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Resumen

En un total de 30 paginas se hace un recuento de las Buenas Practicas para Laboratorios
de ensayos en especiad los que utilizan métodos microbiologicos o biotecnoldgicos.
Inicialmente se comenta sobre el surgimiento de la BPL y la acreditacion de los
laboratorios, la relacion entre ambos y |os documentos normalizativos que |os sustentan.
Someramente se trata acerca de los Sistemas de Gestion de la Calidad como requisito
imprescindible para la acreditacion. Sin embargo, la monografia se dirige
fundamentalmente a los requisitos técnicos que deben cumplir estos laboratorios para
lograr confiabilidad de los resultados y demostrar competencia. Dentro de estos
requerimientos se abordan los relacionados con e personal, las instalaciones y
condiciones ambientales, 1os reactivos y medios de cultivo, los ceparios, los animales
de laboratorios, los equipos, las muestras y muestreo, los métodos de ensayo y
validacion, e control de calidad para los resultados del laboratorio, y €l informe de
ensayos.

Se hace hincapié en recomendaciones practicas de como cumplir los requisitos de las
diferentes guias de BPL y la norma | SO/IEC 17025:2005 para la acreditacion
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1. Introduccion

A principios de la década de los 60 del pasado Siglo, como parte de la guia elaborada
para las Buenas Précticas de Produccion (BPP) de la industria farmacéutica, surgio el
concepto de Buenas Practicas de Laboratorios (BPL) En un capitulo de la citada guia se
establecian los elementos que un laboratorio debia asegurar para lograr que los
resultados de sus ensayos tuvieran una confiabilidad apropiada. Esto fue lo que
posteriormente se denominé BPL.

Ya en los afos 70, surgio e primer documento independiente de BPL, que estuvo
dirigido a los laboratorios de control de los medicamentos; pero luego se fueron
expandiendo a otros campos como los laboratorios clinicos, de toxicologia, control de
alimentos, diagnostico veterinarios, entre otros. Esta evolucion se consolidd, y hoy en
dia no se admite la existencia de ningln laboratorio de calibracion o ensayo —
independiente de su objeto de estudio- que no readlice su labor bajo los principios de las
BPL.

Paralelamente, |a necesidad de demostrar que los resultados de los laboratorios son
confiables también nacié por la presién de un mundo que exigia la seguridad en los
productos que consume (algunos tan delicados como |os medicamentos y aimentos); el
incremento de la competencia comercial; la globalizacion del mercado; € desarrollo
tecnol 6gico que conlleva industrias y laboratorios potentes y automatizados; €l aumento
de la cultura de los consumidores; y la consolidacion del papel de los Estados como
rectores de politicas, y gecutivos del control para velar por la seguridad de su
poblacion.

S se reflexiona que los laboratorios son los que en Ultima instancia confirman el
cumplimiento de los productos con sus especificaciones, se comprende la importancia
gue tiene e buen desempefio de su labor para € correcto desenvolvimiento del
comercio, la garantia de los negocios, la seguridad de los productos para el consumo y
la prevencion de pérdidas econémicas.

Por la importancia de los resultados de |os laboratorios, que participan en la evaluacion
de conformidad de los productos, actualmente se exige la acreditacion de los
laboratorios que es un estadio superior alas BPL.

La acreditacion es un proceso donde los laboratorios deben contratar a una
organizacion, independiente y reconocida, para que los evallen y avae la garantia de
sus resultados. Es una forma de brindar confianza a los clientes, y su costo financiero se
justifica cuando € ambito de accion lo requiera

La aplicacion de las BPL y & cumplimiento de los requisitos necesarios para la
acreditacion (norma ISO/IEC 17025:2005) ayudan a una correcta organizacion del
trabajo con un ahorro de tiempo y recursos, por 1o que siempre resulta beneficioso.

Para |os laboratorios que trabajan en € campo de la microbiologia y la biotecnologia es
especidmente importante observar las BPL, dado la multitud de elementos que
interviene en la gjecucion de los ensayos e influyen en €l resultado correcto. También se
debe considerar que en este tipo de laboratorio, las caracteristicas propias de los objetos
de andlisis donde la diversidad e individualidad de comportamiento de los entes
biologicos incrementa la variabilidad de las respuestas, y la importancia de los
resultados que generalmente se dirigen a areas nsibles de la vida de los hombres,
implica que se debe trabajar bajo las mayores medidas de garantias.

Esta monografia esta dirigida a este tipo de laboratorio, y es un acercamiento a los
requisitos de BPL y a la acreditacidn, ademas que se ofrecen ideas précticas de cOmo
lograrlos.



2.1 Contenido delas Guias de BPL.

A principios de la década de los 70 surgieron las guias de BPL (Dybaker, 1994) Las
BPL son e conjunto de requisitos cientificos, técnicos, y de sentido comun para la
administracion de los laboratorios, tanto en o referido a los aspectos de direccion como
para la gjecucién de sus actividades, con vista a garantizar la calidad y confiabilidad de
sus resultados (NC 26:212; 1992)

Las Buenas Précticas recogen los principales aspectos que deben asegurarse en un
laboratorio para que los resultados de los ensayos sean adecuados; y sempre se ha
insistido que los requisitos deben cumplirse con sentido comun, porque no se trata de
provocar que la actividades sean més engorrosas y complicadas; sino por e contrario,
de lograr el buen desenvolvimiento del trabajo minimizando los esfuerzo. Asi, para los
gue lo han aplicado, al final resulta més fécil llenar un registro bien disefiado que llevar
una libreta de laboratorio tal y como se concebian por 1os primero quimicos.

Los primero documentos de las BPL se concretaban fundamentalmente a los requisitos
técnicos. En la Tabla 1 se presentan como g emplo & contenido de dos documentos de
BPL de los afios 80 y 90, comparado con la Regulacion cubana No 37 dd 2004 que
establece las BPL para los laboratorios que controlan la calidad de los productos de la
industria médico farmacéutica.

