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GLOSARIO

ACREDITACION: proceso evaluador de la competencia y eficacia de una entidad
que realiza cualquier tipo de actividad, esta actividad comienza cuando dicha
entidad asume cumplir un modelo-estandar para la actividad que desempefia,
traducido en haber cumplido un modelo y ser revisado por una organizacién que
verifica el cumplimiento del modelo.

BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO: conjunto de reglas, de procedimientos
operacionales y practicas establecidas y promulgadas por determinados
organismos como la OCDE o la FDA, que se consideran de obligatorio cumplimiento
para asegurar la calidad e integridad de los datos producidos en determinados tipos
de investigaciones o estudios.

CALIDAD: grado en el que un conjunto de caracteristicas inherentes de un objeto
cumple con los requisitos.

CERTIFICACION: procedimiento mediante el cual un organismo diferente e
independiente, a nombre de un operador, da una garantia por escrito de que un
producto, proceso o servicio esta conforme a los requisitos especificados, emitiendo
un certificado.

GESTION DE LA CALIDAD: actividades coordinadas para dirigir y controlar una
organizacion con respecto a la calidad.

IDEAM: Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales. Es una
institucion publica de apoyo técnico y cientifico al Sistema Nacional Ambiental, que
genera conocimiento, produce informacion confiable, consistente y oportuna, sobre
el estado y las dinamicas de los recursos naturales y del medio ambiente.

LABORATORIO AMBIENTAL.: lugar fisico especialmente equipado con diferentes
instrumentos y elementos de medida o equipo, especializados para el andlisis de
muestras ambientales.

MICROBIOLOGIA: rama de la biologia que se ocupa del estudio de los organismos
microscopicos 0 microorganismos.

NORMA ISO: norma definida por la Organizacion Internacional de Normalizacion
gue se aplica a los productos y servicios.
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RESUMEN

Para la empresa MCS Consultoria y Monitoreo Ambiental, es de vital importancia
ampliar su portafolio de servicios, implementando el proceso de Microbiologia a fin
de mejorar la oportunidad y calidad del servicio y con esto minimizar las desventajas
que le llegan a generar problemas de caracter financiero, retrasos en el tiempo de
entrega de resultados y por lo anterior, menores utilidades a lo largo del tiempo; por
lo cual en el presente documento se presenta un plan para la implementacion del
proceso de microbiologia en el que se cumpla con los requisitos de la norma ISO
17025:2017 para lograr obtener la acreditacion y por ende subir la rentabilidad de la
empresa como tal.

El primer paso para el desarrollo de este trabajo se bas6 en un estudio para
determinar las necesidades y expectativas del cliente para los analisis
microbiologicos y de esta manera centrarse en ellos para la implementacion del
proceso; seguido por la realizacion de un diagndstico inicial para establecer el
estado actual frente al cumplimiento de los requisitos de la norma ISO 17025 ya que
otros procesos como el de Fisicoquimico ya se encuentran acreditados.

Posteriormente se establecid una metodologia que consistio en las siguientes
etapas: Planeacion, implementacién y acreditacion, dentro de las cuales se
describen actividades necesarias para el cumplimiento de todos los requisitos de la
norma ISO 17025 para lograr al final la acreditacion con el ente correspondiente que
es el IDEAM.

Seguido a esto se realizé un nuevo mapa de procesos para la compafiia, con la
inclusion del proceso de microbiologia, asi mismo se elaboré la caracterizacion del
proceso en donde se observan todas las actividades, responsables, entradas,
salidas clientes y proveedores del mismo.

Con lo anterior se logré plantear la implementacion del proceso en la empresa
dando un énfasis especial en las Buenas Practicas de Laboratorio (BPLs) que son
un factor importante para la obtencion de resultados confiables y el buen desarrollo
de este proceso.

Palabras clave: ISO 17025, Laboratorio Ambiental, Buenas Practicas de Laboratorio
(BPLs), Proceso, Microbiologia
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INTRODUCCION

Los laboratorios ambientales se encargan de analizar muestras de agua, suelo y
aire en parametros fisicoquimicos, cromatograficos, de absorcion atomica,
hidrobiolégicos y microbiolégicos.

Para realizar dichos andlisis se requiere una acreditacion por parte del
IDEAM (Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales),
basada en la ISO/IEC/NTC 17025 y en los métodos de referencia usados
para el andlisis de cada pardmetro; pues los laboratorios ambientales se
acreditan ante el IDEAM para garantizar la competencia e idoneidad
técnica en la realizacion de muestreos y analisis de laboratorio de
matrices ambientales (agua, aire, suelo, residuos peligrosos y biota)*.

Un analisis completo de agua consiste en analisis cromatogréficos, fisicoquimicos,
de absorcién atomica y microbioldgicos, siendo este ultimo campo el faltante por
implementar y lograr dar una completa solucion a los requerimientos de los clientes.

Para lograr la acreditacion descrita anteriormente, se debe tener en cuenta que “El
desarrollo e implementacién de un sistema de calidad para el laboratorio se basa
en las Buenas Practicas de Laboratorio (BPLs), administracion de la calidad,
aseguramientos de la calidad, y control de calidad™?, al igual que un eficiente
Sistema de Gestidon de Calidad, pues “La relacion entre las Buenas Practicas de
Laboratorio (BPL) y el Sistema de Gestion de Calidad (SGC) no es antagonica ni
excluyente, por el contrario tiene un efecto sinérgico, cualquiera que sea el campo
de aplicacién, puesto que los requisitos del SGC contribuyen a garantizar que se
cumplan los requisitos de las BPL especificas™.

La empresa MCS Monitoreo y Consultoria Ambiental, empresa en la que se llevara
a cabo el presente estudio, se encuentra ubicada en la ciudad de Bogoté se dedica
al monitoreo, analisis y consultoria en temas ambientales y en diferentes matrices
como lo son agua, suelo y aire.

Actualmente el problema radica en la falta del proceso de microbiologia ya que
todos los analisis de los pardmetros microbiolégicos deben ser subcontratados con

1 INSTITUTO DE HIDROLOGIA, METEOROLOGIA Y ESTUDIOS AMBIENTALES —-IDEAM- Portafolio de
servicios. [En linea]Bogota D.C.CO. Sec. Documentos. [citado el 28 de abril de 2017]. Disponible en:
<http://www.ideam.gov.co/documents/24189/359040/Portafolio_Servicios_IDEAM+%281%29.pdf/da8a0bab-
€29d-4588-9a67-3b79c74ca725>

2 FARRELL, Evans M. Food Safety Assurance Systems: Quality Assurance and Good Laboratory
Practice. En: Encyclopedia of Food Safety. Febrero 2014

3 PRIETO, Yeniseis Odelin. Good Laboratory Practices and the ISO 9001:2000 Standards. Cuba
Octubre 2008.
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otros laboratorios de servicios ambientales, siendo una desventaja para la empresa
ya que se generan costos adicionales, retrasos en el tiempo de entrega de
resultados y por lo anterior, menores utilidades a largo plazo.

Por lo expuesto anteriormente, en el presente trabajo se busca proponer la
implementacion de un sistema de gestibn de calidad segun la NTC ISO/IEC
17025:2017, en el proceso de Microbiologia en la empresa MCS Monitoreo y
Consultoria Ambiental, identificando las necesidades del cliente y como lograr la
acreditacion ante el IDEAM de este proceso y sus actividades.

Para lograr dar solucién a la problematica planteada, se establece una metodologia
basada en tres fases. Inicialmente, en el capitulo cuatro, se hace un estudio para
identificar las necesidades del cliente frente a los andlisis microbiolégicos que
requieren y se realiza un diagndstico para determinar en qué estado se encuentra
el laboratorio frente al cumplimiento de los requisitos de la norma ISO 17025.

Posteriormente en el capitulo 5 se establecen tres etapas que son: planeacion,
implementacion y acreditacion, en las cuales se encuentran actividades especificas
basadas en dar cumplimiento a los requisitos de la norma ISO 17025. En el capitulo
seis se elabora un mapa de procesos teniendo en cuenta el proceso de
microbiologia al igual que la caracterizacion del mismo evidenciando sus
interacciones con los otros procesos de la organizacion; para finalmente dar las
principales conclusiones y recomendaciones producto del presente trabajo.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Proponer la implementacion de un sistema de gestiéon de calidad segun la NTC
ISO/IEC 17025:2017, en el proceso de Microbiologia de un Laboratorio de andlisis
ambiental.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Realizar un diagnostico inicial del proceso de microbiologia frente al
cumplimiento de los requisitos de la ISO 17025 y las necesidades del cliente.

» Establecer las etapas y actividades necesarias para la implementacion del
proceso de acuerdo a los requisitos de la ISO 17025:2017.

= Determinar las entradas y salidas del proceso de microbiologia, segun sus
interacciones, recursos y responsabilidades y métodos necesarios para
asegurar la eficacia y control de la gestion de la calidad del proceso de
microbiologia.
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1. MARCO TEORICO

En la actualidad, las empresas tanto de consultoria como de servicios deben ser lo
mas competitivas posible debido al gran nimero de empresas dedicadas al mismo
oficio; por lo cual la implementacion de sistemas de calidad basados en normas
internacionales como (ISO 9001:2015), Buenas Practicas de Laboratorio (BPLS) y
normas internacionales para la competencia de los laboratorios de ensayo y
calibraciéon como la ISO 17025 se vuelve necesaria y de gran utilidad, dandole
mayor competencia al laboratorio y de esta manera un aumento de clientes y por
ende de utilidades. La acreditacion de un laboratorio trae ventajas como:

“Asegurar los resultados de las pruebas

Reconocimiento internacional de los resultados

Permite identificar los laboratorios con elevado nivel de calidad
Avala los resultados ante clientes y administraciones

Una evaluacion continua del laboratorio™.

1.1 LA CALIDAD EN EL LABORATORIO

Los laboratorios de analisis ambiental son aquellos dedicados a procesar muestras
que tienen o tendran algun contacto con él ambiente; estas muestras son suelos,
aguas y aires de diferentes matrices como lo son: aguas superficiales, aguas
subterrdneas, aguas residuales (industriales y domésticas) y marinas. Debido a la
importancia de estos andlisis y las consecuencias que pueden traer, la calidad se
constituye en un aspecto clave para su desempefio, pues segun Cenobio “La
calidad es un elemento de gran importancia que las organizaciones deben atender,
la mejor forma en que ésta puede implantarse es mediante sistemas de gestion de
calidad™. Estos sistemas se complementan con otras normas que se apliquen al
sector en el que se desarrolla la empresa como por ejemplo la norma ISO 17025,
en el cual se encuentra definido que:

Para realizar los andlisis en parametros fisicoquimicos, cromatograficos,
de absorcion atémica, hidrobioldgicos y microbiolégicos se requiere una
acreditacion por parte del IDEAM (Instituto de Hidrologia, Meteorologia y
Estudios Ambientales), basada en la ISO/IEC/NTC 17025 y en los
métodos de referencia usados para el analisis de cada parametro; pues
los laboratorios ambientales se acreditan ante el IDEAM para garantizar

4 AINIA CENTRO TECNOLOGICO - Las cinco ventajas de contar con laboratorios acreditados. [En
linea] Madrid. Esp. Sec. Tecnologia [Citado el 16 de noviembre de 2017]
<http://www.ainia.es/tecnoalimentalia/tecnologia/las-5-ventajas-de-contar-con-laboratorios-
acreditados-por-enac/ >

5 CENOBIO MENDEZ GARCIA, José Claudio; JARAMILLO VIGUERAS, David y SERRANO

CRESPO, lidefonso. Gestion de la Calidad En Procesos de Servicios y Productos. México, D.F.:
Instituto Politécnico Nacional, 2006.
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la competencia e idoneidad técnica en la realizacion de muestreos y
analisis de laboratorio de matrices ambientales (agua, aire, suelo,
residuos peligrosos y biota)®.

Al hablar de calidad en el laboratorio, inmediatamente se debe pensar en las Buenas
Practicas de Laboratorio (BPLS), las cuales son las bases para la obtencion de datos
confiables y un buen trabajo en el laboratorio.

1.2 LAS BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO (BPLS)

“Las Buenas Practicas de Laboratorio (BPLs) son programas regulatorios estandar
que aseguran la calidad e integridad de los datos obtenidos”’, haciendo que el
laboratorio en el cual se implementen y manejen dé confiabilidad en los resultados
obtenidos y cumpla con ciertos criterios exigidos por la misma, siendo un apoyo
para el Sistema de Calidad.

“Las normas de aseguramiento de la calidad mas modernas tienen su origen en las
relaciones contractuales entre fabricantes y suministradores de algunos sectores en
los que se requeria la mayor fiabilidad: construccion de centrales nucleares y
defensa principalmente. El cliente compraba los productos con el compromiso de la
calidad del proceso estaba asegurada”®. Todo esto conllevé a que se eliminara al
minimo el azar en la produccién y a que se trabajara con una ideologia de cero
defectos. Lo anterior se asegura hoy en dia mediante la implementacion de los
sistemas de calidad como las normas ISO 9001 e ISO 17025, esto “debido a que
ISO/IEC 17025 fue alineada con ISO 9001:2000 en el afio 20057, y la cual fue
actualizada en el afio 2015.

1.3 NORMA ISO 9001:2015

“La organizacién ISO, es una Organizacion Internacional de Estandarizaciéon
conformada por los diferentes organismos de Estandarizacién nacionales del
mundo. Esta organizacion en 1989 publicé la primera serie de norma ISO 9000 entre
las que se destacaban las normas ISO 9001, ISO 9002 e ISO 9003, normas que

6 INSTITUTO DE HIDROLOGIA, METEOROLOGIA Y ESTUDIOS AMBIENTALES —IDEAM- Portafolio de
servicios. [En linea]Bogota D.C.CO. Sec. Documentos. [citado el 28 de abril de 2017]. Disponible en:
<http://www.ideam.gov.co/documents/24189/359040/Portafolio_Servicios_IDEAM+%281%29.pdf/da8a0bab-
€29d-4588-9a67-3b79c74ca725>

7 GUY, Robin C. Good Laboratory Practices. En: Encyclopedia of Toxicology (Third edition).
Septiembre de 2014.

8 AGUILAR HIDALGO, Maria Fernanda y SANCHEZ SEQUEIRA, Luis Alfredo. Investigacion Sobre
ISO 9001. Enero de 2009.

9 INTERNATIONAL ORGANIZATION OF STANDARIZATION (ISO), INTERNATIONAL

ELECTROTECHNICAL COMISSION (IEC). Draft International Standard ISO/IEC 17025 General
Requirements For The Competence of Testing and Calibration Laboratories. Marzo de 2017.
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permitian establecer los requisitos del Sistema de Aseguramiento de la Calidad en
las empresas”™?. De esta manera éstas normas han venido evolucionando cada vez
mas, siempre en pro de obtener productos y/o servicios con una buena calidad
garantizada y por consiguiente la mayor y completa satisfaccion del cliente.

“La aplicacion de las normas de calidad ISO 9000 constituyen para la industria, una
via de reducir costos y mejorar sus procesos de produccién, tomando en cuenta que
la calidad es un factor clave para la competitividad en cualquier mercado™?.

Alineada a la norma ISO 9000 esta la norma ISO 17025, por la que se acreditan los
laboratorios de ensayo y calibracién para la entrega de resultados confiables

1.4 LA NORMA ISO 17025

“‘La norma ISO/IEC 17025 es una herramienta esencial para el desarrollo y
mantenimiento de la infraestructura metroldgica de cualquier sociedad moderna”*?,
razon por la cual es la base para la acreditacion de los laboratorios ambientales.

“La primera edicién de esta norma internacional (1999), se produjo como resultado
de una experiencia extensiva en la implementacion de la guia ISO/IEC 25 y EN
45001. Esta contiene todos los requerimientos que un laboratorio de calibracion y
ensayo tiene que conocer si desea demostrar que opera un sistema de calidad y
que es técnicamente competitivo; al igual que es capaz de generar resultados
técnicamente validos™3. Lo anterior demuestra que para un laboratorio de andlisis
ambiental, los requerimientos de esta norma son la base para su operacion.

Desde hace un gran tiempo se ha venido implementando esta norma, pues “la
acreditacion de laboratorios de acuerdo a la ISO/IEC 17025 ha evolucionado de ser
un acto voluntario a convertirse en un factor competitivo, alcanzando la etapa de ser

10 FONTALVO HERRERA, Tomas José y VERGARA SCHMALBACH, Juan Carlos. La Gestion de
la Calidad en los Servicios. ISO 9001:2008. Enero de 2010.

11 ARENAS, Anny. Sistema de Gestion de la Calidad segin ISO-9000. Enero 2009

12 CARBAJAL ALARCON, Carlos E; RODRIGUEZ LOPEZ, Aar6on; REYES DEL VALLE, Adrian;
MERCADER TREJO, Flora; HERRERA BASURTO, Raul. Implementacion de la Norma ISO 17025
en los Laboratorios Analiticos de Rutina de México

13 INTERNATIONAL ORGANIZATION OF STANDARIZATION (ISO), INTERNATIONAL

ELECTROTECHNICAL COMISSION (IEC). Draft International Standard ISO/IEC 17025 General
Requirements For The Competence of Testing and Calibration Laboratories. Marzo de 2017.
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considerado un requerimiento para sobrevivir’'4, Por lo anterior es importante
aclarar que una acreditacion basada en la norma trae las siguientes ventajas:

e “Aumentar la satisfaccion del cliente.

e Aumentar confiabilidad en los resultados.

e Disminuir dafios o malos funcionamientos en equipos.

e Aumentar el nimero de ensayos y por ende de facturas™®.

De esta manera se puede demostrar que un proceso de acreditacién no solo se
debe realizar como una necesidad, sino evaluar las ventajas anteriormente
descritas y realizarlo como una inversion que traera grandes ganancias.
No es posible hablar solo de ventajas en la implementacion la norma ISO/IEC
17025, pues algunos puntos que no se tienen a favor son los siguientes:

“1. Altos costos para establecer, implementar y mantener el sistema.

