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RESUMEN

Un elemento vital para el Aseguramiento de la Calidad es el Control de la Calidad,
dentro de éste se incluye un pardmetro muy importante como es el monitoreo de
cepas de referencia, utilizadas para desarrollar andlisis microbiol6gicos con el fin de
garantizar resultados confiables y precisos. Por tal razén, en ésta investigacion se
utilizé un método de conservacion de cepas basado en la técnica de liofilizacion, que
hoy en dia es considerado como uno de los mejores métodos de conservacion por
mantener las cepas microbianas sin pérdida de viabilidad por muchos afios. Para ello
se recolectaron cepas salvajes y cepas de una coleccidon americana de cultivos tipo,
se procedié a determinar su pureza, luego se realizd pruebas bioquimicas para la
identificacién de sus caracteristicas metabdlicas y finalmente se realiz6 el ensayo de
liofilizacién a cada una de las bacterias con lo que se demostrd que las bacterias aun
después de sufrir este proceso se encontraban viables. También en el presente
trabajo se realiz6 un diagndstico sobre la implementacién del Aseguramiento de la
Calidad en los laboratorios pertenecientes al pais, de lo que se concluye que la
mayoria de los laboratorios se encuentran en proceso de ello, ya que existen
mayores exigencias en la realizacion de los andlisis y en sus resultados para
garantizar y demostrar que los métodos y medios empleados en todas las etapas de
un analisis, estudio o investigacion, se han realizado de acuerdo a la Norma ISO
9000 que es la base para estandarizar los Sistemas de Calidad de distintas

empresas y en la que se asientan los sistemas de Aseguramiento de la Calidad.
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1.0 INTRODUCCION

En los udltimos afios han surgido en los distintos laboratorios microbioldgicos un
enorme interés en asegurar la calidad del trabajo que realizan, en el pais existen
laboratorios en proceso de acreditacion y otros ya acreditados que se encargan de
realizar analisis microbiolédgicos, los cuales deben garantizar resultados confiables
basados en normas de calidad ya establecidas.

En el Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) se encuentra el
Laboratorio de Control de Calidad Microbiol6gico (LCCM), el cual se encarga de
realizar diferentes analisis microbiologicos, dicho laboratorio debe implementar un
cepario que sera utilizado como parametro de referencia para garantizar la calidad
de las diferentes evaluaciones microbiolégicas, con el fin de proporcionar credibilidad
y confianza de la informacion generada y asegurar que las técnicas analiticas
utilizadas sean adecuadas, seguras y reproducibles.

Por tal raz6n es necesario establecer condiciones de calidad que proporcionen el
buen mantenimiento en una coleccién de cultivos microbianos para que en la
realizacion de diferentes pruebas microbioldgicas e investigaciones; dicha coleccion
ofrezca datos confiables y comparables que proporcionen un grado aceptable de
seguridad y de conformidad con los limites establecidos, debido a que en un
laboratorio de microbiologia los resultados son producto de interpretaciones y

evaluaciones de diferentes reacciones bioquimicas.



XiX
A fin de desarrollar condiciones Optimas para la preservaciéon de bacterias, un
método de conservacion eficaz y que asegura la viabilidad de las cepas por largo
tiempo es la liofilizacion.
En el presente trabajo se recolectaron 12 cepas microbianas en diferentes hospitales
de San Salvador, las cuales fueron inoculadas en diferentes medios de cultivo para
posteriormente observar la morfologia macro y microscopicamente para su
respectiva identificacion, se realizaron tinciones al gram que permitié separarlas en
dos grandes familias, gram positivas y gram negativas, luego se procedio a realizar
pruebas bioquimicas que dieron en definitiva la especie a la cual pertenece cada
bacteria y finalmente se liofilizaron para mejor conservacion y traslado.
La incorporacion de un cepario de 12 bacterias soluciona problemas latentes que
podrian incurrir en la salud de la poblacion ya que por ser empleadas como control
en una gran variedad de analisis, permite conocer el grado de confiabilidad de
productos como alimentos, medicamentos y agua.
Es por ello que al realizar en la Universidad de El Salvador una investigacion de esta
indole, somos pioneros en la preservacion de bacterias por el método de liofilizacion,

contribuyendo asi al correcto funcionamiento de un laboratorio de microbiologia.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL:

2.2

Realizar ensayo preliminar de Liofilizacion de cepas microbianas a ser utilizadas

en un Laboratorio de Microbiologia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

2.2.5.

2.2.6.

Elaborar un diagndstico en Laboratorios de Analisis Microbiolégico que

cumplan con Aseguramiento de la Calidad en cepas bacterianas.

Analizar macro y microscOpicamente la morfologia que presentan los

diferentes microorganismos en estudio.

Desarrollar pruebas bioquimicas para identificar las caracteristicas

metabdlicas que presentan estos microorganismos.

Utilizar un método de conservacion de cepas basado en la técnica de

Liofilizacién para un mejor mantenimiento de ellas.

Comparar las diferencias entre los microorganismos en estudio (cepas
salvajes) con microorganismos de tipo American Type Culture Collection

(ATCC).

Proponer bases del Aseguramiento de la Calidad en un Laboratorio de

Microbiologia.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1. CONTROL DE CALIDAD.

El Control de Calidad es un elemento vital en el laboratorio, ya que ayuda en la

confiabilidad de las pruebas, su reproducibilidad, asegura la calidad de los materiales,

reactivos y equipos empleados, mejora el autoconfianza del personal, detecta fallas que

pueden reflejarse en el informe de resultados y en general provee un entorno de

excelencia en todos los aspectos del trabajo. s

Segun el Organismo Internacional ISO (Organizacién Internacional de Normalizacion),

la Calidad se define como la totalidad de los rasgos y caracteristicas de un producto,

proceso o servicio que inciden en su capacidad de satisfacer necesidades reguladas o

implicitas.

La Calidad se fundamenta en tres pilares:

- Disefio y planificacion de actividades.

- Control de aquello que se ha disefiado y planificado con el fin de asegurar que se
cumple adecuadamente.

- Comprobacion que el disefio, la planificacion y el control han sido correctos.

Todos los laboratorios de microbiologia deben establecer alguna forma de monitoreo

continuo de la calidad del trabajo efectuado, estableciendo programas de

mantenimiento tales como:

Monitoreo de equipo de laboratorio.

Personal de laboratorio.

Monitoreo de instalaciones y condiciones ambientales.

Métodos de ensayo y validacion de métodos.
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Trazabilidad de la medicion.

Muestreo.

Monitoreos de medios de cultivo, reactivos, tintes y agua.

Monitoreo de cepas de referencia (mantenimiento del cepario). ug

3.1.1. MONITOREO DE EQUIPO DE LABORATORIO

El equipo debe ser operado por el personal autorizado, el cual debera tener facil acceso
a las instrucciones sobre su uso y mantenimiento (cualquier manual proporcionado por
el fabricante del equipo).

Un laboratorio de microbiologia debera disponer de procedimientos para el manejo
seguro, transporte, almacenamiento, uso y mantenimiento del equipo a fin de asegurar
el funcionamiento adecuado y prevenir la contaminacion o deterioro.

Se debe mantener un registro de cada equipo y debe incluir lo siguiente:

- Nombre del fabricante, modelo, nUmero de serie.

- Verificacion que el equipo cumple los requisitos especificados.

- Las instrucciones del fabricante.

- Certificado de todas las calibraciones, asi como la fecha de la proxima calibracion.

- Plan de mantenimiento. ¢

Entre los controles de calidad efectuados a los equipos estan: temperaturas de
incubadoras, refrigeradores, bafos de agua, calentadores y se determinan por medio
de termometros calibrados, medicion del contenido de dioxido de carbono a
incubadoras, calibracion de pHmetros con soluciones buffer estandares y autoclaves

por pruebas con tiras de esporas. a7
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3.1.2. PERSONAL DE LABORATORIO

El personal es el factor mas importante en la calidad del trabajo en el laboratorio de
microbiologia, ya que realiza tareas especificas y debera estar calificado en cuanto a
educacién apropiada, capacitacion, experiencia y aptitudes demostradas, segun sea
necesario. El laboratorio de microbiologia debe autorizar personal especifico para
realizar tipos particulares de muestreo, ensayos y analisis para preparar informes e
interpretaciones de los resultados y también para operar determinado tipo de
equipos. El laboratorio debe mantener un registro de autorizaciones pertinentes,
competencia, calificacion académica y profesional, capacitacion, destreza y

experiencia de todo el personal contratado.

3.1.3. MONITOREO DE INSTALACIONES Y CONDICIONES AMBIENTALES

Las instalaciones del laboratorio de microbiologia deben facilitar la correcta ejecucion
de los andlisis y ensayos y debera asegurar que las condiciones ambientales no
invaliden los resultados o afecten negativamente la calidad requerida de cualquier
analisis. Se debera prestar la atencion debida a la esterilidad biolégica, polvo,
trastornos electromagneéticos, radiacion, humedad, materiales eléctricos, temperatura
y niveles de sonido y vibracion, segun sea apropiado para las actividades a
realizarse. Los analisis y ensayos deberan detenerse cuando las condiciones
ambientales comprometan los resultados de las mismas. Los laboratorios de
microbiologia deberan de cumplir con los siguientes requisitos: ubicacion
conveniente, tamafio de acuerdo a la capacidad del laboratorio, disefio y
construccion de acuerdo al tipo de operacion destinada, iluminacién y ventilacion

efectiva, locales limpios y ordenados de acuerdo a programas de limpieza,
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separacion efectiva entre éareas de actividad incompatibles para evitar la
contaminacion cruzada y tomar medidas necesarias para asegurar el buen

mantenimiento del laboratorio.

3.1.4. METODOS DE ENSAYO Y VALIDACION DE METODOS.

El laboratorio de microbiologia debera usar métodos y procedimientos apropiados para
realizar los analisis y ensayos dentro de su alcance. Se incluird el muestreo, manejo,
transporte, almacenamiento y preparacion de los elementos que seran analizados,
ensayados y calibrados, asi como técnicas estadisticas para el analisis de los datos de
ensayo Yy calibracion.