Tabla 1: Contenido de algunos documentos de BPL

M éxico, 1988, CIPIM Cuba NC 26:212:1992 Cuba Reg. 37:2004,
CECMED

Organizacion Generalidades Organizacion

Personal Términosy definiciones Personal

Instalaciones Personal Instalacionesy locales

Equipos, | nstrumentos

Capacitacion

Documentacion

Reactivos

Locales

Equipos einstrumentos

Material delaboratorios

Aparatosy reactivos

Reactivos, soluciones, medios de
cultivos, suspensiones celulares y
animal es de experimentacion

M étodos analiticos Ensayos Muestras de ensayos
Muestras Muestras Materiales de referencias
Seguridad Procedimientos esténdares M étodos de ensayos
Sistemade Calidad Informes Informes de resultados
Documentos Seguridad Inspeccionesy auditorias

Aseguramiento de la calidad de los
ensayos

Seguridad integral

Se puede apreciar que en & documento del 2004 se encuentran requisitos que
anteriormente no gparecian, como son las inspecciones y las auditorias, los materiales
de referencias, entre otros. Esto demuestra que la experiencia en la creacién y aplicacion
de estas guias las han ido enriqueciendo y cada vez mas son mas completas.

Tampoco se puede obviar que la Regulacion 37 esta dirigida a laboratorios de control
de la calidad de medicamentos; y que € desarrollo de la industria biotecnolégica 'y €
incremento de productos biolégicos ha motivado a que se consideren aspectos como las
suspensiones celulares, |os animales de experimentacion, y otros, que no aparecen en la
norma cubana NC 26:212 gque en su momento también fue dirigida a este tipo de
laboratorio.

Sin embargo, las BPL en su mayoria enfatizan en requisitos de caracter técnico y por
ello presertan un nivel de exigencia inferior a la ISO/IEC 17025 con relacion a los
requisitos de Sistemas de Gestion de la Calidad.



En un articulo publicado por los reguladores participantes en la elaboracion y
aprobacion de la Regulacion 37: 2004 (Chovel et. al. 2006), ellos hacen una valoracion
de la relacion de ésta con la norma internacional |1SO/IEC 17025:2005. Muestran los
acépites donde la Regulacion 37 no estéa completamente armonizada con la 1SO/IEC
17025 y se puede observar que todos pertenecen al capitulo 4 de esta ultima norma, que
es e capitulo relacionado con los requisitos relativos a la gestion. En la Tabla 2 se
puede ver un resumen de los acapites que los autores consideraron no armonizados
totalmente.

Tabla 2. Diferencia de la Regulacion 37:2004 con la |SO/IEC 17025:1999. (Tomado de
Revista Normalizacion 2/2006)

No. | Acapite Como se contemplan en la Regulacién 37:2004
(17025:1999)

4.2 Sistemade Calidad

4.4 Revisién de
solicitudes, ofertas | No aparece en la Regulacion 37 como requisito independiente, aunque se
y contratos aborda parcialmente en algunas partes del documento

4.5 Sub  contratacion
de ensayos

4.6 Compras

4.7 Servicio a cliente No considerado

4.8 Quejas No considerado

49 Control de trabajos
no conformes

411 | Acciones No aparece en la Regulacién 37 como requisito independiente, aunque se
correctivas aborda parcia mente en algunas partes del documento

412 | Acciones
preventivas

415 | Revisiones por la
direccion

Los laboratorios clinicos han tenido su propia tradicion en € camino de buscar la
confiabilidad de los resultados y aungue inicialmente no se conocieran como Buenas
Précticas s existen diferentes articulos desde antes de la década de los setentas, de
autores reconocidos, donde se recogen orientaciones parecidas alas BPL (Uldall, 1987).
Posteriormente organizaciones de este tipo de laboratorio han creado sus propias guias.
Tal es el caso de lacomunidad europea con el grupo de trabajo EC4. También se puede
consultar la SO 15189:2003.

2.2 Consider aciones sobr e la acreditacion de los laboratorios

Un laboratorio puede alcanzar buenos resultados en sus ensayos con la aplicacion de las
BPL. Sin embargo, s tiene clientes externos gque le solicitan un trabgjo con confianza
demostrada, debe acreditarse. La acreditacion es un proceso que conlleva no solo €
cumplimiento de las BPL sino también de los requisitos establecidos por la norma
|SO/IEC 17025:2005 que es muy exigente; ademas este cumplimiento debe demostrarse
ante evaluadores imparciales o Ilamados de tercera partes, como se aprecia en la Figura
1.



Relacion por

contratos
Laboratorios . Cliente
Primera parte Segunda parte
Organo de
acreditacion
Tercera parte Independiente sin

compromisos financieros

Figura 1. Relaciones de los laboratorios con los clientes y con los érganos de
acreditacion

Se debe conocer que la acreditacion de los laboratorios no es mas que una actividad de
las muchas que tiene la evaluacién de conformidad.

La evaluacion de conformidad se disefia para proveer demostracion de que los
requerimientos especificados, relativos a los productos, procesos, sistemas, personas y
organizacion, se cumplimentan (1SO/IEC 17000:2004).

Por tanto, para realizar una evaluacion de conformidad, primeramente se debe contar

con los requerimientos especificados que en la mayoria de los casos se encuentran en
normas reconocidas y aprobadas internacionalmente. Asi, tenemos que para la
certificacion de los Sistemas de Gestion de la Caidad se utiliza la norma 1SO
9001:2000, pero para la acreditacion de los laboratorios los requerimientos exigidos
estan recogidos en la norma | SO/IEC 17025:2005.

Para una mejor comprension de o expresado, a continuacién recogemos |as definiciones
de certificacion y acreditacion dadas por la1SO 17000.

Lacertificacion es el aval dado por unatercera parte alos productos, procesos, sistemas
y personas como demostracion de que cumplen con sus especificaciones. Mientras que
la acreditacion es el reconocimiento otorgado, por una tercera parte, a organizaciones
evaluadoras de conformidad como aval de que cumplen con los requisitos especificados
y de que son competentes como evauadores. Como los laboratorios son precisamente
organizaciones evaluadoras de conformidad deben ser acreditados. Estos conceptos se
gemplifican en laFigura 2.