2. No se adquieren tantos clientes o contratos nuevos como se espera.
3. El sistema tiene una tendencia a incrementar la burocracia.

4. Los esfuerzos y consumo de tiempo que lleva esto”6.

Al comparar las ventajas con las desventajas queda claro que la implementacion de
un sistema ISO/IEC 17025 siempre traerd beneficios ya que las desventajas
observadas son insignificantes con respecto a las ventajas que se dan,
especialmente en calidad y rentabilidad del laboratorio, al igual que la mejoria en la
imagen y reputacion del mismo.

Para la implementacion de la NTC/ISO/IEC 17025 se manejan las siguientes fases
y etapas:

Fasel: Definicion del estado del laboratorio

Etapa 1: Diagndstico

Etapa 2: Sensibilizacion del personal del laboratorio

Etapa 3: Definicién del plan de trabajo

Fase 2: Estandarizacién y documentacion

Etapa 4: Adecuacién de infraestructura, mejoramiento metroldégico y compra de
material, insumos, patrones y equipos.

o Etapa 5: Levantamiento del numeral 4

O ®© O O O e

14 GROCHAU HEXSEL, Ines; SCHWENGBER TEN CATEN, Carla. A Process Approach to
ISO/IEC 17025 in the Implementation of a Quality Management System in Testing Laboratories.
Junio de 2012.

15 GROCHAU HEXSEL, Ines; SCHWENGBER TEN CATEN, Carla. A Process Approach to
ISO/IEC 17025 in the Implementation of a Quality Management System in Testing Laboratories.
Junio de 2012.

168 HESHAM TAWFIK M. ABDEL-FATAH. ISO/IEC 17025 Accreditation: Between the Desired Gains
and the Reality. 2010.
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Etapa 6: Levantamiento del numeral 5

Etapa 7: Elaboracion del manual de calidad

Fase 3: Aplicacion del sistema

Etapa 8: Evidencia de implementacion

Etapa 9: Actividades de analisis, mantenimiento y medicion.

Etapa 10: Autorizacion, solicitud

Fase 4: Auditoria de acreditacion

Etapa 11: Gestion de la acreditacién de los ensayos de acreditacion?’.

O ® OO O ® OO

En pro del cumplimiento y con el animo de obtener resultados confiables, el
Standard Methods For Examination of Water and Wastewater nos da una directriz
llamada calidad interlaboratorio.

1.5 CALIDAD INTERLABORATORIO.

Un factor importante en el control de calidad de los laboratorios de microbiologia
para el andlisis de muestras ambientales, es el control de calidad Interlaboratorio.
“‘Los programas de control de calidad interlaboratorio son programas para
establecer un sistema de criterios que aseguren un nivel de calidad y
comparabilidad en los datos entre los laboratorios con intereses o necesidades
similares™8. Con lo anterior, se logra por medio de un programa de certificacion y/o
acreditacion, el cual es realizado por una entidad independiente que
certifica/acredita que el manejo y gestién del laboratorio es acorde con el estandar
de la autoridad.

“Para un laboratorio microbiolégico de servicios ambientales, se propone un
manual del sistema de calidad con los siguientes aspectos béasicos:

Declaracion de la politica de calidad.

Estructura de administracién para la organizacion

Politicas del personal

Requerimientos de equipos e implementos

Especificaciones de calibraciones y ensayos subcontratados
Especificaciones de suministros

Procedimientos de muestreos

Especificaciones de suministros

Procedimientos de muestreos

Métodos analiticos

17 AMERICAN PUPLIC HEALTH ASSOCIATION, AMERICAN WATER WORKS ASSOCIATION,
WATER ENVIRONMENT FEDERATION. Standard Methods For the Examination of Water and
Wastewater. 22NP edition 2012. Part 9020 B

8 AMERICAN PUPLIC HEALTH ASSOCIATION, AMERICAN WATER WORKS ASSOCIATION,

WATER ENVIRONMENT FEDERATION. Standard Methods For the Examination of Water and
Wastewater. 22NP edition 2012. Part 9020 C
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e Mediciones para el control de calidad de los métodos analiticos

e Procedimientos estandar de operacion (métodos analiticos)

e Control de la documentacién
e Evaluaciones (auditorias)

e Actividades preventivas y correctivas

e Servicio al cliente™®

Segun el Standard Methods For The Examination Of Water and Wastewater, “las
practicas de control de calidad son disefiadas para asegurar que los procesos en el
laboratorio estan bajo control. Un Sistema de Calidad de laboratorio establece
politicas o programas para el aseguramiento de la calidad, al igual que actividades
de control de calidad necesarias para minimizar los errores sistematicos y aleatorios
resultantes de variaciones en personal, instrumentacion, equipos, reactivos,
muestreos, métodos analiticos y manejo y reporte de resultados.”?® Para cumplir
con lo anterior, se muestra a continuacion, en el cuadro 1, las practicas claves de
control de calidad.

Cuadro 1. Practicas clave de control de calidad en un laboratorio de microbiologia.

ITEM

ACCION

FRECUENCIA

Agua para anélisis

Monitorear la calidad

NA

Aire en el sitio de trabajo

Monitorear la densidad
bacteriana

Mensualmente

Dispositivos de temperatura

Unidades de trabajo Verificar exactitud Anualmente
Unidades de referencia Recertificar Cada 5 afios
Balanzas Verificar el cero Antes de cada uso
Mensualmente/cada uso
Verificar exactitud preferiblemente
Servicio y recalibracién Anualmente
Masas
Verificar con los pesos de
De trabajo referencia Anualmente
De referencia Recertificar Cada 5 afios
pHmetro Estandarizar Antes de cada uso

Determinar pendiente

Mensualmente

Aparatos para dispensar
medios

Verificar la exactitud del
volumen dispensado

Antes de cada uso

19 AMERICAN PUPLIC HEALTH ASSOCIATION, AMERICAN WATER WORKS ASSOCIATION,

WATER ENVIRONMENT FEDERATION. Standard Methods For the Examination of Water and

Wastewater. 22NP edition 2012. Part 9020A

20 AMERICAN PUPLIC HEALTH ASSOCIATION, AMERICAN WATER WORKS ASSOCIATION,

WATER ENVIRONMENT FEDERATION. Standard Methods For the Examination of Water and

Wastewater. 22NP edition 2012. Part 9020B
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Cuadro 1 (continuacion)

ITEM ACCION FRECUENCIA

Horno de esterilizacién Verificar funcionamiento Mensualmente

Temporizador Verificar el funcionamiento con
Autoclave un cronometro Cada 4 meses

Verificar contra la Sefial
Cronometro Nacional de Tiempo Anualmente

Congelador Verificar temperatura Diariamente
Descongelar Anualmente

Ldmparas de UV Probar con un medidor de luz
UV o verificar su
funcionamiento por conteo en
placa Cada 4 meses

Incubadora

Verificar temperatura Dos veces al dia

Conductivimetro Calibrar Mensualmente

Vidrieria Inspeccionar la limpieza 'y
residuos En cada uso
Verificar pH con azul de
bromotimol A cada lote de lavado

Frascos de muestreo Verificar esterilidad Cada lote
Verificar la eficacia del agente
declorinador Cada lote
Verificar la linea de 100 mL Cada lote
Selladormulticelda  Verificarfuncionamiento ____ Mensualmente
Filtros de membrana Verificar esterilidad y
propiedades Cada lote

Recuento en placa Andlisis de duplicados Mensualmente
Repetir conteos Mensualmente

Fuente: Standard Methods For the Examination of Water and Wastewater. 22NP Edition.
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2. EMPRESA CASO DE ESTUDIO
2.1 HISTORIA.

MCS Consultoria y Monitoreo Ambiental nace en el afio 2000 como una empresa
unipersonal, brindando servicios de monitoreo y consultorias ambientales,
garantizando que el personal profesional que labora en la empresa, posea el mas
alto nivel intelectual y humano, con el fin de proporcionar la mejor calidad en sus
servicios.

En los ultimos afos, la empresa viene fortaleciéndose y creciendo vertiginosamente,
incrementando su circulo comercial y cada vez prestando mas servicios y ofreciendo
cada dia una mayor eficiencia y calidad. Este crecimiento también ha sido
significativo en todos sus proyectos, lo que llevo a realizar un cambio de sede en el
afio 2012, siendo esta una sede acorde a las necesidades y crecimiento, pues al
tener una mayor cantidad de clientes se necesitdé una infraestructura mas amplia
con la cual se pudiera tener una mayor capacidad de operacion, brindando a todos
sus colaboradores un ambiente armonioso y libre de presiones para ejercer sus
actividades.

2.2 MISION.

MCS es una empresa dedicada a la prestacién de servicios de Consultorias,
Monitoreo ambientales, andlisis hidrobioldgicos y analisis fisicoquimicos, en busca
de proporcionar con base en la excelencia, beneficios, soluciones y alternativas en
los aspectos de manejo ambiental que su empresa requiera, generando la
rentabilidad y progreso de la compaiiia.?

2.3 VISION.

Ser una empresa reconocida por una calidad excelente en el servicio de monitoreo,
consultorias ambientales, analisis hidrobiolégicos y analisis fisicoquimicos.
Mejorando y fortaleciendo dia a dia sus herramientas tecnoldgicas, con el fin de
lograr el desarrollo y crecimiento empresarial, para asi brindar a sus clientes la mejor
confiabilidad en la prestacion de servicios.

2.4 GENERALIDADES.

MCS Consultoria y Monitoreo Ambiental es una empresa creada hace 17 afios y la
cual presta los siguientes servicios:

21 MCS MONITOREO Y CONSULTORIA AMBIENTAL. Resumen del Sistema de Gestion Integral
(Calidad — Ambiente — Salud y Seguridad). 2017
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e Estudios ambientales

e Monitoreo de aguas

e Monitoreo de suelos

Monitoreo de aire y ruido
Monitoreo de fauna

Programas de capacitacion
Programas de Gestion social
Manejo de prevencion, control, correccién y mitigacion de impactos
Interventorias y auditorias
Laboratorio de hidrobiologia
Laboratorio Fisicoquimico
Laboratorio de absorcion atémica
e Laboratorio de cromatografia

Actualmente los andlisis microbioldgicos se estan subcontratando, sin embargo
debido al aumento en la demanda de estos analisis es que se quiere implementar
el proceso de microbiologia.

En el cuadro 2, se muestran los laboratorios que hasta el momento tienen uno o
mas parametros de microbiologia acreditados ante el IDEAM en Colombia, los
cuales son considerados competitivos al obtener esta acreditacién y con los que
MCS Consultoria y Monitoreo entraria a competir directamente en los parametros
microbiolégicos.

Cuadro 2. Laboratorios con al menos un pardmetro de microbiologia acreditado ante el IDEAM en
Colombia.

LABORATORIOS CON PARAMETROS MICROBIOLOGICOS ACREDITADOS ANTE EL IDEAM
Laboratorio Microbiolégico de Barranquilla
Laboratorio de Control de Calidad
Analquim
Tecnoambiental
PSL Proanalisis
Anascol
Corporacion Autonoma Regional CAR
Hidroambiental
Analisis ambiental
Asinal

Antek

Instituto de Higiene Ambiental

Laboratorio de la Empresa de Acueducto de Bogota
Analizar
Instituto Colombiano del Petroleo
Acuazul
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Cuadro 2 (Continuacién)
LABORATORIOS CON PARAMETROS MICROBIOLOGICOS ACREDITADOS ANTE EL IDEAM

Quimicontrol

Ambienciq Ingenieros
Laboratorio Microbiolégico Ortiz Martinez
Sociedad SIAMA
Aqualim
Analtec
Laboratorio Nancy Florez
Chemilab
SERAMBIENTE
CORALINA
Laboratorio de aguas de Cartagena
CIMA
Laboratorio de la Industria y el Medio Ambiente
INVEMAR
SGS Colombia
Hidrolab
Laboratorio Diagnosticamos
Biopolab
Soluciones Ambientales
Omniambiente
ECOSAM

Aguas de la Sabana

Fuente: El autor.

2.5 VALORES ORGANIZACIONALES.

Los valores organizacionales de MCS Monitoreo y Consultoria Ambiental se ven
en la figura 1 y son los siguientes:

Lealtad y orgullo por MCS
Trabajo en equipo
Integridad y confianza
Honestidad

Trasparencia

Etica

Equidad

Compromiso
Responsabilidad
Competitividad
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e Servicio
e Calidad

Imagen 1. Valores organizacionales de MCS Consultoria y
Monitoreo Ambiental

Lealtad y
orgullo por

o
3
=
g
»
%
o,
%

Honestidad

o
o

Fuente: Resumen Sistema de Gestion Integral de MCS
Consultoria y Monitoreo Ambiental.

2.6 ACREDITACIONES.
MCS consultoria y monitoreo Ambiental cuenta con las siguientes acreditaciones:

e Acreditacion IDEAM: Sociedad acreditada por el IDEAM bajo NTC-ISO/IEC
17025:2005 segun resolucién # 0869 del 27 de mayo de 2013 para parametros
hidrobioldgicos vy fisicoquimicos.

e Certificacion en ISO 9001:2008 (certificado SG-2013005318 A)

e Certificacion en 1ISO14001:2004 (certificado SG-2013005809 B)

e Certificacion en OHSAS 18001:2007 (certificado SG-2013005809 F)
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3. METODOLOGIA
3.1 TIPO DE INVESTIGACION.

El presente trabajo usard un tipo de investigacion aplicada, pues “la aplicacion
aplicada emprende para determinar los posibles usos de los resultados de la
investigacion basica, o para determinar nuevos métodos o formas de alcanzar los
objetivos especificos predeterminados”.??

3.2 OBTENCION DE LA INFORMACION.

Para la obtencion de la informacidn en el presente trabajo se revisaran las normas
ISO 9001:2015, ISO/NTC 17025:2017, el AMERICAN PUPLIC HEALTH
ASSOCIATION, AMERICAN WATER WORKS ASSOCIATION, WATER
ENVIRONMENT FEDERATION. Standard Methods For the Examination of Water
and Wastewater. 22N\P edition 2012, la informacién brindada por la compafiia en la
que se llevara a cabo el trabajo y demés bibliografia necesaria para el buen
desarrollo de la investigacion.

3.3 POBLACION

En el presente trabajo, la poblacion seran la alta direccion y todos los procesos de
la compafiia MCS Monitoreo y Consultoria Ambiental S.A.S.

3.4 ETAPAS DEL PROYECTO

Para el desarrollo de este proyecto investigativo, se realizaran las siguientes etapas:
En la primera etapa, se estudiaran las necesidades del cliente y posteriormente se
hard un diagndstico estableciendo con que elementos de la ISO/NTC 17025 se
cuenta y cuales otros se deben implementar, para con esto identificar desde que
punto se debe iniciar.

Posterior a esto, se llevaran a cabo tres etapas, las cuales seran:

¢ Planificacion

e Implementacion

e Acreditacion

En estas etapas se analizard cada uno de los requisitos de la norma con su
cumplimiento y se evaluara que recursos son necesarios para lograrlo.

22 | OPEZ NINO Desiderio. El Hexagono de la Investigacion. Octubre del 2015
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De igual manera se identificaran las entradas, salidas, interacciones y actividades
que tendra el proceso de Microbiologia. Para esto se analizaréa el mapa de procesos
de la organizacion y en base a €l se haran las interacciones necesarias para el
nuevo proceso al igual que las entradas y salidas y por ende los proveedores y
clientes del mismo.

Por ultimo, se presentard el proyecto a la Alta Gerencia y se establecera un
cronograma con animos de conseguir la acreditacion del proceso de Microbiologia.
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4. DIAGNOSTICO ACERCA DE LOS ELEMENTOS DE LA NORMA ISO
17025 CON QUE SE CUENTA EN EL LABORATORIO.

Actualmente en MCS Consultoria y Monitoreo Ambiental, el proceso de
microbiologia se encuentra en su etapa basica, pues por decision estratégica se ha
considerado su implementacion pero no se harealizado la gestion para llevar a cabo
la misma.

En la compafia, hoy en dia, se estan cotizando los andlisis de varios parametros,
dentro de ellos los que corresponden al &rea de microbiologia como servicios
subcontratados con otros laboratorios que tienen el area y que se encuentra
acreditada en la norma ISO/IEC 17025 frente al IDEAM.

4.1 NECESIDADES Y EXPECTATIVAS DEL CLIENTE

Se realizé un estudio acerca de las requisiciones de los clientes en donde se
encontraron las siguientes matrices para ser analizadas en el laboratorio de
microbiologia:

Agua Residual Doméstica (ARD)

Agua Residual Industrial (ARI) o Agua Residual no Doméstica (ARND)
Agua Superficial

Agua Subterranea

Agua Marina

Agua Potable

Para cada uno de las anteriores matrices los clientes solicitan el analisis de uno o
varios de los siguientes parametros:

e Coliformes totales
o Técnica NUmero Mas Probable
o Técnica Filtracibn Por Membrana

e Coliformes fecales o termotolerantes
o Técnica NUmero Mas Probable
o Técnica Filtracibn Por Membrana

e Escherichia coli
o Técnica NUmero Mas Probable
o Técnica Filtracion Por Membrana

e Bacterias heterétrofas
o Técnica Filtracion Por Membrana
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Huevos de Helminto

Técnica de Bailenger modificado
Enterococcus

Técnica Filtracion Por Membrana

O € O e

e Hongosy levaduras
o Técnica recuento en placa

De los anteriores parametros solicitados por los clientes para analisis, los tres
altimos (Huevos de Helmintos, Enterococcus y Hongos y levaduras) han sido poco
frecuentes por lo cual no se contempla su implementacién y acreditacion por el
momento, a diferencia de los demas parametros los cuales presentan una alta
demanda y seran implementados y acreditados por el IDEAM.