El laboratorio debera tener instrucciones para el uso y operacion de todo el equipo
relevante y para el manejo y preparacion de los elementos de andlisis. Todas las
instrucciones, normas, manuales y datos de referencia indispensables para el trabajo
del laboratorio deberan actualizarse y estar facilmente disponibles para el personal.

La validacion es la confirmacion por analisis y la provision de evidencias objetivas de
que se cumplen los requisitos particulares para el uso especifico propuesto. La
validacion puede incluir procedimientos para el muestreo, manejo y transporte.

El laboratorio debera validar los métodos no estandarizados, los métodos disefiados o
desarrollados internamente, los métodos estandarizados usados fuera del alcance
propuesto y las ampliaciones o modificaciones de métodos estandarizados para
confirmar que estos se ajustan al uso propuesto. La validacion debe ser tan exhaustiva
Ccomo sea necesario para responder a las necesidades de la aplicacion en cuestion. El
laboratorio debera registrar los resultados obtenidos, el procedimiento usado para la

validacion y una declaracion acerca de que el método se ajusta al uso propuesto.
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Las técnicas para determinar el funcionamiento de un método puede ser una o la

combinacion de las siguientes:

Calibracion con el uso de normas o materiales de referencia.

Comparacién de resultados obtenidos con otros métodos.

- Comparaciones entre laboratorios.

Evaluacion sistematica de los factores que influyen en los resultados.

Evaluacion de la incertidumbre de los resultados basados en el conocimiento
cientifico de los principios tedricos del método y la experiencia practica.

Cuando se realizan algunos cambios en los métodos no estandarizados ya validados,
se debe documentar la influencia de tales cambios y, si es apropiado, se debe efectuar
una nueva validacion.

La validacion incluye la especificacion de los requisitos, determinacion de las
caracteristicas de los métodos, una verificacion de que se puede cumplir los requisitos

al usar dicho método y una declaracién de su validez. (,

3.1.5. TRAZABILIDAD DE LA MEDICION.

Todo equipo usado para analisis y ensayos en un laboratorio de microbiologia que
tenga un efecto significativo sobre la exactitud o validez del resultado del ensayo,
muestreo o calibracion, debera calibrarse antes de ponerse en servicio. El laboratorio
debe contar con un procedimiento y programa establecido para la calibracion del
equipo y los resultados obtenidos a partir de este equipo deben dar la mejor
aproximacion al valor verdadero cuya unidad de medicién pueda ser relacionada con
las unidades internacionales proporcionando la mayor exactitud posible en los

analisis.



28

3.1.6. MUESTREO

El muestreo es un procedimiento definido por el cual se toma parte de una sustancia,
material o producto para realizar el ensayo de una muestra representativa del total.
También puede requerirse del muestreo cuando lo indique la especificacion por la
cual la sustancia, material o producto tiene que ser analizada. En ciertos casos, la
muestra puede no ser representativa pero se determina por su disponibilidad.

El laboratorio de microbiologia debe contar con un plan de muestreo y
procedimientos cuando realiza un muestreo para subsecuentes analisis y ensayos a
fin de asegurar la validez de los resultados.

El plan y procedimientos para el muestreo deberan estar disponibles en el lugar
donde se lleve a cabo el muestreo. También debera establecer procedimientos de
muestreo para el transporte, recepcion, manejo, proteccion, almacenamiento y
descarte, necesarios para proteger la integridad de la muestra.

El laboratorio debe establecer procedimientos para registrar los datos y las
operaciones de muestreo, que formen parte del ensayo. Estos registros deberan
incluir el procedimiento usado, la identificacion del responsable de las muestras,
condiciones ambientales y diagramas u otros medios equivalentes para identificar la
ubicacion del muestreo, asi como también las estadisticas en las que se basan los

procedimientos de muestreo. ¢
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3.1.7. MONITOREOS DE MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS, TINTES Y AGUA.
3.1.7.1. MEDIOS DE CULTIVO.

Definicion: Soporte que va a contener los nutrientes necesarios, asi como unas
condiciones 6ptimas de pH y humedad que permite el desarrollo y crecimiento de
microorganismos. Pueden ser:

- Solidos: Agar- Agar y gelatina.

- Liquidos o Caldos.

3.1.7.1.1. CLASIFICACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO.
En funcién de su consistencia:

- Solidos

- Liquidos

- Semisodlidos

En funcién de su composicion:
- Quimicamente definidos

- Semisintéticos o complejos

En funcién del uso que se le da:
- Enriquecidos

- De enriguecimiento

- Diferenciales

- Selectivos

- Transporte y mantenimiento (s
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3.1.7.1.2. CONTROL DE CALIDAD DE LOS MEDIOS DE CULTIVO.

- Los medios de cultivos deshidratados son higroscopicos y la absorcion de agua del
exterior, asi como la formacion de agua dentro del frasco favorecen el crecimiento
bacteriano, éstos deben almacenarse siempre en lugares frescos, a temperatura
ambiente y protegidos contra la humedad y la luz.

- Se debe mantener un registro de cada frasco de medio de cultivo deshidratado,
con el nombre del producto, nombre y numero telefénico de la casa proveedora,
numero de control del frasco, fecha de recibo, fecha de expiracion, nimero de lote y
fecha en que se abrio el frasco.

- El grado de disolucion de un medio deshidratado depende en gran medida del
procedimiento empleado en la rehidratacion, se recomienda utilizar agua recién
destilada o completamente desmineralizada y un erlenmeyer con capacidad del
doble del medio que se quiere preparar.

- Cuando se va a esterilizar, debe asegurarse en seguir las instrucciones de tiempo,
presion y temperatura para una obtencion de medios de cultivo Optimos. Una
temperatura de 121°C, presion de 15 libras y un tiempo de esterilizacion de 15
minutos, son suficientes para la mayoria de los medios.

- El medio esterilizado debe ser enfriado a una temperatura de 45-60°C en un bafio
Maria, para evitar el agua de condensacion. Al ser vertidos en las placas Petri, evitar
la formacion de burbujas y coagulos.

- El medio de cultivo reconstituido tiene una vida util limitada. Si no se emplea de
inmediato, debe almacenarse a una temperatura de 4°C para garantizar su utilidad

durante un periodo de tiempo.
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- Los medios almacenados en refrigeracién, cuando pasan a temperatura ambiente
tienden a formar agua de condensaciéon en la superficie, se recomienda poner las
placas Petri en la incubadora a una temperatura de 35°C por 2 horas, colocandolos
con el fondo hacia arriba para obtener una superficie seca.

- Cada lote preparado de medio de cultivo se prueba antes de su uso rutinario, por
eficiencia o calidad mediante la inoculacion de microorganismos, puede utilizarse
para ello cepas bacterianas domésticas o cepas control comerciales (ATCC).

- Rotular todos los medios preparados, tanto en placas Petri como en tubos,

indicando ademas, la fecha de preparacion y expiracion. g

3.1.7.1.3. PRUEBAS BASICAS DE CONTROL DE CALIDAD DE MEDIOS
PREPARADOS.

- pH

- Esterilidad

- Capacidad de crecimiento y reaccion

- Estabilidad

3.1.7.1.4. CRITERIOS DE CALIDAD DE LOS MEDIOS PREPARADOS.
- Rajadura de la placa o envase.

- Rajadura en la superficie del medio

- Variaciones en el volumen del medio

- Hemodlisis

- Cristales en el medio

- Presencia de burbujas
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Presencia de coagulos
- Cambio de color normal

- Contaminacion g

3.1.7.2. CONTROL DE CALIDAD DE REACTIVOS, TINTES Y AGUA.

Un elemento fundamental en el trabajo diario del laboratorio, lo constituyen los
reactivos, tanto comerciales como de preparacion doméstica, que son utilizados en la
caracterizacion de microorganismos. Estos reactivos merecen una especial atencion
ya que fallas en su funcionamiento pueden generar identificaciones equivocadas.

Por ello, se recomienda correr controles diarios con las bacterias tipo y seguir
estrictamente las indicaciones en cuanto almacenamiento de los reactivos,
metodologia de la prueba y tiempo de lectura.

El control de calidad de los tintes debe realizarse primero con cada nuevo lote
preparado, luego basta con un control cada semana para mantener un grado de
seguridad apropiado en su uso. En caso de la tincion de Gram, se recomienda tener
especial cuidado con la mezcla de alcohol-acetona para decolorar la placa, ya sea
por decoloracién excesiva o por débil decoloracion de los microorganismos, es
también la etapa en la que el tiempo de exposicidbn es mas determinante. (Ver anexo
N° 1)

El agua destilada en la preparacibn de medios de cultivos y para reconstituir
reactivos, debe tener un control de calidad béasico que incluye los parametros

quimicos y bacterianos.
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Control de calidad quimico:
- pH

- Conductividad

- Olor

- Color aparente

- Turbidez

- Alcalinidad

- Dioxido de carbono

- Dureza

Control de Calidad Microbioldgico; siembras en:
- Caldo tioglicolato

- Agar sangre.

3.1.8. MONITOREO DE CEPAS DE REFERENCIA

A cada uno de los cultivos puros que componen una especie se denominan cepas. El
cultivo puro es aquel que contiene una sola especie o tipo de microorganismo y que se
ha obtenido a partir de una séla célula.

La mayoria de los procedimientos en microbiologia, dependen de que los
microorganismos viables en el cultivo sean tipicos, reproducibles y capaces de
mantener sus caracteristicas fisiologicas y morfoldgicas. (Ver anexo N° 2).

Para ayudar en este control, las cepas estandar de control de calidad, son un

componente esencial de un proceso de validacion. s
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3.1.8.1. TIPOS DE CEPAS.

- Cepas de Referencia: Microorganismos obtenidos de una coleccion nacional o
internacional reconocida. Se reconstituiran y someteran a los controles de pureza y
ensayos bioquimicos que sean necesarios. Seran subcultivadas una sola vez para
obtenerlas, de las que se obtendran las cepas de trabajo.

