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RESUMEN

En el desarrollo de programas de aseguramiento de la calidad en los laboratorios de Microbiologia
Sanitaria uno de los elementos esenciales es el control de la calidad de los medios de cultivos, teniendo
en cuenta que éstos constituyen la base de todos los procesos que se acometen en estas instituciones.
Por esta razén se hace un analisis del trabajo desarrollado por el Laboratorio de Microbiologia Sanitaria
de Ciego de Avila desde el mes de octubre de 1998 a mayo del 2000 en la instrumentacién de un
programa de control de la calidad de los medios de cultivos. Este programa sin antecedentes en nuestra
provincia, abarco las siguientes etapas: adquisicion de personal técnico, adiestramiento en las técnicas
de control biol6gico de los medios de cultivos, organizacion del trabajo técnico del area de medios de
cultivo, organizacién del area de esterilizacion, habilitacion de un area para el control biolégico de los
medios de cultivos, confeccion de Procedimientos Normalizados de Operacion y desarrollo del trabajo
de control. Hasta mayo del 2000 se han controlado 14 medios de aislamiento (6 liquidos y 8 medios
sOlidos) y 10 medios diferenciales procedentes de Empresas Comerciales (OXOID y BIOCEN
fundamentalmente), asi como medios de cultivos producidos en el propio Laboratorio. Los resultados
del analisis reflejan la contribucién a elevar la calidad del trabajo del Laboratorio de Microbiologia
Sanitaria y por lo tanto la necesidad de su introduccién en otros laboratorios de Microbiologia de la
provincia y el pais.
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INTRODUCCION

Algunos autores han considerado en sus experiencias personales al establecer programas de calidad
en laboratorios de microbiologia Sanitaria, tres grupos de errores mas significativos: desviaciones en
las temperatura de incubacion, errores de escritura al plasmar los datos de las lecturas en los registros
del laboratorio y problemas con la calidad en la elaboracion de los medios cultivos.(1)

En muchos laboratorios dedicados al control microbioldgico no siempre se presta la debida atencion al
optimo funcionamiento de los medios de cultivos y como consecuencia de ello, muchas veces se emiten
resultados que no son confiables. En algunos laboratorio se controla cualitativamente la productividad
pero raramente se evalla la selectividad como un elemento indispensable que casi siempre es la causa
de que muchos analistas tengan dificultades en el aislamiento de algunos microorganismos, sobre todo
los de requerimientos nutricionales més estrictos.(2)



Ademas, hay que tener en cuenta que al contrario de lo que sucede en los aislamiento de
microorganismos patégenos en muestras clinicas, en los aislamientos de alimentos y aguas influyen
significativamente los ingredientes constituyentes de la muestra, la flora de microorganismos
acompanfantes y las condiciones estresantes del medio que muchas veces dafan fisiol6gicamente al
microorganismo y hacen mas necesario el uso de medios de cultivos con rendimientos optimos.(3,4)
Los medios de cultivos son productos compuestos por nutrientes, factores de crecimiento, inhibidores,
indicadores, etc., necesarios para el desarrollo de los microorganismos, y son muy susceptibles a
cambios y deterioro en sus caracteristicas y propiedades fisicas, quimicas y biolodgicas por la accién de
la luz, el aire, el calor, la humedad y los cambios de pH. Debido a esto ha surgido la necesidad de
considerar dentro de la validacion de las técnicas microbioldgicas el control biolégico de los medios de
cultivos utilizados en dichos laboratorios.(5)

La calidad de un medio de cultivo preparado no depende exclusivamente de la garantia que representa
la marca o el fabricante del medio deshidratado o del proveedor de los ingredientes del mismo, sino de
igual forma, o quizas en mayor grado de su correcta preparacion. (5)

Estos conocimientos y la necesidad de instrumentar un sistema de gestion de la calidad en el
Laboratorio de Microbiologia Sanitaria de Ciego de Avila, determinaron la decision de elaborar un
programa para el control de la calidad de los medios de cultivos, cuya instrumentacion y resultados se
exponen a continuacion.

