mide el grado de similitud entre los resultados del método
evaluado y los obtenidos usando un método de referencia.

g) Estabilidad
Se considera adecuada si la desviacion estandar relativa calculada en los
resultados obtenidos en diferentes intervalos de tiempo, no excede el

20% del valor correspondiente de la precision del sistema.

h) Limite de deteccion

Es un numero expresado en unidades de concentracion (o cantidad) que
describe el mas bajo nivel de concentraciéon de un analito que puede

determinarse como estadisticamente diferente del blanco analitico.

El limite de deteccion es la cantidad o concentracion de analito mas
pequena en la muestra de prueba que puede distinguirse fiablemente de

cero. En los sistemas analiticos donde el rango de validacién no lo
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incluye o no se le aproxima, no es preciso que el limite de deteccion

forme parte de la validacion.

i) Limite de Cuantificacion

Corresponde a la mas baja cantidad del analito que puede determinarse

cuantitativamente con precision y exactitud aceptables.

Es la concentracion del analito que produce una sefial mas grande que el
blanco y que puede ser detectada dentro de los limites aceptados por los

laboratorios.

j) Sensibilidad

Es definida como la proporcion de muestras positivas o reactivas

correctamente identificadas por la prueba empleada.

La sensibilidad es entendida como la capacidad del método de distinguir,

con determinado nivel de confianza, dos concentraciones proximas.

2.4 Métodos de Ensayo Microbioldgicos
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El control de calidad es importante tanto en salud publica como en la
industria. Con el desarrollo de técnicas microbioldgicas de diagnostico,
ha sido posible realizar un control apropiado de las caracteristicas de
inocuidad. La validaciéon sirve como soporte de aseguramiento de la
calidad en los laboratorios brindando confianza y solidez a los resultados

emitidos por el mismo.

Los laboratorios de andlisis tienen como principal objetivo reportar
resultados altamente confiables, por eso deben controlar y asegurar la
calidad de los resultados, entendiéndose calidad, como el conjunto de
propiedades y caracteristicas Optimas de un producto o servicio que
prueban su actitud para satisfacer necesidades especificas e implicitas. El
mejoramiento de la calidad en el laboratorio consiste en implementar un
programa completo que es el resultado final emitido por el laboratorio
proporcionando resultados utiles. Este mejoramiento, nosolo incluye los
conceptos mas tradicionales de control de calidad, como el mejoramiento
y la evaluacién externa de la calidad que tiene como propdsito mantener

en cualquier proceso un rendimiento a niveles aceptables segin los
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estandares, sino que también incluye el mejoramiento continto de la
calidad bajo el concepto de “calidad total”

El control de calidad abarca en los laboratorios de Microbiologia el
monitoreo de medios de cultivo, reactivos, equipos y/o instrumentos,
validacién de procedimientos técnicos y del personal. Por lo tanto, la
validacion de las pruebas microbiologicas es de vital importancia ya que
por medio de esta se busca determinar las variaciones entre ensayos para
disminuir las posibilidades de error en los resultados, haciéndolos de esta
forma reales y confiables. Asi mismo se busca garantizar que las técnicas

son compatibles con las condiciones en las que se esta trabajando.

El analisis microbioldgico tiene como fin proporcionar informacion
confiable acerca de la inocuidad y calidad sanitaria de una muestra
cualquiera. El laboratorio debe utilizar los métodos de ensayo que
satisfagan la necesidad del cliente y que sean apropiados para los ensayos
que realiza. Se deben aplicar métodos y procedimientos apropiados para
todos los ensayos dentro de su alcance (incluye muestreo, manipulacion,
transporte, almacenamiento, preparacion de la muestras a ensayar,
estimacion de la incertidumbre y empleo de técnicas estadisticas para el

analisis de datos de ensayo). El laboratorio puede utilizar métodos
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oficiales, métodos normalizados nacionales e internacionales, o métodos

internos desarrollados por el mismo.

En las pruebas de diagndsticomicrobioldgicos tanto para alimentos, como
para aguas, el recuento en placa en profundidad es una técnica

comunmente utilizada para determinar el numero de células viables.

La validacion y verificacién de esta técnica es importante para que el

laboratorio pueda elaborar, desarrollar y generar resultados confiables y

seguros, como requisitos parciales para dar cumplimiento a las normas

oficiales vigentes tales como la ISO-IEC 17025.

2.4.1 Métodos de Ensayos Microbioldgicos Cualitativos

Son métodos en los que el resultado se expresa en términos de

ausencia/presencia.
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Los procedimientos de confirmacion e identificacion del
microorganismo, deben ser validados estimando, cuando sea apropiado,
su especificidad, exactitud relativa, desviacion positiva, desviacion
negativa, limite de deteccion, efecto matricial, repetibilidad y

reproducibilidad.

Las diferencias debidas a las matrices deben tenerse muy en cuenta al
analizar diferentes tipos de muestras. Los resultados deben evaluarse

utilizando métodos estadisticos apropiados.

2.4.2 Métodos de Ensayos Microbiolégicos Cuantitativos

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

métodos estadisticos apropiados.
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Un ensayo cualitativo no brinda una informacion numérica de los
resultados, pero esto no implica que sea inferior a una prueba
cuantitativa. Las aplicaciones de estos dos ensayos pueden ser diferentes
y en algunas situaciones un resultado cualitativo es suficiente. Debe
tenerse en cuenta que en muchos casos no existen materiales de
referencia y en otros la naturaleza de los mecanismos de proteccion no
son bien conocidos, lo que limita la cuantificacion de los resultados o al

menos su interpretacion.

La validacion analitica es uno de los elementos basicos en sistema de
calidad. El hecho de validar trata de disminuir o controlar los factores
que llevan a la imprecision o inexactitud de un dato generado, a través de
la realizacion de un trabajo analitico dentro de unos pardmetros
definidos. La validacion de un método analitico provoca una mayor
fiabilidad y aceptacion de los datos generados, estando estas en

proporcidn con la calidad del proceso de obtencion de los mismos.
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2.5 Requisitos Microbiologicos de las Margarinas

REQUISITOS MICROBIOLOGICOS

REQUISITOS

LIMITE MAXIMO

METODO DE ENSAYO

REP ufc/g. Recuento total de 1,5x 10* NTE INEN 1529-5
microorganismos aerobios
mesofilos
Coliformes totales ufc/g 1,0 x 10’ NTE INEN 1529-6
E. coli NMP/g <3,0x10°* NTE INEN 1529-8
Mohos y levaduras upc/g 1,0 x 102 NTE INEN 1529-10
Staphylococcus aureus ufc/g 1,0 x 102 NTE INEN 1529-14

<3,0x 10° *, significa que no existiraningun tubo positivo en la técnica del NMP con tres tubos

2.6 Definiciones
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Analito: Componente medido por medio de un procedimiento de analisis,
puede ser el microorganismo, sus componentes o productos.

El analito microbiolégico consiste en particulas discretas de vida,
llamado de formas distintas como unidades formadoras de colonias (ufc),
particulas formadoras de colonias (pfc), los gérmenes, propagulos, etc. El
numero de colonias observado es una aproximacion del nimero de

particulas vivientes.

Cepas_de_referencia: Microorganismos obtenidos de una coleccion

nacional o internacional reconocida.

Cepas _de_ reserva: Cepas idénticas obtenidas mediante un unico

subcultivo de una cepa de referencia.

Cepas de trabajo: Subcultivos de microorganismos obtenidos a partir de

la cepa de reserva para ser utilizados en los ensayos que lo precisen.

Coeficiente de variacion: Cociente entre la desviacion tipica y el valor

absoluto de la media aritmética.