La ISO/IEC 17025:2005 es la segunda edicion de esta norma elaborada por el Comité
de evaluacion de la conformidad (1SO/CASCO) Contiene todos los requisitos que deben
cumplir los laboratorios de ensayo y de calibracion si desean demostrar que poseen un
sistema de gestion, son técnicamente competentes y son capaces de generar resultados
técnicamente validos. En € capitulo 4 de esta norma, se establecen los requisitos para
una gestion solida. El capitulo 5 define los requisitos para la competencia técnica en los
tipos de ensayos o de calibraciones que € laboratorio lleva a cabo.

En la Tabla 3 se presentan la cantidad de requisitos demandados en el Capitulo 4 de la
ISO/IEC 17025:2005. La numeracion es personal y puede que otros especialista
apliquen otros criterios, hemos querido contar independientemente incisos que aparecen
como parte integrante de un requisito porque de hecho son exigencias que deben
cumplirse. En realidad la cantidad exacta no es tan importante como la compresion de
gue encierra cada uno de los postulados de la norma.
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Figura 2. Relacion entre la acreditacion y la certificacion

Tabla 3. Requisitos del Capitulo 4 de la norma | SO/IEC 17025:2005

Capitulo 4. Requisitosrelativos| Total de | Observaciones
ala Gestion requisitos
No. | Requisitos
4.1 | Organizacion 10 Considerados como requisitoslosincisosde 4.1.5
4.2 | Sistemade Gestion 9 Considerados 5 incisosde 4.2.3
4.3 | Control de documentos 11 Considerado los de emisién de documentos,
procedimientosy control de cambio
4.4 | Revision de pedidos, ofertas 7 Considerando 3 inciso como requisitos
y contratos
4.5 | Subcontrataciones de 4 -
ensayos
46 | Compra de servicios Yy 4 -
suministros
47 Serviciosal cliente 5 Considerando como requisitos independientes los
incisos gue aparecen
4.8 | Quejas 1
4.9 | Control de trabgos de 6 También se han contado independiente los
ensayos no conformes incisos
4,10 | Mgora 1 Incorporados en la segunda edicién de esta norma
del 2005. Es un solo requisito pero conlleva un
gran esfuerzo
4.11 | Accionescorrectivas 5 Uno de los requisitos se desglosd en varios
aspectos
4,12 | Accionespreventivas 2 -
4,13 | Control deregistros 7 Aungue los registros son documentos por la
caracteristicas de sus funciones se trata aparte de
4.3
4.14 | Auditoriainternas 4 Son pocos requisitos los que aparecen en esta
norma pero en realidad para realizar
adecuadamente esta actividad el laboratorio
deberia aplicar lanormalSO 19 011: 2002
4.15 | Revision por laDireccion 2 Si se consideran como requisitos todos los
aspectos que la Direccidn debe revisar serian
muchos méas




Como se observa en latabla, a esta norma se han incorporado los requisitos de la Norma
ISO 9001, cubiertos por € sistema de gestion del laboratorio, que se consideraron
pertinentes a alcance de los servicios de ensayo y de aibraciéon. De esta manera, de
acuerdo a la declaracion de la ILAC (International Laboratory Accreditation
Cooperation, www.ilac.org) se eliminala confusion en que caian algunos laboratorios y
clientes que ademés de la acreditacion solicitaban la certificacion de su Sistema de
Gestion por las 1SO 9001. Asi, se plantea en €l prélogo de la ISO/IEC 17025, que los
laboratorios de ensayo y de calibracion que cumplen esta Norma Internacional
funcionaran, por lo tanto, también de acuerdo con la Norma 1SO 9001; aunque
posteriormente aclara que la conformidad demostrada con esta Norma Internacional no
significa que el sistema de gestion de la calidad implementado por €l laboratorio cumple
todos los requisitos de la Norma I SO 9001.

Sobre este aspecto, en la Figura 3 se presenta la declaracion textual de laILAC en su
comunicado de agosto del 2005.

This laboratory is accredited in accordance with the recognised International Standard |SO/IEC
17025:2005. This accreditation demonstrates technical competence for adefined scope and the
operation of a laboratory quality management system (refer joint |SO-ILAC-IAF Communiqué
dated 18 June 2005)"

Figura 3 Declaracion de la ILAC con relacion a la solicitud de certificacion de los
laboratorios por 1a 1SO 9001.

El verdadero alcance y comprension de los requisitos conlleva, en determinados casos,
alguna dificultad para la acreditacion. Resulta Util intercambiar con los auditores para
esclarecerse en los criterios que consideraran cuando revisen € laboratorio. Otra
préctica recomendada es contratar a consultores expertos que ayuden a la preparacion.
También, las organizaciones nacionales, regionales e internacionales que rigen el tema
de la acreditacion estdn emitiendo guias y politicas donde definen su posiciéon e
interpretacion sobre determinados requisitos. En la Tabla 4 se presentan ejemplos de
algunos de estos documentos.

Tabla 4 Documentos de politicas y guias sobre determinados requisitos de la norma
ISO/IEC 17025

APLAC (Asia Pacific

ILAC (International

EA (European

Laboratory Laboratory Accreditation cooper ation for
Accreditation Cooper ation) Accreditation)
Cooper ation)

APLAC TC 005. APLAC|ILAC P9:2005. Policy for | EA 4/16. EA Guidelines on the

Interpretation and guidance
on the estimation of
uncertainty measurement in
testing

participation in National and
International Proficiency Testing

expression of uncertainty
guantitative testing

in

APLAC TC 2. Guidelines for
internal audits

ILAC P10:2002. ILAC. Policy on
Traceability of  measurements
results

Eurachem/EA.
Accreditation
microbiological Laboratories

Guide

2002.

for

APLAC TC3. Guidelines
management reviews

ILAC G17:2002. Introducing the
concept  of uncertainty  of
measurement  in  testing in
association with the application of
the standard 1SO/IEC 17025