4.2 DIAGNOSTICO DEL ESTADO DE LA EMPRESA FRENTE A LOS
REQUISITOS DE LA ISO 17025:2017

A continuacion se relacionan los requisitos de la norma ISO 17025 para la
competencia de los laboratorios de calibracion y ensayo con los cuales se debe
cumplir para lograr la acreditacion con el Instituto de Hidrologia, Meteorologia y
Estudios Ambientales IDEAM con el animo de verificar con cuales se estan
cumpliendo y en cuales se debe trabajar para su cumplimiento.

4.2.1 Numeral 4, 4.1. y 4.2: En este numeral de la norma, se hace referencia a la
imparcialidad y confidencialidad que debe tener cada empelado con el laboratorio
y los clientes. Actualmente en MCS Monitoreo y Consultoria Ambiental, se tienen
acreditados bajo esta norma varios pardmetros de las areas de Fisicoquimico y
Absorcion Atémica, por lo cual estos dos requerimientos se cumplen por completo,
debido a que en el momento del ingreso se debe firmar un compromiso para
mantener total imparcialidad y confidencialidad en los ensayos realizados y los
clientes atendidos.

4.2.2 Numeral 5. Requerimientos estructurales: Este numeral de la norma hace
referencia a la organizacion del laboratorio y a su relacion con las partes
interesadas. En cuanto a este numeral, se estan cumpliendo todos los requisitos,
pues MCS Monitoreo y Consultoria Ambiental cuenta con una estructura
administrativa y del Sistema Integrado de Gestion, en donde se encuentra lo
relacionado con el sistema de Calidad. Igualmente, las actividades que se llevan a
cabo tienen su respectivo procedimiento; como el area de Microbiologia se
implementara, estos documentos deben ser elaborados por la persona encargada
de esta labor.
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4.2.3 Numeral 6. Requerimientos de recursos: De acuerdo a la norma ISO 17025
los requerimientos de recursos hacen referencia al personal, instalaciones, equipos
y trazabilidad de mediciones que permite el buen funcionamiento del laboratorio y
la obtencion de resultados confiables.

4.2.3.1 6.1. Personal: Debido a que el proceso de microbiologia no se ha
implementado, alin no se tiene personal para area y por la tanto no se da
cumplimiento a este numeral. A medida que se va implementando el proceso, se
definira el perfil de las personas para el area (Coordinador, Microbidlogos Analistas
y Auxiliares); asi mismo se debe implementar el plan de capacitaciones que sera
compartido en su mayoria con el plan de capacitaciones que actualmente tienen los
analistas del laboratorio. Igualmente se documentaran las competencias requeridas
por el personal para la realizacién de las diversas funciones en el laboratorio de
Microbiologia. Actualmente en MCS Monitoreo y Consultoria Ambiental se cuenta
con los procedimientos pertinentes para:

Determinar las competencias requeridas
Seleccion de personal

Entrenamiento de personal

Supervision de personal

Autorizacién de personal

Monitoreo de las competencias del personal.

4.2.3.2 6.2. Instalaciones del laboratorio y condiciones ambientales: Debido a
gue actualmente no se ha implementado el proceso, no se han adecuado las
instalaciones para la realizacion de los analisis microbiolégicos. En el momento de
su implementacion se mediran, documentaran y monitorearan las condiciones
ambientales para el control de las mismas.

4.2.3.3 6.3. Equipos: Ya que el proceso de Microbiologia no se ha implementado,
no se tienen equipos para tal proceso. Igualmente a medida que se va
implementando el proceso, se iran realizando los procedimientos para
almacenamiento, transporte y manejo de todos los equipos. Por otra parte se tendra
un programa de calibracién de los equipos que lo requieran y de mantenimiento
preventivos.

4.2.3.4 6.4. Trazabilidad de las mediciones: Cuando se implemente el proceso de
Microbiologia, se mantendra la trazabilidad de las mediciones por medio de la
calibracion de equipos y el manejo de las unidades indicadas en el Sistema
Internacional.

4.2.4 Numeral 7. Requerimientos del proceso: La norma en este numeral, se

refiere a los requerimientos en cuanto a la revision de contratos, a la seleccién de
los métodos y a su debida verificacion y/o validacion, al método en que se van a
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realizar los muestreos, los registros técnicos que se iran a implementar, a la
incertidumbre del método, al aseguramiento de la calidad de los resultados y el
reporte de los mismos y al manejo de los trabajos no conforme, es decir las
principales actividades del proceso y como asegurar que los resultados entregados
sean confiables y veridicos.

4.2.4.1 7.1. Revision de solicitudes, contratos y licitaciones: Para el
cumplimiento de este numeral, ya se cuenta con el &rea encargada, pues como se
dijo anteriormente, los parametros de las areas de fisicoquimico y absorcion atdmica
ya se encuentran acreditados y cumplen con este requisito.

4.2.4.2 7.2. Seleccion, verificacion y validacion de métodos: Al momento de la
implementacion del laboratorio, se verificaran los métodos de analisis como lo indica
la norma y basados en el Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater, el cual da las directrices exactas para la excelente realizacion de los
andlisis. Igualmente quedaran documentadas como se exige en la norma.

4.2.4.3 7.3. Muestreo: Para los ensayos que ya se encuentran acreditados se tiene
un plan de muestreo. Se complementara con los muestreos microbiologicos los
cuales deben realizarse de manera especial ya que se debe tener en cuenta la
esterilidad y no contaminacion de las muestras. Para esto se tendra en cuenta las
directrices del Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.

4.2.4.47.4. Manejo de los items de prueba o calibracion: Ya se tiene establecido
un programa para el cumplimiento de este requerimiento en donde se indica cdémo
se deben trasportar y manejar las muestra desde la toma hasta el analisis en el
laboratorio. Se debe complementar con el manejo especial que deberan tener las
muestras que requieran un analisis microbiologico.

4.2.45 7.5. Registros técnicos: Debido a que aun no se ha implementado el
proceso de Microbiologia, no se tienen los registros técnicos para las actividades de
este proceso. Para los métodos ya acreditados de otros procesos, se tienen
establecidos los registros técnicos para sus actividades.

4.2.4.6 7.6. Evaluacion de laincertidumbre: Al momento de la implementacion del
proceso se realizarda la verificacién y/o validacion de los métodos y en ellas se
hallara la incertidumbre de la medicion de cada uno de ellos y se documentara.

4.2.4.7 7.7. Aseguramiento de la calidad de los resultados: Actualmente existe
un procedimiento de control de calidad que corrobora la validez de los resultados el
cual serd complementado con las exigencias del proceso de microbiologia.
Igualmente se estableceran las cartas de control necesarias para el proceso y hacer
seguimiento a las tendencias.
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4.2.4.8 7.8. Reporte de resultados: Para el reporte de los resultados se cuenta con
un procedimiento y se realiza mediante el sistema LIMS (Laboratory Information
Management System). Se realizara un procedimiento especifico para el reporte de
los resultados del proceso de Microbiologia.

4.2.497.9.y 7.10. Quejas y manejo de trabajo no conforme: En MCS Monitoreo
y Consultoria Ambiental esta implementado un procedimiento para el manejo de
quejas y de trabajos no conformes, el cual sera aplicado al proceso de
Microbiologia.

4.2.4.10 7.11. Control de datos y manejo de la informacién: Se tiene estipulado
un sistema para el manejo de la informacion y el control de datos que se esta
aplicando para los procesos de Fisicoquimico y Absorcion Atdmica. Este mismo
serd aplicado para el proceso de Microbiologia en el momento de su
implementacion.

4.2.5 Numeral 8. Requisitos de Gestion: Para el cumplimiento de este requisito,
en MCS Monitoreo y Consultoria Ambiental tiene establecido un Sistema que se
encuentra certificado en la norma ISO 9001:2008, lo que indica que se cumple con
todos los requerimientos de la norma basado en la satisfaccion del cliente.
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5. ETAPAS Y ACTIVIDADES NECESARIAS PARA LA IMPLEMENTACION
DEL PROCESO DE MICROBIOLOGIA DE ACUERDO A LOS REQUISITOS
DE LA ISO 17025:2017.

Para implementar el proceso de microbiologia se llevara a cabo una metodologia
gue consiste en tres etapas identificadas como planeacion, implementacion vy
acreditacion, las cuales tendran sus actividades especificas y se detallaran a
continuacion.

5.1 ETAPA DE PLANIFICACION.

A continuacién se relacionan los requisitos de la norma ISO 17025 y las actividades
a realizar para su cumplimiento.

Cuadro 3. Requisitos y actividades a realizar en la planificacion del proceso.

Requisito Actividad

Numeral 4: Imparcialidad y
confidencialidad Elaboracion de compromisos de confidencialidad para
ser firmados por el futuro equipo de microbiologia.

Numeral 5. Requerimientos
estructurales en el Sistema de Inclusion del proceso de microbiologia en el mapa de
Gestion procesos de la organizacion.

Personal: Analizar el nUmero de analistas necesario
para llevar a cabo el proceso de microbiologia y
establecer el perfil requerido tanto del Coordinador
como de los analistas y auxiliares.

Instalaciones de laboratorio y condiciones
ambientales: Para este punto, se haran los planos
para las instalaciones, teniendo en cuenta que las
Numeral 6. Recursos areas deben estar separadas (Lavado, siembra,
incubacion y lectura)

Equipos: Segun las actividades que se desarrollaran
en el proceso de microbiologia, se evaluara que
equipos son necesarios y se pedira cotizacion de los
mismos a diferentes proveedores para seleccionar el
mas adecuado y que brinde mayores ventajas,
basados en el precio y buena calidad de los
productos ofrecidos.
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Seleccién, verificacion y validacién de métodos: Se
escogeran los métodos a implementar en el
laboratorio segun las necesidades de los clientes y se
elaboraré el plan de validacion y/o verificacion.

Manejo de los items de prueba o calibracién: Se
agregara al plan de calibracion los equipos de
microbiologia anteriormente nombrados y que lo

Numeral 7. Requerimientos de )
reguieran.

proceso

Registros técnicos: Se evaluara que registros técnicos
y para que actividades se necesitan, basado en los
lineamientos exigidos por el area de Calidad.

Aseguramiento de la calidad de los resultados: Se
evaluara que cartas de control y diferentes
actividades de aseguramiento de la calidad se
requieren para el proceso.

Fuente: El autor

5.2 ETAPA DE IMPLEMENTACION.

En el cuadro 4 se pueden observar los requisitos y las actividades necesarias para
la implementacion del proceso de microbiologia en la compaifiia.

Cuadro 4. Requisitos y actividades en la etapa de implementacion del laboratorio de
microbiologia.

Requisito Actividad
Al momento de la contratacion del personal, se
Numeral 4: Imparcialidad y debera firmar el compromiso de confidencialidad, el
confidencialidad cual quedara archivado en la hoja de vida de cada

uno de los empleados de la compaiiia.

Aplicacion de todo el Sistema Integrado de Gestion al
proceso de microbiologia, teniendo en cuenta los
requisitos de las normas integradas en el Sistema de
Gestion. En este punto se deben tener en cuenta las
Numeral 5. Requerimientos auditorias internas y externas que se realizaran al
estructurales proceso.

Personal: Solicitar y seleccionar el personal para el
area teniendo en cuenta un coordinador del area con
experiencia en interpretacion de resultados
microbiolégicos y manejo de personal. Asi mismo
establecer en el perfil de los analistas la experiencia
requerida (1 afio). De igual manera realizar una

Numeral 6. Recursos
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evaluacién de conocimientos para ser tenida en
cuenta para la seleccion y evaluacion de desempefio,
la cual se archivara en la carpeta de hoja de vida de
cada uno de los analistas.

Instalaciones de laboratorio y condiciones
ambientales: Construccion de la instalaciones y
diferentes areas del proceso teniendo en cuenta que
se deben establecer las areas de siembra, lectura 'y
esterilizacion como limitadas o con acceso restringido
y para personal autorizado. Estas areas deben ser en
vidrio del techo a la mitad de la altura.

El ambiente debe estar libre de polvo y protegido de
cambios extremos de temperatura. Las condiciones
de temperatura y humedad deben tenerse
controladas, pues con esto se permite un
funcionamiento més estable de las incubadoras y
demas equipos.

Equipos: Compra de los equipos necesarios para
todas las actividades del proceso, los cuales se
nombran a continuacién: Incubadoras de conveccion
normal, autoclaves, horno (53 litros), Equipo de
filtraciobn de membrana, vortex, balanza analitica,
cabina de seguridad, plancha de calentamiento,
equipo quanty-tray con accesorios, micropipetas,
dispensador de medios liquidos, termohigrémetros,
microscopio, centrifuga y cuenta colonias.

Numeral 7. Requerimientos de
proceso

Seleccidn, verificacién y validacion de métodos: Se
realizara la validacién y/o verificacién de cada uno de
los métodos que se empezaran a aplicar en la
empresa.

Muestreo: Se elaborara un manual para la toma de
muestras para andlisis de microbiologia; pues para
este proceso esto es completamente diferente a la
toma de muestras de los procesos de Fisicoquimico y
Absorcion Atémica ya que se debe mantener la
esterilidad y asepsia de los elementos utilizados.

Manejo de los items de prueba o calibracién: En el
momento de ser adquiridos los equipos, se realizara
la primera calibracién de cada uno de ellos y de ahi
en adelante se cumplira con el plan de calibracién de
equipos.

Registros técnicos: Se elaboraran los registros
técnicos necesarios y se enviaran al area de calidad
para que estos sean codificados y entren en el listado
maestro de documentos.
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Evaluacion de la incertidumbre: La evaluacién de la
incertidumbre se realizara en la verificacién y/o
validacion de los métodos y serd registrada en el
informe para cada uno de los métodos.

Aseguramiento de la calidad de los resultados: Se
empezara con el diligenciamiento del criterio de
precision y los diferentes formatos para el
aseguramiento de la calidad en el proceso.

Reporte de resultados: Se implementara el sistema
LIMS para el proceso de microbiologia y el reporte de
resultados en el mismo.

Control de datos y manejo de la informacion: Se
agregara al sistema de manejo de la informacién,
todos los datos generados por el proceso de
microbiologia.

En este requerimiento, se agregara a todo el Sistema
Numeral 8: Requisitos de gestién Integrado de Gestion el proceso de Microbiologia
Fuente: El autor

5.3 ETAPA DE ACREDITACION

En esta etapa se realizara la solicitud de visita al IDEAM para auditoria y posterior
acreditacion de los métodos implementados en el proceso de microbiologia.
Igualmente se pedira la cotizaciéon y pago para la acreditacion. Se debe tener en
cuenta la mejora continua en el proceso para las futuras acreditaciones y
extensiones ante el ente acreditador.
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6. PROCESO DE MICROBIOLOGIA: INTERACCIONES, ENTRADAS,
SALIDAS, RECURSOS Y RESPONSABILIDADES.

El proceso de microbiologia se llevara a cabo con el &nimo de analizar los
parametros microbiolégicos de las muestras de diferentes matrices que ingresan al
laboratorio, cumpliendo con las buenas practicas de laboratorio y brindando
resultados confiables para los clientes. Como todos los procesos requiere de
proveedores que le brinden entradas y a su vez generara salidas requeridas por otro
proceso lo cual sera explicado a continuacion.

En los anexos se pueden observar los procedimientos unicos del proceso de
Microbiologia.

6.1 MAPA DE PROCESOS DE LA COMPANIA Y CARACTERIZACION DEL
PROCESO DE MICROBIOLOGIA

En cuanto al mapa y caracterizaciéon del proceso de microbiologia, este tendra
interacciéon con los siguientes procesos:

e Proceso de ventas: El proceso de Microbiologia interactuara con el proceso de
compras para la adquisicion de todos los materiales y equipos requeridos para
el normal funcionamiento y desarrollo del proceso.

e Proceso de Gestion Humana: Para la eleccién y evaluacion del personal, se
debe interactuar con este proceso, al igual que el resto de areas.

e Proceso de recepcién de muestras: Este proceso es que brinda la primera
entrada para el proceso de microbiologia. Pues es en esta area que las muestras
llegan a la compafiia y se entregan a los diferentes laboratorios; asi mismo es
en donde se numeran en el sistema LIMS los parametros para los que vienen
las muestras.

e Proceso de proyectos: Con este proceso interactian las salidas del proceso de
microbiologia ya que los resultados son entregados a ellos para la elaboracion
de los informes finales para ser entregados al cliente externo.

Con la informacioén anterior, en la imagen 2 se muestra el mapa de procesos
sugerido, una vez se haya implementado el proceso de microbiologia.
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Imagen 2. Mapa de procesos sugerido
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Fuente: El autor

De igual manera, teniendo en cuenta las interacciones y actividades que se llevaran
a cabo en el proceso, a continuacion, en el cuadro 5, se puede ver la caracterizacion
del proceso de microbiologia.
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Cuadro 5. Caracterizacion del proceso de Microbiologia

Proceso: Microbiologia Responsable del proceso: Coordinador de Microbiologia

Principales actividades:

Recepcion de muestras para los analisis microbiol6gicos.
Analisis de los parametros microbioldgicos requeridos por
el cliente.

Apoyo a las actividades del Sistema integrado de gestion.
Diligenciamiento de los resultados en los registros técnicos
y en el sistema LIMS.

Objetivo  del proceso:
Analizar los parametros
microbiolégicos de las
muestras de  diferentes
matrices que ingresan al
laboratorio, cumpliendo con
las buenas practicas de
laboratorio 'y  brindando
resultados confiables para
los clientes.

Proveedores: Proceso de
Monitoreos y Proceso de Entradas: Muestra para el analisis de los pardmetros
Ventas requeridos.

Registro en gestién de parametros solicitados por el
cliente en el sistema LIMS.

Clientes: Proceso de Proyectos

Productos y/o salidas:
Registro diligenciado de
pardmetros solicitados por el
cliente en el sistema LIMS.

Indicador del proceso: Porcentaje de cumplimiento en la

entrega de resultados mensual.
Recursos humanos:

Coordinador de
microbiologia.

Analistas de microbiologia.
Auxiliar de laboratorio.
Fuente: El autor.