%CV = >x100
X
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Desviacion_estandar (tipica): Es igual a la raiz cuadrada de la suma de

las diferencias cuadraticas de las observaciones con respecto a la media

dividido por el numero de observaciones menos uno.

Desviacion negativa: Ocurre cuando el método da un resultado negativo

siendo la muestra positiva. Esta desviacion se convierte en un resultado
falso negativo cuando puede demostrarse que el resultado verdadero es
positivo.

Desviacion_positiva: Ocurre cuando el método da un resultado positivo

siendo la muestra negativa. Esta desviacion se convierte en un resultado
falso positivo cuando puede demostrarse que el resultado verdadero es
negativo.

Detector _de particulas: Placa de medio solida o un tubo de liquido que

contiene un medio nutritivo para el conteo o la deteccion de vida de

particulas microbianas.

Eficiencia: Fraccion de colonias correctamente asignadas.
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Especificidad: Fraccion del nimero total de cultivos o colonias negativos

que son asignados correctamente con el método utilizado.

Exactitud: Es la capacidad de un método de dar resultados lo mas
préximos posibles al valor verdadero, es decir el grado de acuerdo entre
un resultado de ensayo y el valor de referencia aceptado. En
microbiologia normalmente se entiende como porcentaje de recuperacion
de un microorganismo frente al valor del inoculo en presencia de

producto.

Incertidumbre de medicion: Parametro, asociado con el resultado de una

medicion, que caracteriza la dispersion de los valores que podrian

razonablemente ser atribuidos al mensurando.

Incertidumbre de contar: Desviacion tipica relativa de los resultados de

las reiteradas recuento de las colonias o las particulas de la misma placa

(s) o campo (s) en condiciones estipuladas.
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Incertidumbre estandar: Incertidumbre del resultado de una medicion

expresada como una desviacion estandar.

Incertidumbre - Evaluacion tipo A: Método de evaluacion de la

incertidumbre por el andlisis estadistico de una serie de observaciones.

Incertidumbre - Evaluacion tipo B: Método de evaluacion de la

incertidumbre por medios distintos al andlisis estadistico de series por
ejemplo, observaciones asumidas a partir de distribuciones de

probabilidad basado en la experiencia u otra informacion.

Inocular: Introducir en un medio o matriz una sustancia que contiene un

microorganismo.

Media aritmética: Es igual a la suma de todas las observaciones dividida

por el nimero de ellas.
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Microorganismo: Nombre genérico que designa los seres solo visibles al

microscopio, p.e. las bacterias, los infusorios, las levaduras, etc. Los

microorganismos pueden vivir aislados o agruparse formando colonias.

Microorganismos _diana (Target): Son los microorganismos objetivos

del ensayo a validar, apropiados al método y al producto alimenticio. Las

categorias de un grupo diana son:

v' Un grupo no definido por ejemplo recuento total, Coliformes,
levaduras, bacterias de acido lactico;

v" Una familia por ejemplo Enterobacteriaceae;

v’ Un género por ejemplo Salmonella, Listeria;

v" Una especie por ejemplo Listeria monocytogenes, Escherichia coli;

v" Una cepa por ejemplo Salmonella enteritidis fagotipo 4.

Microorganismos no diana (Target): Son aquellos microorganismos que

deben ser negativos y son empleados para establecer reactivad cruzada.

Muestra: Es una cantidad representativa (propiedades de la muestra

idénticas a la de la poblacion) y estable (propiedades de la muestra
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inalterables desde su obtencion hasta la realizacion del ensayo),
subconjunto de una poblacion, que se obtiene para determinar en ella los
valores de ciertas propiedades, que posteriormente se utilizan para
realizar inferencias respecto a las propiedades de la poblacion de la que

se obtiene la muestra.

SET de deteccion: Combinacion de placas o tubos en los que Ia

estimacion cuantitativa de la concentracion de microorganismos en una

muestra se basa.

Ufc: Unidad formadora de colonia.

Petrifilm:L.as placas comerciales petrifilm se han disefiado para el
recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) en muestras de agua
y alimentos. Consiste en laminas delgadas con un medio de cultivo y un
agente solidificante soluble en agua. Ademads, pueden estar recubiertas
por una pelicula de polipropileno para atrapar el gas producido por
algunas bacterias. También tienen incorporado indicadores de pH que
colorean las colonias para facilitar su identificacion, asi como una
cuadricula para hacer el recuento de la UFC. Se han disefiado placas para

recuento aerdbico, de Coliformes, Escherichia coli, mohos y levadura.
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La Placa PetrifilmMR para Recuento de Aerobios Totales (Aerobic Count
AC) es un sistema de medio decultivo listo para ser empleado, que
contiene nutrientes del Agar Standard Methods, un agente
gelificantesoluble en agua fria y un tinte indicador que facilita la
enumeracioén de las colonias. Las Placas Petrifilm recuentos de aerobios
AC se utilizan en la enumeracion de la poblacion total existente de

bacterias Aerobias en productos,superficies, etc.

Aerobios _mesdfilos:Microorganismos aerobios mesoéfilos son aquellos

microorganismos que se desarrollan en presencia de oxigeno libre y a una
temperatura comprendida entre 20°C y 45°C con una zona Optima entre
30°C y 40°C.

REP es el recuento de microorganismos aerobios mesofilos por gramo o

centimetro cubico de muestra de alimento.
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COLIFORMES TOTALES:Los Coliformes totales, son un grupo de

microorganismos que comprenden varios géneros de la familia de las
entero bacterias entre las que se destaca la Escherichia coli que a su vez
es perteneciente a los Coliformestermo tolerante siendo el mas
reconocido representante, de contaminacion de alimentos por origen

fecal, por lo que es el principal indicador de higiene en alimentos.

Este grupo de microorganismo se caracteriza por estar ampliamente
difundido en el agua y suelo y es habitante normal del tracto intestinal

de la mayoria de animales de sangre caliente incluye el hombre.
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Son bacterias de morfologia bacilar, gran negativas aerobias y
anaerobias facultativas, oxidasa negativa, no esporogenas y son capaces
de fermentar la lactosa con produccidon de acido y gas a 37°C en un

tiempo maximo de 48 horas.

Las placas Petrifilm Coliformes Totales contienen los nutrientes del
Violeta Rojo Bilis (VRB) modificado, un agente gelificante solubles en
agua fria y un indicador de tetrazolio que facilita la enumeraciéon de
colonias. El film superior atrapa el gas producido por la fermentacion de

la lactosa producida por los Coliformes.
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CAPIiTULO 3

Diagnostico del Laboratorio de
Microbiologia de la FABRIL

3.1 Ingreso al Laboratorio de Microbiologia

La entrada al laboratorio de microbiologia estard restringida al personal
que realiza los andlisis y las tareas auxiliares en el laboratorio y al

personal relacionado con el manejo de las muestras microbiologicas.

No se permitira el ingreso al laboratorio de personas ajenas a dichas

tareas.Las personas ajenas a dichas tareas que ingresen, deben:

v’ Leer detenidamente las disposiciones generales indicadas en el
cuadro titulado Buenas Practicas de Laboratorio de Microbiologia.
v" Usar los EPP “Uso de elementos de proteccion personal” antes del

ingreso al Laboratorio de Microbiologia.
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v’ Registrar la fecha, la hora de ingreso y salida, nombre y apellido,
motivo de ingreso y firma, en la plantilla “Personal que ingresa al
Laboratorio de Microbiologia”.

