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RESUMEN

Los laboratorios que realizan ensayos microbiolégicos y
gue obtienen sus resultados como parte de un servicio o
de actividades de investigacion y desarrollo les favorece
implantar un Sistema de Gestidn de Calidad (SGC) y re-
conocer su competencia mediante el proceso de acredita-
cion. Laimplementacionde un SGCy laacreditacion aporta
confianza tanto en la competencia técnica del laboratorio,
como en su capacidad para proporcionar un servicio ade-
cuado a las necesidades de sus clientes segin normas
nacionales e internacionales reconocidas y aceptadas. El
objetivo del trabajo es precisar los criterios para la acredi-
tacion de laboratorios que realizan ensayos microbiolégi-
cos tomando como referencia la NC-ISO/IEC 17025:2006
y realizar una valoracion de los criterios mas importan-
tes dentro del laboratorio de microbiologia del ICIDCA.
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ABSTRACT

The laboratories that perform microbiological tests and
that obtain their results as part of a service or research
and development activities to favor the implementation
of a Quality Management System (QMS) and recognition
of their competence through the accreditation process.
The implementation of a QMS and accreditation provides
confidence in both the technical competence of the labo-
ratory, as in its capacity to provide an adequate service
to the needs of its clients according to recognized and
accepted national and international standards. The aim
of this work is to specify the criteria for the accreditation
of laboratories that perform microbiological tests, taking
as reference the NC-ISO/IE 17025:2006 and to make an
assessment of the most important criteria within the Mi-
crobiology laboratory of the ICIDCA.

Key words: accreditation, microbiological tests, 1SO, as-
sessment.

INTRODUCCION

El creciente uso de los sistemas de gestion ha
producido un aumento de la necesidad de asegurar
gue los laboratorios que forman parte de organiza-
ciones mayores o que ofrecen otros servicios, pue-
dan funcionar de acuerdo con un sistema de gestion
de la calidad que opere de acuerdo a los principios
de la norma ISO 9001 y la norma ISO/IEC 17025. La
norma ISO/IEC 17025 es uno de los criterios obliga-
torios que emite la Oficina Nacional de Acreditacion
de la Republica de Cuba (ONARC) para la acredi-
tacion de los laboratorios de ensayos, debido a que
este documento contiene requisitos que permiten

a los laboratorios demostrar que operan de forma
competente y que tienen la capacidad de generar
resultados validos. Los laboratorios de microbiolo-
gia realizan dentro de sus ensayos microbiolégicos:
ensayos de esterilidad, limite microbiano, deteccion,
aislamiento, recuento e identificacion de microor-
ganismos y sus metabolitos en diferentes materia-
les y productos o cualquier otro tipo de ensayo en
el que utilicen microorganismos como parte de un
sistema de deteccion. La acreditacion de este tipo
de laboratorios sera el reconocimiento formal de su
competencia y capacidad técnica para llevar a cabo
estos ensayos especificos. Teniendo en cuenta este
analisis, el objetivo del trabajo es dar a conocer los
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criterios para la acreditacién de laboratorios que rea-
lizan ensayos microbioldgicos segun la NC ISO/IEC
17025:2006 y realizar una valoracion de los criterios
mas importantes dentro del laboratorio de microbio-
logia del ICIDCA.

MATERIALES y METODOS

Para evaluar los criterios para la acreditacion de
laboratorios que realizan ensayos microbiol6gicos
segun NC ISO/IEC 17025:06, se analizaron los fac-
tores mas importantes que determinan la exactitud
y la confiabilidad de los ensayos realizados por un
laboratorio de microbiologia, entre ellos: las instala-
cionesy las condiciones ambientales, los reactivos y
medios de cultivo, los equipos, la validacion de mé-
todos, el aseguramiento y control de la calidad de
los resultados v la trazabilidad de las mediciones.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para determinar la conformidad de cada uno de
estos criterios, se debe analizar el cumplimiento de
los requisitos técnicos de la NC ISO /IEC 17025:06
(1) por los laboratorios que realizan ensayos micro-
biolégicos, los cuales se resumen a continuacion:

Instalaciones
La ubicacion, el disefio y la distribucién de las
diferentes dependencias del laboratorio debe ser tal
que el peligro de contaminacién de las muestras, ya
sea derivado de las condiciones ambientales, con-
taminacién cruzada u otras causas, sea minimo. Se
debe favorecer un disefio “sin camino de regreso”,
es decir que la circulacion de las muestras y el per-
sonal sea en una sola direccion, con entrada y sa-
lida diferentes. Cuando esto no sea posible, deben
tomarse medidas alternativas, como las siguientes:
* Realizar los procedimientos de manera secuen-
cial, tomando las debidas precauciones para
garantizar la integridad de los ensayos y de las
muestras.
» Separar las actividades en el tiempo o en el espa-
cio.

Es recomendable ademas que los laboratorios
dispongan de dos tipos de dependencias:
* Areas auxiliares (oficinas de administracion,
aseos, guardarropas, almacenes, archivos).
» Areas de ensayo (donde se llevan a cabo las acti-
vidades especificas de un laboratorio de microbio-
logia).

En general, es conveniente que existan areas
separadas o claramente designadas para las si-
guientes actividades: recepcion y almacenamiento

de muestras, preparacion de muestras, manteni-
miento de las cepas de referencias, areas analiti-
cas diferenciadas de las areas de apoyo y areas de
apoyo (preparacion de medios de cultivo y reactivos,
esterilizacién y descontaminaciéon, almacenamiento,
lavado de material).

El area de lavado (después de la descontami-
nacion) puede compartirse con otras partes del la-
boratorio, siempre que se tomen las debidas pre-
cauciones para evitar la transferencia de trazas de
sustancias que podrian afectar negativamente al
crecimiento microbiano.

La conveniencia de la separacion fisica debe juz-
garse considerando los parametros especificos del
laboratorio (por ejemplo, nimero de ensayos reali-
zados, tipo de ensayos, entre otros).

Los locales deben presentar condiciones ade-
cuadas de acuerdo con las normas vigentes y las
Buenas Practicas de Laboratorio y disponer de un
registro diario de su comportamiento. Cada uno es-
tara debidamente sefalizado e identificado.

Referentes al disefo

Las areas de trabajo deben ser suficientemente
espaciosas como para poder mantenerse limpias y
ordenadas. El espacio, dependera del volumen de
analisis a realizar y de la organizacion interna del
laboratorio; requerira uniones concavas entre suelo,
paredes y techos; asi como iluminacion empotrada
en los techos. Ademas, una buena ventilacién que
puede lograrse mediante ventilacion natural o forza-
da, o el uso de acondicionadores de aire, equipados
con filtros para el polvo.

Los sistemas de climatizacién y ventilacion de-
ben asegurar una temperatura entre 20 °Cy 25 °Cy
una humedad relativa no superior al 70 %.

El empleo de tuberias es otro de los elementos a
tener en cuenta para transportar liquidos que no de-
ben pasar por encima de las superficies de trabajo, a
no ser que estén provistas de un revestimiento her-
méticamente sellado. No se recomienda el empleo
de cortinas y persianas internas en las ventanas.

Referentes a materiales

Las paredes, techos, suelos y superficies de tra-
bajo deben ser lisas, de material no absorbente y
facil de limpiar y desinfectar. Las superficies de ma-
dera de instalaciones y accesorios deben estar de-
bidamente protegidas y selladas, evitar las maderas
rugosas y sin revestir. No se recomiendan los azu-
lejos como material de recubrimiento de las superfi-
cies de trabajo.