- Cepas de Reserva: Cepas obtenidas a partir del cultivo de una cepa de referencia
preparada y conservada por un laboratorio. Las cepas de reserva deben conservarse
utilizando, una técnica que mantenga las caracteristicas deseadas de las cepas de
referencia, por ejemplo, liofilizacion.

- Cepas de Trabajo: Subcultivos de microorganismos obtenidos a partir de cepas de
reserva para ser utilizadas en los ensayos que lo precisen. Se subcultivan en agar
chocolate o agar sangre y se conservaran en refrigeraciéon durante un periodo de

tiempo que asegure la viabilidad del microorganismo, no mas de un mes. g

Existen varias colecciones de cepas utilizables para el control de calidad, tal es el
caso de American Type Culture Collection- Rockville, USA (ATCC), la coleccién mas
importante del mundo, éstas cepas bacterianas nos permiten conocer el grado de
confiabilidad de los productos comerciales o elaborados en un laboratorio.

Las cepas de referencia deben tener requisitos especificos:

- Homogeneidad: Quiere decir que se trata de un cultivo puro.

- Valor de la Propiedad: Quiere decir que se trata de una cepa microbiana auténtica.

- Estabilidad: En microbiologia quiere decir que las células microbianas puedan
crecer. Por eso las colecciones suministran las cepas con las instrucciones para su

recuperacion.



35

- Exactitud y Trazabilidad: Los valores de los resultados analiticos deben dar la
mejor aproximacion al valor verdadero; de ahi que los métodos empleados seran
aquellos que proporcionen la mayor exactitud posible.

La trazabilidad con las unidades fundamentales significa que la unidad de medida
puede ser relacionada con las unidades internacionales y que los valores medidos se

relacionan correctamente con aquella unidad. ¢

Cada cepa de una coleccién es Unica, lo cual quiere decir que los resultados de
trabajos de microbiologia realizados en diferentes laboratorios en distintos
momentos, y utilizando cepas que tienen un mismo ndmero en una coleccion, soélo
son comparables entre si, si los cultivos se obtuvieron de esa coleccién. Ademas,
una misma cepa puede ser referencia para muchas cosas, sin haber perdido las

caracteristicas que le hacen adecuada para otros usos. g

Cuadro N° 1. Listado de cepas ATCC y cepas salvajes utilizadas en el laboratorio de

microbiologia.

CEPAS ATCC * CEPAS SALVAJES
Bacillus licheniformis ATCC 12759 Escherichia coli
Escherichia coli ATCC 35150 Listeria monocytogenes
Escherichia coli ATCC 35218 Pseudomona aeruginosa

Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 | Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Salmonella sp

Salmonella typhi ATCC 6539 Salmonella typhi

*Cepas salvajes: son aquellas que han sido recolectadas de Instituciones
Gubernamentales referente a la salud, y obtenidas a partir de pacientes portadores

de estas bacterias.



Cuadro N° 2. Listado de cepas ATCC con sus aplicaciones.
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BACTERIA MEDIO APLICACIONES
Staphylococcus Medio 18: Control de calidad para API
aureus Tripticasa Soya Control de calidad de cepas
Agar. Pruebas preparatorias
25923 Pruebas de susceptibilidad
Temperatura: antimicrobianas
37°C
Escherichia Medio 3: Control de calidad para API
coli Agar Nutritivo o Control de calidad de cepas
Caldo Nutritivo Ensayos de medios.
35150 Pruebas preparatorias
Temperatura: Pruebas de susceptibilidad
37°C antimicrobianas
Condiciones de
crecimiento:
Aerdbicas.
Escherichia Medio 3: Control de calidad para API
coli Agar Nutritivo 0 Control de calidad de cepas
Caldo Nutritivo Pruebas para susceptibilidad
35218 Ensayo para antibioticos
Temperatura: lactamicos
37°C
Condiciones de
crecimiento:
Aerdbicas




Cuadro N° 2. (Continuacion)
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BACTERIA MEDIO APLICACIONES
Pseudomona Medio 3: - Control de calidad para API
aeruginosa Agar nutritivo o - Control de calidad de cepas
Caldo nutritivo - Pruebas preparatorias
27853 - Pruebas de susceptibilidad
Temperatura: antimicrobianas
37°C
Bacillus Medio 3:
licheniformis Agar Nutritivo o
Caldo Nutritivo
12759
Temperatura: - Control de calidad de cepas
30°C
Condiciones de
crecimiento:
Aerobicas.
Salmonella Medio 18 - Prueba de limites microbianos
typhi Tripticasa Soya - Pruebas para control de calidad
Agar en cepas y medios de cultivo.
6539 Temperatura:
37°C

Condiciones de
crecimiento:
Aeroébicas
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3.1.8.2. METODOS DE CONSERVACION DE CEPAS BACTERIANAS.

Los tres objetivos que hay que alcanzar para conservar correctamente las cepas

microbianas en los laboratorios de microbiologia son:

- Que el cultivo a conservar sea puro, evitando que se produzcan contaminaciones
durante el proceso de conservacion.

- Que durante el tiempo de conservacion sobrevivan al menos el 70-80% de las
células.

- Que estas células permanezcan genéticamente estables. .

Algunos de los métodos de conservacion mas importantes son los siguientes:

Resiembra periddica a medios frescos.

Mantenimiento bajo capa de aceite.

Congelacion.

Liofilizacion.

3.2. LIOFILIZACION

Es el método mas utilizado por las colecciones internacionales de cultivos tipo para la
conservacion de los microorganismos. Basicamente es un proceso que consiste en
desecar un producto previamente congelado, en este caso, una suspension de
microorganismos y eliminar el agua como vapor de agua directamente del hielo sin
pasar por el estado intermedio liquido. (.

El proceso de liofilizacion estd compuesto por tres etapas:

- Precongelamiento, la cual prepara el producto para el proceso de sublimacion.

- Secado primario, en el cual el hielo se sublima sin derretirse.
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- Secado secundario, en el cual la humedad residual ligada al material sélido es
extraida, dejando un producto seco. Este paso es esencial para la estabilidad

de la muestra. ¢

Esta técnica consiste en partir de un cultivo de fase estacionaria (donde las células
son usualmente mas resistentes) resuspendiendo las células en un medio
crioprotector, en el cual se obtenga una alta densidad celular. Unas pocas gotas de
suspension celular son transferidas a una ampolla, la cual es congelada
aproximadamente a -70°C y deshidratada mediante una sublimacién en vacio. Este
debe ser mantenido en 5-10pum mediante una bomba.

El secado continda hasta obtener un producto seco, poroso y esponjoso de mas o
menos el mismo tamafio que la masa congelada original, hasta llegar a valores de
humedad inferiores al 1%, luego la ampolla es sellada bajo vacio.

El medio protector empleado en la liofilizacién en el que se suspenden las bacterias,
es un factor importante en el proceso, se utiliza para preservar aun mejor las
bacterias a bajas temperaturas; entre los agentes recomendados estan: la leche
descremada en concentraciones del 10 al 20%; caldo inositol, suero equino, mezclas
de sueros, glucosa y extracto de levadura; suero fetal bovino, etc.

Los liofilos se conservan a temperatura ambiente o también entre 0 y 18°C durante
muchos afios. Para su recuperacion se resuspende el liéfilo en el medio de cultivo

adecuado y se incuban a la temperatura adecuada. @,

3.2.1. FACTORES QUE AFECTAN LA LIOFILIZACION.
Los factores que influyen especificamente en la eficacia de la liofilizacibn como

medio de conservacion son:
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- Tipo de microorganismo. Hay algunos microorganismos que no resisten la
liofilizacion y l6gicamente seran aquellos que contengan mas agua en su interior.

- Concentracion celular. Lo mejor es liofilizar suspensiones celulares con una
concentraciéon del orden de 10® ~ 10° células/ml en el caso de las bacterias y algo
inferior en el caso de hongos filamentosos y levaduras.

- Temperatura durante la sublimacién. Debe ser lo mas baja posible, sin subir por
encima de -50°C.

- Grado de deshidratacion alcanzado. Debe ser lo mas alto posible, aunque la
concentracion de solutos puede conllevar una pequefa cantidad de agua remanente
gue no es perjudicial.

- Atmosfera de oxigeno en el tubo. Las células liofilizadas se guardan en
tubos cerrados al vacio para evitar, tanto la rehidratacion como la presencia de algun
gas dentro del tubo, como el oxigeno que puede dafar a las células.

- Condiciones de almacenamiento. La temperatura debe ser constante, a
temperatura ambiente, o también a 18°C y sin bajar de los 0°C. Los liéfilos se deben

guardar en la oscuridad. @

3.2.2. VENTAJAS DE LA LIOFILIZACION.

El secado convencional hace que el material se encoja o contraiga, dafiando las
células. Sin embargo, en el proceso de liofilizacién, los componentes sdlidos son
retenidos en su lugar por el hielo rigido. La sublimacion del hielo deja vacios,
preservando asi la integridad de las actividades y estructura biolégica y quimica del
producto. Debido a sus cualidades preservantes, la liofilizacion tiene muchos y

variados usos en el laboratorio. Se ha convertido en un medio indispensable en
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muchas aplicaciones quimicas y farmacéuticas. Se usa para lograr la estabilidad en
almacenamiento a largo plazo de los materiales biolégicos tales como los cultivos
microbianos, enzimas, sangre y productos farmacéuticos como vitaminas, vacunas y
antibibticos. s

Entre las ventajas mas importantes de la liofilizacion estan:

La mayoria de los microorganismos sobreviven al secado.

El cultivo es facilmente mantenido aun a temperatura ambiente sin pérdida

significativa de viabilidad.

Gran longevidad.

Menores oportunidades de cambio en las caracteristicas del cultivo.

Recipientes pequefios en donde se almacenan los cultivos.

Se obtienen productos de reconstitucion rapida y completa.