En cuanto a la documentacion de los métodos, en los anexos se presentaran los
procedimientos para cada analisis y los formatos de los mismos; los instructivos de
los equipos no se presentan ya que estos deben realizarse con respecto al equipo
y referencias especificas y estas aun no se tienen.

Los procedimientos se realizan basados en el Standard Methods For the
Examination of Water and Wastewater de la AMERICAN PUPLIC HEALTH
ASSOCIATION, AMERICAN WATER WORKS ASSOCIATION, WATER
ENVIRONMENT FEDERATION. 22NP edition 2012, ya que es en este en donde se
encuentran los métodos de referencia.
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6.2 ENTRADAS DEL PROCESO DE MICROBIOLOGIA

Teniendo en cuenta la caracterizacion del proceso y la interaccion del mismo con
los demés procesos, la principal entrada seréd la muestra para el andlisis de los
parametros requeridos. En la imagen 3 se exhibe una muestra de agua superficial
tomada en un monitoreo ambiental y entregada al laboratorio la cual debe ser
analizada para los parametros requeridos por el cliente.

Imagen 3. Muestra de agua superficial
recibida en el laboratorio

- e
Fuente: El autor

Teniendo la muestra para andlisis se genera la otra entrada fundamental, que es el
registro en gestion de parametros solicitados por el cliente en el sistema LIMS
(Laboratory Information Management System), en el cual se encuentran
relacionada(s) la(s) muestra(s) y los parametros que deben ser analizados y
solicitados por el cliente.

Esta herramienta tiene un usuario y contrasefia para cada persona responsable del

reporte de resultados y de igual manera permite registrar los resultados en linea y
tiempo real, como se puede observar en la imagen 4.
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Imagen 4. Registro en gestion en el sistema LIMS.
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Fuente. Sistema LIMS MCS Monitoreo y Consultoria Ambiental
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6.3 SALIDAS DEL PROCESO DE MICROBIOLOGIA.

Teniendo las anteriores entradas, el proceso de microbiologia, generara una salida
fundamental que seré el registro diligenciado de parametros solicitados por el cliente
gue de igual manera se encuentra en el sistema LIMS y se encuentra exhibido en
la imagen 5, el cual sera entregado al proceso de Proyectos para realizar el analisis
e informe correspondiente.
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Imagen 5. Registro de parametros diligenciado
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CONCLUSIONES

A partir del desarrollo de este trabajo y aplicando los conocimientos adquiridos
durante la especializacion, se logré obtener las siguientes conclusiones:

Se realizé un diagnostico acerca de las necesidades del cliente en donde se
logré observar que los principales analisis microbiolégicos requeridos son:

Coliformes totales (técnica Filtracién por Membrana y Numero mas Probable)
Coliformes fecales (técnica Filtracion por Membrana y Numero més Probable)
Escherichia coli (técnica Filtracion por Membrana y Niumero méas probable)
Recuento de heterotrofos (Técnica de Filtracion por Membrana).

Al realizar un diagnostico inicial acerca del estado del laboratorio frente al
cumplimiento de los requisitos de la norma ISO 17025, se pudo evidenciar que
debido a que procesos como los de fisicoquimico y absorcion atémica se
encuentran acreditados, se cuenta con ciertas bases para el total cumplimiento
de los requisitos de la norma, como lo es el Sistema Integrado de Gestion pero
los requisitos especificos del proceso de microbiologia aun no se les puede dar
cumplimiento, por lo cual se debe empezar a trabajar desde el nivel mas bajo ya
gque no se cuenta con ninguna informacion al respecto; como lo son
procedimientos, aseguramiento de calidad, actividades y demas actividades del
proceso.

En la compafiia se cuenta con sistema de calidad acreditado segun la norma
ISO 9001:2008, el cual es un apoyo para algunos de los requisitos que se exigen
en la norma ISO 17025:2017. A pesar de ser un buen sistema de calidad se
requiere con urgencia la actualizacion ya que existe una nueva version de la
norma ISO 9001 a la cual debe acogerse el laboratorio.

Se plantearon tres etapas para la implementacion del proceso y su acreditacion
las cuales se definieron como: Planeacién, Implementaciéon y Acreditacién. En
cada una de estas etapas y con respecto a cada uno de los requisitos de la
norma ISO 17025, se establecieron actividades, dentro de las cuales se
encuentran la elaboracion de los procedimientos, validacion y/o verificacion de
los métodos, calculo de la incertidumbre, planes de calibracion, establecimiento
de los perfiles de las personas que iran a trabajar en el laboratorio y compra de
equipos necesarios; lo anterior para lograr el objetivo principal el cual es la
acreditacion del proceso y sus métodos y por ende la entrega de resultados
confiables.
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Se propuso el nuevo mapa de procesos con la inclusiéon del proceso de
Microbiologia en donde se puede observar su interaccion con los demas
procesos. Igualmente se logro realizar la caracterizacion del futuro proceso de
microbiologia, en donde se especifican las actividades, recursos, responsable,
indicadores, entradas, salidas proveedores y cliente para lograr el cumplimiento
del objetivo del proceso.

Una vez implementado el laboratorio, con materiales, equipos y reactivos, se
debe realizar el plan para la acreditacibn de otros parametros como:
Enterococcos, huevos de helmintos, salmonella y Vibrio sp.

La implementacion del proceso de microbiologia es una inversion a largo plazo,
pues a pesar de que su costo es alto, los beneficios se logran al evitar gastos en
la subcontratacion y transporte de muestras. Igualmente, uno de los beneficios
mas altos es el aumento en la competitividad del laboratorio, ya que son muchos
los laboratorios ambientales que tienen el proceso de microbiologia acreditado
ante el IDEAM lo cual generara un incremento en las ganancias a mediano y
largo plazo.
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RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, se recomienda iniciar
cuanto antes con la elaboracion de los planos para el area en la cual se llevard a
cabo el proceso de microbiologia para con esto dar inicio con los tramites para la
compra y adquisicion de los equipos necesarios y de esta manera llevar a cabo la
validacion y/o verificacion de los métodos.

Asi mismo, es importante tener claras las Buenas Practicas de Laboratorio (BPLS),
pues con ellas se obtienen resultados confiables y unida con el cumplimiento de las
normas, permite el adecuado desarrollo del proceso de microbiologia.

Finalmente se recomienda la adquisicion y aplicacion del Standard Methods For the
Examination of Water and Wastewater edicion 23 ya que se encuentra disponible y
sera el tenido en cuenta para las nuevas acreditaciones de parametros, al igual que
la adopcién del presente plan de implementacion propuesto con sus planes de
capacitacion de personal, validacion de técnicas y mantenimiento y calibracion de
equipos.
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ANEXO A.

DETERMINACION SIMULTANEA DE COLIFORMES TOTALES Y Escherichia coli EN AGUAS,
POR EL METODO DE FILTRACION POR MEMBRANA, CROMOGENO DOBLE

1. INTRODUCCION

Por medio de este documento, se implementa el procedimiento para el analisis, determinacion y
cuantificacion de coliformes totales y Escherichia coli en muestras de agua, por el método de
filtracion por membrana en el Laboratorio de Microbiologia de MCS CONSULTORIA Y MONITOREO
AMBIENTAL S.A.S. Este procedimiento se basa en el método SM-9222 H “Simultaneous Detection
of Total Coliform and E. coli by Dual-Chromogen Membrane Filter Procedure” del Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater, 22" Edition, 2012.

2. PRINCIPIO

El método consiste en determinar las unidades formadoras de colonia (UFC) de coliformes totales y
Escherichia coli presentes en 100 mL de muestra ya sea por un volumen fijo o por medio de
diluciones.

El grupo de coliformes esta compuesto por un gran numero de géneros de bacterias, pertenecientes
a la familia Enterobacteriaceae. Este grupo se define como bacilos anaerobios facultativos, gram
negativos no formadores de esporas que fermentan la lactosa con produccién de gas y acido a 35°C.

El medio de cultivo m-ColiBlue 24 permite la deteccién simultanea de coliformes totales y Escherichia
coli en 24 horas. En su composicién tiene un indicador enzimatico que permite el crecimiento de
coliformes totales de color rojo, mientras que el crecimiento de E. coli se da en color azul.

3. ALCANCE

Este método puede ser usado para muestras de agua potable, superficial, subterranea, residuales
industriales, residuales domésticas y marinas.

4. DESARROLLO

4.1. MATERIALES Y EQUIPOS.

Cajas de Petri de 60 X 15

Balanza analitica.

Tubo tapa rosca de vidrio
Micropipetas de 100 — 1000 pL
Puntas estériles para micropipeta de 100 — 1000 pL
Horno de esterilizacion

Plancha de calentamiento
Autoclave

Incubadoraa 35°C +0,5°C
Equipo de filtracién por membrana
Mechero
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Pinzas metalicas en acero inoxidable

Membranas estériles con poro de 0,45 um, cuadricula y pad absorbente.
Contador de colonias

Vortex

Balanza analitica con capacidad de 210 gr

Cronometro

Nevera de medios de cultivo

Nevera de muestras

Lampara de luz UV

»
N

MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS.

Medio de cultivo m-ColiBlue 24

Agua destilada

Dihidrégeno fosfato de potasio (KH2POa)
Cloruro de magnesio (MgClz)
Desinfectante en rotacién

Alcohol etilico al 70%

4.3. PREPARACION DE REACTIVOS.
4.3.1. Diluyente agua tamponada:

1. Preparacion de la solucién stock de fosfato: Disolver 34 gr de dihidrégeno de potasio
(KH2PO4) en 500 mL de agua destilada y ajustar el pH en 7,2 + 0,5 con hidroxido de sodio
1N (NaOH) y diluir a 1 L de agua destilada. Posterior a esto esterilizar en autoclave. Mantener
la solucién refrigerada y descartar si se observa turbidez.

2. Preparacion de la solucién de cloruro de magnesio: Disolver 81,1 gr de MgClz . 6H20 6 38
gr/L de MgClz en 1 L de agua destilada. Esterilizar en autoclave. Mantener en refrigeracion
y descartar si se observa turbidez.

3. Preparacion de solucion de trabajo: Adicionar 1,25 ml de la solucién stock de fosfato y 5,0
mL de la solucidn stock de cloruro de magnesio a 1 L de agua destilada, teniendo en cuenta
que el pH final debe ser de 7,2. Dispensar 9 mL en tubos de 16 x 150 y esterilizar en
autoclave a 121 °C por 15 minutos. Mantener refrigerada la solucion y descartar si se
observa turbidez.

4.3.2. Medio de cultivo m-ColiBlue 24

Agitar suavemente el frasco o las ampolletas invirtiéndose dos o tres veces. Dispensar
(aproximadamente 2,0 mL o una ampolleta) sobre el pad absorbente y tapar la caja de Petri.

Para cada lote nuevo de medio, realizar un control positivo y uno negativo.

5. PROCEDIMIENTO

5.1. Anadlisis
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5.1.1. Esterilizar el area por medio de la luz U.V. por 30 minutos.

5.1.2. Esterilizar el equipo de filtracion por membrana, tal como se indica en el respectivo
instructivo.

5.1.3. Usar los EPP necesarios: uniforme antifluido, bata, gafas de seguridad y guantes.

5.1.4. Retirar el agua tamponada estéril y las muestras a analizar de la nevera, con el fin de

que se atemperen.

5.1.5. Cerca al mechero, destapar las cajas de Petri y con las pinzas estériles previamente
sumergidas en alcohol y flameadas, colocar en cada una un pad absorbente.

5.1.6. Agitar las ampolletas o el frasco del caldo m-ColiBlue 24 y dispensar 2 mL del mismo (o
una ampolleta) por cada pad.

5.1.7. Encender el mechero y realizar las diluciones necesarias en agua tamponada,
dependiendo de la muestra, como se indica a continuacion:

. Sostener la muestra al lado del mechero e inclinarla en un angulo de 45°, agitarla
fuertemente con 25 movimientos de vaivén hacia arriba y hacia abajo, lo anterior con la
intencién de una buena homogenizacion de la muestra.

. Destapar la muestra evitando que la boca del recipiente tenga contacto con los guantes o
cualquier otro implemento.
. Con una micropipeta de 100 — 1000 uL (ajustada en 1000 uL y con puntas estreriles),

introducir la punta en la muestra (aproximadamente entre 1 y 3 mm) y tomar 1 mL de la
muestra; retirando la punta de la muestra pero sin sacarla del envase expulsar el mL recién
tomado y volver a tomar 1 mL de la muestra. Ver figura 1.

Freparachon a5 FEiban Estabilizacidn Cispemnsaso

T S &

Fig. 1. Uso de la micropipeta
Tomada de: http://avibert.blogspot.com/2011/08/buen-uso-y-cuidado-de-pipetas.html

. Tomar uno de los tubos de agua tamponada (debidamente marcado con el nimero de
muestra y la dilucion, en este caso 1*) y destaparlo al lado del mechero, flamear la boca del
tubo e introducir la punta de la micropipeta (sin tocar el liquidos) y vaciar su contenido.

. Tapar el tubo y descartar la punta usada en hipoclorito de sodio al 0,5%.

. Tomar el tubo y ponerlo en el vortex por 15 segundos para que la muestra obtenga una
buena homogenizacion.
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5.2.

5.2.1.
5.2.2.

5.2.3.

5.2.4,
5.25.

5.2.6.

5.2.7.

5.2.8.

5.2.9.

5.2.10.

5.2.11.

5.2.12.

Para las siguientes diluciones (-1, -2, -3...... ) repetir el procedimiento desde el ultimo tubo.
Ver figura 2.

1mL 1mL 1 mL 1mL
1* -1 -2 -3

Fig. 2: Diagrama de diluciones. Nota: Cada tubo tiene 9 mL de agua tamponada.

Fuente: El autor
Filtracion de la muestra

Armar el equipo de filtracion como se indica en el instructivo

Con unas pinzas estériles (sumergidas previamente en alcohol y flameadas en el
mechero) tomar una membrana de nitrocelulosa

Retirar el embudo del equipo de filtracion y situar la membrana sobre el portafiltros con
la cuadricula hacia arriba.

Colocar nuevamente el embudo, cerciorandose que quede bien asegurado.

Tomar el tubo de la dilucién a filtrar y llevarlo al vortex por 15 segundos, destaparlo y
flamear su boca. Seguido a esto retirar la tapa del embudo y verter la muestra o dilucion
y tapar nuevamente el embudo. NOTA: En el caso que se vaya a verter la muestra
directamente, homogenizarla mediante 25 movimientos de vaivén hacia arriba y hacia
abajo, ya que en este caso no aplica el uso del vortex.

Cuando se vayan a filtrar volimenes de muestras menores a 10 mL (diluida o sin diluir),
agregar primero un tubo de agua tamponada estéril al embudo, luego la muestra o
dilucion y seguido a esto 25 a 50 mL de agua tamponada estéril. Lo anterior se hace con
el &nimo de que haya una dispersion uniforme de la carga bacteriana sobre la
membrana.

Tapar el embudo, prender la bomba y abrir la llave para que se filtre la muestra, verificar
que se filtre la totalidad del volumen depositado en el embudo.

Agregar de 20 a 30 mL de agua tamponada estéril y seguir filtrando. Repetir este paso
2 veces mas para completar un total de tres lavados. Lo anterior para evitar la
contaminacion por arrastre.

Apagar la bomba, retirar el embudo y por medio de las pinzas estériles (previamente
sumergidas en alcohol y flameadas en el mechero), tomar la membrana de nitrocelulosa.
Colocar la membrana sobre el pad empapado del medio m-ColiBlue24 con un
movimiento de balanceo, evitando que quede aire entre el medio de cultivo.

Destapar el embudo y adicionar agua hirviendo, dejar actuar por 2 minutos, prender la
bomba y dejar que evacue toda el agua. Lo anterior para esterilizar el embudo y evitar
la contaminacion.

Dejar aclimatar el embudo y repetir el procedimiento con una nueva muestra.
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Nota: Cuando se trabajen diluciones de la misma muestra, filtrar desde la mas diluida a la menos
diluida y no se realiza la purga con agua hirviendo entre diluciones sino en el momento de filtrar otra
muestra.

5.2.13. Dejar reposar por 30 minutos, invertir las cajas y llevar a incubar a 35 + 0,5°C por 24
horas.

6. CAPTURA DE DATOS

Los resultados obtenidos se deben registrar en el formato , indicando todos los datos

solicitados en el formato y de ser el caso las observaciones.

7. CALCULOS

7.1. Lectura

7.1.1. Una vez cumplido el tiempo de incubacion, retirar las cajas de la incubadora y
organizarlas por nimero de muestra y dilucion.

7.1.2. Se deben seleccionar las cajas que tengan entre 20 y 80 colonias y que no sobrepasen

las 200 colonias para el caso de coliformes totales, para el caso de E. coli se deben
seleccionar las que tengan entre 20 y 60 colonias y no mas de 200; pues es este el
namero ideal de colonias por caja debido al tamafio y caracteristica de las colonias.

7.1.3. Realizar el conteo, usando el contador de colonias, de todas las colonias teniendo en
cuenta las siguientes caracteristicas:

Colonias rojas, azules y purpura > Coliformes totales.
Colonias azules y purpura - Escherichia coli.

7.1.4. Para determinar las UFC/100 mL, aplicar las siguientes formulas:

Numero de colonias rojas,azules y purpura

x 100
Volumen de muestra filtrada

UFC coliformes totales/100 mL =

Numero de colonias azules y purpura

UFC Escherichi li/100mL = x 100
scherichia coli/ m Volimen de muestra filtrada

Para el uso de las anteriores ecuaciones, tener en cuenta los siguientes volimenes de muestra por
dilucién:

I'>1mL
101> 0,1 mL
102> 0.01 mL

103 - 0.001 mL
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7.1.5.

7.1.6.

7.1.7.

7.1.8.

7.1.9.

7.1.10.

7.1.11.

7.1.12.