Estas restricciones son necesarias para reducir al minimo la introduccion
de polvo y otros contaminantes en el laboratorio. Ademas, las muestras
pueden contener microorganismos patdogenos que constituyen un riesgo
de salud del personal no autorizado, el cual no suele estar familiarizado

con las medidas de seguridad contra los riesgos bioldgicos.

3.2 Nivel de Bioseguridad

El laboratorio de microbiologia de acuerdo al criterio de clasificacion de
los microorganismos infecciosos por grupo de riesgo (Organizacion
Mundial de la Salud, OMS) se encuentra en el Grupo de riesgo 2 (riesgo
individual moderado, riesgo poblacional bajo) y el nivel de bioseguridad

al que pertenece es el 2.

En la puerta de acceso al laboratorio se encuentra identificado con el
simbolo y signo internacional de peligro biologico y el nivel de

bioseguridad.
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3.3 Técnicas microbiologicas apropiadas

El siguiente cddigo es una enumeracion de las practicas y actividades de
laboratorio esenciales que constituyen la base de las técnicas

microbiologicas apropiadas:

Acceso

v" Sélo podra entrar en las zonas de trabajo del laboratorio el personal
autorizado.

v' Las puertas del laboratorio se mantendran siempre cerradas.

v' No se autorizara ni permitird la entrada de nifios ni mujeres

embarazadas en las zonas de trabajo del laboratorio.

Practicas de trabajo

v’ Usar uniformes de laboratorio (Mandil) durante la permanencia en
el laboratorio.
v’ Usar guantes protectores apropiados para todas las actividades que

puedan entrafar contacto directo o accidental con materiales
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potencialmente infecciosos. Una vez utilizados, los guantes se
retiraran de forma aséptica y a continuacion se lavaran las manos.
El personal debe lavarse las manos después de manipular
materiales infecciosos, asi como antes de abandonar las zonas de
trabajo del laboratorio.

Cuando las actividades analiticas lo requieran, se deben usar gafas
de seguridad, viseras u otros dispositivos de proteccion para
proteger los ojos y el rostro de salpicaduras, impactos y fuentes de
radiacion ultravioleta artificial.

No debe usar prendas protectoras fuera del laboratorio.

Usar calzado con puntera.

En las zonas de trabajo estara prohibido almacenar alimentos o
bebidas para consumo humano, fumar, aplicar cosméticos o
manipular lentes de contacto.

La ropa protectora de laboratorio no se guardard en los mismos
casilleros que la ropa de uso externo.

Se utilizan gabinetes biologicos, u otros equipos de proteccion
personal o dispositivos de contencion fisica adecuados cuando se

realicen practicas de trabajo que puedan generar aerosoles o
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salpicaduras infecciosas o se utilicen altas concentraciones de
agentes infecciosos.

v' Estara estrictamente prohibido pipetear con la boca.

v No se colocara ningin material en la boca ni se pasara la lengua

por las etiquetas.

Todas las técnicas se practicaran de manera que se reduzca al minimo la

formaciodn de aerosoles

Recepcion de medios de cultivos comerciales, medios listos para usar,

Petrifilm y reactivos

Para la recepcion de medios de cultivos comerciales, medios listos para
usar, Petrifilm y reactivos el laboratorio de microbiologia solicita al
proveedor el certificado de calidad de andlisis del medio de cultivo
comercial en polvo deshidratado, medios de cultivos listos para usar,

Petrifilm 6 reactivo.
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Toda esta informacion se registra en una planilla de recepcion de
reactivos laboratorio de microbiologia se registra con la fecha de ingreso,

nombre delreactivo, lote, cantidad y proveedor.

Una vez registrada toda la informacion necesaria se etiqueta cada envase
de medios de cultivos lo cual la etiqueta consta con la fecha de recepcion
del medio el lote, fecha de apertura del envase y el tipo de medio de

cultivo o reactivo y el responsable de la elaboracion.

Los medios de cultivos preparados y estériles pueden ser mantenidos en
refrigeracion, entre 2°C a 8°C, por no mas de un mes a partir de su

preparacion.

Los medios de cultivo en cajas Petri y soluciones de reactivos preparados
y almacenados en el refrigerador llevan colocado una etiqueta con los
siguientes datos: una identificacion, N° lote, condiciones de
almacenamiento la fecha de preparacion, fecha de vencimiento, el
personal que los preparo y firma.

Para el caso de los medios de dilucidon en frascos estos llevan un ticket

que indica la fecha de preparacion.
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El Laboratorio verifica que los medios de cultivo y diluyentes preparados
cumplan los valores de pH establecidos por el fabricante e indicados en el

envase y sus propiedades de esterilidad.

Los resultados del pH (después del proceso de esterilizacion) se registran

en la plantilla de “Preparacion de medios de cultivo y reactivos”.

Para comprobar la efectividad del proceso de esterilizacion de los medios
de cultivo almacenados en el refrigerador y empleados para el monitoreo
de calidad de aire y superficies de contacto se emplea el criterio indicado

en los puntos 5.1.14.1 y 5.1.14.2 Norma INEN 1529-1.

Tomar al azar tres tubos o frascos e incubarlos 72 h a 30° C para medios
liquidos y para medios solidos tomar al azar tres tubos o frascos (cajas) e
incubarlos 72 h a 30° C. Criterio de rechazo: si el medio liquido presenta
evidencias de crecimiento, la prueba es positiva si el medio presenta
desarrollo de colonias. No se deben utilizar los medios que den prueba

positiva.
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La persona encargada registra los resultados en la plantilla “Control de

esterilidad de medios de cultivo y diluyentes”.

Los lotes de medios de cultivo preparados y empleados en los ensayos
diarios como prueba de esterilidad se realizan un blanco, como criterio de
aceptacion no debe existir desarrollo de colonias. Este resultado se

registra en la plantilla “Aseguramiento de calidad interno™.

El laboratorio de microbiologia registra fecha de recepcion, fecha de
caducidad y fecha de apertura del envase de los medios de cultivo y

reactivos en la plantilla “Manejo de Medios de cultivo y/o reactivos”

LAASRIL SA Manejo de medios de cultivo y/o reactivos
LABORAT ORIO DE MICROBIOLOGIA ) y
Medio de cultiva ylo reactivo; Lote:
Fecha de recepcian: Fechade caducidad: Fecha de apertura del ervase

Elabaoradao paor:
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En los envases de medios de cultivos consta esta informacioén. Los
medios de cultivo comerciales polvos deshidratados son almacenados

bajo condiciones prescritas en las fichas de seguridad. Bien cerrado.

Seco. De +15°C a +25°C. No deben utilizarse medios deshidratados que

presenten apelmazamiento o un cambio de color.

Para Petrifilm conservar las bolsas sin abrir a < 8°C. Dejar que las bolsas
lleguen a la temperaturaambiente antes de abrirlas. Devolver las placas
sin usar a las bolsas. No refrigerar las bolsas abiertas a finde evitar
exponerlas a la humedad. Conservar las bolsas una vez cerradas en un

lugar fresco y seco+25°C.

3.4 Eliminacion de los reactivos

Los envases vacios de los reactivos utilizados por el Laboratorio son

enviados al proveedor para que el gestione la correcta eliminacion. La

operacion queda registrada en un correo interno el cual indica la cantidad

de envases vacios entregados al proveedor y tipo de reactivo.
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En el laboratorio de microbiologia se llevan inventarios de todos los
medios de cultivos que ingresan, incluidos también a los materiales de

vidrio y equipos que consta en el laboratorio.

Las muestras deben ser llevadas al Laboratorio por un trabajador
designado para tal efecto dependiendo del Proceso de envasado, se
reciben en tarrinas, en botellas o fundas correctamente rotuladas y esto
dependera del lugar de procedencia.