3.3. ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD.

Para llevar a cabo lo anteriormente mencionado de Control de la Calidad en un
laboratorio de microbiologia se necesita de otro factor importante como es el
Aseguramiento de la Calidad para garantizar que todos los procesos se estan
realizando dentro de ciertas normas.

Las normas ISO 9000 son un conjunto de normas que aportan las reglas basicas para
desarrollar un Sistema de Calidad totalmente independientes del fin de la empresa o
del producto o servicio que proporcione. Son aceptadas en todo el mundo como un
lenguaje comun que garantiza la calidad continua de todo aquello que una organizacién
ofrece y son revisadas periddicamente por la Organizacion Internacional de

Normalizacion (ISO) sobre el Aseguramiento de la Calidad de los procesos. En los
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dltimos afios se estd poniendo en evidencia que no basta con mejoras que se
reduzcan, a través del concepto de Aseguramiento de la Calidad, al control de los
procesos basicamente, sino que la concepcion de la calidad sigue evolucionando, hasta
llegar hoy en dia a la llamada Gestion de la Calidad Total. Dentro de este marco, la
Norma ISO 9000 es la base para estandarizar los Sistemas de Calidad de distintas
empresas y en la que se asientan los sistemas de Aseguramiento de la Calidad.

El Aseguramiento de la Calidad es un programa llevado a cabo por un laboratorio con
la finalidad de mejorar en conjunto su funcionamiento. 4, ES un concepto un tanto mas
dificil de cuantificar que el Control de Calidad, nos indica la confiabilidad del trabajo,
esto incluye entrenamiento y calificacion del personal, evaluacion de los reportes,
certificacion de los laboratorios, controles externos, etc. El Aseguramiento de la Calidad
incluye todas aquellas actividades planificadas y sistematicas, equipos, materiales,
procesos, documentacion y personal requeridos para que las tareas y operaciones se
desarrollen asegurando calidad en sus resultados, disminuyendo al minimo los efectos
de posibles fuentes de error s

El Aseguramiento de la Calidad tiene la doble responsabilidad de comprobar los
procedimientos y resultados, y de garantizar que el trabajo esta siendo conducido
apropiadamente. Se consigue asi un alto grado de aseguramiento y que los niumeros
obtenidos puedan ser confiables. EI Aseguramiento de la Calidad es la herramienta
disponible mas usada para asegurar que el reporte de resultados sea confiable.

En muchas ocasiones se confunde el Aseguramiento de Calidad con el Control de
Calidad. El Control de Calidad consiste de una serie de ensayos, analisis 0 medidas
que se realizan sobre el producto acabado para ver si cumple con la calidad

especificada. Asi mismo se engloba dentro del Control de Calidad todo aquello
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destinado a verificar que la calidad de las materias primas es la correcta, segun
acuerdos o0 normas, y que las operaciones del proceso de fabricacion van dando
resultados correctos. En la elaboracion de un producto, el control de calidad,
comprende un programa de operaciones analiticas o de verificacion.

El Aseguramiento de la Calidad es mucho mas amplio. Podria definirse como “la
creacion y aplicacion de un sistema que garantiza y demuestra que los métodos y
medios empleados en todas las etapas de un andlisis, estudio o investigacion, se han
realizado cumpliendo las Buenas Practicas de Laboratorio”.

Se observa ademas que el Aseguramiento de la Calidad, dentro de una organizacion,

asume funciones tales como:

Planeamiento de la calidad (normas, procedimientos, instrucciones).

Elaboracion, revision y control de manuales y programas de la calidad.

Control de la documentacion de la calidad.

Evaluacion de la efectiva implantacion y eficacia del sistema de la calidad (auditorias

y revision por la direccion).

Asegurar la provision de productos y servicios de acuerdo con la calidad especificada.

Control de no conformidad y acciones correctivas, internas y externas (en el ambito
de la empresa o generadas por reclamos o sugerencias de clientes).

Un laboratorio debe establecer, aplicar y mantener un Sistema de Aseguramiento de la
Calidad apropiado al alcance de sus actividades. De igual forma debe documentar sus
politicas, sistemas, programas, procedimientos e instrucciones en el nivel necesario
para asegurar la calidad de los resultados. La documentacion del sistema debe estar a

disposicion del personal apropiado para su correspondiente aplicacion. qo



CAPITULO IV.

DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1. Investigacion Bibliografica:

4.1.1. Biblioteca de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de
El Salvador.

4.1.2. Laboratorio Central Dr. Max Bloch.

4.1.3. Laboratorio Especializado en Control de Calidad (LECC).

4.1.4. Internet.

4.2. Investigacién de Campo:

Tipo de estudio: Experimental y transversal.

Universo: 77 Laboratorios inscritos en la Junta de Vigilancia de la Profesién Quimica
Farmacéutica.

Muestra: Los puntos de muestreo se escogieron aleatoriamente para asegurar la
representatividad de las muestras, la cantidad de las mismas se establecié de acuerdo
a la siguiente formula para determinar el tamafio de la muestra conociendo la
poblacion:

n = Z2 PON
(N-1) E? + Z° PQ

Donde los valores que aparecen en la formula se obtuvieron de la siguiente forma:

E= error muestral maximo permisible en la investigacion, por lo tanto, E= 0.3 por ciento.

P= proporcion poblacional de la ocurrencia de algo, por lo tanto, P=0.5; Q=1-P,
Q=0.5

Z= valor critico correspondiente a un determinado grado de confianza, para el caso del

95 por ciento, el valor de Z sera 1.96
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N= Tamafio de la poblacion, por lo tanto, N= 77

Sustituyendo en la formula:

n= Z2 PON (1.96)2 (0.5) (0.5) (77)
(N -1) E* + Z°PQ (76) (0.3)* + (1.96)% (0.5) (0.5)

n=948, n=95

Aproximando, n = 10, es el tamafio de la muestra, en este caso 10 laboratorios.

Para realizar esta etapa de la investigacion, el instrumento utilizado para evaluar la
situacion en los diferentes laboratorios de microbiologia que realizan andlisis de
alimentos, medicamentos y agua, que cumplan con el Aseguramiento de la Calidad en
cepas bacterianas fue una guia de entrevista. (Ver anexo N° 3)

Por medio de la Junta de Vigilancia de la Profesion Quimica Farmacéutica (JVPQF)
se obtuvo un listado que contiene el nombre, direccién y numero telefénico de todos
los laboratorios pertenecientes al pais; posteriormente se investigd cuales poseen
laboratorios de microbiologia que tengan implementado el Aseguramiento de la

Calidad, por lo que se procedio a entrevistar 10 laboratorios. (Ver anexo N° 4)



4.3. Parte Experimental:

a7

El proceso se llevo a cabo en el Laboratorio de Control de Calidad Microbiolégico en

CENSALUD Yy se realiz6 de la siguiente forma:

Fig. N° 1. Diagrama de flujo del andlisis seguido a cada una de las cepas

microbianas.
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4.3.1. Recoleccién de cepas:

48

A continuacion se presenta un cuadro de cepas ATCC y cepas salvajes donadas por

diferentes Instituciones gubernamentales, tales como Laboratorio Central Dr. Max

Bloch, Hospital Benjamin Bloom, Hospital Zacamil y Hospital Rosales. Estas cepas

fueron recolectadas por duplicado tanto en caldo nutritivo como en medios de cultivo

agar sangre para el mantenimiento de las mismas, las cuales fueron transportadas

en recipientes térmicos (hielera) para lograr que la muestra remitida al laboratorio de

control de calidad microbiolégico en CENSALUD llegara en las mejores condiciones

posibles.

Cuadro N° 3 Listado de cepas ATCC y cepas salvajes donadas al laboratorio

de CENSALUD.

CEPAS ATCC

CEPAS SALVAJES

Bacillus licheniformis ATCC 12759
Escherichia coli ATCC 35150
Escherichia coli ATCC 35218
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Salmonella typhi ATCC 6539

Escherichia coli

Listeria monocytogenes
Pseudomona aeruginosa
Staphylococcus epidermidis
Salmonella sp

Salmonella typhi

4.3.2. Siembra de cepas:

Una vez recolectadas las cepas y llevadas al Laboratorio de Control de Calidad

Microbiologico en CENSALUD, éstas fueron inoculadas siempre por duplicado en el

medio de cultivo de mantenimiento de Agar Tripticasa de Soya (TSA), en donde se
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observo el crecimiento de las bacterias en un periodo de 24 horas a una temperatura

de 37°C.

4.3.3. Examen Macroscopico de cepas:
Para realizar el examen macroscopico de las bacterias, se observo la formacion de las
colonias sobre el medio de cultivo TSA en donde ya habian sido previamente

inoculadas, observando caracteristicas tales como: forma, elevacion, margen y color.

4.3.4. Examen Microscopico de cepas (Tincion de Gram):

Los resultados preliminares basados en la observacion de las caracteristicas de las
colonias pueden confirmarse estudiando frotis con tincion de Gram, una técnica
relativamente sencilla que consiste en tocar el centro de la colonia a estudiar con el
extremo de un asa bacteriolégica. La porcion de la colonia a examinar se emulsifica en
una gota de solucion salina en un portaobjeto para dispersar las células bacterianas. La
pelicula bacteriana se fija a la superficie de vidrio por medio de calor, que se logra
pasando rapidamente el portaobjeto 4 ¢ 5 veces a través de la llama de un mechero
Bunsen. El frotis fijado se coloca sobre una rejilla para tincion y se efectda la tincion de
Gram, que es la tincibn mas empleada en el laboratorio de microbiologia y permite
agrupar a las bacterias en Gram positivas y Gram negativas, lo cual a su vez depende
de la estructura de la pared bacteriana. Dando como resultado para las Gram positivas
una coloracion morada y para las Gram negativas una coloracion rosada vistas al

MICroscopio. s (Ver anexo N° 1)
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4.3.5. Pruebas Bioguimicas:

La diferenciacién de especies no puede hacerse solo sobre la base de la tincion de
Gram y morfologia; por lo cual la diferenciacion de las bacterias Enterobacteriaceae se
basa principalmente en la presencia o ausencia de diferentes enzimas codificadas por
el material genético de los cromosomas bacterianos.