MATERIAL Y METODOS

Al enfrentarse la necesidad del control de la calidad de los medios de cultivos en el Laboratorio de
Microbiologia Sanitaria y no tener antecedentes de este tipo de trabajo en la provincia, se elabord un
programa para la instrumentacion de éste control, a cumplir entre los meses de julio y octubre de 1998,
desarrollandose posteriormente el trabajo de control de los medios de cultivos, como tal, a partir del
mes de octubre de 1998 y hasta mayo del 2000. Este programa llevé al cumplimiento de las siguientes
tareas:

Se ubicd a una Ingeniera Quimica como responsable de la actividad y se dispuso de un local de
laboratorio para el desarrollo del trabajo.

Se adquirieron las cepas de microorganismos necesarias:

Escherichiacoli,  Salmonella  typhimurium, Enterobacteraerognenes, Enterobactercloacae,
Shigellaflexneri, Proteusmirabilis, Proteusvulgaris, Klebisellapneumoniae, Streptococcusfaecalis, V.
cholerae, Bacilluscereus, Pseudomonaaeruginosa y Citrobacterfreundii.

Se adiestro a la Ingeniera en toda la actividad del Laboratorio de Microbiologia Sanitaria y en la actividad
de Control de la Calidad de los medios de cultivos, asi como en técnicas de calidad para la
acreditacitacion de laboratorios (esto Gltimo mediante un curso de postgrado en el INHA, Ciudad de la
Habana).

Se confeccionaron los siguientes Procedimientos Normalizados de Operacién (PNO) siguiendo el
formato recomendado en la Norma Cubana ISO/IEC FDIS 17025 de 1999 (6) que orienta los requisitos
generales para la competencia de los laboratorios de calibracion y ensayo, con el objetivo de organizar
todo el trabajo de las areas de Elaboracién de Medios de Cultivos, Esterilizacion y Control de la Calidad:
PNO Uso, control y conservacion de productos quimicos, reactivos y medios de cultivos, PNO Proceso
de esterilizacion, PNO Control y Limpieza de la cristaleria, PNO Preparacion, distribucién y
almacenamiento de medios de cultivos, PNO Uso, control y conservacion de agua para analisis y PNO
Control de la calidad de los medios de cultivos.

El PNO Control de la Calidad de los medios de Cultivos, que rige todo el proceso técnico para el control
de la calidad biolégica de los medios de cultivo, se elaboré teniendo como base el Anteproyecto de
Norma Cubana de 1990: Control de la Calidad de los Medios de Cultivos utilizados en el diagnostico
bacterioldgico y otras recomendaciones mas recientes.(7,8)

Este procedimiento establece la determinacién de la productividad y de la selectividad de los medios
de cultivos mediante el uso de cepas controles. Ademas, define todos los elementos a tener en cuenta
en el trabajo de control de los medios de cultivos, incluyendo la periodicidad del mismo.



Se confeccionaron los siguientes Registros de datos:

Control de la conductividad del agua, Control del Flujo Laminar de Medios de Cultivos, Proceso de
esterilizacion, Control de equipos y medios de medicion, Elaboraciéon de medios de cultivo y Control de
la calidad de los medios de cultivos.

Se comenzo el trabajo de Control de los medios de Cultivos en octubre de 1998 mediante tres tipos de
controles diferentes: control de la calidad biolégica, control de esterilidad y control del pH final.
Ademads, todos los medios de cultivos elaborados, previo a su uso en las areas de diagndstico del
Laboratorio, se examinaron por Control de la Calidad y se liberaron sélo después del examen de sus
caracteristicas fisicas (color, consistencia, distribucion), esterilidad y pH final, asi como el control
biol6gico segun el plan elaborado al efecto.

De octubre de 1998 a mayo del 2000, se control6 la calidad biolégica de 8 medios de aislamiento
solidos, 6 medios de aislamiento liquidos y 10 medios diferenciales, procedentes de empresas
comerciales (OXOID, BIOCEN, FLUKA y una Empresa mexicana), asi como de produccion en el propio
laboratorio a partir de ingredientes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se procesaron para el control de la calidad bioldgica (productividad y selectividad) un total de 8 medios
de cultivos solidos (Tabla No. 1), distribuidos en placas de cultivos destinados todos al aislamiento de
microorganismos patégenos transmitidos por los alimentos y el agua, entre ellos Salmonella, Shigella,
Vibrio cholerae, bacterias coliformes, Escherichiacoliy S. aureus.