De acuerdo con el tipo de ensayo, la apertura de
puertas y ventanas debe ser minima. Los armarios,
estanterias, equipos y material de laboratorio deben
estar colocados de forma que se evite la acumula-
cion de polvo y se facilite su limpieza. Se recomien-
da el uso de armarios hasta el techo e identificar las
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puertas de acceso al area de trabajo con el simbolo
de riesgo bioldgico

Para facilitar las labores de limpieza, los telé-
fonos y ordenadores que se encuentren dentro del
area de ensayo pueden estar provistos de un protec-
tor. El sistema de ventilacién de los equipos informa-
ticos debe estar orientado de manera que se evite la
contaminacion. Por ejemplo, el flujo de aire no debe
dirigirse hacia las superficies de trabajo; utilizar lava-
manos de accionamiento no manual.

Condiciones ambientales

El laboratorio debe asegurar que sus condicio-
nes ambientales no invaliden los resultados ni com-
prometan la calidad de sus ensayos. Es importante
establecer un programa normalizado de limpieza y
desinfeccion del laboratorio que tenga en cuenta
los resultados de vigilancia de las condiciones am-
bientales y la posibilidad de contaminacion cruzada,
asi como restringir la entrada al laboratorio con solo
personal autorizado y con la indumentaria apropiada
para el tipo de ensayos que se realicen, despojando-
se de esta antes de abandonar el area.

Si se detecta una posible contaminacién dentro
del laboratorio, debe definir los recuentos maximos
de microorganismos que considere aceptables y
establecer medidas a tomar para corregir las situa-
ciones en que se sobrepasen estos limites. Estas
medidas incluyen, por ejemplo:

» La limpieza y desinfeccién a fondo del laboratorio
(incluyendo superficies de trabajo y filtros del aire
acondicionado).

» Elincremento de la frecuencia de las operaciones
de limpieza y desinfeccion.

» Las modificaciones en los procedimientos de lim-
pieza y desinfeccion.

» Lainstalacion de unidades de aire acondicionado.

Lo ideal es que los laboratorios dispongan de
mas de una autoclave. Sin embargo, siempre que
se tomen las debidas precauciones para separar las
cargas de descontaminacion y esterilizacién y cuan-
do exista un programa normalizado de limpieza para
controlar las condiciones ambientales, tanto exter-
nas como internas de la autoclave, el laboratorio
puede utilizar una Unica autoclave.

Reactivos, medios de cultivo y equipos

La calidad de los reactivos y medios de cultivos
debe ser la apropiada para los ensayos. Se debe
verificar la calidad de cada lote de reactivo a su en-
trada al laboratorio usando controles positivos y ne-
gativos de microorganismos que sean reconocidos.
Estos controles junto con un almacenamiento apro-
piado aseguraran que los mismos cumplan con las
especificaciones requeridas de calidad del producto
conservandose en el tiempo.

Los equipos, sus componentes e instrumental de

laboratorio deben mantenerse limpios. Se esteriliza-
ran o desinfectaran segun un programa establecido
por el laboratorio, manteniendo registros que de-
muestren el correcto uso de los mismos.

En los documentos de la familia ISO/TR 11133
(2, 3), incluyen un conjunto de directrices para la
preparacion y esterilizacion de medios de cultivo,
los tiempos de almacenamiento recomendados vy el
mantenimiento y cuidado de los equipos. Asimismo,
es importante identificar la o las personas que han
realizado estas operaciones.

Trazabilidad de las mediciones y validacion de
métodos

Para demostrar la trazabilidad, todo laboratorio
de microbiologia debe utilizar cepas de referencia
de microorganismos suministrados por una colec-
cion nacional o extranjera reconocida. Debe demos-
trarse que las cepas de referencias mantienen sus
caracteristicas originales. Por lo tanto, es recomen-
dable realizar bancos de subcultivos que faciliten
una reserva con las condiciones iniciales y con un
numero de pases bien definido.

El laboratorio, ademas, debe disponer de méto-
dos de ensayos validados y fiables para proporcio-
nar resultados exactos y reproducibles. Las cepas
de referencia juegan un papel fundamental en este
aspecto ya que las mismas son utilizadas para va-
lidar los métodos de ensayo y realizar el control de
calidad interno durante la evaluacién de estos.