La rotulacion del envase que contenga la muestra debe indicar: nombre

de producto, lote.

Las muestras de productos especiales solicitadas por Innovacion adjuntan
el requerimiento de analisis donde se detallan los analisis

microbiologicos requeridos.

El examen bacteriologico de las muestras de agua, se debe iniciar
inmediatamente después de su recoleccion para evitar cambios
impredecibles. Si la muestra no se puede procesar dentro de una hora
después de la recoleccion, transportarla en contenedor isotérmico con gel

refrigerante
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La temperatura de toda muestra deagua debe ser inferior a 10°C durante
un tiempo maximo de 6 horas de transporte. Estas muestras deben ser
refrigeradas, una vez recibidas, en el Laboratorio procesadas en dos
horas.

Se deberd registrar la temperatura del contenedor a la llegada del
Laboratorio de Microbiologia Registro “Recepcion de muestras a
ensayar’l con la finalidad de asegurar que las mismas hayan sido
transportadas a la temperatura indicada. Las temperaturas superiores a

10° C invalidan las muestras para su analisis.

Las muestras de Margarinas de mesa e industriales, coberturas de
chocolates, insumos, ingredientes y productosespeciales se deben enviar
al Laboratorio de Microbiologia lo mas réapido posible y en condiciones
que reduzcan al minimo la posibilidad de cambio de su calidad
microbiologica y evitar que durante el transporte las muestras sean

expuestas a la luz solar directa.
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Manipular y empacar las muestras de modo que una manipulacion
posterior no pueda cambiar su identidad, ni sugerir ninguna duda acerca
de su origen.

Se debe enviar las muestras al Laboratorio de Microbiologia en su envase
original, sin abrir para el caso de margarinas de mesa, coberturas de
chocolates en presentaciones de 400g, 500g, 1kg y productos especiales.
El Laboratorio de Microbiologia facilita los envases a los diferentes
procesos de operaciones para la toma de muestras (margarinas y

coberturas de chocolates industriales).

Todas las muestras envasadas, para su envio deben empacarse con
materiales que puedan absorber los golpes para evitar que sufran dafios

durante el transporte.

3.5 Manipulacion de las muestras

La muestra recepcionada es etiquetada en su envase original por el
Ayudante de Laboratorio Microbiologia en el cual se detalla: el nimero
asignado por el laboratorio, fecha de analisis, producto, procedencia, lote,

turno, entregado por, recibido por. La preparacion de la muestra a
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ensayar se realiza de acuerdo a lo que indica el Instructivo IT.CCA.14

“Preparacioén de muestras para el andlisis microbiologico

L

IDENTIFICACION DE MUESTRAS
FECHA:

PRODUCTO:
FPROCEDENCIA:

LOTE :
ENTREGADD FOR:

RECGIBIDOD FOR:

MUMERD:

TURNO:

LA FABRIL S.A. R .- d t
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA ecepclon € muestras a ensayar
ALEE08 Fecha‘ge L3 de Datos del cliente interno Nombre del producto  |Presentacidn | N° de lote EE e Temperatura (RS M.uestreo Observacién .
ensayar recepcion recepcion muestra muestreo  |realizado por responsable
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Concluidos los ensayos las muestras de grasas, coberturas de chocolates,
productos especiales, insumos e ingredientes son conservadas en un
estante destinado e identificado en el cuarto de retencion de muestras. La
temperatura de almacenamiento es registrada dos veces en el dia en la
plantilla “Condiciones ambientales dealmacenamiento de muestras” y

“Registro diario de temperatura”

Las condiciones 6ptimas de almacenamiento y conservacion de los items
ensayados son tomadas de las especificaciones internas de los productos.
El tiempo de conservacion de las muestras se establece en el siguiente

cuadro:

PRODUCTOS TIEMPO RETENCION
MARGARINAS INDUSTRIALES Y 12 SEMANAS
CONSUMO NACIONAL
INGREDIENTES Y ADITIVOS 1 SEMANA

MUESTRAS DE CHOCOLATES 12 SEMANAS

- 102 -



3.6Analisis de la Propuesta de Validacion

De acuerdo a lo expuesto el Laboratorio de microbiologia de la FABRIL,
cuenta con las fortalezas y competencias que lo caracterizan como un
ente confiable para el control de la conformidad tanto de los productos
como de los procesos que se llevan a cabo en las diferentes plantas de

esta Industria.

Sin embargo es importante que se lleve a cabo un estudio de validacion
de los métodos que se realizan en el laboratorio de microbiologia, de
acuerdo a los criterios de las Buenas Practicas de Laboratorio y de
conformidad con lo establecido en la norma ISO/IEC 17025 (Requisitos
Generales para la Competencia de los Laboratorio de Ensayo y
Calibracion), a fin de cumplir con requisitos aceptados

internacionalmente, garantizar la veracidad y confiabilidad de los
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métodos de ensayos, prepararse para una futura acreditacion ante el OAE,

y establecer controles de calidad para los ensayos microbioldgicos.

En funcién de la factibilidad y el dominio de las técnicas, se considera
adecuado realizar la primera validacion de métodos microbioldgicos a los
ensayos para la determinacion de Aerobios y Coliformes Totales en
Margarinas, que se realizan de manera cotidiana en el laboratorio de

Microbiologia de la FABRIL.
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CAPITULO 4

Validacion del Método de Ensayo para la
Determinacion de Aerobios en Margarinas

4.1 Necesidad Analitica

En el laboratorio de microbiologia de La Fabril S.A surge la necesidad de
validar el método de ensayo para determinacion de Aerobios mesofilos
en margarinas para dar credibilidad y confianza a los resultados emitidos
a sus diferentes clientes internos que le presta servicio a la organizacion.
Debido a que el recuentos de microorganismo aerobios mesofilos refleja
la calidad sanitaria de los productos analizados indicando, ademas de la
condicion higiénica de la materia prima, y la forma como fueron

manipulados durante su elaboracion.

4.2 Método
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El método utilizado por el laboratorio de microbiologia de la Fabril es el
MA 409Recuento de Aerobios. Método oficial 990.12 AOAC. Cuenta de

Placa Aerdbica en Alimentos Método de Pelicula Seca Rehidratable

4.3 Borrador del Procedimiento.

4.3.1 Definicion y Alcance

Las placas Petrifilm Recuentos de Aerobios constituye un sistema listo
para usar que contiene los elementos nutritivos del P.C.A., un agente
gelificante soluble en agua, y un indicador de tetrazolio que facilita la
enumeracion de colonias. Las placas Petrifilm Recuentos de Aerobios
son utiles para la enumeracion de bacterias aerdbicas en las industrias
alimentarias y de productos lacteos, y estan descontaminadas pero no

son estériles.
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Aplicable a muestras de margarinas de mesa e industriales.

4.3.2 Materiales, Equipos y Reactivos.

v" Placas Petrifilm para recuentos de Aerobios.

v" Aplicador de plasticos Petrifilm

v' Pipetas

v" Contador de colonias MASCC002CO2

v" Incubadora MASCC002103

v" Tampoén fosfato de Butterfield (tampon fosfato IDM, KH2PO4 a
0.0425 g/l , ajustar a pH 7.2)

v Agua de peptona al 0.1%

v Agua de peptona sal (método ISO 6887)

v" Solucion salina (0.85 — 0.90%)

v' Caldo letheen sin tiosulfato y agua destilada

4.3.3 PROCEDIMIENTO

- 107 -



Use placas de cuenta aerdbica con pelicula seca. Coloque la placa en una
superficie plana; levante la pelicula superior e inocule 1 ml de suspension
de prueba en el centro de la base de la pelicula. Con cuidado desenrolle la
pelicula superior sobre el indculo. Distribuya la suspension de prueba
sobre el area de crecimiento prescrita presionando en el centro del difusor
(el lado hueco hacia abajo). No mueva la placa por un 1 minuto para
permitir que el gel se solidifique. Incube las placas a 48+2 horas a

32+1°C.