Todos eran medios deshidratados comerciales, procesandose un total 20 lotes, de ellos 10 producidos
por BIOCEN y 10 de la marca comercial inglesa OXOID. Se realizaron un total de 30 controles
biol6gicos a estos medios resultando 28 controles satisfactorios y dos controles parcialmente
satisfactorios. Este fue el caso del Agar SS de la marca comercial OXOID que present6 problemas con
la selectividad al permitir el crecimiento de la E. coli sin inhibicion. No obstante, no se rechazé el uso
del medio teniendo en cuenta su buena productividad para la Salmonella y no disponer en esos
momentos de un medio sustituto. Ademas, se tuvo en cuenta que, en el ensayo para el aislamiento de
Salmonella de alimentos, el paso fundamental es el medio de enriquecimiento y se disponia de un buen
medio liquido de éste tipo, garantizandose de esta forma mantener el diagnéstico. (9)

En la Tabla No. 2 aparece reflejado el control biolégico de los medios de aislamiento liquidos. Se
procesaron un total de 6 de estos medios distribuidos en tubos de cultivos y destinados al aislamiento
de bacterias coliformes, Salmonella y Pseudomonaaeruginosa de muestras de alimentos y aguas. De
estos 6 medios de cultivos se procesaron 19 lotes 14 se reconstituyeron a partir de formulaciones
deshidratadas de las Marcas comerciales OXOID (6 lotes), BIOCEN (6 lotes), FLUKA (1 lote), México
(1 lote) y 5 lotes se controlaron a partir de formulaciones realizadas en el propio Laboratorio a partir de
ingredientes. En total se realizaron 27 controles, resultado 23 satisfactorios y 4 insatisfactorios.

De los controles insatisfactorios 3 controles resultaron del Caldo RV, medio deshidratado de la OXOID,
lote 202372 que presentd serias dificultades con la productividad en la recuperacién de Salmonella.
Estos resultados condicionaron la realizacién de un estudio comparativo de este lote de la OXOID con
un lote producido en el Laboratorio a partir de ingredientes, demostrandose las limitaciones de la
formulacion de OXOID con baja productividad para la recuperacion de Salmonella thiphimurium como
cepa control; mientras que el Lote producido en el Laboratorio a partir de ingredientes present6 buena
productividad y selectividad. Se realiz6 una revision de la literatura y se encontraron reportes de otros
autores que sefialan concentraciones de cloruro de magnesio hexahidratado, un constituyente inhibidor
del medio, por encima del nivel 6ptimo (para la recuperacion de Salmonella) en formulaciones
comerciales (incluida OXOID) de este medio de cultivo y que limitaban la productividad del mismo. (10)
Estos resultados llevaron a descartar el uso de este medio de la marca comercial OXOID (Caldo RV
Cdédigo CM 669) y utilizar el medio confeccionado a partir de ingredientes. Posteriormente se comenzé
a utilizar Caldo RV OXOID reformulado como Caldo Soya Peptona Rappaport-Vassiliadis (o Caldo RVS,
Caddigo CM 866), resultando los dos controles realizados a éste Ultimo medio de cultivo satisfactorios.

(5)



El otro control insatisfactorio fue del Caldo Acetamida, medio utilizado en la prueba confirmativa en el
ensayo para la determinacion del NMP de Pseudomonaaeruginosa en aguas. Este medio resultd
totalmente improductivo para la recuperacion de este microorganismo y se descartd su uso.

Los medios de cultivos diferenciales son un elemento importante en el diagndstico microbiolégico,
porque permiten identificar caracteristicas fisiologicas de los microorganismos que nos interesa
diagnosticar.

En la Tabla No. 3 aparece reflejado el control de la calidad biologica realizado a estos medios. Se
procesaron un total 10 medios diferenciales, controlandose un total de 32 lotes. A estos 32 lotes se les
realizaron 36 controles con 35 controles satisfactorios y uno insatisfactorio. Este fue el caso del Medio
MIU, medio multiproposito para la determinacion de la produccion de indol, hidrdlisis de la urea y la
motilidad. Al hacerse el andlisis de este lote con control insatisfactorio se pudo comprobar que por un
error del personal técnico del area de elaboracion de Medios de Cultivos no se le habia afiadido la urea,
gue constituye uno de los ingredientes del medio y por lo tanto en el control no se pudo apreciar la
hidrdlisis de esta por la cepa Klebsiellapneumoniae, aspecto este totalmente imputable al trabajo del
area de elaboracion de Medios de Cultivos.