De manera general, validar métodos microbiolo-
gicos requiere:

* Comparar con un método de referencias.

» Usar cepas de referencia y cepas de referencia
certificadas.

» La evaluacién sistematica de factores

» Ensayos interlaboratorios

» La estimacion de la incertidumbre

La validacion de los métodos de ensayo debe re-
flejar las condiciones reales de ensayo. Esto puede
conseguirse utilizando muestras contaminadas na-
turalmente o inoculadas con un nivel conocido de
microorganismos contaminantes. El microbiélogo
debe estar consciente de que la inoculacion de una
muestra con microorganismos contaminantes imita
tan solo, de una manera superficial, la presencia de
contaminantes naturales. No obstante, a menudo es
la mejor y la Unica solucion disponible (4).

Aseguramiento de la calidad de los resultados

El laboratorio debe realizar su control interno de
calidad, de manera tal que pueda realizar la eva-
luacién continua de su trabajo. El mayor objetivo es
asegurar la consistencia de los resultados dia a dia
y su conformidad con los criterios establecidos.

El control interno considerard la evaluacion de
reactivos, medios de cultivos, calidad de materiales
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y cultivos de referencias, métodos de ensayos, y
otros.

Los programas de ensayos de aptitud organiza-
dos externamente constituyen un medio indepen-
diente por el cual se puede evaluar objetivamente y
demostrar la fiabilidad y precision de los resultados
obtenidos como una manera de comprobar la calidad
de los ensayos y adoptar las medidas oportunas.

Evaluaciéon de los criterios relacionados con la
acreditaciéon de laboratorios que realizan ensa-
yos microbiol6gicos en el Laboratorio de Micro-
biologia del ICIDCA

El laboratorio de microbiologia del ICIDCA juega
un papel fundamental en la realizaciébn de ensayos
microbiol6égicos que involucran al sector azucare-
ro. El andlisis microbioldgico al azlcar, al agua de
proceso que se utiliza en la obtencién de azucar y
a la miel obtenida en el proceso de fabricacién son
algunos de ellos. Independientemente de que el la-
boratorio cuenta con un personal calificado y con ha-
bilidades demostradas, los ensayos microbioldgicos
deben cumplir con los criterios que a modo de resu-
men se analizan en este articulo.

A continuacién se evaluaran algunos de los cri-
terios que se toman en cuenta cuando se realiza la
acreditacion de laboratorios que realizan ensayos
microbiol6égicos segun la NC ISO/IEC 17025:2006
en el laboratorio de microbiologia del ICIDCA 'y que
son la causa de que el laboratorio no se encuentre
acreditado.

Instalaciones

El laboratorio de microbiologia del ICIDCA no
cumple con los requisitos referentes al disefio de
sus instalaciones segun los criterios expuestos en el

trabajo. Con el interés de lograr la acreditacion, el la-
boratorio esta trabajando en funcién de revertir esta
situacion, por lo que tiene previsto un proceso in-
versionista para su remodelacién y transformacion,
que comenzara en el afio 2020. En la figura 1, se
muestra un croquis realizado por los investigadores
del ICIDCA que muestra la vista en planta del labo-
ratorio con la distribucion de sus areas.

El proyecto de remodelacion de un laboratorio
de este tipo es necesario someterlo a un proceso
de licenciamiento por parte del Centro Nacional de
Seguridad Bioldégica (CSB). Especificamente debe-
ra tenerse en cuenta la resolucién No. 76 del 2000,
Reglamento para el otorgamiento de autorizaciones
de esta entidad. El logro mas importante de esta re-
solucién es el establecimiento de una metodologia
general para la confeccion de los expedientes téc-
nicos a presentar a la autoridad reguladora, en el
caso de las actividades relacionadas con el proceso
de remodelacion de una instalacion, y con las prac-
ticas asociadas a la liberacion de organismos al me-
dio ambiente, asi como las fases de investigacion,
ensayo y produccién de organismos, y la importacion
y exportacion de estos (5). Por ello, para realizar los
ensayos microbiologicos y poder acreditar el labora-
torio de Microbiologia, es imprescindible poseer pri-
meramente la correspondiente autorizacion del CSB.