Estas enzimas dirigen el metabolismo bacteriano a lo largo de una de diversas vias que
pueden detectarse con medios especiales usados en técnicas de cultivo in vitro. Los
sustratos con los cuales pueden reaccionar estas enzimas se incorporan al medio de
cultivo, junto con un indicador que puede detectar la utilizacion del sustrato o la
presencia de productos metabdlicos especificos. Eligiendo una serie de medios que
evalian diferentes caracteristicas metabodlicas de los microorganismos, es posible
establecer un perfil bioquimico para hacer la identificacion de especies.

Los microorganismos que son incapaces de fermentar glucosa por lo comun se

detectan por las reacciones que producen en agar - hierro- triple azucar (TSI).
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Las pruebas bioquimicas que se utilizaron para hacer la identificacién de bacterias son

las siguientes:

Cuadro N° 4. Deteccién de la fermentacion de hidratos de carbono.

PRUEBA

MEDIO

REACCION

RESULTADO

COLOR

TSI

Agar
Hierro triple
azucar

K/K

K/IA

K/IAIH,S

AA

Pico de flauta alcalino/
Profundidad alcalina.
No fermentacién de
hidratos de carbono.

Pico de flauta
alcalino/profundidad
acida. Glucosa
fermentada, lactosa

(o sacarosa en TSI) no
fermentada.

Pico de flauta alcalino/
profundidad &cida
(negra).

Glucosa fermentada;
lactosa no fermentada;
y produccién de H,S.

Pico de flauta &cido/
profundidad acida.
Glucosay lactosa
(o sacarosa en agar
TSI) fermentadas.

Presencia de gas
difundido por completo
en el medio.

Rojo/rojo

Rojo/amarillo

Rojo/ negro

Amarillo/
amarillo

Formacion de
espacios en
el medio.




Cuadro N° 5. Reacciones Bioquimicas para bacterias gram negativas.
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PRUEBAS

PRINCIPIO

MEDIO

REACTIVO

RESULTADO

Produccién
de Indol

El Indol es uno de los
productos de degradacion del
metabolismo del aminoécido
triptéfano. Las bacterias que
poseen la enzima triptofanasa
son capaces de clivar
triptéfano produciendo Indol,
Acido Piravico y Amoniaco.

Caldo
Triptona

Reactivo de
Ehrlich o
Kovac

Rojo
Violaceo

Rojo de
Metilo

Las bacterias que siguen la
via de fermentacion de acidos
mixtos a menudo producen
suficiente acido para mantener
un pH por debajo de 4.4. Esta
prueba determina la acidez
final del medio de cultivo e
identifica especies bacterianas
gue producen acidos fuertes a
partir de glucosa.

Medio
MR-VP

Rojo de
Metilo.

Rojo

Voges
Proskauer

Se basa en la conversion de
acetil-metilcarbinolen diacetil a
través de la accion del KOH y
O, atmosférico. El diacetil es
convertido en un complejo
coloreado bajo la accion
catalitca del «-naftol y
creatina.

Medio
MR-VP

a - Naftol y
KOH

Complejo
color Rosado
o Rojo




Cuadro N° 5.

(Continuacién)
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PRUEBAS

PRINCIPIO

MEDIO

REACTIVO

RESULTADO

Utilizacion
de Citrato

El principio de la prueba es
determinar la capacidad de un
microorganismo de utilizar
citrato de sodio como Unica
fuente de carbono para el
metabolismo y crecimiento. El
medio de cultivo contiene azul
de bromotimol como indicador
de pH, citrato y sales de
amonio. La utilizacion de sales
de amonio provoca la
liberacion de amoniaco lo que
eleva el pH virando el
indicador verde a azul.

Agar
Citrato
de
Simmons

Azul de
Bromotimol

Azul

Motilidad

Las bacterias se mueven por
medio de flagelos, cuyo
namero y ubicacion varian
entre las especies. La prueba
de motilidad se interpreta por
medio de un examen
macroscopico del medio en
busca de una zona difusa de
crecimiento que se ensancha
a partir de la linea de
inoculacion.

Medio
SIM o
MIO

Zona difusa
de crecimien-
to que se
ensancha a
a partir de
la linea de
inoculacion.




Cuadro N° 6. Pruebas de identificacion para bacterias gram positivas. ¢
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PRUEBAS

PRINCIPIO

MEDIO

REACTIVO

RESULTADO

Coagulasa

La coagulasa es una
enzima capaz de convertir el
fibrinbgeno del plasma del
humano y otros animales en
fibrina.

En tubos con plasma se
coloca una asada con la
colonia y se incuban a 37°C
durante 24 horas.

Esta prueba se emplea
como diagndstico diferencial
entre estafilococos de espe-
patdégenas y no patdgenas.

Plasma
citratado

La formacion
de un coagulo

Catalasa

Se colocan
gotas de

unas pocas
peroxido de
hidrégeno al 3%
directamente  sobre una
colonia. Una efervescencia
rapida indica la produccion
de oxigeno molecular y una
prueba positiva. Esta prueba
diferencia estafilococos (+)
de estreptococos (-)

Perdxido
de
Hidrogeno
al 3%

Formacion de
burbujas.

Agar
sangre

Incubar en agar sangre a
37°C durante 24 horas,
se produce colonias
f—hemoliticas  pequefias,
traslucidas, grises a blancas.

Agar
sangre

Colonias
£ —hemoliticas




55

4.3.6. Liofilizacion:

La Liofilizaciébn es un proceso que consiste en desecar un producto previamente
congelado, lograndose la sublimacion del hielo bajo vacio. Es por lo tanto el paso
directo del hielo (s6lido) a gas (vapor), sin gue en ningln momento aparezca el agua en
su estado liquido. Se obtiene una masa seca, esponjosa de mas o menos el mismo
tamafio que la masa congelada original, mejorando su estabilidad. La reconstitucion de
un tubo liofilizado se logra agregando caldo nutritivo o el mismo medio que se uso para

el crecimiento inicial de las bacterias. s
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El procedimiento para el ensayo de liofilizacion de las cepas microbianas es el

siguiente:

Tomar una colonia de cultivo puro de la cepa en estudio.
(Ver anexo N° 5)

A 4

Sembrarla en agar TSA (medio de mantenimiento) e
incubar a 37°C durante 24 horas.

A 4

De este cultivo realizar una suspension en caldo nutritivo
(de aprox. + 10 ml) ajustada al patron 2 de McFarland e
incubar a 37°C durante 24 horas. (Ver anexo N° 6)

\ 4

Tomar de la suspension 5 ml y mezclarla con 5 ml de
leche descremada al 20% (previamente esterilizada a
116°C durante 20 minutos).

A 4

Colocar en un tubo de ensayo 1 ml de Ila mezcla
anteriormente mencionada y llevar a congelacion por 24
horas a -70°C.

A 4

El tubo con la muestra congelada se coloca dentro de un
balén de 250 ml, luego realizar el proceso de liofilizacion
por 4 horas y almacenar en viales estériles a temperatura
ambiente en un desecador que contiene silica gel
activada.

Fig. N° 2.

Diagrama de flujo para la realizacion de la liofilizacion.
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4.3.7. Control de calidad de cepas

El control de calidad que se realiz6 a las cepas ya liofilizadas son las mismas pruebas
mencionadas anteriormente a partir del numeral 4.3.3 hasta el numeral 4.3.5, este
control se realizé con la finalidad de comprobar la estabilidad de las bacterias y
demostrar que de la técnica de liofilizacion como un método de conservacién se obtiene
un producto con una actividad biolégica normal luego de un periodo largo de

almacenamiento a temperatura ambiente.

4.3.8. Almacenamiento de cepas:

Las cepas liofilizadas fueron almacenadas en viales estériles con capacidad de 2 mL.
cada uno, éstos fueron colocados en un desecador que contiene silica gel activada a
temperatura ambiente, debido a que mantiene al liofilizado bajo condiciones minimas
de humedad y esto evita que las bacterias sufran algun dafio o lleguen a morir.

Cada vial que contiene a las cepas liofilizadas fue rotulado de la siguiente forma, para

su correspondiente identificacion:

Nombre de la cepa liofilizada:
Tiempo de liofilizacion:

Fecha de liofilizacion:




CAPITULO V.

RESULTADOS



5.0 RESULTADOS
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Resultados obtenidos de la Entrevista acerca del Aseguramiento de la Calidad en

cepas microbianas en un laboratorio de microbiologia:

1. ¢, Conoce qué es Aseguramiento de la Calidad en un laboratorio de microbiologia?

SI

NO

100%

LABORATORIOS

OSI mNO

0%

Fig. N° 3. Resultado obtenido de los laboratorios sobre el conocimiento de

Aseguramiento de la Calidad.

2. ¢ Poseen Aseguramiento de la Calidad en su laboratorio de microbiologia?

SI

NO



LABORATORIOS

ES| BNO

Fig. N°4. Resultado obtenido de cuéntos de los laboratorios entrevistados tienen

implementado el Aseguramiento de la Calidad.

Si la afirmacién es positiva, ¢ Como la realizan?

LABORATORIOS

10%

10%

B Informacion confidencial BA BB BC

Fig. N°5. Porcentaje de resultados de los laboratorios que brindaron informacion

de como realizan el Aseguramiento de la Calidad.
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Cuadro N° 7. Resultados de los parametros de cdmo los laboratorios en estudio

realizan el Aseguramiento de la Calidad.

Laboratorios

Resultados

Poseen analisis acreditados para medios de cultivo, cepas ATCC
y cepas de trabajo. Existen controles de calidad para medios de
cultivo, se le realizan ensayos positivos y negativos es decir,
bacterias que se sabe creceran en ese medio y otras que no.
Los controles de calidad para cepas ATCC se realizan
haciéndoles cada dos meses pruebas bioquimicas, observacion
de morfologia macro y microscopica, tinciones al Gram, y
manteniéndolas viables en crioviales con glicerina por un periodo
de tres meses hasta realizar nuevamente lo antes mencionado.