Todos los laboratorios, independiente de su tamafio y objeto de trabajo, deben cumplir
con los requisitos planteados por € Capitulo 4 de la norma ISO/IEC 17025. Sin
embargo, para cumplimentar |os requisitos del Capitulo 5 se debe considerar €l tipo de
trabgjo que realiza e laboratorio. Por gjemplo, en los laboratorios de microbiologia
dentro de los reactivos son muy importantes los medios de cultivo, lo cual no se aplicaa
un laboratorio de ensayos quimicos. Por esta razén, la ISO/IEC 17025 plantea, en su
Anexo B que bs requisitos especificados estédn expresados en términos generales y
podria ser necesaria alguna aplicacion: entendiéndose por aplicaciones a una
elaboracion de los requisitos establecidos en forma general en esta Norma Internacional,
para campos especificos de ensayo y de calibracion, tecnologias de ensayo, productos,
materiales, 0 ensayos o calibraciones determinados. Se reconoce que en determinados
casos, las aplicaciones pueden ser bastante amplias, como cuando se trata de campos
enteros de ensayo y para ello puede ser necesario preparar un documento de aplicacion
por separado que complemente a esta Norma Internacional.

Amparados por este anexo, varias organizaciones y bloques de paises como los
europeos, han elaborados guias especificas con aplicaciones para la acreditacion de
laboratorios de microbiologia. Por gjemplo, en la Tabla 4 se observa la guia preparada
por Eurachem/EA para laboratorios de microbiologia. Precisamente en el resto de la
monografia nos ocuparemos de los requisitos técnicos especificos para este tipo de
laboratorio. Debe aclararse que algunos de |os temas solo se tratardn de manera somera,
porque la extension de los mismos requiere una monografia propia; tal es e caso de
seleccidn y validacion de métodos de ensayos, esterilizacion, animales de laboratorios,
entre otros.

3. Requerimientos técnicos para los labor atorios de microbiologia y biotecnologia

L os requerimientos técnicos que solicitala ISO/IEC 17025:2005, para la acreditacion de
los laboratorios, se presentan en el Capitulo 5 de dicha norma. En la Tabla 5 se presenta
un resumen de los mismos. Se aclara que a igual que en la Tabla 3 la enumeracion es
muy propiadel autor.

Tabla 5. Requisitos para la acreditacion de los laboratorios del Capitulo 5, relativos a
los aspectos técnicos, de la norma | SO/IEC 17025: 2005
Capitulo 5. Requisitos| Total de | Observaciones

técnicos requisitos
No. Requisitos
51 Generalidades 10 Considerados como requisitoslosincisosde 4.1.5
52 Personal 17 Considerados 5 incisosde 4.2.3
53 Instal aciones y 6 Aspecto critico para los laboratorios que nos
condiciones ambiental es ocupa porgue las aplicaciones que se elaboran al
amparo del Anexo B son muy amplias.
54 Método de ensayo y 37 No todos deben ser cumplimentados, depende del
validacion de método tipo de ensayo que se gjecute. Se solicitan 16
requisitos para ensayos no normalizados.
5.5 | Equipos 20
5.6 Trazabilidad de las 8 Aspecto muy debatido y ha conllevado que las
mediciones diferentes organizaciones expresen su posicion.
5.7 Muestreo 5 -
5.8 Manipulacion de los 6 -
ftems de ensayo
59 Aseguramiento de la 7 El ndmero es pequefio pero implica un gran

calidad de los resultados esfuerzo. Comprende los ensayos de aptitud, €l
delos ensayos uso de materiales de referencias, entre otros




5.10 | Informe de resultados 21 Algunos son opcionales. Por eemplo los
laboratorios que no brindan dictamen técnicos no
tiene que cumplir 1os relacionados con este tema

Estos requisitos principales se trataran a continuacion considerando 10 gue exige esta
normay también otros documentos de BPL y publicaciones de autores diversos.

3.1 Personal

Todas las normas y guias que establecen como acanzar una calidad apropiada en
cualquier actividad humana, dedican una especial atencién a los requisitos que deben
cumplir los hombres y la atencion que se le debe dar a las personas (1SO 9001: 2000;
ISO/IEC 17025:2005) Por muy ata que sea la tecnologia con se cuente, siempre, en
Ultima instancia, los resultados de su aplicacién depende del hombre y su motivacion
hacia € trabgjo. Sobre este particular no existen dudas y las gerencias de cualquier
Organizacion dedican multiples recursos para la formacién de sus Recursos Humanos y
su atencion.

En un estudio realizado por Plenabi y Carraro en 1997, se demogrd estadisticamente
gue & 70% de los resultados errados, en el laboratorio estudiado, tuvieron causas
humanas. Ellos discuten que en otros estudios se ha encontrado que este valor asciende
hasta un 97%.

La ISO/IEC 17025 exige, como responsabilidad de la Direccion de los laboratorios, €
asegurar la preparacion y competencia del personal para la realizacion de su trabgjo, 1o
mismo sea S tienen que operar equipos, que realizar ensayos, preparar medios de
cultivos, u otra operacion.

El persona nuevo debe ser entrenado y solo después de demostrada su capacidad se le
permitirarealizar el trabajo sin supervision. Dentro de la capacitacion resulta esencial €l
conocimiento de las normas de conductas en el laboratorio y |a organizacion del trabajo
de manera que € trabagjador sepa a quien dirigirse ante una dificultad. Dos de los
requisitos de la ISO/IEC 17025 se presentan textualmente en la Figura 4.

La direccion del laboratorio debe formular las metas con respecto a la
educacion, la formacion y las habilidades del persona del |aboratorio. El
laboratorio debe tener una politica y procedimientos para identificar las
necesidades de formacion del persona y para proporcionarla. EI programa
de formacion debe ser pertinente a las tareas presentes y futuras del
laboratorio. Se debe evaluar la eficacia de las acciones de formacion
implementadas.

El laboratorio debe mantener actualizados los perfiles de los puestos de
trabgjo del persona directivo, técnico y de apoyo clave involucrado en los
ensayos o |las calibraciones.