Condiciones ambientales

El laboratorio de microbiologia realiza la limpieza
de todas sus areas, los equipos y las superficies de
trabajo, teniendo en cuenta la posibilidad de conta-
minacion cruzada. Sin embargo, es importante que
establezca un programa bien documentado de toda
esta actividad, asi como del control y seguimiento
de las condiciones ambientales, incluyendo ilumina-
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Figura 1. Croquis del laboratorio de microbiologia del ICIDCA
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cion, fuentes de energia, temperatura y humedad.
Estas condiciones no son las apropiadas para las
funciones y operaciones que se realizan dentro del
laboratorio.

Es importante ademas que el laboratorio cuente
con areas de cambio de ropa y un bafio de facil ac-
ceso, apropiadas para el nUmero de trabajadores y
separadas de las areas del laboratorio.

Disponibilidad de recursos

El laboratorio de Microbiologia presenta una
coleccion de cultivos microbianos, depositaria ma-
yoritariamente de cepas autoctonas aisladas, se-
leccionadas y conservadas a través de 50 anos.
Esta constituida por bacterias, mohos y levaduras
de interés industrial que garantizan importantes li-
neas de investigacion en procesos hiotecnoldgicos.
Sin embargo, el laboratorio no cuenta con cepas de
referencias, las cuales son utilizadas para acreditar
0 conservar la acreditacion de un ensayo, demos-
trando asi la trazabilidad. Ademas estas cepas son
utilizadas para:
1. Evaluar la calidad de los cultivos.
2. Realizar controles de calidad durante los ensayos.
3. Controlar la calidad de los reactivo.s
4. Efectuar pruebas confirmatorias, por ejemplo:

analisis de coliformes fecales.

5. Validar los métodos.
6. LLevar a cabo el control de calidad interno.

Es importante entonces que el laboratorio ad-
quiera estas cepas a través de proyectos de cola-
boracion internacional o sean suministradas direc-
tamente por una coleccion nacional o extranjera (6).

El laboratorio, ademas cuenta con equipos capa-
ces de asegurar la reproducibilidad y validez de sus
resultados. A pesar de ello, uno de los problemas
gue inciden mayoritariamente en que no cumpla to-

talmente con el requisito “equipamiento” es la falta
de un freezer de -70 °C, equipo fundamental para
el mantenimiento y conservacién de sus cepas de
referencias y de trabajo.

La falta de un suministro estable de medios de
cultivo y las respectivas evaluaciones del proveedor
de estos medios, es otro de los problemas que po-
see el laboratorio en su paso hacia la acreditacion.
En el control de calidad de los medios de cultivo, la
selectividad, la productividad y la especificidad son
elementos indispensables para realizar los ensayos
microbioldgicos. Si no se presta la debida atencion
a este aspecto se pueden emitir resultados que no
son confiables.

La calidad de un medio de cultivo preparado no
depende exclusivamente de la garantia que repre-
senta la marca o el fabricante del medio deshidra-
tado o del proveedor de los ingredientes del mismo,
sino de igual forma, o quizas en mayor grado de su
correcta preparacion por parte del investigador/téc-
nico que realiza los analisis.

CONCLUSIONES

El trabajo ha permitido precisar los factores de
mayor incidencia a tener en cuenta para los labora-
torios que realizan ensayos microbioldgicos segun
NC ISO/IEC 17025:06, lo cual constituye una base
objetiva e indispensable en el proceso de evaluacion
de la conformidad de un servicio por los requisitos
que demanda un cliente o usuario.

Se brinda una informacién relacionada con la
situacion que presenta el laboratorio de microbiolo-
gia del ICIDCA en cuanto a su acreditacion, con el
objetivo de ofrecer los criterios que mas afectan la
realizacién de ensayos microbioldgicos.
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