Se basan en bioseguridad que incluye instalaciones fisicas,
condiciones ambientales, limpieza de cada una de las areas,
forma del trabajo del personal (uso correcto de guantes,
mascarilla, gabacha, etc), manejo correcto del equipo por el
personal asi como también el mantenimiento de ellos (cabinas de
flujo laminar, camara de extraccion de gases, incubadoras,
refrigeradoras, congeladores, autoclaves, etc.). También realizan
controles de calidad a medios de cultivo, cepas ATCC, cepas de
trabajo, reactivos; todo esto lo realizan a partir de manuales del
procedimiento que les indica paso a paso de como desarrollar su
trabajo dentro del laboratorio.

Analizando la calidad de todos los materiales y medios de cultivo
mediante procesos analiticos y microbioldgicos.

Asegurando la eficacia de los filtros HEPA tanto de los aires
acondicionados como de la cAmara de flujo laminar.

Mediante procedimientos validados de limpieza y desinfeccion de
areas. Asi como también la calibracién y mantenimiento de todo
el equipo involucrados en los procesos mediante patrones
reconocidos internacionalmente.

3. ¢Utilizan cepas ATCC en su laboratorio? , ¢ Cuales son las mas utilizadas?

Sl

NO
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LABORATORIOS

90%

10%

Fig. N° 6. Porcentaje de los laboratorios en estudio que utilizan cepas ATCC.

Cuadro N° 8. Listado de cepas ATCC utilizadas en los laboratorios de

Microbiologia en estudio.

Laboratorios Cepas ATCC

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Sl Sarcina lutea, Pseudomona aeruginosa, Esherichia coli y
Salmonella cholerasius, Salmonella typhi, Haemophilus
influenzae y Streptococcus neumoneae.

NO Nc_) se cuenta con el servicio _Qe iden_tificacién _de
microorganismos, Unicamente se verifica mediante medios
selectivos propios para cada uno su presencia 0 ausencia.

4. ¢ Por qué seleccionan este tipo de cepas?

La seleccion de cepas ATCC dependera de la actividad a realizar y de la demanda
de andlisis que se efectien con mas frecuencia, debido a que la mayoria de
laboratorios de microbiologia que cumplen con Aseguramiento de la Calidad, realizan
los ensayos y andlisis regidos bajo la Farmacopea de los Estados Unidos (USP),

Métodos oficiales de analisis de la asociacion de Quimicos (AOAC) vy la
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Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) quienes dan la pauta para la seleccion

de cepas para un determinado analisis a realizar.

5. ¢ Cudles son los controles que le realizan a estas cepas?
Se les realiza pruebas bioquimicas para su identificacion, tincion al Gram para
observar su morfologia microscépica y verificar su pureza, viabilidad de la bacteria,

es decir, que su crecimiento debe darse entre 18 y 24 horas.

6. ¢ Cudles son los métodos de conservacion que se utilizan para estas cepas?
Uso de Crioviales que tienen una duracion de hasta tres meses sin pases, picadas
profundas en tubos de Agar Tripticasa de Soya (TSA) y en Agar Cetrimide (CTA) y

congelacion a una temperatura de -70°C.

7. ¢Cual se considera el método de conservacion mas recomendable?, ¢En qué
medio de cultivo lo realizan?

Una de las opciones es el uso de crioviales, ésta posee alrededor de veinte esponjas
listas para ser impregnadas de la bacteria que se encuentra en glicerina o caldo
nutritivo, esto permite con mayor facilidad extraer una sola esponja en el momento de
realizar analisis especificos o controles de calidad, esto ayuda a evitar cualquier tipo
de contaminacion ya sea para la bacteria en si como para el analista. Sin embargo el
mejor método de conservacion de cepas es la Liofilizacion ya que permite que las
bacterias permanezcan viables durante muchos afios y los medios a utilizar son
glicerol o leche descremada, pero este método en el pais no es muy utilizado debido

al alto costo del equipo.
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8. ¢ Cuanto es el tiempo de viabilidad que tienen estas cepas?

En crioviales, tres meses y haciéndole cada mes pruebas de viabilidad. Para el caso
de congelacion a temperatura de -70°C tienen una viabilidad de aproximadamente de
cuatro afios o0 mas. En la liofilizacion tiene un periodo de viabilidad de seis afios o

s

mas.

9. ¢ Cudles son las aplicaciones que le dan a las cepas ATCC?

- Confirmacion de diagndstico

- Pruebas antimicrobianas (Evaluacion de antibioticos)

- Validacion de métodos: De procedimientos y medios de cultivos
- Pruebas preparatorias

- Control de calidad de medios de cultivo

- Evaluacion de desinfectantes

- Investigaciones



Cuadro N° 9. Resultados de la morfologia macroscépica de cepas ATCC y cepas

salvajes  (Ver anexo N°7)

CEPAS ATCC MORFOLOGIA DE COLONIAS
Bacillus licheniformis Se observan colonias de forma irregular con
ATCC 12759 elevacion umbonada, margen ondulado,

consistencia mucoide y viscosa, superficie
brillante y rugosa, de color amarillenta.

Escherichia coli
ATCC 35150

Se observan colonias de forma circular con
elevacion  pulvinada, margen entero,
consistencia cremosa, superficie semiopaca
y de color de amarillenta a gris.

Escherichia coli
ATCC 35218

Se muestran colonias de forma circular con
elevacion  pulvinada, margen entero,
consistencia cremosa, superficie semiopaca
y de color de amarillenta a gris.

Pseudomona aeruginosa
ATCC 27853

Crecimiento de colonias de forma irregular,
elevacion  plana, margen  lacerado,
consistencia viscosa, superficie opaca y de
color gris a verdosa.

Staphylococcus aureus
ATCC 25923

Colonias de forma circular, elevacion
convexa, margen entero, consistencia
cremosa, superficie opaca y color amarillo
palido.

Salmonella typhi
ATCC 6539

Se observan colonias de forma circular,
elevacion  convexa, margen  entero,
consistencia cremosa, superficie traslicida y
color blanco grisaceo.




Cuadro N° 9. (Continuacion)
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CEPAS SALVAJES

MORFOLOGIA DE COLONIAS

Escherichia coli

Se observan colonias de forma circular con
elevacion  pulvinada, margen entero,
consistencia cremosa, superficie semiopaca
y de color de amarillenta a gris.

Listeria monocytogenes

Crecimiento de colonias de forma circular,
elevadas, margen entero, consistencia
acuosa, superficie traslicida y color
blanquecinas.

Pseudomona aeruginosa

Crecimiento de colonias de forma irregular,
elevacion  plana, margen  lacerado,
consistencia viscosa, superficie opaca y de
color gris a verdosa.

Staphylococcus epidermidis

Se muestran colonias de forma circular,
elevacion  convexa, margen  entero,
consistencia cremosa, superficie opaca y
color blancas.

Salmonella sp

Crecimiento de colonias de forma circular,
elevacion  convexa, margen  entero,
consistencia cremosa, superficie traslicida y
color blanco grisaceo.

Salmonella typhi

Se observan colonias de forma circular,
elevacion  convexa, margen  entero,
consistencia cremosa, superficie traslicida y
color blanco grisaceo.




Fig. N° 7 Morfologia macroscopica de bacterias Gram Negativas.

Fig. N° 8 Morfologia macroscoépica de bacterias Gram Positivas.
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salvajes.
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Cuadro N° 10. Resultados de la morfologia microscopica de cepas ATCC y cepas

Bacterias Gram negativas

Morfologia Microscopica

Escherichia coli
ATCC 35150

Se observan bastoncillos cortos que
forman cadenas y presentan coloracion
rosada.

Escherichia coli
ATCC 35218

Son bastoncillos cortos que forman
cadenas y presentan coloracion rosada.

Escherichia coli

Se muestran bastoncillos cortos que
forman cadenas y presentan coloracion
rosada.

Pseudomona aeruginosa
ATCC 27853

Se observan bastoncillos que se
encuentran de manera aislada en
parejas y en cadenas cortas y tienen
coloracion rosada.

Pseudomona aeruginosa

Se observan bastoncillos que se
encuentran de manera aislada en
parejas y en cadenas cortas y tienen
coloracion rosada.

Salmonella sp

Son bastoncillos rectos y son de
coloracion rosada.

Salmonella typhi
ATCC 6539

Son bastoncillos rectos y presentan
coloracion rosada.

Salmonella typhi

Son bastoncillos rectos y estos
presentan coloracion rosada.

Bacterias Gram positivas

Morfologia Microscopica

Bacillus licheniformis
ATCC 12759

Se observan bastones largos y finos
gue forman cadenas cortas de 5 a 6
bastones y presentan coloracién
morada.

Listeria monocytogenes

Son bastoncillos pequefios y de color
morado.

Staphylococcus aureus
ATCC 25923

Son células esféricas que se
encuentran distribuidas en grupos
irregulares a manera de racimo de uvas
y se observan de color morado.

Staphylococcus epidermidis

Se observan cocos de forma aislada, en
pares, en cadenas cortas 0 en racimos
irregulares 'y presentan coloracion
morada.




Fig. N°9 Morfologia microscopica de bacterias Gram Negativas.

Fig. N° 10 Morfologia microscopica de bacterias Gram Positivas.

69



TABLA N°1 RESULTADOS DE PRUEBAS DE IDENTIFICACION PARA BACTERIAS GRAM NEGATIVAS.