Coloque las placas en posicion horizontal en la incubadora, el lado limpio
hacia arriba, en pilas que no excedan las 20 unidades. Cuente las placas
justo después del periodo de incubacion. Después de que la incubacion se
ha completado las placas deben almacenarse (congeladas) a < 15° C por

siete dias. Lo anterior debe evitar como una practica de rutina.

Use un contador de colonias estandar para contar, también se puede
utilizar una lupa con luz para facilitar el conteo. Las colonias se manchan
en varios tipos de rojo. Cuente las colonias en un rango contable (25-250
colonias). Para calcular la cuenta bacteriana, multiplique el niamero total

de colonias por placa (o el nimero promedio de colonias por placa si
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cuenta placas duplicadas de la misma dilucién) por el reciproco de
dilucion utilizada.

Cuando cuente las colonias de placas duplicadas de diluciones
consecutivas, calcule el niimero medio de las colonias para cada dilucion
antes de determinar la cuenta bacteriana promedio. Las cuentas
calculadas pueden realizarse en placas con >250 colonias y deben ser
reportadas como cuentas calculadas. Al hacer los recuentos de tal area de
crecimiento circular se puede considerar que puede contener veinte
cuadrados de 1 cm. Para identificacion futura, levante la pelicula superior

y levante la colonia del gel.

4.4 Identificacion de las variables que intervienen en el método

v Temperatura de incubacion.
v" Tiempo de incubacion.

v" Calibracion de equipos.

v' Esterilizacion de érea.

v' Esterilizacion de materiales.

v" Esterilizacion de medios de cultivo.
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v

v

Fecha de caducidad de los medios de cultivo.

Preparacion de la muestra.

4.4.1. Identificacion de requisitos

)
Equipos . .. K Deriva
Calibracion
Autoclave Sl Sl Sl
Balanza S S S
Cabina de flujo laminar NO NO NO
Estufa S S S
Incubadora bacterioldgica SI SI Sl
Control de temperatura de la
_ S S S
Refrigeradora

Contador de colonias NO NO NO
Pipeta Automatica S S S
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4.5Eleccion de Parametros de Validacion. Fijacion de los
Objetivos de validacion

METODOS CUANTITATIVOS
PARAMETRO OBJETIVO ESTABLECIDO

Matriz (Alcance) Margarinas

Exactitud >80 %

Reproducibilidad <15%

Repetibilidad <10 %

Rango 25 a 250 ufc/g

Incertidumbre <40 %

4.6Diseiio Experimental y Estadistico

Verificacion de la respuesta del método respecto a

DISENO los objetivos de validacion, probandose con
EXPERIMENTAL L :
muestras cuyas caracteristicas son conocidas.
Negativos Asignados.- Muestras esterilizadas que
“Muestras”

no deben contener el analito (microorganismo

de las que se target).

dispone para la

validacion Positivos Asignados.- Las muestras seran
preparadas segun se describe en el numeral 4.7
Submuestras Se preparan 10 muestras por cada rango de trabajo

de la validacion

Procesamiento Cada dia se correra un rango de trabajo de la
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validacion

Lectura Se obtiene una lectura por cada submuestras
Funcion de No aplica
respuesta
Interpolacion No aplica

y calculos

Analisis de la técnica de duplicado
Determinacion de exactitud
Tratamiento Determinacion de reprodubilidad
Estadistico Intervalo de trabajo validado

Determinacion de la incertidumbre asociada al
método en cada rango de trabajo de la validacion

4.7 Realizacion

4.7.1Preparacion de la muestra (margarina sin flora bacteriana)

La margarina es una emulsion liquida con consistencia plastica,
generalmente del tipo agua/aceite y obtenida sobre todo a partir de grasas
y aceites comestible que no proceden de la leche, con un contenido de

grasa minimo de 80%.

En un recipiente estéril se recoge aproximadamente 500 g de margarina

de la parte final del proceso de produccion.
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Para garantizar que la muestra esta libre de bacterias se realizan blanco
de esta muestra por duplicado, de la siguiente manera: Se pesa 11 gramos
de margarina en un diluyente que contiene una solucidén tampon (tampon
buffer) o solucion salina con 99 ml, luego se lleva al bafio maria por un
lapso de 15 minutos, y se agita la muestra, transcurrido este tiempo se
procede a la inoculacidon de la muestra, para lo cual se toma una alicuota
y se transfiere 1 ml de esta solucion a cada placa y se vierte 20 ml de agar

PCA, se lleva a incubar a 48 horas a 35°C.

Transcurrido las 48 horas de incubacion se procede a la lectura de las
placas obteniendo los siguientes resultados.

BLANCO DE MUESTRAS DE MARGARINAS

<10 <10
<10 <10
<10 <10
<10 <10
<10 <10
<10 <10
<10 <10
<10 <10
<10 <10
<10 <10
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De acuerdo a los resultados obtenidos se evidencia que la muestra se

encuentra libre de flora bacteriana.

4.7.2 Reactivacion de Cepas y Preparacion de la solucion de
trabajo

En un tubo estéril se coloca 1ml de solucion salina junto con un pellets de
cepas en este caso S.aureus ATCC 6538P. Una vez disuelta la solucion se
procede a inocular en cajas de TSA mediante estrias con unas asas para

las diferentes placas, se llevan a incubar cada placa por 24 horas a 35°C.

Transcurrido las 24 horas con un asa se procede a coger una colonia de

las placas de TSA y se la colocas en un criobial el cual contiene una

solucion de glicerol y caldo.

Se deja reposar unos minutos, se identifica y luego se lleva a congelar a

una temperatura de -20°C.

114 -



Para utilizar las CEPAS en la validacion se deben activar en una solucion
tampon, introduciendo 2 lentillas tomadas del criobiales de cepas en un

tubo de 9ml luego se le deja incubar por 24 horas a 35°C.

Cumplido las 24 horas de incubacion se verifica la turbidez del tubo con
una escala MCfarland el cual tiene una concentracion de 1,5X10% ufc/ml

(suspension bacteriana del Mcfarland).

A fin de obtener la solucion de trabajo se procede a realizar serie de

diluciones hasta obtener la concentracion teorica de 1500 ufc/ml.

Se realiza una
comparacion entre la
escala macfarlany la

concentracion obtenida
en el laboratorio de
bacterias

Escala
macfarlan
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SOLUCION

DE
1.5X10-8  1.5X10-8 1.5X10-7 1.5X10-6 1.5X10-5 1.5X10-4 TRABAJO
UFC/ML UFC/ML UFC/ML UFC/ML UFC/ML UFC/ML

1.5X10-3
UFC/ML

4.7.3 Inoculacion de la solucion de bacteria en la muestra

Se procede a aplicar la siguiente formula para obtener el volumen en ml

que se inoculara en la muestra, necesario para realizar la validacion:

CoxV
Cf=

Mt

Donde:

Cf: Concentracion final
Co: concentracion inicial
V: volumen

Mt: peso de muestras

De aqui se despeja el volumen que debe ser inoculado en muestra.
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Cf x mt

V= Co

(300ufc/gr)(10gr)
V_ 1500ufu/ml
V= 2mi

Obtenido el volumen de concentracion de la  solucion de trabajo
(1500ufc/ml), se procede a tarar un envase estéril en la balanza y se pesa
5 gr de muestras de margarinas y se desfasa en el bafio maria,
adicionalmente se le agrega los 2 ml de la solucion de trabajo
(1500ufc/ml), y luego se completa hasta lograr los 10 gramos necesario
de muestras. Se sigue el proceso de analisis normal agregando los 90 ml
del diluyente (Solucion Tampodn). Se debe agitar bien la dilucion de la

muestra.
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Se inocula placas petrifilm aerobios con Iml de la dilucién que contiene
la muestra por duplicado (en total 20 placas petrifilm). Se lleva a

incubacién por 48 horas a 32°C.