Figura 4. Dos de los requisitos de la 1 SO/IEC 17025:2005 relativo al personal.

Se reconoce que en los laboratorios de microbiologiay biotecnologia la preparacion del
personal es de una importancia extrema, tanto para lograr en los ensayos los resultados
confiables como por los aspectos de seguridad. El personal debe estar totalmente
consciente que la aplicacion de la BPL es importante para garantizar |os resultados de su
trabajo, pero que también son esenciales para la seguridad.

En la Tabla 6 se presentan una informacion adaptada de las indicaciones de la norma
europea EN 12741:1999 como practicas necesarias de este tipo de laboratorio para la
seguridad del personal.



Tabla & Indicaciones de la EN 12741 sobre précticas basicas para laboratorios de
biotecnologia

No. | Requisito M edidas
1 | Evitar € contacto de materia peligroso con la | En el laboratorio: no mantener comida ni
piel y laboca bebidas; no fumar; no aplicar cosmético

Utilizar dispositivos para pipetear

Evitar el uso dejeringuillasy material cortantes
Colocar  cuidadosamente en  contenedor
apropiado la cristaleriarota

2 | Evitar lasalidade material peligros de las areas | Lavar la manos antes de comenzar el trabgjo, a
de laboratorios la salida del laboratorio y después de tocar los
materiales

Usar ropa de proteccion que no sale del
|aboratorio

Decontaminar todo el material que sale del
|aboratorio

Utilizar contenedores disefiados para traslado de
material

Establecer un plan contra vectores

3 | Evitar accidentes con equipos Usar ropade proteccion

Cubrir los cabellos largos

No usar joyas durante el trabajo

Permitir solo €l uso por personal capacitado

4 | Bvitar la contaminacion de material geno a | Prohibido la permanencia en el laboratorio de

laboratorio cualquier cosa no relacionada con losensayos
5 | Disminuir los riegos en accidentes Establecido el plan de medida ante accidentes
Algunas medidas en este plan pueden ser las
siguientes:

Informacion inmediata al supervisor.
Derrame de medio de cultivo con material
infeccioso desinfectar el drea con guantes

3.2 Instalacionesy condiciones ambientales.

Como la ISO/IEC 17 025 est4 redactada para poder aplicarse a todo tipo de laboratorio
sus requisitos estan expresados de forma muy general. Asi para las instalaciones, solo
exige que las condiciones sean tales que faciliten la realizacion correcta de |os ensayos,
y que las condiciones ambientales no invaliden los resultados ni comprometan la
calidad requerida. También solicita que los requisitos técnicos de las instalaciones 'y las
condiciones ambientales, que puedan afectar a los resultados de los ensayos, deben
documentarse, asegurando € control y registro de las condiciones ambientales cuando
éstas puedan influir en la calidad de los resultados. De igual manera, recomienda que
exista una separacion eficaz entre areas vecinas en las que se realicen actividades
incompatibles;, y que se tomen todas las medidas para prevenir la contaminacion
cruzada, incluyendo el control a acceso y el disefio de las diferentes dependencias.

Una de las formas mas efectivas de reducir al minimo e riesgo de contaminacion
cruzada es mediante la construccion del laboratorio segin un disefio "sin camino de
regreso”, o sea segun un flujo recto de las operaciones. Cuando esto no sea posible,
deben tomarse medidas alternativas, como realizar los procedimientos de manera
secuencial, o la separacion de actividades en € tiempo o en el espacio.

En general, es conveniente que existan areas separadas o claramente designadas paralas
siguientes actividades: recepcion y amacenamiento de muestras; preparacion de las
muestras; &eas andliticas diferenciadas de las éreas de apoyo;, areas de apoyo
(preparacion de medios de cultivo y reactivos, esterilizacion y descontaminacion,




amacenamiento, lavado de material, etc.). El &ea de lavado (después de la
descontaminacion) puede compartirse con otras partes del laboratorio, siempre que se
tomen las debidas precauciones para evitar la transferencia de trazas de substancias que
podrian afectar negativamente al crecimiento microbiano. La conveniencia de la
separacion fisica debe juzgarse considerando los parametros especificos del |aboratorio
(por gjemplo, niumero de ensayos realizados, tipo de ensayos, €etc.)

Resulta importante también asegurar € orden y la limpieza del laboratorio, y en €l caso
de los laboratorios de microbiologias es necesario preparar procedimientos para estas
operaciones.

Con € objetivo de reducir € riesgo de contaminacion y facilitar las labores de limpieza
y desinfeccidn, se recomiendan una serie de medidas como las que se presentan a
continuacion, sin que éstas sean exhaustivas

- uniones concavas entre suelo, paredes y techos.

- iluminacion empotrada en los techos.

- las &eas de trabgo deben estar debidamente ventiladas, o que puede
conseguirse mediante ventilacion natural o forzada, o mediante € uso de
unidades de aire acondicionado, equipadas con filtros para el polvo en la entrada
deaire;

- disponer de suficiente espacio para almacenamiento.

- las tuberias que transportan ligquidos no deben pasar por encima de las
superficies de trabagjo, a no ser que estén provistas de un revestimiento
herméticamente sellado.

- no se recomienda el empleo de cortinas y /o persianas internas en las ventanas.
Si esto fuerainevitable, deben estar incluidas en e programa de limpieza regular
del laboratorio.

- utilizacién de pantallas solares exteriores.

- las paredes, techos, suelosy superficies de trabajo deben ser lisas, de material no
absorbente y fécil de limpiar y desinfectar.

- no se recomiendan los azulgjos como material de recubrimiento de las
superficies de trabajo.

- minimizar la apertura de puertas y ventanas durante la realizacion de los
ensayos.

- los armarios, estanterias, equiposy materia de laboratorio deben estar colocados
de forma que se evite la acumulacion de polvo y se Ecilite su limpieza. Se
recomienda el uso de armarios hasta e techo.

- utilizar lavamanos de accionamiento no manual.