TSI ROJO DE VOGES
MICROORGANISMOS | giseL | FonDO | GAS H,S INDOL METILO | PROSKAUER CITRATO | MOTILIDAD

Escherichia coli A A @ | e +) (+) ) ) +)
ATCC 35150
Escherichia coli A A @ | e (+) (+) ) ) +)
ATCC 35218
Pseudomona K K o]l o 0 ©) *) +)
aeruginosa ATCC 27853
Salmonella typhi - - - -
ATCC 6539 K A O1®H] 06 (+) ) ) (+)
Escherichia coli A A ™10 ™) ™) ©) ©) ™)
Pseudomona K K |Olo] o () () *) )
aeruginosa

K A O1®H] 06 (+) ) ) (+)
Salmonella sp

K A OO 6 (+) ) ) (+)

Salmonella typhi

0L



Fig. N° 11 Prueba en agar Hierro-Triple azucar (TSI).

Fig. N° 12 Produccién de Indol.

71



Fig. N° 13 Reaccion de Rojo de Metilo.

Fig. N° 14 Reaccion de Voges Proskauer.
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Fig. N° 15 Reaccion de Citrato de Simmons.

Fig. N° 16 Prueba de Motilidad.
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Cuadro N° 11. Resultados de pruebas de identificacion para bacterias Gram

positivas

MICROORGANISMO PRUEBA RESULTADO

Bacillus licheniformis Motilidad Positivo

ATCC 12759 Catalasa Positivo

Staphylococcus aureus Catalasa Positivo

ATCC 25923 Coagulasa Positivo

Motilidad Positivo

Catalasa Positivo

Listeria monocytogenes .
Coagulasa Positivo

Agar sangre

£ —hemolitico

Staphylococcus epidermidis

Catalasa

Coagulasa

Positivo

Negativo

Fig. N°17 Prueba de la catalasa.
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Fig. N° 18 Prueba de la coagulasa.

Fig. N°19 Crecimiento en agar sangre de Listeria monocytogenes.
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Resultados del proceso de liofilizacion:

Al realizar el proceso de liofilizacion se obtuvieron resultados similares para todas las
bacterias obteniendo un producto de color blanco, de consistencia porosa, seca y
estable a temperatura ambiente y de facil reconstitucion.

El almacenamiento de los li6filos se realizd bajo una camara de flujo laminar para asi
evitar cualquier tipo de contaminacion tanto para las bacterias como para el analista, y

éstas fueron colocadas en viales estériles listas para ser reconstituidas.

Tabla N° 2. Resultados del ensayo preliminar de liofilizacién de cepas microbianas.

BACTERIA NUMERO DE VIALES
Bacillus licheniformis ATCC 12759 4
Escherichia coli ATCC 35150
Escherichia coli ATCC 35218
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Salmonella typhi ATCC 6539

Escherichia coli

Listeria monocytogenes

Pseudomona aeruginosa

Staphylococcus epidermidis

Salmonella sp

S B N I S e S B S N N I )

Salmonella typhi




Fig. N° 20 Equipo de liofilizacién del laboratorio de CENSALUD.

Fig. N° 21 Balén que contiene al tubo con la muestra de cepas a liofilizar.
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Fig. N°22 Cepas liofilizadas en viales estériles.

Fig. N° 23 Almacenamiento de cepas liofilizadas en un desecador con silica gel
activada.



CAPITULO VL.

DISCUSION DE RESULTADOS
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6.0 DISCUSION DE RESULTADOS

- De los 10 laboratorios de microbiologia que tienen implementado el Aseguramiento
de la Calidad algunos consideran que la entrevista posee preguntas de
informacion confidencial y que no se les permite ser dadas a conocer para asi
evitar fuga de informacion.

- Los resultados obtenidos de la entrevista indican que los laboratorios poseen un
Aseguramiento de la Calidad adaptado de acuerdo a sus necesidades y a la
capacidad econdmica que poseen.

- La mayoria de los laboratorios utilizan como método de conservacién de cepas
microbianas los crioviales, sin embargo ellos consideran que el mejor método es la
Liofilizacion porque permite que las bacterias permanezcan viables por muchos
afos, pero presenta los inconvenientes de poseer un alto costo de instalaciones y
equipo, elevado costo energético y es una operacion de larga duracion.

- Las pruebas bioquimicas y pruebas de identificacion realizadas a las bacterias en
estudio dieron los resultados esperados a nivel experimental ya que cada una de
éstas coinciden con parametros ya establecidos en la bibliografia investigada.

- Al realizar el proceso de liofilizacién la bacteria tuvo que ser suspendida en un
medio crioprotector para protegerla de la congelacion. El resultado final que se
obtuvo de la Liofilizacion de las bacterias en estudio fue una masa de consistencia
porosa, seca y de facil reconstitucion en un medio apropiado y lo mas importante
fue que al reconstituirlas y realizarle el control de calidad éstas se encontraban

viables y con sus caracteristicas fisiolégicas y morfologicas originales.
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Al realizar la comparacion de las bacterias ATCC con las cepas salvajes de la
misma especie no se encontré diferencia alguna tanto en sus caracteristicas
morfolégicas como fisioldgicas.

Las bacterias liofilizadas fueron almacenadas en viales estériles para mantener su
estabilidad a largo plazo y colocadas en un desecador que contiene silica gel
activada a temperatura ambiente para crear condiciones de humedad con valores
inferiores al 1%.

Existen factores que influyen especificamente en la eficacia de la liofilizacion como
medio de conservacion de cepas bacterianas, como son: tipo de microorganismo,
concentracion celular, temperatura durante la sublimacion, grado de deshidratacion

alcanzado, atmosfera de oxigeno en el tubo y condiciones de almacenamiento.

- Al realizar el método de conservacion de cepas bacterianas por medio de la técnica

de liofilizacidbn se presentd una serie de ventajas como son la de obtener un
producto de facil, rapida y completa reconstitucion con un contenido muy bajo de
humedad final, la mayoria de los microorganismos sobreviven al secado, una
estabilidad a largo plazo, el cultivo es facilmente mantenido aiun a temperatura
ambiente sin pérdida significativa de viabilidad, una rapida disponibilidad de uso, y

lo pequefio de los recipientes donde se almacenan las cepas.
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7.0 CONCLUSIONES

La mayoria del personal de los laboratorios de microbiologia acreditados al ser
entrevistados presentaron el inconveniente de que por politicas de la empresa no
podian dar a conocer informacion referente al Aseguramiento de la Calidad, por
tal razon, los resultados estadisticos no fueron los esperados para la investigacion
gue se realizo.

El Aseguramiento de la Calidad requiere de un proceso largo para su
implementacion, debido a que se va realizando por etapas y las empresas lo van
desarrollando de acuerdo a las exigencias propuestas para si misma y por la
competencia que existe con otras empresas.

La Liofilizacion en el pais no es muy utilizada debido al alto costo de las
instalaciones, equipo, y al elevado costo energético por lo que los laboratorios de
analisis microbioldgicos se valen de otros métodos de conservacidon de menor
costo como es el uso de crioviales y congeladores que poseen temperaturas de
congelacion de -70°C.

Las pruebas de identificacion y pruebas bioguimicas que se le realizaron a las
bacterias son un control de calidad para verificar su pureza, su viabilidad, su
capacidad metabdlica y comprobar que se trata de la bacteria que se esta
estudiando.

Las bacterias son capaces de soportar bajas temperaturas y conservar aun su
viabilidad y sus propiedades biologicas originales a largo plazo, por tal razén se

escogié como método de conservacion la Liofilizacion ya que en su procedimiento
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se necesita de temperaturas hasta de -70°C para que pueda llevarse a cabo un
proceso 6ptimo.

6. Al realizar la comparacion entre las cepas ATCC y las cepas salvajes mediante
las pruebas de identificacion y reacciones bioguimicas la Unica diferencia
existente es que las cepas ATCC se encuentran certificadas por instituciones que
se encargan de poseer colecciones de cepas que son utilizadas para realizar
controles de calidad y cuyas caracteristicas ya son estudiadas, conocidas y
debidamente registradas y las cepas salvajes fueron recolectadas de instituciones
de salud (Hospitales).

7. Actualmente la mayoria de los laboratorios se encuentran en el proceso de
implementacion de Aseguramiento de la Calidad, ya que existen mayores
exigencias en la realizacion de los analisis y en sus resultados, en sus
procedimientos y técnicas, en sus instalaciones y equipos, pero sobre todo en la
capacidad del personal.

8. La implementacion del Aseguramiento de la Calidad en un laboratorio sirve para
anticipar los errores antes de que estos se produzcan, garantiza que lo que ofrece
cumple con las especificaciones establecidas previamente por la empresa
asegurando una calidad continua a lo largo del tiempo.

9. El Aseguramiento de la Calidad resuelve problemas o variaciones que pueden darse
dentro de un laboratorio de microbiologia; asi como también ayuda a prevenir la
aparicion de defectos que inciden en la calidad total de los resultados, es por ello
gue se hace necesario crear sistemas de calidad.

10.Con la presente investigacion se cre6 una coleccion de cepas liofilizadas con lo que

se contribuye a aportar al Laboratorio de Control de Calidad Microbiolégico en
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CENSALUD, 12 cepas bacterianas distribuidas en un total de 48 viales, las cuales
seran utilizadas en diferentes evaluaciones microbiol6gicas dentro del laboratorio,
como también pueden ser propuestas en venta, como un centro de donacién de
cepas o para los usos que se estimen convenientes.

11.Las cepas liofilizadas podran ser utilizadas en un futuro para realizar analisis de
control de calidad del agua, medicamentos y alimentos dentro del Laboratorio de
Control de Calidad Microbiolégico en CENSALUD, con el fin de asegurar que un
producto o0 servicio tenga un desempefio adecuado para su correspondiente

aplicacion.
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8.0 RECOMENDACIONES

Los laboratorios que tengan una mejor apertura y disponibilidad a estudiantes e
investigadores para ayudar a la realizacion de diferentes estudios.

Implementar en un cien por ciento el Aseguramiento de la Calidad en todas las
actividades que se desarrollan en el laboratorio tales como en los procedimientos,
en el método de conservacion de cepas, en la evaluacion del personal y todos los
procesos que se utilizan a fin de asegurar la calidad de todas las operaciones y
garantizar resultados que satisfagan las necesidades de la empresa en si y de sus
clientes.