Para la titulacion de las bacterias se prepara agar PCA y se inocula 0,1ml
de la solucion de trabajo (1500ugce/ml) en cada placa méas 20 ml de Agar
Plate Count. Este proceso se debe realizar en un total de 10 placas, para

luego llevar a incubacion por 48 horas a 35°C.

Cumplido el tiempo de incubacion se procede a la lectura de las placas,

obteniendo los siguientes resultados:

RESULTADOS DE ANALISIS MICROBIOLOGICOS MUESTRAS DE
MARGARINA GIRASOL LOTE 4951

METODO DE PLACAS BLANCO DE
REFERENCIA PCA PETRIFILM MUESTRAS DE
AEROBIOS MARGARINAS
170 172 31 29 <10 <10

168 169 38 37 <10 <10
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174 176 36 37 <10 <10

167 169 38 39 <10 <10
165 168 34 33 <10 <10
173 175 32 30 <10 <10
165 166 33 32 <10 <10
179 180 32 32 <10 <10
180 182 34 33 <10 <10
159 161 32 30 <10 <10

Como se estimod una solucidon de trabajo teorica de 1500ufc/ml, ahora se
debe establecer la concentracion de ufc/ml real que existe de la solucion

de trabajo.

Con los datos obtenidos del conteo se empieza a extrapolar los resultados

por ejemplo tenemos:

ufc Placa Ufc
170 X 1700
placa 0,1 ml Ml
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1700 ufc/ml x 2 ml Ufc

Cf= = 340
10 gr M
ufc 10 gr Ufc

340 X = 34
gr 100 ml Ml
ufc 1ml Ufc

34 X = 34

ml 1 placa Placa

En la siguiente tabla se muestra todos los datos una vez realizada la
extrapolacion y establecido el valor de referencia segin los calculos del

método de ensayo.

Valores de referencia Promedio
34 34,4 34
33,6 33,8 34
34,8 35,2 35
33,4 33,8 34
33 33,6 33
34,6 35 35
33 33,2 33
35,8 36 36
36 36,4 36

- 120 -



31,8

32,2

32

En la siguiente tabla se establece los valores de los resultados del ensayos

con las muestra inoculadas con las bacterias.

4.8

Estadistico
obtenidos

Valores medidos Promedio
31 29 30
38 37 38
36 37 37
38 39 39
34 33 34
32 30 31
33 32 33
32 32 32
34 33 34
32 30 31
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n=10 V. Referencia | V. Obtenido
X1 X2 log X1 log X 2 d= (log X1-log X2)
34 30 1,53148 | 1,47712 -0,05436
34 38 1,53148 | 1,57978 0,04830
35 37 1,54407 | 1,56820 0,02413
34 39 1,53148 | 1,59106 -0,05959
33 34 1,51851 | 1,53148 0,01296
35 31 1,54407 | 1,49136 -0,05271
33 33 1,51851 | 1,51851 0,00000
36 32 1,55630 1,50515 -0,05115
36 34 1,55630 | 1,53148 0,02482
32 31 1,50515 | 1,49136 0,01379
media (C) 34,2 33,9 1,53374 | 1,52855 -0,00938
S 1,32 3,14 0,01676 | 0,03970 0,04070
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‘E‘ teac = 0,394746432
Leae = % tp = 2,26 tearc < ttab si
n

Rec=10"0100] o RecRel. 9881344992 > 80£10% [ si ]

YiReprod=(1-10*)e100 %Reprod.  9,119240495

%RSD, _ L ¢100

Poisson ‘/E %RSDPoisson 1 77 17513466

%(Rep/RSDpyicson) 0,530955982 %(Rep/RSDpyecon)< 2 |I|

Incertidumbre
Up=we Siey antlog U’
Jn | U 0,005299751] 1,012277889[ 1,02470653
S
UVR:W°ﬂ
i |, 0,012552783| 1,020325622[ 1,05951124
1 .C
U= Jo
“rT T | Ve 5,822370651 33.9000
U - (1-Rec)e C
e V3 T 0,232233647 0,05393247 Experim.
(C#)
1 12.00635669 45,9063567
1=20JU} 4 U}, +UL, +U2, %l 3541698138 21,8036433

4.9Declaracion de Método Validado
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PARAMETRO | OBJETIVO Resultado Cumple lo
Establecido
: Validacion en SI
Matriz (Alcance) Margarinas | Margarina girasol
Exactitud =~ 80 % 98,81% SI
0
0
Reproducibilidad | _ o, %,11% SI
0
Repetibilidad 109 <9,11% SI
0
Raneo 25-250 (CONTEO |[SI
£ 252250 ufc/le |CON MEDIA DE 34)
Incertidumbre <40 % 35,42% SI

Al haber cumplido los objetivos de wvalidacion el

determinacion de Aerobios en margarinas queda validado.
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CAPITULO 5

Validacion del Método de Ensayo para la
Determinacion de Coliformes Totales en
Margarinas

5.1 Necesidad Analitica

En el laboratorio de microbiologia de La Fabril S.A surge la necesidad de
validar el método de ensayo para determinacion de Coliformes totales en
margarinas para dar credibilidad y confianzas a los resultados emitidos a
sus diferentes clientes internos que le presta servicio a la organizacion.
Debido a que los Coliformes totales es un indicador de higiene. Las
bacterias Coliformes son particularmente tutiles como componentes de
criterios microbioldgicos para indicar contaminacion postproceso
térmico. El uso del recuento de Coliformes como indicador requiere un
conocimiento amplio del proceso que al alimento ha sufrido (produccién,
procesamiento, distribucion, etc.)y del efecto que ¢l ha tenido en las

bacterias Coliformes.
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5.2 Método

El método utilizado por el laboratorio de microbiologia de la Fabril es el
MA 407 Determinacion de E.Coli/Coliformes. Método Oficial 991.14
AOAC. Cuenta Coliformes y Escherichia coli en Alimentos Método de

pelicula Seca Rehidratable

5.3 Borrador del Procedimiento.
5.3.1 Definicion y Alcance

Las placas Petrifilm para el recuentos de E.COLI/COLIFORME (EC) es
un medio de cultivo listo cuyo sistema contiene nutrientes, Rojo Violeta
Bilis (VRB) un agente gelificante solubles en agua fria, un indicador de
la actividad glucoronidasa, 5-bromo-4-cloro-3-indolyl-b-D-glucuronido
(BCIQG) y el indicador tetrazolium que facilita la enumeracion de las
colonias. Las placas Petrifilm para el recuentos de EC son utilizadas para
la enumeracion de E.Coli/Coliformes en la industrias de alimentos y
bebidas, los componentes de las placas Petrifilm para el recuentos de EC

no son

- 126 -



esterilizados pero si son descontaminados. El departamento de
microbiologia 3M se encuentra certificado por las normas ISO 9001

(Organizacion de Estandares Internacionales).

Aplicable a muestras de margarinas de mesa e industriales.