104 - 0.0001 mL
10° - 0.00001 mL
10 - 0.000001 mL
107 - 0.0000001 mL
10 - 0.00000001 mL

Al momento de filtrar 100 mL de muestra y no obtener recuento, reportar como <1
UFC/100 mL

Si se encuentra un crecimiento bacteriano muy alto y las colonias se superponen unas
a otras, es decir no se distinguen entre ellas, se reforma como confluente (Cte)

Si en la membrana se tiene un nimero de colonias mayor a 200, se reportara como
TNTC, que por sus siglas en inglés quiere decir que es muy numeroso para contar.

En el caso en el que se tengan membranas con conteos por fuera del rango ideal, se
deben totalizar los conteos de todas las membranas y reportar como UFC/100 mL. Un
ejemplo es cuando se examina un volumen de 50 mL por duplicado y se obtienen
conteos de 5 coliformes totales en una membrana y 3 coliformes totales en la otra, para
este caso se reportara de la siguiente manera:

[(5+3) x 100]
(50 + 50)

=8UF(C/100 mL

Si se filtran volimenes de 50, 25 y 10 mL y los conteos obtenidos son 15, 6 y <1
correspondientemente, se calculara el resultado sobre el valor mas cercano al rango
ideal de conteo y se reportar4d como estimado de la siguiente manera:

15 x 100

=0 =30UFC/100 mL E (Estimado)

En el caso en el que se filtren volimenes de 10, 1 y 0,1 mL y se presentan recuentos de
40, 9 y <1 respectivamente, para calcular las UFC/100 mL se toma el dato obtenido al
filtrar los 10 mL ya que el nimero de colonias se encuentra en el rango ideal:

40 x 100

= 400 UFC/100 mL
5 00 UFC/100 m

En el caso en el que se filtren los siguientes volimenes: 10, 1 y 0,1 mL y se obtengan
recuentos de TNTC, 150 y 92 colonias respectivamente, el volumen a tener en cuenta
es el de 0,1 mL ya que es el mas cercano al rango ideal y se reporta como estimado:

92 x 100

o1 = 92000 UFC/100 mL E (Estimado)

Si en algtn momento se filtraran diferentes volimenes como los siguientes: 1, 0,3, 0,1,
y 0,03 mL y se obtengan los siguientes conteos respectivamente: TNTC, TNTC, 56y 21
colonias, entonces se suman los dos conteos que estan en el rango ideal y se divide por
la suma de los dos volumenes de la siguiente manera:

(56 + 21) x 100
(0,1 + 0,03)

=59 000UFC/100 mL
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8. CONTROL DE CALIDAD

8.1. Blanco inicial y blanco final: Este control consiste en tomar el diluyente como si fuera
una muestra y filtrar 100 mL; se debe colocar la membrana en un agar nutritivo (por
ejemplo R2A) e incubar en las mismas condiciones de las muestras analizadas. Este
control debe realizarse al inicio de las siembras y al final. Si se observa crecimiento, se
deben invalidar los datos obtenidos de las muestras analizadas, solicitar nuevas muestras
y volver a analizar.

8.2. Control de contaminacién por coliformes: Para este control, se deben tomar 30 mL de
diluyente vy filtrarlo. Se coloca la membrana en medio m-ColiBlue24 y se incuba al igual
que las otras muestras. Este control se debe realizar al inicio y al final de todo el proceso
de filtracion. Si se observa crecimiento se deben rechazar todos los resultados obtenidos
y solicitar nuevas muestras para su nuevo analisis.

8.3. Control de contaminacion cruzada: Este control consiste en filtrar 200 mL de diluyente
cada diez muestras e incubar a las mismas condiciones. El objetivo de este control es
verificar que no hay contaminacion cruzada entre muestras y que el agua tamponada esta
estéril. Si se llega a observar crecimiento, rechazar todos los resultados obtenidos y
solicitar nuevamente las muestras para su analisis.

8.4. Control de esterilidad por lote de muestras: Para este control se debe tomar una caja
al azar del medio de cultivo a usar e incubar en las mismas condiciones de las muestras.
Este control se lleva a cabo para evidenciar que el medio de cultivo se encuentra estéril.
Si se observa crecimiento se deben rechazar los datos obtenidos y pedir las muestras
nuevamente para su anlisis.

8.5. Duplicados: Se deben realizar duplicados al 10% de las muestras analizadas, y tener en
cuenta que se cubran todas las matrices. Los datos deben ser diligenciados en el formato

de criterio de precision para microbiologia.

8.6. Control de conteo individual: Mensualmente, cada analista debe contar las colonias de
una misma caja positiva y la variabilidad de estos conteos no puede ser mayor al 5%.
Registrar los datos en el formato

8.7. Control de conteo entre microbiélogos: Mensualmente, dos analistas deben contar las
colonias de una misma caja con resultado positivo; la variabilidad de estos conteos no
debe ser mayor al 10%. Registrar los datos en el formato

Nota: Si en uno de los dos puntos anteriores, se supera el limite de variabilidad, el coordinador del
area debe recapacitar a los microbi6logos en la lectura de resultados.

8.8. Control de guantes: Diariamente se debe tomar una muestra del guante del analista y
sembrarse en el medio de cultivo que se estda usando en el momento de la siguiente
manera:

. Sumergir el hisopo estéril en agua tamponada estéril.

. Realizar un frotis por los guantes del analista.

. Realizar un proceso de siembra masiva (movimiento de zic zac en todas las direcciones)

sobre el medio de cultivo de interés.

. Incubar bajo las mismas condiciones de las muestras.

. Si se observa crecimiento, rechazar todos los resultados obtenidos, tomar las acciones

pertinentes y pedir nuevamente las muestras para un nuevo analisis.
8.9. Verificacion de colonias de coliformes totales (Realizar mensualmente): Para este
control se deben tomar 5 colonias tipicas y confirmarse en caldo lauryl triptosa de la
siguiente manera:

8.9.1. Con un asa estéril, tomar cada colonia e inocular el tubo con caldo lauryl triptosa.
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8.9.2. Incubar los tubos a 35 + 0,5 °C por 48 * 2 horas y revisar la produccion de gas y/o la
produccion de acido por el viraje de color del medio de cultivo a color amarillo.

8.9.3. Tomar los tubos que muestren produccion de gas y/o produccion de acido, agitarlos
suavemente y transferir con un asa estéril al caldo verde bilis brillante lactosa.

8.9.4. Incubar los tubos a 35 £ 0.5°C por 48 + 3 horas.

8.9.5. Si se observa produccién de gas, la prueba es positiva para coliformes totales.

8.10. Verificacion de colonias de Escherichia coli (Realizar mensualmente): Para este

control se deben repetir los numerales 8.9.1 y 8.9.2., posteriormente realizar los
siguientes pasos:

8.10.1. Tomar los tubos que muestren produccion de gas y/o produccion de acido, agitarlos
suavemente y transferir con un asa estéril al medio de cultivo EC - MUG.

8.10.2. Incubar los tubos a 44,5 £ 0.2°C por 24 + 2 horas.

8.10.3. Leer los tubos con luz UV. La presencia de fluorescencia azul indica la prueba positiva

para Escherichia coli.

Nota: Para las confirmaciones anteriormente descritas, también es valido usar sistemas multi test
comerciales para Enterobateriaceae que incluya fermentacién de lactosa y/o B-galactosidasa.

8.11. Controles positivos y negativos: Este control consiste en que por cada lote de medio
de cultivo preparado, realizar una siembra masiva con el microorganismo de interés
(control positivo) y otra con un microorganismo de interferencia (control negativo), incubar
en las mismas condiciones de las muestras y tener en cuenta lo siguiente:

. Si hay crecimiento del microorganismo de interés (control positivo), y no se observa
crecimiento del microorganismo de interferencia (control negativo) el lote se aprueba.

. Si no hay crecimiento del microorganismo de interés, el lote se debe rechazar al igual que
todos los datos obtenidos con ese lote de medio de cultivo.

. Si se observa crecimiento del microorganismo de interferencia (control negativo), el lote se

debe rechazar al igual que todos los datos obtenidos con ese lote de medio de cultivo.

9. EVALUACION DEL METODO

10. MEDIDAS DE SEGURIDAD.

El personal del laboratorio debe conocer y cumplir todas las normas y reglamentos establecidos por
el area de HSEQ, de igual manera debe cumplir con el adecuado uso de los siguientes Elementos
de Proteccion Personal:

Bata

Gafas de seguridad
Antifluidos

Tapabocas y gorro o cofia
Guantes de nitrilo
Calzado adecuado.

11. DOCUMENTOS DE REFERENCIA.

. American Public Health Association, American Water Works Association. Water
Environment Federation. “Standard Methods the examination of water and wastewater”. 225t edition.
2012.

. NTC 4772:2008. Calidad del Agua. Deteccién y Recuento de Escherichia coli y de Bacterias
Coliformes. Parte 1. Método de Filtracion Por Membrana.
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USEPA Membrane Filtration Method, Method 10029
Inserto del caldo de cultivo m-ColiBlue24
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ANEXO B.

ENUMERACION DE COLIFORMES TOTALES Y Escherichia coli POR EL METODO DE
NUMERO MAS PROBABLE (NMP/100 mL), TECNOLOGIA DE SUSTRATO ENZIMATICO
COLILERT

1. INTRODUCCION

Por medio de este documento, se implementa el procedimiento para el analisis, determinacion y
cuantificacion de coliformes totales y Escherichia coli en muestras de agua, por el método de nimero
méas probable en el Laboratorio de Microbiologia de MCS CONSULTORIA Y MONITOREO
AMBIENTAL S.A.S. Este procedimiento se basa en el método SM-9223 B “Enzyme Substrate
Coliform Test” del Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 22" Edition,
2012.

2. PRINCIPIO

El método consiste en determinar el numero més probable (NMP) de coliformes totales y de
Escherichia coli presentes en 100 mL de muestra ya sea por un volumen fijo o por medio de
diluciones.

Las bacterias coliformes totales producen una enzima llamada la 3-D-galactosidasa, la cual es capaz
de unirse e hidrolizar ciertos sustratos cromogénicos como los son el orto-nitrofenil-B-D-
galactopiranosida (ONPG) o el clorofenol rojo-f3-D-galactopiranosida (CPRG). Esta hidrélisis genera
un cambio de color, lo cual indica una prueba positiva para bacterias coliformes totales.

Po parte de la prueba para Escherichia coli, un sustrato fluorogénico como lo es el 4-metil-umbeliferil-
B-D-glucoronida (MUG), es usado para detectar la enzima B-glucoronidasa que es producida por
esta bacteria. La enzima B-glucoronidasa hidroliza el sustrato y produce un producto fluorescente
que es posible de ver bajo luz ultravioleta (365 nm), lo cual indica una prueba positiva para
Escherichia coli.

3. ALCANCE

Este método se puede ser usado para muestras de agua potable, superficial, subterranea, residuales
industriales, residuales domésticas y marinas.

4. DESARROLLO

4.1. MATERIALES Y EQUIPOS.

Mechero

Frascos de vidrio con capacidad de 100 mL
Micropipeta de 1 a 10 mL

Puntas estériles para micropipeta de 1 a 10 mL
Probeta de vidrio de 100 mL

Dispositivo Quanti-Tray/2000

Comparador Quanti-Tray/2000

Tabla de NMP IDDEX Quanti-Tray/2000
Sellador Quanti-Tray

Lampara de luz UV
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e  Autoclave

Incubadora a 35 + 0,5°C

e Cabina con lampara de luz UV a 365 nm de longitud de onda

4.3.

MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS.

Reactivo Colilert

Agua destilada estéril
Desinfectante en rotacion
Alcohol etilico al 70%

PREPARACION DE REACTIVOS.

4.3.1. Diluyente agua peptonada:

4.

5.1.

51.1.

5.1.2.

5.1.3.

51.4.

El reactivo Colilert es un polvo que viene en presentacion por ampolletas para ser agregados
a 100 mL de muestra (o muestra y agua en el caso de las diluciones).

PROCEDIMIENTO
Anélisis
Esterilizar el area por medio de la luz U.V. por 30 minutos.
Usar los EPP necesarios: uniforme antifluido, bata, gafas de seguridad y guantes.
Retirar las muestras a analizar de la nevera, con el fin de que se atemperen.

Encender el mechero y realizar las diluciones necesarias en agua destilada estéril,
dependiendo de la muestra, como se indica a continuacién:

Sostener la muestra al lado del mechero e inclinarla en un angulo de 45°, agitarla
fuertemente con 25 movimientos de vaivén hacia arriba y hacia abajo, lo anterior con la
intencién de una buena homogenizacion de la muestra.

Destapar la muestra evitando que la boca del recipiente tenga contacto con los guantes o
cualquier otro implemento.

Con una micropipeta de 1 — 10 mL (ajustada en 10 mL y con puntas estériles), introducir la
punta en la muestra (entre 1 y 3 mm) y tomar 10 mL de la muestra; retirando la punta de la
muestra pero sin sacarla del envase expulsar los 10 mL recién tomados y volver a tomar 10
mL de la muestra. Ver figura 1.
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Preparacian Aspiracitn Estabilizacidn spensado
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Fig. 1. Uso de la micropipeta
Tomada de: http://avibert.blogspot.com/2011/08/buen-uso-y-cuidado-de-pipetas.html

. Tomar uno de los frascos con agua destilada estéril (debidamente marcado con el nimero
de muestra y la dilucion, en este caso 101) y destaparlo al lado del mechero, flamear la boca
del frasco e introducir la punta de la micropipeta (sin tocar el liquido) y vaciar su contenido.

. Tapar el frasco y descartar la punta usada en hipoclorito de sodio al 0,5%.
. Tomar el frasco y agitarlo para que la muestra obtenga una buena homogenizacion.
. En el caso en el que se deban realizar mas diluciones y de igual manera sembrar la diluciéon

101, esta se debe realizar por duplicado, pues una se usara en la siembra y la otra para
realizar la siguiente dilucién.

. Para las siguientes diluciones (-1, -2, -3...... ) repetir el procedimiento desde el dltimo frasco.

Ver figura 2.
— > >
10 mL 10 mL 10 mL
-1 -2 -3

Fig. 2: Diagrama de diluciones. Nota: Cada frasco tiene 90 mL de agua destilada estéril.
Fuente: El autor

5.2. Adicién de Colilert y sellamiento

5.2.1. Tomar una ampolleta, abrirla y agregarla a los 100 mL de muestra o dilucién, como se
indica en la figura 3.
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Fig 3: Adicién del reactivo colilert en la muestra. Fuente: IDDEX Laboratories Inc.
www.idexx.com/resource-library/water/colilert-procedure-en.pdf

5.2.2. Tapar la muestra y agitar hasta que se disuelva el reactivo por completo.

5.2.3. Tomar el dispositivo Quanti-Tray/2000 debidamente marcado con el nimero de muestra
y su dilucién y agregar la mezcla de la muestra con el reactivo colilert como se indica en
la figura 4.

Fig 4. Adicion de la mezcla de muestra y reactivo colilert al dispositivo Quanti-Tray/2000. Fuente:
IDDEX Laboratories Inc. www.idexx.com/resource-library/water/colilert-procedure-en.pdf

5.2.4, Golpear los pocillos pequefios para eliminar las burbujas y dejar reposar un momento.

5.2.5. Colocar el dispositivo Quanti-Tray/2000 sobre el portadispositivo especial de goma,
colocarlo sobre la bandeja del sellador Qunati-Tray 2X, (las celdas deben ir boca abajo),
y pasarlo por el equipo para que se selle, como se indica en la figura 5.
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Fig 5. Sellado de la muestra. Fuente: IDDEX Laboratories Inc. Inserto kit de Colilert para prueba.

5.2.6. Tomar las bandejas selladas y llevarlas a la incubadora a 35 + 0,5°C por 24 horas.
6. CAPTURA DE DATOS
Los resultados obtenidos se deben registrar en el formato , indicando todos los datos

solicitados en el formato y de ser el caso las observaciones.

7. CALCULOS

7.1. Lectura

7.1.1. Luego de cumplidas las 24 horas de incubacion, retirar los dispositivos Quanti-Tray/2000

de la incubadora

7.1.2. Contar los pozos positivos grandes y pequefios segun lo siguiente:

. Si el color del pozo es igual 0 mas amarillo que el del comparador, es positivo para coliformes
totales

. Si el pozo es igual o mas amarillo que el del comparador y presenta fluorescencia, es positivo
para Escherichia coli.

. Si el color del pozo es menos amarillo que el del comparador, este es negativo para

coliformes totales y Escherichia coli.

7.1.3. Para observar la fluorescencia, se debe introducir el dispositivo Quanti-Tray/2000 en la
cabina de luz UV a 365 nm, encenderla y contar los pozos.
7.1.4. Después de realizar el conteo de los pozos positivos, tanto grandes como chicos,

determinar el valor por medio de la tabla entregada por el proveedor para el célculo de
NMP/100 mL. Si la muestra requirio de diluciones, se debe dividir el valor obtenido en la
tabla por el factor de dilucion, teniendo en cuenta lo siguiente:

DILUCION FACTOR DE DILUCION
10 | 0,1
102 0,01
103 0,001
10* | 0,0001
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10° | 0,00001

10° | 0,000001

107 | 0,0000001

8.

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

10.

CONTROL DE CALIDAD

Control positivo coliformes totales: Para este control se inoculan 100 mL de agua

destilada estéril con una cepa certificada de cualquier bacteria coliforme (por ejemplo

Enterobacter aerogenes) y se analiza e incuba como el resto de las muestras. Si no se

observan resultados positivos, repetir los analisis.

Control positivo de Escherichia coli: Para este control, se inoculan 100 mL de agua

destilada estéril con una cepa certificada de Escherichia coli y se analiza e incuba como

el resto de las muestras. Se deben observar resultados positivos para E. coli, es decir

fluorescencia. Si no se observan resultados positivos, repetir los analisis.

Control negativo: Para este control, se inoculan 100 mL de agua destilada estéril con

una cepa certificada de una bacteria no coliforme (por ejemplo Pseudomonas aureginosa)

y se analiza e incuba como el resto de las muestras. No debe haber reaccion positiva en

ningun pozo. Si se observan resultados positivos, repetir los analisis.