Para mantener las condiciones ambientales que se requiere para los ensayos
microbiolégicos, la limpieza y desinfeccion son cruciales. Por ello se establecerd un
programa documentado de limpieza y desinfeccidén que tenga en cuenta los resultados
de la vigilancia de las condiciones ambientales y la posibilidad de contaminacion
cruzada. La vigilancia tendra en cuenta los niveles de biocontaminacion tanto el aire
como de las superficies de trabgjo. Se definirdn los recuentos maximos de
microorganismos que se consideren aceptables y estaran dispuestas |as medidas a tomar
para corregir las situaciones en que se sobrepasen estos limites. Estas medidas incluyen,
por g emplo:

- limpieza y desinfeccién a fondo del laboratorio (incluyendo superficies de

trabajo y filtros del aire acondicionado)
- incremento de la frecuencia de las operaciones de limpieza y desinfeccion.
- modificaciones en los procedimientos de limpieza y desinfeccion.



- Cambio de desinfectantes.
Con relacion a las instalaciones también hay que considerar los aspectos de
bioseguridad, y por tanto las mismas se deben adaptar de acuerdo a la clasificacion de
los microorganismos que se trabajen.
Existen diversas clasificaciones de los microorganismo, por lo genera las agencias
reguladoras de |la bioseguridad de cada Estado establece cual clasificacion eslaquerige
en el pais, ya que depende de las condiciones sanitarias de cada territorio. Generalmente
esta clasificacion comprende la lista oficial del los agentes bioldgicos que afectan al
hombre, los animalesy las plantas. Se organizan teniendo en cuenta el riesgo individual
gue enfrenta e trabajador de laboratorio y e peligro para la comunidad y € medio
ambiente. También considera la naturaleza propia del agente en cuanto patogenicidad y
virulencia, si es endémica o no del pais, e modo de transmisién, la disponibilidad de
medidas profilacticas, la existencia de tratamiento eficaz y las consecuencias
Socioeconomicas.
L os grupos de clasificacion son los siguientes

- Grupol se consideran los de escaso riesgo individual y comunitario.

- Grupo 2 los que tienen un riesgo individual moderado y comunitario limitado.

- Grupo 3 es paralos que tienen un riesgo individual elevado y comunitario bajo.

- Grupo 4 son los que presentan un riesgo individual y comunitario elevado.
Un giemplo de algunos de los microorganiSmos que pertenece a los diferentes grupos de
acuerdo ala Resolucion cubana se presentaen la Tabla 7.

Tabla 7. Ejemplo de algunos de los agentes biolégicos de la lista de clasificacion de
acuerdo asu riesgo segun Resolucion No. 42/99 de Cuba.

Grupo | Afectacion al Hombre | Afectacién animales | Afectacion Plantas

2 Chlamydia pneumoniae Aeromonasspp Erwinia chrysantemi
Clostridium botulinum Anaplasma centrale Xanthomonas campestris pv
Vibrio cholerae Micoplasma gallisepticum | Bipolares bicolor
Treponema spp Pasteurellasspp M osaico del tabaco
Virus de la Hepatitis E | Adenoviruscanino M osaico del tomate
Ortomyxoviridae Babesia spp

3 Bacillus anthracis Bacillus anthracis Pseudomonas desayuna
Brucellaspp Mycobacteriumbovis Sugar cane Fiji Disease
Mycobacterium abscessus Micoplasma agalactie Globodera rostochiensis
Arenaviridae Coccidiodisimmitis
Virus de la Coriomeningitis
Retroviridae
Agente de la enfermedad
Creutzfeld Jakob

4 Virus Ebola Virus de la Fiebre del
Poxvirus valles del Rift

Virus de laViruela Humana

Virus delaPeste Bovina
Virus de laFiebre Aftoso

Las instalaciones cumplirdn con requisitos establecidos de acuerdo a los agentes que
trabgjan. Asi se considera que deben tener un disefio para garantizar una seguridad
biol6gica de nivel 1 s trabajan con agentes del grupo de riesgo 1; nivel de seguridad 2
para agentes del grupo 2; nivel 3 paralos agentes del grupo 3y nivel 4 paralos agentes
del grupo 4. La mayoria de las agencias establecen que s € volumen de trabagjo es
superior alos 10 Litros € agente pasa a grupo de riesgo inmediato superior.



Los requisitos para los disefios segun los niveles de seguridad también se pueden
encontrar en las regulaciones de los paises y organizaciones internacionales. La norma
europea EN 12128:1998 presenta estos requisitos. Generalmente, para que los
laboratorios logren las licencias de explotacion de los Estados, deben cumplir los
mMisSmos.

Los laboratorios deben tener en cada puerta la indicacion del persona que tiene acceso,
ademas tener colocado el signo gréfico del tipo de riesgo que se manegjaen €.

3.3 Reactivos, Medios de Cultivos.
Para garantizar la calidad de los resultados un elemento importante son los reactivos.
Para ellos se exige que sean de fabricantes o distribuidores reconocidos. Es necesario
mostrar, a los auditores del proceso de acreditacion, los certificados de calidad de los
mismos y probar que en los contratos establecidos con los proveedores se establece el
compromiso de entrega de estos certificados. Actualmente resulta relativamente fécil el
obtenerlos porgue la mayoria de los fabricantes los tienen disponible por via electronica
através de internet.
Aunque los reactivos adquiridos sean de la calidad requerida se deben manipular de
forma que mantengan esta condicion inicial. Una de las exigencias a mostrar a los
auditores, es que en los almacenes se mantiene las condiciones ambientales requeridas
parala correcta conservacion y que estas condiciones son controladas. Incluso, la autora
tuvo la experiencia en un proceso de acreditacion, donde se establecié un
incumplimiento o no conformidad de la norma | SO/IEC 17025, porque |os termémetros
e hidrometros de medicion de estos almacenes no estaban calibrados.
Resulta importante almacenar los reactivos, separando aquellos cuya evaporacion o
sublimacién pueda resultar contaminante para otros, 0 que causan dafios en la etiqueta
de los frascos que los contiene. Se debe mantener un control estricto de la existencia de
los mismos.
Partiendo de reactivos apropiados, el siguiente paso es garantizar que la preparacion de
las soluciones se realice de forma adecuada. Las BPL recomiendan que la preparacion,
de soluciones reactivas y de los medios de cultivo en e laboratorio, deba estar a cargo
de un personal designado y debidamente entrenado; €l cual procedera segin los métodos
establecidos en los procedimientos aprobados. Si los laboratorios son grandes, con
varias unidades, una préctica de buenos resultados es designar a un responsable para la
preparacion y distribucion al resto del personal.
Se exige por lalSO/IEC 17025 y por todas las guias de BPL, que cada solucién reactiva
preparada en e laboratorio, incluyendo las de uso microbioldgico y los medios de
cultivo, esté identificada con una etiqueta apropiada, indicando como minimo los
siguientes datos:

Nombre de la solucion

I dentificacion especifica (lote de la solucion)

Tipo de solucién (reactivo, valorada, buffer, indicador)

Concentracion de la solucion (plv, viv, %, N o M)

Factor de correccion de la concentracion (para soluciones val oradas)

Condiciones de almacenamiento

Fecha de preparacion

Fecha de vencimiento

Nombre o iniciales de la persona que la preparod
Es recomendable que los ultimos tres datos, sefialados con letra roja, se pongan en una
pequefia etiqueta separada, de manera que € resto de la informacion se mantenga aparte
en una etiqueta mayor y definitiva, y asi no tenga que ser cambiados ante cada nueva



preparacion. Es Util que la etigueta mayor permanente se cubra con un materia
impermeable a agua (como scotch), y se oriente a todos los analistas que viertan la
solucion por e lado contrario ala etiqueta.

Independientemente de la etiqueta, es necesario mantener un registro de la preparacion
de las soluciones, €l cual permite seguir latrazabilidad de la misma. Para ello € registro
debe reflgar 1a siguiente informacién: cédigo del lote de agua purificada utilizada en su
preparacion; cantidad total de solucién preparada; nombre, nimero de lote, procedencia
y cantidad de cada reactivo (0 medio de cultivo) empleado en su preparacion;
descripcién simplificada de |as operaciones g ecutadas durante su preparacion y calculos
realizados, referencia bibliogréfica (cuando proceda); fecha de preparacion y fecha de
vencimiento; nombre y firma del analista responsable de la preparacion, y nombre y
firma de la persona que supervisa.

Los analistas principiantes a veces olvidan de que el agua es considerada un reactivo
especial, por lo que su calidad debe ser tal que garantice la no interferencia en las
determinaciones analiticas. La calidad de agua para la preparacion de medios de cultivo
y reactivos para uso microbioldgico debe garantizar, igualmente, |as especificaciones de
calidad previstas.

Las BPL exigen que cada lote de agua que se emplee en el |aboratorio, sea previamente
analizado, notificandose en e registro correspondiente, el nimero de lote, ensayos
realizados, resultados y limites de aceptacion, soluciones utilizadas durante el andlisis,
nombre del andistay fecha de andlisis, nombre de la persona que supervisay fecha de
supervision. El agua aprobada se protegera de temperaturas que puedan fomentar la
contaminacion microbiana. La calidad del agua es muy inestable por lo que para su
almacenamiento se emplearan envases que la preserven de la contaminacion. La
limpieza de estos envases debe seguir un procedimiento aprobado donde se indique la
frecuencia en que se redizara.

Dentro de los reactivos, en los laboratorios de microbiologia y biotecnologia no se
puede olvidar que bs medios de cultivos definen los resultados; a pesar de ello en
muchos casos no se toman medidas para comprobar su eficacia. Con demasiada
frecuencia se confia ciegamente en quien los preparé y en el comercializador de €ellos.
Mas aln en la actualidad, donde se pueden comprar listos para € uso. Si bien es cierto
gue las empresas que ofertan estos productos tienen una gran tradicion y seriedad en su
trabgjo, no puede descuidarse un elemento que con demasiada frecuencia impone la
repeticion de los ensayos.

Los requisitos exigidos para los |aboratorios que aspiran acreditarse son muy rigurosos
con relacion a esto.

Ante todo debe solicitarse siempre € certificado de calidad del fabricante y conservar
esta documentacion, asi como registrar la fecha de recepcion, lafecha de caducidad y 1a
fecha de apertura del envase. Resulta obvio que no deben consumirse después de la
fecha de caducidad y que ademés e amacenamiento debe realizarse en las condiciones
apropiadas de manera que se conserven sus propiedades iniciales, cumpliendo el
principio que los lotes que primero entraron 0 se vencen deben usarse primero. Debe
considerarse que, especialmente luego de abierto e frasco, las condiciones de
almacenamiento son criticas para la correcta conservacion. También que el mantener los
envases herméticamente cerrados previene que se humedezcan y ocurran compactacion
y cambio de color.

S se garantiza la calidad del medio deshidratado y los componentes a utilizar, entonces
se debe prever una correcta preparacion de acuerdo a los procedimientos establecidos.
En estos procedimientos, algunas de las operaciones a las que se le prestara una
atencion especial son: las de pesada y disolucion; la esterilizacion donde se tendran en



cuentan todas las medidas planteadas para esta operacion; el control del agua utilizada
gue debe ser destilada, desionizada o de ésmosis inversa, de manera que este libre de
sustancias que puedan inhibir el crecimiento de los microorganismos.

Y a anteriormente se habl6 sobre la inestabilidad de la calidad del agua, y que ésta debe
guardarse en materia inerte y controlarse justo antes de su uso para conocer su calidad.
El control debe considerar la conductividad, pH y la contaminacion microbiana. Los
resultados obtenidos se registraran. Una consideracion importante es que e agua
desionizada puede tener una alta carga microbiana y deben tomarse las medidas para
resolver esta dificultad.

En e documento ISO/TC 11133-1, se incluyen una serie de directrices para la
preparacion y esterilizacion de medios, asi como los tiempos de amacenamiento
recomendados.