5.3.2 Materiales Equipos y Reactivos.

v" Placas Petrifilm de Cuenta de E.Coli/Coliformes.

v' Aplicador de plasticos Petrifilm

v' Pipetas

v" Contador de colonias MASCC002CO2

v" Incubadora MASCC002I03

v" Tampoén fosfato de Butterfield (tampon fosfato IDM, KH2PO4 a
0.0425 g/l , ajustar a pH 7.2)

v Agua de peptona al 0.1%

v" Buffer peptona.
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5.3.3 PROCEDIMIENTO

Use placas de cuenta Coliformes con pelicula seca. Coloque la placa en
una superficie plana; levante la pelicula superior e inocule 1 ml de
suspension de prueba en el centro de la base de la pelicula. Con cuidado
desenrolle la pelicula superior sobre el indculo, pero distribuya sobre la
placa la suspension de prueba preparada con el difusor, con el lado plano
hacia abajo. Incube las placas 2442 horas a 32+1° C. Cuente las placas
justo después del periodo de incubacion. Después de que la incubacién se
ha completado las placas deben almacenarse (congeladas) a < 15° C por
siete dias. Lo anterior debe evitarse como una practica de rutina, pero
solo cuente las colonias rojas que tengan una ¢ mas burbujas de gas
asociadas con ellas (dentro del diametro de 1 colonia). Cuente todas las
colonias en un rango contable (15-150 colonias). Las colonias rojas sin

burbuja de gas no se cuentan como organismos Coliformes.

5.4 Identificacion de las variables que intervienen en el
método

v Temperatura de incubacion.
v" Tiempo de incubacion.

v' Calibracion de equipos.
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v" Esterilizacion de area.
v' Esterilizacion de materiales.

v' Esterilizacion de medios de cultivo.

v" Fecha de caducidad de los medios de cultivo.

v" Preparacion de la muestra.

5.4.1. Identificacion de requisitos

Equipos CalibI:aci()n k Deriva
Autoclave SI SI SI
Balanza SI SI SI
Cabina de flujo laminar NO NO NO
Estufa SI SI SI
Incubadora bacteriologica SI SI SI
Control Ei:f:;:;;ggra de la ST ST ST
Contador de colonias NO NO NO
Pipeta Automatica SI SI SI
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5.5Eleccion de Parametros de Validacion. Fijacion de los
Objetivos de validacion

METODOS CUANTITATIVOS
PARAMETRO OBJETIVO ESTABLECIDO

Matriz (Alcance) Margarinas

Exactitud > 80 %

Reproducibilidad <15%

Repetibilidad <10%

Rango 15 a 150 ufc/g

Incertidumbre <40 %

5.6Disefio Experimental y Estadistico

Verificacion de la respuesta del método respecto a

DISENO los objetivos de validacion, probandose con
EXPERIMENTAL L .
muestras cuyas caracteristicas son conocidas.
Negativos Asignados.- Muestras esterilizadas que
“Muestras”

no deben contener el analito (microorganismo

de las que se target).

dispone para la

validacion Positivos Asignados.- Las muestras seran
preparadas segun se describe en el numeral 5.7
Submuestras Se preparan 10 muestras por cada rango de trabajo

de la validacion
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Cada dia se correrd un rango de trabajo de la

Procesamiento 1
validacion
Lectura Se obtiene una lectura por cada submuestras
Funcion de No aplica
respuesta
Interpolacion No aplica

y calculos

Analisis de la técnica de duplicado
Determinacion de exactitud

Tratamiento Determinacion de reproducibilidad
Estadistico Intervalo de trabajo validado

Determinacion de la incertidumbre asociada al
método en cada rango de trabajo de la validacion

5.7 Realizacion

5.7.1Preparacion de la muestra (margarina sin flora bacteriana)

La margarina es una emulsion liquida con consistencia plastica,

generalmente del tipo agua/aceite y obtenida sobre todo a partir de grasas
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y aceites comestible que no proceden de la leche, con un contenido de

grasa minimo de 80%.

En un recipiente estéril se recoge aproximadamente 500 g de margarina

de la parte final del proceso de produccion.

Para garantizar que la muestra esté libre de bacteria se realizan blanco de
esta muestra por duplicado, de la siguiente manera: Se pesa 11 gramos de
margarina en un diluyente que contiene una soluciéon tampon o solucioén
salina con 99 ml, luego se lleva al bafio maria por un lapso de 15
minutos, y se agita la muestra, transcurrido este tiempo se procede a la
inoculacion de la muestra, para lo cual se toma una alicuota y se
transfiere 1 ml de esta solucion a cada placa y se vierte 20 ml de agar
PCA, se lleva a incubar a 48 horas a 35°C.

Transcurrido las 48 horas de incubacion se procede a la lectura de las

placas obteniendo los siguientes resultados.
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BLANCO DE MUESTRAS DE MARGARINAS

<10 <10
<10 <10
<10 <10
<10 <10
<10 <10
<10 <10
<10 <10
<10 <10
<10 <10
<10 <10

De acuerdo a los resultados obtenidos se evidencia que la muestra se

encuentra libre de flora bacteriana.

5.7.2 Reactivacion de Cepas y Preparacion de la solucion de
trabajo

En un tubo estéril se coloca 1ml de solucion salina junto con un pellets de
cepas en este caso E.coli ATCC 8739. Una vez disuelta la solucién se
procede a inocular en cajas de TSA mediante estrias con unas asas para

las diferentes placas, se llevan a incubar cada placa por 24 horas a 35°C.
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Transcurrido las 24 horas con un asa se procede a coger una colonia de
las placas de TSA y se la colocas en un criobial el cual contiene una

solucion de glicerol y caldo.

Se deja reposar unos minutos, se identifica y luego se lleva a congelar a

una temperatura de -20°C.

Para utilizar las CEPAS en la validacion se deben activar en una solucion
tampon, introduciendo 2 lentillas tomadas del criobiales de cepas en un

tubo de 9ml luego se le deja incubar por 24 horas a 35°C.

Cumplido las 24 horas de incubacion se verifica la turbidez del tubo con

una escala MCfarland el cual tiene una concentracion de 1,5X10% ufc/ml.

A fin de obtener la solucion de trabajo se procede a realizar serie de

diluciones hasta obtener la concentracion teorica de 1500 ufc/ml

(suspension bacteriana del Mcfarland).
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Se realiza una
comparacion entre la
escala macfarlany la

concentracion obtenida
en el laboratorio de
bacterias

Escala
macfarlan

‘ii
\

SOLUCION
DE
1.5X10-8  1.5X10-8 1.5X10-7 1.5X10-6 1.5X10-5 1.5X10-4
TRABAJO
UFC/ML UFC/ML UFC/ML UFC/ML UFC/ML UFC/ML
1.5X10-3
UFC/ML

5.7.3 Inoculacion de la solucion de bacteria en la muestra

Se procede a aplicar la siguiente formula para obtener el volumen en ml

que se inoculara en la muestra, necesario para realizar la validacion:

CoxV
Cf=

Mt

Donde:
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Cf: Concentracion final
Co: concentracidn inicial
V: volumen

Mt: peso de muestras

De aqui se despeja el volumen que debe ser inoculado en muestra.

Cf x mt
\/_ Co
(300ufc/gr)(10gr)
- 1500ufu/ml
\/: 2ml

Obtenido el volumen de concentracion de la  solucion de trabajo
(1500ufc/ml), se procede a tarar un envase estéril en la balanza y se pesa
5 gr de muestras de margarinas y se desfasa en el bafio maria,

adicionalmente se le agrega los 2 ml de la solucion de trabajo
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(1500ufc/ml), y luego se completa hasta lograr los 10 gramos necesario
de muestras. Se sigue el proceso de analisis normal agregando los 90 ml
del diluyente (Solucion Tampodn). Se debe agitar bien la dilucion de la

muestra.