Control de esterilidad: Este control consiste en analizar 100 mL de agua destilada estéril

en las mismas condiciones de las muestras. Si se observa alguna reaccién positiva,

rechazar los resultados obtenidos y analizar nuevamente las muestras.

Duplicados: Se deben realizar duplicados al 10% de las muestras analizadas, y tener en

cuenta que se cubran todas las matrices. Los datos deben ser diligenciados en el formato
de criterio de precisién para microbiologia.

Control de guantes: Diariamente se debe tomar una muestra del guante del analista y

sembrarse en el medio de cultivo selectivo para el microorganismo de interés.

Sumergir el hisopo estéril en agua tamponada estéril.

Realizar un frotis por los guantes del analista.

Realizar un proceso de siembra masiva (movimiento de zic zac en todas las direcciones)
sobre el medio de cultivo de interés.

Incubar bajo las mismas condiciones de las muestras.

Si se observa crecimiento, rechazar todos los resultados obtenidos, tomar las acciones
pertinentes y pedir nuevamente las muestras para un nuevo analisis.

EVALUACION DEL METODO

MEDIDAS DE SEGURIDAD.

El personal del laboratorio debe conocer y cumplir todas las normas y reglamentos establecidos por
el area de HSEQ, de igual manera debe cumplir con el adecuado uso de los siguientes Elementos
de Proteccién Personal:

Bata

Gafas de seguridad
Antifluidos

Tapabocas y gorro o cofia
Guantes de nitrilo
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11.

Calzado adecuado.
DOCUMENTOS DE REFERENCIA.

American Public Health Association, American Water Works Association. Water

Environment Federation. “Standard Methods the examination of water and wastewater”. 2219 edition.

2012.

Inserto del kit para prueba de coliformes Colilert
Iddex Laboratories Inc. www.idexx.com/resource-library/water/colilert-procedure-en.pdf
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ANEXO C.

DETERMINACION DE COLIFORMES TERMOTOLERANTES (FECALES) POR EL METODO DE
FILTRACION POR MEMBRANA EN AGUAS

1. INTRODUCCION

Por medio de este documento, se implementa el procedimiento para el andlisis, determinacion y
cuantificaciéon de coliformes termotolerantes (fecales) en muestras de agua, por el método de
filtracion por membrana en el Laboratorio de Microbiologia de MCS CONSULTORIA Y MONITOREO
AMBIENTAL S.A.S. Este procedimiento se basa en el método SM-9222 D “Thermotolerant (fecal)
Coliform Mermbrane Filtration Procedure” del Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater, 22" Edition, 2012.

2. PRINCIPIO

El método consiste en determinar las unidades formadoras de colonia (UFC) de coliformes fecales
presentes en 100 mL de muestra ya sea por un volumen fijo o por medio de diluciones.

Los coliformes termotolerantes (también conocidos como fecales), son bacterias gram negativas que
fermentan la lactosa y producen gas a 44,5 °C, se encuentran en la materia fecal pero también se
han sido documentados en aguas ricas organicamente o climas tropicales en la ausencia o reciente
contaminacion fecal.

El medio de cultivo m-FC es un medio selectivo para aislamiento, diferenciaciéon y enumeracion de
coliformes fecales en aguas y liquidos en general mediante la técnica de filtracién por membrana.
Este medio contiene proteosa y triptosa que proveen vitaminas, nitrdgeno, minerales y aminoacidos
esenciales para el crecimiento de los microorganismos, de igual manera tiene extracto de levadura
el cual es una fuente de vitaminas del grupo B que son esenciales para el crecimiento bacteriano. El
azul de alanina actiia como indicador de pH; los coliformes por su actividad fermentadora de lactosa,
acidifican el medio y generan colonias azules mientras las bacterias no fermentadoras producen
colonias grises.

3. ALCANCE

Este método se puede ser usado para muestras de agua potable, superficial, subterranea, residuales
industriales, residuales domésticas y marinas.

4. DESARROLLO

4.1. MATERIALES Y EQUIPOS.

Balanza analitica.

Cajas de Petri de 60 X 15

Tubos tapa rosca de vidrio

Micropipetas de 100 — 1000 pL

Puntas estériles para micropipeta de 100 — 1000 pL
Horno de esterilizacion
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Plancha de calentamiento

Autoclave

Incubadora a 44,5°C +0,2 °C

Mechero

Pinzas metalicas en acero inoxidable
Membranas estériles con poro de 0,45 um y cuadricula
Equipo de filtracion por membrana
Contador de colonias

Vortex

Balanza analitica con capacidad de 210 gr
Cronometro

Nevera de medios de cultivo

Nevera de muestras

Lampara de luz UV

MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS.

Agar m-FC

Agua destilada

Acido rosdélico

Caldo EC

Caldo Lauryl Triptosa

Reactivo de Indol

Dihidrégeno fosfato de potasio (KH2POa4)
Cloruro de magnesio (MgClz)
Desinfectante en rotacion

e  Alcohol etilico al 70%

4.3.

PREPARACION DE REACTIVOS.

4.3.1. Diluyente agua peptonada:

5.

4.3.1.

Preparacion de la solucién stock de fosfato: Disolver 34 gr de dihidrégeno de potasio
(KH2PO4) en 500 mL de agua destilada y ajustar el pH en 7,2 + 0,5 con hidréxido de sodio
1IN (NaOH) y diluir a 1 L de agua destilada. Posterior a esto esterilizar en autoclave. Mantener
la solucién refrigerada y descartar si se observa turbidez.

Preparacion de la solucién de cloruro de magnesio: Disolver 81,1 gr de MgCl. . 6H20 6 38
gr/L de MgClz en 1 L de agua destilada. Esterilizar en autoclave. Mantener en refrigeracion
y descartar si se observa turbidez.

Preparacion de solucion de trabajo: Adicionar 1,25 ml de la solucién stock de fosfato y 5,0
mL de la solucidn stock de cloruro de magnesio a 1 L de agua destilada, teniendo en cuenta
que el pH final debe ser de 7,2. Dispensar 9 mL en tubos de 16 x 150 y esterilizar en
autoclave a 121 °C por 15 minutos. Mantener refrigerada la solucion y descartar si se
observa turbidez.

Agar m-FC
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Disolver 52 gr en 1 L de agua destilada, calentar mientras se disuelve completamente y adicionar 10
mL de una solucion 1% de acido rosélico preparado en NaOH 0,2 N; continuar calentando y agitando
por aproximadamente 1 minuto. NO AUTOCLAVAR.

Servir en cajas de Petri y refrigerar. Descartar los agares que no se usaron después de 2 semanas.

Para cada lote nuevo de medio, verificar minimo diez colonias obtenidas de muestras naturales para
asegurar la ausencia de falsos positivos.

4.3.2. Acido rosélico

Para la preparacion del acido rosoélico al 1% en NaOH 2N, partimos de una concentracion inicial del
85% y queremos un volumen de 1 L, usamos la formula:

V1C1 =V2C2
Despejando:

. v2c2
ToC1

Donde:

V1 = Volumen inicial

C1 = Concentracion inicial
V2 = Volumen final

C2 = Concentracioén final

~1000ml x 1%
B 85%

V1 =11,76 - Se deben agregar 11,76 gr de acido rosélico a 1 L de NaOH 0.2 N.
Para la solucién 0,2 N de NaOH se usa la siguiente regla de 3:

NaOH 1 N > 40 gr

NaOH 0,2 N > X

_02N.40gr
- 1N

X=8g¢gr

Para preparar una solucién 0,2 N de NaOH, se deben disolver 8 gr de NaOH (100%) en 1 L de agua
destilada.

Esta solucién no se debe esterilizar ya que puede descomponerse.

Refrigerar la solucion en oscuridad por maximo 2 semanas, o descartar antes si el color pasa a un
marron oscuro.
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En la mayoria de los casos el medio m-FC se puede utilizar sin la adicion del acido rosélico, siempre
y cuando no haya interferencia con el crecimiento de fondo, la cual se da generalmente en aguas
pluviales recogidas durante la primera escorrentia, después de un largo periodo de sequia.

5. PROCEDIMIENTO

5.1. Anélisis

5.1.1. Esterilizar el &rea por medio de la luz U.V. por 30 minutos.

5.1.2. Esteriliz_ar el equipo de filtracion por membrana, tal como se indica en el respectivo
instructivo.

5.1.3. Usar los EPP necesarios: uniforme antifluido, bata, gafas de seguridad y guantes.

5.1.4. Retirar el agua tamponada estéril y las muestras a analizar de la nevera, con el fin de

que se atemperen.

5.1.5. Encender el mechero y realizar las diluciones necesarias en agua tamponada,
dependiendo de la muestra, como se indica a continuacién:

o Sostener la muestra al lado del mechero e inclinarla en un angulo de 45°, agitarla
fuertemente con 25 movimientos de vaivén hacia arriba y hacia abajo, lo anterior con la
intencién de una buena homogenizacion de la muestra.

. Destapar la muestra evitando que la boca del recipiente tenga contacto con los guantes o
cualquier otro implemento.
. Con una micropipeta de 100 — 1000 pL (ajustada en 1000 uL y con puntas estreriles),

introducir la punta en la muestra (aproximadamente entre 1 y 3 mm) y tomar 1 mL de la
muestra; retirando la punta de la muestra pero sin sacarla del envase expulsar el mL recién
tomado y volver a tomar 1 mL de la muestra. Ver figura 1.

Preparacian Asplracidn Estabilizacian ispensado

el Sl EC~ .

Fig. 1. Uso de la micropipeta
Tomada de: http://avibert.blogspot.com/2011/08/buen-uso-y-cuidado-de-pipetas.html

. Tomar uno de los tubos de agua tamponada (debidamente marcado con el nimero de
muestra y la dilucion, en este caso 1*) y destaparlo al lado del mechero, flamear la boca del
tubo e introducir la punta de la micropipeta (sin tocar el liquidos) y vaciar su contenido.
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Tapar el tubo y descartar la punta usada en hipoclorito de sodio al 0,5%.

Tomar el tubo y ponerlo en el vortex por 15 segundos para que la muestra obtenga una
buena homogenizacion.

Para las siguientes diluciones (-1, -2, -3...... ) repetir el procedimiento desde el ultimo tubo.
Ver figura 2.

1mL 1mL 1mL 1mlL
1* -1 2 -3

5.2

5.2.1.
5.2.2.

5.2.3.

5.2.4,
5.25.

5.2.6.

5.2.7.

5.2.8.

5.2.9.

5.2.10.

5.2.11.

5.2.12.

Fig. 2: Diagrama de diluciones. Nota: Cada tubo tiene 9 mL de agua tamponada.

Fuente: El autor
Filtraciéon de la muestra

Armar el equipo de filtracion como se indica en el instructivo

Con unas pinzas estériles (sumergidas previamente en alcohol y flameadas en el
mechero) tomar una membrana de nitrocelulosa

Retirar el embudo del equipo de filtracién y situar la membrana sobre el portafiltros con
la cuadricula hacia arriba.

Colocar nuevamente el embudo, cerciorandose que quede bien asegurado.

Tomar el tubo de la dilucién a filtrar y llevarlo al vortex por 15 segundos, destaparlo y
flamear su boca. Seguido a esto retirar la tapa del embudo y verter la muestra o dilucion
y tapar nuevamente el embudo. NOTA: En el caso que se vaya a verter la muestra
directamente, homogenizarla mediante 25 movimientos de vaivén hacia arriba y hacia
abajo, ya que en este caso no aplica el uso del vortex.

Cuando se vayan a filtrar volimenes de muestras menores a 10 mL (diluida o sin diluir),
agregar primero un tubo de agua tamponada estéril al embudo, luego la muestra o
dilucién y seguido a esto 25 a 50 mL de agua tamponada estéril. Lo anterior se hace con
el animo de que haya una dispersion uniforme de la carga bacteriana sobre la
membrana.

Tapar el embudo, prender la bomba y abrir la llave para que se filtre la muestra, verificar
que se filtre la totalidad del volumen depositado en el embudo.

Agregar de 20 a 30 mL de agua tamponada estéril y seguir filtrando. Repetir este paso
2 veces mas para completar un total de tres lavados. Lo anterior para evitar la
contaminacion por arrastre.

Apagar la bomba, retirar el embudo y por medio de las pinzas estériles (previamente
sumergidas en alcohol y flameadas en el mechero), tomar la membrana de nitrocelulosa.
Colocar la membrana sobre el medio de cultivo m-FC con un movimiento de balanceo,
evitando que quede aire entre el medio de cultivo.

Destapar el embudo y adicionar agua hirviendo, dejar actuar por 2 minutos, prender la
bomba y dejar que evacue toda el agua. Lo anterior para esterilizar el embudo y evitar
la contaminacion.

Dejar aclimatar el embudo y repetir el procedimiento con una nueva muestra.
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Nota: Cuando se trabajen diluciones de la misma muestra, filtrar desde la mas diluida a la menos
diluida y no se realiza la purga con agua hirviendo entre diluciones sino en el momento de filtrar otra
muestra.

5.2.13. Dejar reposar por 30 minutos, invertir las cajas y llevar a incubar a 44,5 + 0,2°C por 24
* 2 horas.

6. CAPTURA DE DATOS

Los resultados obtenidos se deben registrar en el formato , indicando todos los datos

solicitados en el formato y de ser el caso las observaciones.

7. CALCULOS

7.1. Lectura

7.1.1. Una vez cumplido el tiempo de incubacion, retirar las cajas de la incubadora y
organizarlas por nimero de muestra y dilucion.

7.1.2. Se deben seleccionar las cajas que tengan entre 20 y 60 colonias y que no sobrepasen

las 200 colonias, pues es este el nimero ideal de colonias por caja debido al tamafio y
caracteristica de las colonias.

7.1.3. Realizar el conteo, usando el contador de colonias, de todas las colonias de distintos
tonos de azul (coliformes fecales) y descartar aquellas de color gris o crema.
7.1.4. Para determinar las UFC/100 mL, aplicar la siguiente formula:

NUmero de colonias azules

UFC coli les/100 mL = x 100
coliformes fecales/ m Volumen de muestra filtrada

Para el uso de la anterior ecuacion, tener en cuenta los siguientes volimenes de muestra por
dilucién:

I'>1mL
101> 0,1 mL
102 > 0.01 mL

102 > 0.001 mL
104 - 0.0001 mL
10 - 0.00001 mL

106 - 0.000001 mL
107 - 0.0000001 mL
10% - 0.00000001 mL

7.1.5. Al momento de filtrar 100 mL de muestra y no obtener recuento, reportar como <1
UFC/100 mL
7.1.6. Si se encuentra un crecimiento bacteriano muy alto y las colonias se superponen unas

a otras, es decir no se distinguen entre ellas, se reforma como confluente (Cte)
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7.1.7.

7.1.8.

7.1.9.

7.1.10.

Si en la membrana se tiene un nimero de colonias mayor a 200, se reportara como
TNTC, que por sus siglas en inglés quiere decir que es muy numeroso para contar.

En el caso en el que se tengan membranas con conteos por fuera del rango ideal, se
deben totalizar los conteos de todas las membranas y reportar como UFC/100 mL. Un
ejemplo es cuando se examina un volumen de 50 mL por duplicado y se obtienen
conteos de 5 coliformes fecales en una membrana y 3 coliformes fecales en la otra, para
este caso se reportara de la siguiente manera:

[(5+3) x 100]
(50 + 50)

=8UFC/100 mL

Si se filtran volimenes de 50, 25 y 10 mL y los conteos obtenidos son 15, 6 y <1
correspondientemente, se calculara el resultado sobre el valor mas cercano al rango
ideal de conteo y se reportar4d como estimado de la siguiente manera:

15 x 100

=0 =30UFC/100 mL E (Estimado)

En el caso en el que se filtren volimenes de 10, 1 y 0,1 mL y se presentan recuentos de
40, 9 y <1 respectivamente, para calcular las UFC/100 mL se toma el dato obtenido al
filtrar los 10 mL ya que el nimero de colonias se encuentra en el rango ideal:

40 x 100

=4 FC/1 L
10 00UFC/100m

7.1.11.

En el caso en el que se filtren los siguientes volumenes: 10, 1 y 0,1 mL y se obtengan
recuentos de TNTC, 150 y 92 colonias respectivamente, el volumen a tener en cuenta
es el de 0,1 mL ya que es el mas cercano al rango ideal y se reporta como estimado:

7.1.12.

8.

8.1.

8.2.

92 x 100

01 =92000UFC/100 mL E (Estimado)

Si en algin momento se filtraran diferentes volimenes como los siguientes: 1, 0,3, 0,1,
y 0,03 mL y se obtengan los siguientes conteos respectivamente: TNTC, TNTC, 56 y 21
colonias, entonces se suman los dos conteos que estan en el rango ideal y se divide por
la suma de los dos volumenes de la siguiente manera:

(56 + 21) x 100

=59 000 UFC/100 mL
(0,1 + 0,03) /100m

CONTROL DE CALIDAD

Blanco inicial y blanco final: Este control consiste en tomar el diluyente como si fuera
una muestra vy filtrar 100 mL; se debe colocar la membrana en un agar nutritivo (por
ejemplo R2A) e incubar en las mismas condiciones de las muestras analizadas. Este
control debe realizarse al inicio de las siembras y al final. Si se observa crecimiento, se
deben invalidar los datos obtenidos de las muestras analizadas, solicitar nuevas muestras
y volver a analizar.