Otro elemento importante del control de calidad de los medios de cultivos lo constituye la evaluacion de
sus caracteristicas finales previo a su uso. En este caso se evaluaron su esterilidad y el pH final.
(Tabla No. 4).

Se realizaron en el periodo un total de 596 controles de esterilidad, resultando

insatisfactorios 8 controles. Las causas de éstos controles insatisfactorios analizadas en el momento
en que se tuvieron los resultados del control, fueron 7 de ellos por mal funcionamiento de la autoclave
y uno por error en la manipulacién del equipo.

Por otra parte, se realizaron 432 controles del pH final de los medios de cultivos elaborados, resultando
11 de esos controles insatisfactorios. De esos 11 controles, 5 resultaron con desviaciones no tolerables
para el uso del medio y se descartaron, mientras que en 6 controles se determiné el uso de éstos
medios teniendo en cuenta que las desviaciones del pH del medio de cultivo en cuestiéon. estaban
dentro del rango de pH éptimo del microorganismo objeto de estudio. En todos los casos en que se
detectd desviaciones del pH final se realizaron los analisis correspondientes con los técnicos del area
de Elaboracion de Medios de Cultivos.

En la Tabla No. 5 se resumen todos los controles realizados en el periodo de estudio. Puede observarse
gue el porciento de controles insatisfactorio es de solamente 2,14. No tenemos elementos
comparativos, pero consideramos que es bajo teniendo en cuenta las condiciones dificiles desde el
punto de vista econdémica que atraviesa el pais y que no permite contar con fuentes de suministro
estables, no obstante ser la marca comercial OXOID de reconocida calidad internacional y BIOCEN,
un productor nacional con sistema de calidad instaurados por las normas ISO 9000. Por otra parte, sélo
el 0,62 % de los controles dieron resultados insatisfactorios imputables al trabajo del Laboratorio de
Microbiologia Sanitaria y especificamente a las areas de Esterilizacion y Produccién de Medios de
Cultivos, lo cual avala la calidad de su trabajo.

Ademas, el area de Control de la Calidad de los Medios de Cultivos, antes de liberar a éstos para su
uso, evalla sus caracteristicas fisicas como son el color, la consistencia y la distribucién adecuada.
En este caso, en dos controles se descart6d el uso del Caldo Bilis

Verde Brillante par coloracion no caracteristica debido a excesivo calentamiento del mismo.

CONCLUSIONES

Por primera vez en la provincia Ciego de Avila se desarrolla y reporta un programa de control de la
calidad de los medios en cultivo en laboratorios de Microbiologia, o que indudablemente permite la
extension de esta actividad a otros laboratorios teniendo en cuenta esta experiencia.

El resultado de los controles refleja un trabajo de calidad en las areas de Elaboracion de Medios de
Cultivos y de Esterilizacion del Laboratorio de Microbiologia Sanitaria, al ser bajo el porciento de
controles insatisfactorios imputables a éstas areas.



El desarrollo del programa de control de los medios de cultivos ha permitido elevar la calidad, y dentro
de ello la confiabilidad del trabajo del Laboratorio de Microbiologia Sanitaria en sentido general. La
instauracion y consolidacion de un programa de control de la calidad de los medios de cultivos
constituye un paso de avance hacia la consecucion del objetivo fundamental del trabajo del Laboratorio
de Microbiologia Sanitaria de Ciego de Avila, que es lograr la acreditacién de su trabajo técnico por el
cumplimiento de las Norma ISO/IEC FDIS 17025 de 1999.

SUMMARY

Within the implementation of quality insurance plans at the Sanitary Microbiology laboratories one of the
primary elements is the quality control of the culture media, taking into account that they constitute the
basis of all the processes carried out at these institutions. That's why, ananalys is made of the work
done at the Ciego de Avila Sanitary Microbiology Laboratory from the month of October 1998 to May of
the year 2000; with the implementation of the afore mentioned quality control plan of the culture media.
Such program has no predecessor in our province comprising the following phases: acquisition of
technical staff, training in the culture media biological control techniques, organization of the technical
work of the culture media area, organization of the sterilizer area, remodeling of a room for the culture
media biological control, the making of the Operation Standardized Procedures and the Promotion of
the control work.