Se inocula placas petrifilm Coliformes con Iml de la dilucion que
contiene la muestra por duplicado (en total 20 placas petrifilm). Se lleva

a incubacion por 24 horas a 32°C.

Para la titulacion de las bacterias se prepara agar PCA y se inocula 0,1ml
de la solucion de trabajo (1500ugc/ml) en cada placa mas 20 ml de Agar
Plate Count. Este proceso se debe realizar en un total de 10 placas, para

luego llevar a incubacion por 48 horas a 35°C.

Cumplido el tiempo de incubacidn se procede a la lectura de las placas,

obteniendo los siguientes resultados.
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RESULTADOS DE ANALISIS MICROBIOLOGICOS MUESTRAS
DE MARGARINA GIRASOL LOTE 5221
METODO DE PLACAS BLANCO DE

REFERENCIA PCA PETRIFILM MUESTRAS DE
COLIFORMES MARGARINAS
219 221 42 44 <10 <10
213 219 46 45 <10 <10
224 226 41 43 <10 <10
217 219 45 47 <10 <10
225 228 42 43 <10 <10
223 229 41 43 <10 <10
225 226 45 46 <10 <10
219 215 41 42 <10 <10
209 211 43 45 <10 <10
219 219 44 45 <10 <10

Como se estimo una solucidn de trabajo tedrica de 1500ufc/ml, ahora se
debe establecer la concentracion de ufc/ml real que existe de la solucion
de trabajo.

Con los datos obtenidos del conteo se empieza a extrapolar los resultados

por ejemplo tenemos:
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ufc Placa ufc

219 X = 2190
placa 0,1 ml Ml
2190 ufc/ml x 2 ml ufc

Cf = = 438
10 gr Ml
ufc 10 gr ufc

438 X = 43,8
gr 100 ml ml
ufc 1ml ufc

43,8 X = 43,8

ml 1 placa placa

En la siguiente tabla se muestra todos los datos una vez realizada la
extrapolacion y establecido el valor de referencia segin los calculos del

método de ensayo.

Valores de referencia Promedio
43,8 44,2 44
42,6 43,8 43
44,8 45,2 45
43,4 43,8 44

45 45,6 45
44,6 45,8 45
45 45,2 45
43,8 43 43
41,8 42,2 42
43,8 43,8 44
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En la siguiente tabla se establece los valores de los resultados del ensayos

con las muestra inoculadas con las bacterias.

Valores medidos Promedio
42 44 43
46 45 46
41 43 42
45 47 46
42 43 43
41 43 42
45 46 46
41 42 42
43 45 44
44 45 45

5.8 Tratamiento Estadistico de los datos obtenidos

V.
n=10 V. Referencia | Obtenido
X1 X2 log X1 log X 2 d= (log X1-log X2)
44 43 1,64345 1,63347 -0,00998
43 46 1,63548 1,65801 0,02253
45 42 1,65321 1,62325 -0,02996
44 46 1,63949 1,66276 -0,02327
45 43 1,65610 1,62839 -0,02771
45 42 1,65514 1,62325 -0,03189
45 46 1,65418 1,65801 -0,00383
43 42 1,63749 1,61805 -0,01944
42 44 1,62325 1,64345 -0,02020
44 45 1,64147 1,64836 -0,00689
media (C) 44,06 43,65 1,64393 1,63970 -0,01507
S 1,08 1,67 0,01070 0,01656 0,01636
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‘2‘ teac = 0,597648606
Cale = Sd tian = 2,26 teaic < tiab
Y

Rec=10""e100| o, Rec.Rel.  99,03154715 > 80£10%

t

%Reprod=(1-10")e100| o, Reprod. 5018923723

%RSDPoi:son = L ° 100
Jc %RSDpgicson  15,13588697
%(Rep/RSDpoisson) 0,331590989 %(Rep/RSDposson)<2 [ sL ]
i [
LD = Rk
RSD
Incertidumbre
Uyp=we Sies antlog u?
Jn (TE. 0,003385201] 1,007825171] 1,01571158
U —we Slogx
" Jn | Ui 0,00523682] 1,012131217] 1,0244096
1
o C
U - ~NC
Re p
N4 URep 6,606814664 43,6500
U - (1-Rec)eC
fee V3 Ukec 0,244063087 0,05956679
[y \/UﬁR v, 0 20 | 13,52770313 57,1777031
: d %l 30,99130155 30,1222969
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5.9Declaracion de Método Validado

PARAMETRO | OBJETIVO Resultado Cumple lo
Establecido
: Validacion en SI
Matriz (Alcance) Margarinas Margarina girasol
Exactitud =~ 80 % 99,03% SI
0
0
Reproducibilidad | _ ., 5,01% SI
0
Repetibilidad “209 <5,01% SI
0
Raneo 15- 150 (CONTEO |SI
£ 15a 150 ufc/g | CON MEDIA DE 44)
Incertidumbre <40% 30,99% SI

Al haber cumplido los objetivos de wvalidacion el

método para

determinacion de Coliformes en margarinas queda validado.
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CAPITULO 6

Conclusiones vy Recomendaciones

6.1 CONCLUSIONES:

Se comprueba que los métodos son confiables y los resultados obtenidos
estan dentro de las condiciones.

Se comprueba la especificidad del método al haber utilizado el inoculo de
cepas ATCC 8739 E.COLI y el inoculo de S. aureos ATCC 6538P

Se comprueba la repetibilidad del método con el grado de concordancia
entre los resultados obtenidos.

Los cultivos de referencia ATCC utilizado nos sirvieron para evaluar la
calidad de los medios de cultivos y el aseguramiento de la calidad de los
resultados de ensayos.

Refleja las condiciones reales de ensayos usando en este caso matriz de
productos grasos (margarinas)

EL analisis de diversos factores que influyen en las técnicas como son
medios de cultivos, equipos, ambientes, entre otras dieron confiabilidad

a la validacidn realizada.
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Se encontrd evidencia estadisticamediante el analisis de datos hallados en
las respectivas pruebas, demostrando que tanto la técnicas de recuentos
en placas petrifilm de aerobios y Coliformes totales son repetibles y

reproducibles.

6.2 RECOMENDACIONES:

Se recomienda utilizar la validacion de métodos para establecer tablas de
control y con ello asegurar la calidad de los resultados de ensayos.

Se sugiere inculcar en los diferentes laboratorios el interés de la
implementacion de procedimientos que permitan la mejora continua en
los métodos utilizados.

Mediante el desarrollo de la validacion dar confiabilidad a otras técnicas
utilizadas a diarios en el laboratorio de LA FABRIL S.A. como son
recuentos en placas deEstafilococo aureus, mohos y levaduras, filtracion

de membrana para Coliformes totales y fecales, entre otros.
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3M y Petrifilm son marcas registradas de 3M FP 109901297
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Punto de llenado de margarina girasol maquina gerluis
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Magquina Gerluis empacando margarinas girasol presentacion 500 g

- 148 -



Reactivacion de cepas
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Reactivacion de cepas
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Reactivacion de cepas
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Se inocula 1 ml de muestra en cada placa petrifilm se realiza la siembra
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Placas petri listas para incubacion
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Transferencia de lentillas de cepas a tubo con solucion tampdn
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Placas inoculadas
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Comparacion de solucion obtenida de bacteria con la escala MCfarland
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Crecimiento de Coliformes totales en placas petrifilm
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Crecimiento de Colonias en Agar Plate Count (PCA)
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