Control de contaminacion por coliformes: Para este control, se deben tomar 30 mL de
diluyente vy filtrarlo. Se coloca la membrana en medio m-FC y se incuba al igual que las
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8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

8.7.

otras muestras. Este control se debe realizar al inicio y al final de todo el proceso de
filtracién. Si se observa crecimiento se deben rechazar todos los resultados obtenidos y
solicitar nuevas muestras para su nuevo analisis.
Control de contaminacion cruzada: Este control consiste en filtrar 100 mL de diluyente
cada diez muestras e incubar a las mismas condiciones. El objetivo de este control es
verificar que no hay contaminacion cruzada entre muestras y que el agua tamponada esta
estéril. Si se llega a observar crecimiento, rechazar todos los resultados obtenidos y
solicitar nuevamente las muestras para su analisis.
Control de esterilidad por lote de muestras: Para este control se debe tomar una caja
al azar del medio de cultivo a usar e incubar en las mismas condiciones de las muestras.
Este control se lleva a cabo para evidenciar que el medio de cultivo se encuentra estéril.
Si se observa crecimiento se deben rechazar los datos obtenidos y pedir las muestras
nuevamente para su analisis.
Duplicados: Se deben realizar duplicados al 10% de las muestras analizadas, y tener en
cuenta que se cubran todas las matrices. Los datos deben ser diligenciados en el formato
de criterio de precisién para microbiologia.
Control de conteo individual: Mensualmente, cada analista debe contar las colonias de
una misma caja positiva y la variabilidad de estos conteos no puede ser mayor al 5%.
Registrar los datos en el formato
Control de conteo entre microbiélogos: Mensualmente, dos analistas deben contar las
colonias de una misma caja con resultado positivo; la variabilidad de estos conteos no
debe ser mayor al 10%. Registrar los datos en el formato

Nota: Si en uno de los dos puntos anteriores, se supera el limite de variabilidad, el coordinador del
area debe recapacitar a los microbi6logos en la lectura de resultados.

8.8.

8.9.

8.9.1.

8.9.2.

8.9.3.

8.9.4.

8.9.5.

Control de guantes: Diariamente se debe tomar una muestra del guante del analista y
sembrarse en el medio de cultivo que se estd usando en el momento de la siguiente
manera:

Sumergir el hisopo estéril en agua tamponada estéril.

Realizar un frotis por los guantes del analista.

Realizar un proceso de siembra masiva (movimiento de zic zac en todas las direcciones)
sobre el medio de cultivo de interés.

Incubar bajo las mismas condiciones de las muestras.

Si se observa crecimiento, rechazar todos los resultados obtenidos, tomar las acciones
pertinentes y pedir nuevamente las muestras para un nuevo analisis.

Verificacion de colonias (Realizar mensualmente): Para este control se deben tomar 5
colonias tipicas y confirmarse en caldo lauryl triptosa y en caldo EC de la siguiente
manera:

Con un asa estéril, tomar cada colonia e inocular el tubo con caldo lauryl triptosa.
Incubar los tubos a 35 + 0,5 °C por 24 + 2 horas y revisar la produccién de gas y/o la
produccion de acido por el viraje de color del medio de cultivo a color amarillo. Si no se
observa ninguna de las dos reacciones, dejar incubando por otras 24 horas.

Tomar los tubos que muestren produccién de gas y/o produccién de acido, agitarlos
suavemente y transferir con un asa estéril al medio de cultivo EC.

Pasados 30 minutos de la inoculacién, pasar los tubos a un bafio a 44,5 + 0,2 °C por 24
* 2 horas.

Si se observa produccion de gas y crecimiento en los tubos, el resultado es positivo para
coliformes termotolerantes. Si no se observa produccion de gas con poco o nulo
crecimiento, se considera negativa la prueba para coliformes termotolerantes. Por Ultimo
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si se observa crecimiento sin produccién de gas, se debe tomar con un asa estéril y
pasar a otro medio de cultivo (por ejemplo LMX).

Para la confirmacion de colonias negativas, realizar los pasos 8.9.1 a 8.9.2 en donde no debe haber
ni produccién de gas ni produccién de acido.

8.10. Controles positivos y negativos: Este control consiste en que por cada lote de medio
de cultivo preparado, realizar una siembra masiva con el microorganismo de interés
(control positivo) y otra con un microorganismo de interferencia (control negativo), incubar
en las mismas condiciones de las muestras y tener en cuenta lo siguiente:

. Si hay crecimiento del microorganismo de interés (control positivo), y no se observa
crecimiento del microorganismo de interferencia (control negativo) el lote se aprueba.

. Si no hay crecimiento del microorganismo de interés, el lote se debe rechazar al igual que
todos los datos obtenidos con ese lote de medio de cultivo.

. Si se observa crecimiento del microorganismo de interferencia (control negativo), el lote se

debe rechazar al igual que todos los datos obtenidos con ese lote de medio de cultivo.

9. EVALUACION DEL METODO

10. MEDIDAS DE SEGURIDAD.

El personal del laboratorio debe conocer y cumplir todas las normas y reglamentos establecidos por
el &rea de HSEQ, de igual manera debe cumplir con el adecuado uso de los siguientes Elementos
de Proteccién Personal:

Bata

Gafas de seguridad
Antifluidos

Tapabocas y gorro o cofia
Guantes de nitrilo
Calzado adecuado.

11. DOCUMENTOS DE REFERENCIA.

. American Public Health Association, American Water Works Association. Water
Environment Federation. “Standard Methods the examination of water and wastewater”. 22st edition.
2012.

. NTC 4772:2008. Calidad del Agua. Deteccién y Recuento de Escherichia coli y de Bacterias
Coliformes. Parte 1. Método de Filtracion Por Membrana.
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ANEXO D.

ENUMERACION DE COLIFORMES FECALES POR EL METODO DE NUMERO MAS
PROBABLE (NMP/100 mL), TECNOLOGIA DE SUSTRATO ENZIMATICO COLILERT
MODIFICADO

1. INTRODUCCION

Por medio de este documento, se implementa el procedimiento para el analisis, determinacion y
cuantificacion de coliformes fecales en muestras de agua, por el método de nimero mas probable
en el Laboratorio de Microbiologia de MCS CONSULTORIA Y MONITOREO AMBIENTAL S.A.S.
Este procedimiento se basa en el método SM-9223 B “Enzyme Substrate Coliform Test” del Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater, 22" Edition, 2012; el cual se modifica para
el andlisis de coliformes fecales.

2. PRINCIPIO

El método consiste en determinar el nUmero méas probable (NMP) de coliformes fecales presentes
en 100 mL de muestra ya sea por un volumen fijo o por medio de diluciones.

Las bacterias coliformes totales producen una enzima llamada la 3-D-galactosidasa, la cual es capaz
de unirse e hidrolizar ciertos sustratos cromogénicos como los son el orto-nitrofenil-B-D-
galactopiranosida (ONPG) o el clorofenol rojo-f3-D-galactopiranosida (CPRG). Esta hidrélisis genera
un cambio de color, lo cual indica una prueba positiva para bacterias coliformes totales.

Las bacterias coliformes fecales pertenecen al grupo de coliformes totales, son bacilos gram
negativos, no esporulados, que fermentan la lactosa y producen gas a una temperatura de 44,5 +
0,2°C

3. ALCANCE

Este método se puede ser usado para muestras de agua potable, superficial, subterranea, residuales
industriales, residuales domésticas y marinas.

4. DESARROLLO

4.1. MATERIALES Y EQUIPOS.

Mechero

Frascos de vidrio con capacidad de 100 mL
Micropipeta de 1 a 10 mL

Puntas estériles para micropipeta de 1 a 10 mL
Probeta de vidrio de 100 mL

Dispositivo Quanti-Tray/2000

Comparador Quanti-Tray/2000

Tabla de NMP IDDEX Quanti-Tray/2000
Sellador Quanti-Tray

Lampara de luz UV
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e  Autoclave

5.1.

51.1.

5.1.2.

5.1.3.

5.1.4.

Incubadora a 44,5 + 0,2°C

MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS.

Reactivo Colilert

Agua destilada estéril
Desinfectante en rotacion
Alcohol etilico al 70%

PREPARACION DE REACTIVOS.

El reactivo Colilert es un polvo que viene en presentacion por ampolletas para ser agregados
a 100 mL de muestra (0o muestra y agua en el caso de las diluciones).

PROCEDIMIENTO
Anélisis
Esterilizar el area por medio de la luz U.V. por 30 minutos.
Usar los EPP necesarios: uniforme antifluido, bata, gafas de seguridad y guantes.
Retirar las muestras a analizar de la nevera, con el fin de que se atemperen.

Encender el mechero y realizar las diluciones necesarias en agua destilada estéril,
dependiendo de la muestra, como se indica a continuacion:

Sostener la muestra al lado del mechero e inclinarla en un angulo de 45°, agitarla
fuertemente con 25 movimientos de vaivén hacia arriba y hacia abajo, lo anterior con la
intencién de una buena homogenizacion de la muestra.

Destapar la muestra evitando que la boca del recipiente tenga contacto con los guantes o
cualquier otro implemento.

Con una micropipeta de 1 — 10 mL (ajustada en 10 mL y con puntas estériles), introducir la
punta en la muestra (entre 1 y 3 mm) y tomar 10 mL de la muestra; retirando la punta de la
muestra pero sin sacarla del envase expulsar los 10 mL recién tomados y volver a tomar 10
mL de la muestra. Ver figura 1.
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Preparacian Aspiracitn Estabilizacidn spensado

L T | S

Fig. 1. Uso de la micropipeta
Tomada de: http://avibert.blogspot.com/2011/08/buen-uso-y-cuidado-de-pipetas.html

. Tomar uno de los frascos con agua destilada estéril (debidamente marcado con el nimero
de muestra y la dilucién, en este caso 10) y destaparlo al lado del mechero, flamear la boca
del frasco e introducir la punta de la micropipeta (sin tocar el liquido) y vaciar su contenido.

. Tapar el frasco y descartar la punta usada en hipoclorito de sodio al 0,5%.
. Tomar el frasco y agitarlo para que la muestra obtenga una buena homogenizacion.
. En el caso en el que se deban realizar mas diluciones y de igual manera sembrar la diluciéon

101, esta se debe realizar por duplicado, pues una se usara en la siembra y la otra para
realizar la siguiente dilucién.

. Para las siguientes diluciones (-1, -2, -3...... ) repetir el procedimiento desde el dltimo frasco.

Ver figura 2.
— > >
10 mL 10 mL 10 mL
-1 -2 -3

Fig. 2: Diagrama de diluciones. Nota: Cada frasco tiene 90 mL de agua destilada estéril.
Fuente: El autor

5.2. Adicién de Colilert y sellamiento

5.2.1. Tomar una ampolleta, abrirla y agregarla a los 100 mL de muestra o dilucién, como se
indica en la figura 3.
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Fig 3: Adicién del reactivo colilert en la muestra. Fuente: IDDEX Laboratories Inc.
www.idexx.com/resource-library/water/colilert-procedure-en.pdf

5.2.2. Tapar la muestra y agitar hasta que se disuelva el reactivo por completo.

5.2.3. Tomar el dispositivo Quanti-Tray/2000 debidamente marcado con el nimero de muestra
y su dilucién y agregar la mezcla de la muestra con el reactivo colilert como se indica en
la figura 4.

Fig 4. Adicion de la mezcla de muestra y reactivo colilert al dispositivo Quanti-Tray/2000. Fuente:
IDDEX Laboratories Inc. www.idexx.com/resource-library/water/colilert-procedure-en.pdf

5.2.4, Golpear los pocillos pequefios para eliminar las burbujas y dejar reposar un momento.

5.2.5. Colocar el dispositivo Quanti-Tray/2000 sobre el portadispositivo especial de goma,
colocarlo sobre la bandeja del sellador Qunati-Tray 2X, (las celdas deben ir boca abajo),
y pasarlo por el equipo para que se selle, como se indica en la figura 5.
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Fig 5. Sellado de la muestra. Fuente: IDDEX Laboratories Inc. Inserto kit de Colilert para prueba.

5.2.6. Tomar las bandejas selladas y llevarlas a la incubadora a 44,5 +£0,2°C por 24 horas.

6. CAPTURA DE DATOS

Los resultados obtenidos se deben registrar en el formato
solicitados en el formato y de ser el caso las observaciones.

, indicando todos los datos

7. CALCULOS

7.1. Lectura

7.1.1. Luego de cumplidas las 24 horas de incubacion, retirar los dispositivos Quanti-Tray/2000

de la incubadora

7.1.2. Contar los pozos positivos grandes y pequefios segun lo siguiente:

. Si el color del pozo es igual 0 mas amarillo que el del comparador, es positivo para coliformes
fecales.

. Si el color del pozo es menos amarillo que el del comparador, este es negativo para

coliformes fecales.

7.1.3. Después de realizar el conteo de los pozos positivos, tanto grandes como chicos,
determinar el valor por medio de la tabla entregada por el proveedor para el célculo de
NMP/100 mL. Si la muestra requirié de diluciones, se debe dividir el valor obtenido en la
tabla por el factor de dilucién, teniendo en cuenta lo siguiente:

DILUCION FACTOR DE DILUCION
10 0,1
102 0,01
10° 0,001
10* | 0,0001
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10° | 0,00001

10° | 0,000001

107 | 0,0000001

8.

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

10.

El personal del laboratorio debe conocer y cumplir todas las normas y reglamentos establecidos por
el &rea de HSEQ, de igual manera debe cumplir con el adecuado uso de los siguientes Elementos

CONTROL DE CALIDAD

Control positivo coliformes fecales: Para este control se inoculan 100 mL de agua

destilada estéril con una cepa certificada de cualquier bacteria coliforme fecal (por

ejemplo Klebsiella pneumoniae) y se analiza e incuba como el resto de las muestras. Si

no se observan resultados positivos, repetir los analisis.

Control negativo: Para este control, se inoculan 100 mL de agua destilada estéril con

una cepa certificada de una bacteria no coliforme (por ejemplo Pseudomonas aureginosa)

y se analiza e incuba como el resto de las muestras. No debe haber reaccién positiva en

ningln pozo. Si se observan resultados positivos, repetir los andlisis.

Control de esterilidad: Este control consiste en analizar 100 mL de agua destilada estéril

en las mismas condiciones de las muestras. Si se observa alguna reaccién positiva,

rechazar los resultados obtenidos y analizar nuevamente las muestras.

Duplicados: Se deben realizar duplicados al 10% de las muestras analizadas, y tener en

cuenta que se cubran todas las matrices. Los datos deben ser diligenciados en el formato
de criterio de precision para microbiologia.

Control de guantes: Diariamente se debe tomar una muestra del guante del analista y

sembrarse en el medio de cultivo selectivo para el microorganismo de interés.

Sumergir el hisopo estéril en agua tamponada estéril.
Realizar un frotis por los guantes del analista.
Realizar un proceso de siembra masiva (movimiento de zic zac en todas las direcciones)

sobre el medio de cultivo de interés.

Incubar bajo las mismas condiciones de las muestras.
Si se observa crecimiento, rechazar todos los resultados obtenidos, tomar las acciones

pertinentes y pedir nuevamente las muestras para un nuevo analisis.

EVALUACION DEL METODO

MEDIDAS DE SEGURIDAD.

de Proteccion Personal:

Bata

Gafas de seguridad
Antifluidos

Tapabocas y gorro o cofia
Guantes de nitrilo
Calzado adecuado.

DOCUMENTOS DE REFERENCIA.
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. American Public Health Association, American Water Works Association. Water
Environment Federation. “Standard Methods the examination of water and wastewater”. 22 edition.
2012.

. Inserto del kit para prueba de coliformes Colilert

. Iddex Laboratories Inc. www.idexx.com/resource-library/water/colilert-procedure-en.pdf

83



http://www.idexx.com/resource-library/water/colilert-procedure-en.pdf

ANEXO E.

DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE HETEROTROFOS POR LA TECNICA DE
FILTRACION DE MEMBRANA

1. INTRODUCCION

Por medio de este documento, se implementa el procedimiento para el analisis, determinacion y
cuantificacién de bacterias heterotrofas en muestras de agua, por el método de filtracion por
membrana en el Laboratorio de Microbiologia de MCS CONSULTORIA Y MONITOREO AMBIENTAL
S.A.S. Este procedimiento se basa en el método SM-9215 D “Heterotrophic Plate Count, Membrane
Filter Method” del Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 22" Edition,
2012.

2. PRINCIPIO

El método consiste en determinar las unidades formadoras de colonia (UFC) de coliformes totales y
Escherichia coli presentes en 100 mL de muestra ya sea por un volumen fijo o por medio de
diluciones.

El grupo de coliformes estd compuesto por un gran nimero de géneros de bacterias, pertenecientes
a la familia Enterobacteriaceae. Este grupo se define como bacilos anaerobios facultativos, gram
negativos no formadores de esporas que fermentan la lactosa con produccién de gas y acido a 35°C.

El medio de cultivo m-ColiBlue 24 permite la deteccion simultanea de coliformes totales y Escherichia
coli en 24 horas. En su composicidn tiene un indicador enzimético que permite el crecimiento de
coliformes totales de color rojo, mientras que el crecimiento de E. coli se da en color azul.

3. ALCANCE

Este método se puede ser usado para muestras de agua potable, superficial, subterranea, residuales
industriales, residuales domésticas y marinas.

4. DESARROLLO

4.1. MATERIALES Y EQUIPOS.

Cajas de Petri de 60 X 15

Balanza analitica.

Tubo tapa rosca de vidrio
Micropipetas de 100 — 1000 pL
Puntas estériles para micropipeta de 100 — 1000 pL
Horno de esterilizacion

Plancha de calentamiento

Autoclave

Incubadoraa 35°C +£0,5°C

Equipo de filtracién por membrana
Mechero

Pinzas metalicas en acero inoxidable
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Membranas estériles con poro de 0,45 um, cuadricula y pad absorbente.
Contador de colonias

Vortex

Balanza analitica con capacidad de 210 gr

Cronometro

Nevera de medios de cultivo

Nevera de muestras

Lampara de luz UV

»
n

MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS.