Until may, 2000, as many as 14 isolation media (6 liquid and 8 solid) have been controlled and 10
differential media from the Commercial Companies: (OXOID and BIOCEN) as well as the media cultured
at the very laboratory.

The contribution to increase the work quality at the Sanitary Microbiology Laboratory and for the reasons
expressed they should be put into practice at other Microbiology laboratories on the province and
throughout the country.
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ANEXOS

Tabla No. 1 Resultados del Control de Calidad Biol6gico de Medios de Aislamiento Sélidos. Laboratorio
de Microbiologia Sanitaria. C. de Avila. Octubre 1998 a Mayo 2000.

Medio de Cultivo Marcas Lotes Controles Satisf. | Insatisf
Agar SS OXOID 1 2 2)* ?
BIOCEN 4 6 6 0
Agar TCBS OXOID 2 3 3 0
Agar Verde Brillante (M) OXOID 3 5 5 0
Agar Mac Conkey OXOID 1 2 2 0
BIOCEN 1 1 1 0
Agar Violeta Rojo Bilis OXOID 1 2 2 0
BIOCEN 3 3 3 0
Agar Manitol Salado BOCEN 2 2 2 0
Agar XLD OXOID 1 1 1 0
Medio Baird-Parker OXOID 1 3 3 0
Totales 20 30 30 0

* Parcialmente satisfactorio

Tabla No. 2 Resultados del Control de Calidad Biolégico de Medios de Aislamiento Liquidos. Laboratorio
de Microbiologia Sanitaria. C. de Avila. Octubre 1998 a Mayo 2000.

Medio de Cultivo Marcas Lotes Controles Satisf. | Insatisf
Caldo Lactosado OXOID 2 2 2 0
BIOCEN 2 2 2 0
Caldo Bilis V. Brillante BIOCEN 4 7 7 0
Caldo Tetrationato OXOID 1 2 2 0
Caldo Selenito-Cistina OXOID 1 2 2 0
Caldo RV OXOID 1 3 0 3
OXOID (R) 1 2 2 0
Laboratorio 5 5 5 0
Caldo Acetamida FLUKA 1 1 1 0
MEXICO 1 1 0 1
Totales 19 27 23 4




Tabla No. 3 Resultados del Control de la Calidad Bioldgica de los Medios Diferenciales. Laboratorio de
Microbiologia Sanitaria. C. de Avila. Octubre 1998 a Mayo 2000.

Medio de Cultivo Marcas Lotes Controles Satisf. Insatisf.
Agar Hierro Kligler BIOCEN 2 3 3 0
Agar Hierro Lisina BIOCEN 1 2 2 0
Agar Citrato Simm. BIOCEN 2 4 4 0
Medio Manitol Laboratorio 3 3 3 0
Medio Inositol Laboratorio 3 3 3 0
Medio Sorbitol Laboratorio 2 2 2 0
Caldo Arginina Laboratorio 5 5 5 0

Caldo Ornitina Laboratorio 5 5 5 0
Caldo Lisina Laboratorio 5 5 5 0
Medio MIU Laboratorio 4 4 3 1
Totales 32 36 35 1

Tabla No. 4 Controles de Esterilidad y pH final de los Medios de Cultivos. Laboratorio de Microbiologia
Sanitaria. C. de Avila. Octubre 1998 a Mayo 2000.

Controles | Cantidad Satisf. % Insatisf. %
Esterilidad | 596 588 98,66 8* 1,34
pH final 432 421 97,45 11%* 2,55

* Implicé el descarte de los medios de cultivos.
**De los 11 controles 5 fueron con desviaciones no tolerable y se descartaron los medios.

Tabla No. 5 Resumen del Resultado de los Controles de Calidad. Laboratorio de Microbiologia
Sanitaria. Ciego de Avila. Octubre 1998 a Mayo 2000.

Tipo de Control Total Insatisf. % Imputable %
Control Bioldgico 93 5 5,37 1 1,08
Control de Esterilidad | 596 8 1,34 1 0,17
Control de pH final 432 11 2,25 5 1,16
Totales 1121 24 2,14 7 0,62