Que los laboratorios microbiologicos traten de implementar el método de la
Liofilizacidon como un método de conservacion de cepas microbianas, no obstante se
sabe que este método es de elevado costo pero a pesar de ello ofrece una gran
ventaja que es la de obtener cepas viables que duran por un largo periodo de
tiempo (6 afios 0 mas), por lo que se considera una buena inversién que garantiza
excelentes resultados.

En todo laboratorio de microbiologia que cumpla con Aseguramiento de la Calidad y
gue tenga implementado un cepario se recomienda establecer un control de calidad
en donde se realicen pruebas de identificacion y reacciones bioquimicas ya que los
resultados son interpretaciones y evaluaciones basadas en estas pruebas.

A los laboratorios de microbiologia emplear como una alternativa el uso de cepas
salvajes ya que estas pueden ser caracterizadas y ser utilizadas en diferentes

analisis de control de calidad y a la vez son de facil obtencion, por lo que la
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adquisicion de cepas ATCC son mas dificiles de obtener por su elevado costo y por
el tiempo de envio de las mismas.

Que el personal de las empresas reciban constantemente seminarios actualizados
acerca del Aseguramiento de la Calidad ya que éste no solo se toma en cuenta en
la etapa final de una evaluacion, sino en todos los procesos que son utilizados de
principio a fin y a esto se le denomina control de calidad dentro de un laboratorio.

El Laboratorio de Control de Calidad Microbiolégico en CENSALUD adquiera otras
especies de cepas para ampliar la coleccion, con el fin de llevar a cabo otros analisis
e investigaciones que no se pueden realizar con las cepas ya existentes en el

laboratorio.
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Cepas ATCC:
Es una coleccién americana de cultivos tipo, certificadas, las cuales son adquiridas a
través de Organizaciones reconocidas mundialmente (American Type Culture

Collection) y son utilizadas como cepas de referencia. (s

Cepas salvajes:
Son aquellas que han sido recolectadas de hospitales y obtenidas a partir de

pacientes portadores de estas bacterias.

Crioviales:
Son viales o capsulas utilizados para la conservacion de las bacterias por un periodo de
tres meses, y poseen alrededor de veinte esponjas listas para ser impregnadas de la

bacteria, se encuentran dispersas en glicerina o caldo nutritivo. 7
Liofilo:
Es el producto deshidratado que se obtiene por congelacién, es decir es el resultado

del proceso de liofilizacion. .s
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ANEXO N° 1
TINCION DIFERENCIAL DE GRAM.
Es la tincion mas empleada en el laboratorio de bacteriologia y permite agrupar a las
bacterias Gram positivas y Gram negativas segun resistan o no el proceso de
coloracion, lo cual a su vez depende de la estructura de la pared bacteriana.
La tincion consta de los siguientes pasos:
- Tincion primaria con cristal violeta, que coloreara a todas las bacterias, se cubre la
preparacion por un minuto, luego lavar con agua.
- Mordiente (Lugol), proceso quimico que fija el colorante a la pared bacteriana, aplicar
por un minuto.
- Decoloracion (alcohol-acetona), usando un solvente no polar que actuando a nivel de
pared permitira la salida del colorante en las bacterias con pared membrana externa y
capa delgada de peptidoglucano o sea en los Gram negativos, aplicar de 15-20
segundos, luego lavar con agua.
- Contratincion, usando safranina o fucsina que tefiira las bacterias decoloradas por
medio minuto.

- Lavar con agua y secar cuidadosamente.



ANEXO N° 2

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LAS BACTERIAS.

Género Staphylococcus:

Los Staphylococcus son células grampositivas, esféricas de cerca de 1 um de
diametro que suelen estar distribuidas en grupos irregulares a manera de racimo de
uvas, son microorganismos no moéviles, y no forman esporas, crecen con facilidad en la
mayor parte de los medios bacteriolégicos bajo condiciones aerobias o microaerdfilas.
Crecen con mayor rapidez a 37°C, producen catalasa, fermentan con lentitud muchos
carbohidratos y producen acido lactico pero no gas. Las colonias desarrolladas en
medios sélidos son redondas, lisas, elevadas y resplandecientes. El Staphylococcus
aureus forma colonias de color gris a amarillo dorado intenso y las colonias de

Staphylococcus epidermidis son grises a blancas.

Género Escherichia:

Son bastoncillos gram negativos cortos que pueden formar cadenas. Escherichia coli
forma colonias circulares, convexas y lisas con bordes definidos. Produce de manera
tipica pruebas positivas a indol, descarboxilasa de la lisina y fermentacion del manitol,
lo mismo que gas a partir que la glucosa. Produce hemdlisis en agar sangre, morfologia
tipica de las colonias con un resplandor iridiscente en los medios diferenciales como
agar eosina y azul de metileno (EMB). Se caracteriza por la capacidad para reducir los
nitratos a nitritos y para fermentar la glucosa con produccion de acido o acido y gas,

son negativos a la oxidasa.



Género Salmonella:
Se trata de bastoncillos métiles que fermentan la glucosa y la manosa sin producir gas,

no fermentan la lactosa ni la sacarosa, la mayoria producen &cido sulfhidrico.

Género Bacillus:
Producen endosporas, crecen bien en agar sangre, produciendo colonias gris
blanquecino, grandes, extendidas, de margenes irregulares. La mayor parte de las

especies producen catalasa.

Geénero Listeria:

Listeria monocytogenes es un bacilo grampositivo corto, que no forma esporas, es
anaerobio facultativo y positivo a la catalasa, produce acido pero no gas en presencia
de diversos carbohidratos tiene un movimiento rotatorio de un extremo a otro a 22°C,

crece en medios como agar de Mueller-Hinton.

Género Pseudomona:

Son bastoncillos aerobios gramnegativos métiles, algunos de los cuales producen
pigmentos solubles en agua, miden aproximadamente 0.6 por 2 um, se encuentran de
manera aislada, en parejas y en cadenas cortas. Pseudomona aeruginosa es un
aerobio obligado que produce en ocasiones un olor dulzén o de uvas. Forma colonias
redondas, lisas, con color verdoso fluorescente, crecen a temperatura que oscila entre

37 a 42°C, es positiva a la oxidasa y no fermenta los carbohidratos.



ANEXO N° 3

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

ENTREVISTA ACERCA DEL ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD EN CEPAS
MICROBIANAS EN UN LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA.

1. ¢Conoce qué es Aseguramiento de la calidad en un laboratorio de microbiologia?

Sl NO

2. ¢Poseen Aseguramiento de la calidad en su laboratorio de microbiologia?

Sl NO

Si la afirmacion es positiva, ¢ Como la realizan?

w

. ¢Utilizan cepas ATCC en su laboratorio?

Sl NO

¢,Cuales son las mas utilizadas?

4. ¢Por qué seleccionan este tipo de cepas?

5. ¢Cuadles son los controles de calidad que le realizan a estas cepas?

6. ¢Cuales son los métodos de conservacion que se utilizan para estas cepas?


http://www.ues.edu.sv/

¢,Cual se considera el método de conservacion mas recomendable?, ¢En que

medio de cultivo lo realizan?

¢,Cuanto es el tiempo de viabilidad que tienen estas cepas?

¢,Cudles son las aplicaciones que le dan a las cepas ATCC?



ANEXO N° 4
Listado de laboratorios entrevistados que cumplen con Aseguramiento de la Calidad:
1. FERSON
2. MORAZAN
3. ANCALMO
4. VIJOSA
5. TERAMED
6. SUIZOS
7. RODIM
8. Instituto de Investigacion y desarrollo Quimico Biolégico (IQB)
9. Laboratorios Especializados en Control de Calidad (LECC)

10. Laboratorio Central Dr. Max Bloch



ANEXO N° 5
METODO PARA AISLAMIENTO DE CULTIVO PURO

TECNICA DE SIEMBRAS POR ESTRIAS EN PLACA DE PETRI

Mediante un asa bacteriologica previamente
esterilizada en la llama de un mechero y luego
enfriada a temperatura ambiente, depositar en un
medio solido una pequefia cantidad de muestra.

A 4

Se estria paralelamente el in6culo sobre una
pequefa zona de la placa de Petri.

A 4

Se esteriliza el asa para trazar nuevamente las
estrias a partir del inéculo extendido.

A 4

Se esteriliza el asa y se realizan una serie de
estrias perpendicular a las dos primeras pero
comenzando desde el lado opuesto al deposito y
sin llegar a tocarlo.

Fig. N° 25 Diagrama de flujo del método de siembra para la obtencion de cultivo puro.



ANEXO N° 6

ESCALA DE McFARLAND g,

Materiales:

10 tubos rosca de 16 * 150 mm.

Solucién de Cloruro de Bario al 1% (BaCly)
Solucion de Acido Sulfarico al 1%  (H2S0,)

Procedimiento:

1. Preparar diez tubos de ensayo de igual tamafio y perfectamente limpios y

enjuagados.

2. Preparar &cido sulfarico al 1 %.

3. Preparar una solucion acuosa al 1 % de cloruro de bario.

4. Agregar la cantidad indicada de ambas soluciones a los tubos, tal como se

sefala en la siguiente tabla, hasta tener un total de 10 mL. por tubo.

5. Cerrar herméticamente los tubos. Se observa un precipitado de sulfato de
bario en suspension, lo que se evidencia por una turbidez diferente para cada

tubo.
Tabla N° 3. Escala de McFarland.
Tubo BaCl, (mL) H»S04 (ML) [ ] bacteriana*10®

0.5 0.05 9.95 15
1 0.1 9.9 3

2 0.2 9.8

3 0.3 9.7 9
4 0.4 9.6 12
5 0.5 9.5 15
6 0.6 9.4 18
7 0.7 9.3 21
8 0.8 9.2 24
9 0.9 9.1 27
10 1.0 9.0 30




ANEXO N° 7

Fig. N° 26 Términos usados para describir la morfologia de colonias