Medio de cultivo m-ColiBlue 24

Agua destilada

Dihidrégeno fosfato de potasio (KH2POa)
Cloruro de magnesio (MgClz)
Desinfectante en rotacién

Alcohol etilico al 70%

4.3. PREPARACION DE REACTIVOS.
4.3.1. Diluyente agua tamponada:

. Preparacion de la solucion stock de fosfato: Disolver 34 gr de dihidrégeno de potasio
(KH2PO4) en 500 mL de agua destilada y ajustar el pH en 7,2 + 0,5 con hidréxido de
sodio 1IN (NaOH) y diluir a 1 L de agua destilada. Posterior a esto esterilizar en
autoclave. Mantener la solucion refrigerada y descartar si se observa turbidez.

. Preparacion de la solucién de cloruro de magnesio: Disolver 81,1 gr de MgClz . 6H20
0 38 gr/L de MgCl2 en 1 L de agua destilada. Esterilizar en autoclave. Mantener en
refrigeracion y descartar si se observa turbidez.

. Preparacion de solucion de trabajo: Adicionar 1,25 ml de la solucién stock de fosfato
y 5,0 mL de la solucién stock de cloruro de magnesio a 1 L de agua destilada,
teniendo en cuenta que el pH final debe ser de 7,2. Dispensar 9 mL en tubos de 16
x 150 y esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 minutos. Mantener refrigerada la
solucién y descartar si se observa turbidez.

4.3.2. Medio de cultivo m-ColiBlue 24

Agitar suavemente el frasco o las ampolletas invirtiéndose dos o tres veces. Dispensar
(aproximadamente 2,0 mL o una ampolleta) sobre el pad absorbente y tapar la caja de Petri.

Para cada lote nuevo de medio, realizar un control positivo y uno negativo.

5. PROCEDIMIENTO
5.1. Analisis
5.1.1. Esterilizar el area por medio de la luz U.V. por 30 minutos.
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5.1.2. Esterilizar el equipo de filtraciobn por membrana, tal como se indica en el respectivo

instructivo.
5.1.3. Usar los EPP necesarios: uniforme antifluido, bata, gafas de seguridad y guantes.
5.1.4. Retirar el agua tamponada estéril y las muestras a analizar de la nevera, con el fin de

que se atemperen.

5.1.5. Cerca al mechero, destapar las cajas de Petri y con las pinzas estériles previamente
sumergidas en alcohol y flameadas, colocar en cada una un pad absorbente.

5.1.6. Agitar las ampolletas o el frasco del caldo m-ColiBlue 24 y dispensar 2 mL del mismo (o
una ampolleta) por cada pad.

5.1.7. Encender el mechero y realizar las diluciones necesarias en agua tamponada,
dependiendo de la muestra, como se indica a continuacion:

. Sostener la muestra al lado del mechero e inclinarla en un angulo de 45°, agitarla
fuertemente con 25 movimientos de vaivén hacia arriba y hacia abajo, lo anterior con la
intencién de una buena homogenizacion de la muestra.

. Destapar la muestra evitando que la boca del recipiente tenga contacto con los guantes o
cualquier otro implemento.
. Con una micropipeta de 100 — 1000 pL (ajustada en 1000 uL y con puntas estreriles),

introducir la punta en la muestra (aproximadamente entre 1 y 3 mm) y tomar 1 mL de la
muestra; retirando la punta de la muestra pero sin sacarla del envase expulsar el mL recién
tomado y volver a tomar 1 mL de la muestra. Ver figura 1.

Freparachon a5 FEiban Estabilizacidn Cispemnsaso

A S, &

Fig. 1. Uso de la micropipeta
Tomada de: http://avibert.blogspot.com/2011/08/buen-uso-y-cuidado-de-pipetas.html

. Tomar uno de los tubos de agua tamponada (debidamente marcado con el numero de
muestra y la dilucion, en este caso 1*) y destaparlo al lado del mechero, flamear la boca del
tubo e introducir la punta de la micropipeta (sin tocar el liquidos) y vaciar su contenido.

. Tapar el tubo y descartar la punta usada en hipoclorito de sodio al 0,5%.

. Tomar el tubo y ponerlo en el vortex por 15 segundos para que la muestra obtenga una
buena homogenizacion.
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5.2.

5.2.1.
5.2.2.

5.2.3.

5.2.4,
5.25.

5.2.6.

5.2.7.

5.2.8.

5.2.9.

5.2.10.

5.2.11.

5.2.12.

Para las siguientes diluciones (-1, -2, -3...... ) repetir el procedimiento desde el ultimo tubo.
Ver figura 2.

1mL 1mL 1mL 1mlL
1* -1 2 -3

Fig. 2: Diagrama de diluciones. Nota: Cada tubo tiene 9 mL de agua tamponada.

Fuente: El autor
Filtracion de la muestra

Armar el equipo de filtracion como se indica en el instructivo

Con unas pinzas estériles (sumergidas previamente en alcohol y flameadas en el
mechero) tomar una membrana de nitrocelulosa

Retirar el embudo del equipo de filtracion y situar la membrana sobre el portafiltros con
la cuadricula hacia arriba.

Colocar nuevamente el embudo, cerciorandose que quede bien asegurado.

Tomar el tubo de la dilucién a filtrar y llevarlo al vortex por 15 segundos, destaparlo y
flamear su boca. Seguido a esto retirar la tapa del embudo y verter la muestra o dilucion
y tapar nuevamente el embudo. NOTA: En el caso que se vaya a verter la muestra
directamente, homogenizarla mediante 25 movimientos de vaivén hacia arriba y hacia
abajo, ya que en este caso no aplica el uso del vortex.

Cuando se vayan a filtrar volimenes de muestras menores a 10 mL (diluida o sin diluir),
agregar primero un tubo de agua tamponada estéril al embudo, luego la muestra o
dilucién y seguido a esto 25 a 50 mL de agua tamponada estéril. Lo anterior se hace con
el animo de que haya una dispersion uniforme de la carga bacteriana sobre la
membrana.

Tapar el embudo, prender la bomba y abrir la llave para que se filtre la muestra, verificar
que se filtre la totalidad del volumen depositado en el embudo.

Agregar de 20 a 30 mL de agua tamponada estéril y seguir filtrando. Repetir este paso
2 veces mas para completar un total de tres lavados. Lo anterior para evitar la
contaminacion por arrastre.

Apagar la bomba, retirar el embudo y por medio de las pinzas estériles (previamente
sumergidas en alcohol y flameadas en el mechero), tomar la membrana de nitrocelulosa.
Colocar la membrana sobre el pad empapado del medio m-ColiBlue24 con un
movimiento de balanceo, evitando que quede aire entre el medio de cultivo.

Destapar el embudo y adicionar agua hirviendo, dejar actuar por 2 minutos, prender la
bomba y dejar que evacue toda el agua. Lo anterior para esterilizar el embudo y evitar
la contaminacion.

Dejar aclimatar el embudo y repetir el procedimiento con una nueva muestra.
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Nota: Cuando se trabajen diluciones de la misma muestra, filtrar desde la mas diluida a la menos
diluida y no se realiza la purga con agua hirviendo entre diluciones sino en el momento de filtrar otra
muestra.

5.2.13. Dejar reposar por 30 minutos, invertir las cajas y llevar a incubar a 35 + 0,5°C por 24
horas.

6. CAPTURA DE DATOS

Los resultados obtenidos se deben registrar en el formato , indicando todos los datos

solicitados en el formato y de ser el caso las observaciones.

7. CALCULOS

7.1. Lectura

7.1.1. Una vez cumplido el tiempo de incubacion, retirar las cajas de la incubadora y
organizarlas por nimero de muestra y dilucion.

7.1.2. Se deben seleccionar las cajas que tengan entre 20 y 80 colonias y que no sobrepasen

las 200 colonias para el caso de coliformes totales, para el caso de E. coli se deben
seleccionar las que tengan entre 20 y 60 colonias y no mas de 200; pues es este el
namero ideal de colonias por caja debido al tamafio y caracteristica de las colonias.

7.1.3. Realizar el conteo, usando el contador de colonias, de todas las colonias teniendo en
cuenta las siguientes caracteristicas:

Colonias rojas, azules y purpura > Coliformes totales.
Colonias azules y purpura - Escherichia coli.

7.1.4. Para determinar las UFC/100 mL, aplicar las siguientes formulas:

. Numero de colonias rojas,azules y purpura
UFC coliformes totales/100 mL = - x 100
Volumen de muestra filtrada

Lo . Numero de colonias azules y purpura
UFC Escherichiacoli/100 mL = ~ - x 100
Volimen de muestra filtrada

Para el uso de las anteriores ecuaciones, tener en cuenta los siguientes volimenes de muestra por
dilucién:

I'>1mL
101> 0,1 mL
102> 0.01 mL

103 - 0.001 mL
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7.1.5.

7.1.6.

7.1.7.

7.1.8.

7.1.9.

7.1.10.

7.1.11.

7.1.12.

104 - 0.0001 mL
10° - 0.00001 mL
10 - 0.000001 mL
107 - 0.0000001 mL
10 - 0.00000001 mL

Al momento de filtrar 100 mL de muestra y no obtener recuento, reportar como <1
UFC/100 mL

Si se encuentra un crecimiento bacteriano muy alto y las colonias se superponen unas
a otras, es decir no se distinguen entre ellas, se reforma como confluente (Cte)

Si en la membrana se tiene un nimero de colonias mayor a 200, se reportara como
TNTC, que por sus siglas en inglés quiere decir que es muy numeroso para contar.

En el caso en el que se tengan membranas con conteos por fuera del rango ideal, se
deben totalizar los conteos de todas las membranas y reportar como UFC/100 mL. Un
ejemplo es cuando se examina un volumen de 50 mL por duplicado y se obtienen
conteos de 5 coliformes totales en una membrana y 3 coliformes totales en la otra, para
este caso se reportara de la siguiente manera:

[(5+3) x 100]
(50 + 50)

=8UF(C/100 mL

Si se filtran volimenes de 50, 25 y 10 mL y los conteos obtenidos son 15, 6 y <1
correspondientemente, se calculara el resultado sobre el valor mas cercano al rango
ideal de conteo y se reportar4d como estimado de la siguiente manera:

15 x 100

=0 =30UFC/100 mL E (Estimado)

En el caso en el que se filtren volimenes de 10, 1 y 0,1 mL y se presentan recuentos de
40, 9 y <1 respectivamente, para calcular las UFC/100 mL se toma el dato obtenido al
filtrar los 10 mL ya que el nimero de colonias se encuentra en el rango ideal:

40 x 100

= 400 UFC/100 mL
5 00 UFC/100 m

En el caso en el que se filtren los siguientes volimenes: 10, 1 y 0,1 mL y se obtengan
recuentos de TNTC, 150 y 92 colonias respectivamente, el volumen a tener en cuenta
es el de 0,1 mL ya que es el mas cercano al rango ideal y se reporta como estimado:

92 x 100

o1 = 92000 UFC/100 mL E (Estimado)

Si en algtn momento se filtraran diferentes volimenes como los siguientes: 1, 0,3, 0,1,
y 0,03 mL y se obtengan los siguientes conteos respectivamente: TNTC, TNTC, 56y 21
colonias, entonces se suman los dos conteos que estan en el rango ideal y se divide por
la suma de los dos volumenes de la siguiente manera:

(56 + 21) x 100
(0,1 + 0,03)

=59 000UFC/100 mL
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8. CONTROL DE CALIDAD

8.1. Blanco inicial y blanco final: Este control consiste en tomar el diluyente como si fuera
una muestra y filtrar 100 mL; se debe colocar la membrana en un agar nutritivo (por
ejemplo R2A) e incubar en las mismas condiciones de las muestras analizadas. Este
control debe realizarse al inicio de las siembras y al final. Si se observa crecimiento, se
deben invalidar los datos obtenidos de las muestras analizadas, solicitar nuevas muestras
y volver a analizar.

8.2. Control de contaminacién por coliformes: Para este control, se deben tomar 30 mL de
diluyente vy filtrarlo. Se coloca la membrana en medio m-ColiBlue24 y se incuba al igual
que las otras muestras. Este control se debe realizar al inicio y al final de todo el proceso
de filtracion. Si se observa crecimiento se deben rechazar todos los resultados obtenidos
y solicitar nuevas muestras para su nuevo analisis.

8.3. Control de contaminacion cruzada: Este control consiste en filtrar 200 mL de diluyente
cada diez muestras e incubar a las mismas condiciones. El objetivo de este control es
verificar que no hay contaminacion cruzada entre muestras y que el agua tamponada esta
estéril. Si se llega a observar crecimiento, rechazar todos los resultados obtenidos y
solicitar nuevamente las muestras para su analisis.

8.4. Control de esterilidad por lote de muestras: Para este control se debe tomar una caja
al azar del medio de cultivo a usar e incubar en las mismas condiciones de las muestras.
Este control se lleva a cabo para evidenciar que el medio de cultivo se encuentra estéril.
Si se observa crecimiento se deben rechazar los datos obtenidos y pedir las muestras
nuevamente para su anlisis.

8.5. Duplicados: Se deben realizar duplicados al 10% de las muestras analizadas, y tener en
cuenta que se cubran todas las matrices. Los datos deben ser diligenciados en el formato

de criterio de precision para microbiologia.

8.6. Control de conteo individual: Mensualmente, cada analista debe contar las colonias de
una misma caja positiva y la variabilidad de estos conteos no puede ser mayor al 5%.
Registrar los datos en el formato

8.7. Control de conteo entre microbiélogos: Mensualmente, dos analistas deben contar las
colonias de una misma caja con resultado positivo; la variabilidad de estos conteos no
debe ser mayor al 10%. Registrar los datos en el formato

Nota: Si en uno de los dos puntos anteriores, se supera el limite de variabilidad, el coordinador del
area debe recapacitar a los microbi6logos en la lectura de resultados.

8.8. Control de guantes: Diariamente se debe tomar una muestra del guante del analista y
sembrarse en el medio de cultivo que se estda usando en el momento de la siguiente
manera:

. Sumergir el hisopo estéril en agua tamponada estéril.

. Realizar un frotis por los guantes del analista.

. Realizar un proceso de siembra masiva (movimiento de zic zac en todas las direcciones)

sobre el medio de cultivo de interés.

. Incubar bajo las mismas condiciones de las muestras.

. Si se observa crecimiento, rechazar todos los resultados obtenidos, tomar las acciones

pertinentes y pedir nuevamente las muestras para un nuevo analisis.
8.9. Verificacion de colonias de coliformes totales (Realizar mensualmente): Para este
control se deben tomar 5 colonias tipicas y confirmarse en caldo lauryl triptosa de la
siguiente manera:

8.9.1. Con un asa estéril, tomar cada colonia e inocular el tubo con caldo lauryl triptosa.
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8.9.2. Incubar los tubos a 35 + 0,5 °C por 48 * 2 horas y revisar la produccion de gas y/o la
produccion de acido por el viraje de color del medio de cultivo a color amarillo.

8.9.3. Tomar los tubos que muestren produccion de gas y/o produccion de acido, agitarlos
suavemente y transferir con un asa estéril al caldo verde bilis brillante lactosa.

8.9.4. Incubar los tubos a 35 £ 0.5°C por 48 + 3 horas.

8.9.5. Si se observa produccién de gas, la prueba es positiva para coliformes totales.

8.10. Verificacion de colonias de Escherichia coli (Realizar mensualmente): Para este

control se deben repetir los numerales 8.9.1 y 8.9.2., posteriormente realizar los
siguientes pasos:

8.10.1. Tomar los tubos que muestren produccion de gas y/o produccion de acido, agitarlos
suavemente y transferir con un asa estéril al medio de cultivo EC - MUG.

8.10.2. Incubar los tubos a 44,5 £ 0.2°C por 24 + 2 horas.

8.10.3. Leer los tubos con luz UV. La presencia de fluorescencia azul indica la prueba positiva

para Escherichia coli.

Nota: Para las confirmaciones anteriormente descritas, también es valido usar sistemas multi test
comerciales para Enterobateriaceae que incluya fermentacién de lactosa y/o B-galactosidasa.

8.11. Controles positivos y negativos: Este control consiste en que por cada lote de medio
de cultivo preparado, realizar una siembra masiva con el microorganismo de interés
(control positivo) y otra con un microorganismo de interferencia (control negativo), incubar
en las mismas condiciones de las muestras y tener en cuenta lo siguiente:

. Si hay crecimiento del microorganismo de interés (control positivo), y no se observa
crecimiento del microorganismo de interferencia (control negativo) el lote se aprueba.

. Si no hay crecimiento del microorganismo de interés, el lote se debe rechazar al igual que
todos los datos obtenidos con ese lote de medio de cultivo.

. Si se observa crecimiento del microorganismo de interferencia (control negativo), el lote se

debe rechazar al igual que todos los datos obtenidos con ese lote de medio de cultivo.

9. EVALUACION DEL METODO

10. MEDIDAS DE SEGURIDAD.

El personal del laboratorio debe conocer y cumplir todas las normas y reglamentos establecidos por
el area de HSEQ, de igual manera debe cumplir con el adecuado uso de los siguientes Elementos
de Proteccion Personal:

Bata

Gafas de seguridad
Antifluidos

Tapabocas y gorro o cofia
Guantes de nitrilo
Calzado adecuado.

11. DOCUMENTOS DE REFERENCIA.

. American Public Health Association, American Water Works Association. Water
Environment Federation. “Standard Methods the examination of water and wastewater”. 229 edition.
2012.

. NTC 4772:2008. Calidad del Agua. Deteccién y Recuento de Escherichia coli y de Bacterias
Coliformes. Parte 1. Método de Filtracion Por Membrana.
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USEPA Membrane Filtration Method, Method 10029
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ANEXO F.

Ejemplo del Criterio de precisién de para coliformes termotolerantes (fecales) por NMP
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ANEXO G.

Ejemplo del Criterio de precisién para coliformes totales por NMP
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ANEXO H.

Ejemplo del Criterio de precisién para E.coli por NMP
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ANEXO I.

Ejemplo del Criterio de precisién para Coliformes termotolerantes (fecales) por FPM
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ANEXO J

Ejemplo del Criterio de precisién para Coliformes totales por FPM
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ANEXO K

Ejemplo del Criterio de precision para E. coli por FPM
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