Es necesario mantener un programa de control de calidad alos medios de cultivo que se
utilicen en el laboratorio. En é se debe incluir la comprobacion de la promocion del

crecimiento, esterilidad, caracteristicas organolépticasy pH.

Asi, lapromocién del crecimiento es la verificacion de gue los lotes de medios facilitan
el crecimiento de determinados cultivos microbianos procedentes de una coleccion
reconocida. También debe verificar que los medios selectivos inhiben el crecimiento de
microorganismos no deseados. En lugar de utilizar e método frecuente de cultivo en
linea, se recomienda utilizar un procedimiento cuantitativo que consiste en inocular en
el medio un nimero conocido, normamente pequefio, de microorganismos y evaluar €

nimero de microorganismos recuperados. Este método puede utilizarse para establecer
el nivel de recuperacion por debgjo del cual se rechaza un lote.

3.4 Ceparios

Los organismos 0 agentes biolgicos que se emplean como parte de los ensayos, son
decisivos para lograr confiabilidad en los resultados. Asi la guia europea Eurachem/EA
Guide 2002, plantea que como parte de los requisitos de trazabilidad, de un laboratorio
de microbiologia para acreditarse, se debe utilizar cepas de referencia de
microorgani Smos suministrados por una coleccidn nacional o internacional reconocida
Sin embargo, aunque iniciamente se cuenten con cepas de referencias, s estas no se
manipulan bien pueden perder sus caracteristicas. Por tanto, deben amacenarse en
viales apropiados como tubos, ampollas o frascos que garanticen su pureza. Estos viales
se identificaran de forma que permita conocer no solo € nombre, su nimero de
referencia y la categoria sino también la fecha en que se guardo, su estabilidad y otros
datos.

Cuando la cepa adquirida se emplea con frecuencia es necesario replicarla en un Banco
Celular Primario (MCB, Master Cell Banc) de manera que se pueda contar con
suficiente cantidad minimizando €l nimero de pases. El MCB es € lote de células a
partir del cual se derivardn todos los demas bancos celulares, y sirve para mantener
como reserva las cepas originales. Un vial del MCB se puede replicar para formar
bancos secundarios o de trabajo (WCB siglas en inglés) lo que permite que se emplee en
los ensayos la cepas correctamente caracterizada con solo dos pases. Asi se entiende que
las cepas de referencias seran subcultivadas una sola vez para obtener las cepas de
reserva (MCB), de las que se obtendran las cepas de trabajo (WCB) Las cepas de
trabajo no deben ser subcultivadas para sustituir a las cepas de reserva.

Las cepas de referencia se recongtituiran y someteran a los controles de pureza y
ensayos biogquimicos que sean necesarios. Las cepas de reserva deben conservarse
utilizando, una técnica que mantenga las caracteristicas deseadas de las cepas de
referencia, como por gjemplo, liofilizacidn, ultracongelacion (-70° C), conservacion en



nitrogero liquido, etc. Cuando se descongelan las cepas de reserva no deben volverse a
congelar y reutilizar.
Las cepas de trabgjo se conservaran en refrigeracion durante un periodo de tiempo que
asegure la viabilidad del microorganismo.
De esta forma se plantea, que en sentido general, las cepas bacterianas de trabajo no
deben ser subcultivadas, sin embargo, pueden ser subcultivadas hasta un numero
determinado de veces cuando:
asi lo requieran los métodos normalizados
el laboratorio pueda aportar evidencias documentadas que demuestren que no se
ha producido pérdida de viabilidad, cambios en la actividad bioquimica, y/o
cambios en la morfologia.
La preparacion de los Bancos de células debe realizarse segin un procedimiento
definido y preferiblemente validado, al igual que su conservacion. Es recomendable que
se guarden en dos unidades de almacenamiento (preferible en edificios separados) para
evitar pérdidas. Estas unidades tendran € nivel de contencién necesario de acuerdo a
grupo de riesgo y e acceso a ella debe ser estrictamente controlado. Es recomendable
gue €l cepario lo maneje una sola persona que suministra al resto del personal los viales
solicitados. Se llevard un inventario del contenido de cada banco.

La estabilidad de estos bancos debe ser controlada de forma que no se permitan
cambios en las propiedades de las cepas. Se recomienda analizar regularmente la
viabilidad y demés propiedades como forma de control de esta estabilidad.

En e caso de que los laboratorios utilicen en los ensayos cultivos de suspensiones
celulares como sustratos, éstos deben garantizar que las células son adecuadas para €
uso a través de la demostracion de su autenticidad, viabilidad y no contaminacion. De
igual forma, deben aplicar procedimientos para evitar la contaminacion cruzada entre
lineas celulares diferentes que se empleen simultaneamente en el laboratorio.

L as suspensiones celulares seran identificadas una vez recepcionadas en el |aboratorio y
contaran con documentacion que asegure su trazabilidad. En € momento de su
utilizacion, las suspensiones celulares deben hallarse en una fase temprana de
crecimiento a fin de conservar su susceptibilidad para los ensayos. Practicamente todas
las recomendaciones y exigencias que se han expresado para los ceparios se deben
cumplir en e manejo de las células.

3.5. Animales de laboratorios

Existen guias de Buenas Practicas especificas para la seleccion y mangjo de los
animales de laboratorios. Por la caracteristica de este elemento el laboratorio debe tener
personal preparado anpliamente en este tema. Dada la limitacion de esta monografia,
solo se expresara algunos de los requisitos que se deben cumplir con los animales
inoculados y utilizados en ensayos de microbiologia. Esto no significa, que no se
cumpla con todos los requisitos de tenencia de los animales, ya que es la forma de
garantizar la repetibilidad de los resultados.

Es importante que los animales de laboratorio se adquieran acompafiados de un
certificado de salud y un certificado genético, éste Ultimo s la linea animal lo requiere,
emitidos por e Centro proveedor de animales de laboratorio. Ademas las condiciones
de salud deben ser Optimas y presentar la edad y peso adecuado segun los
requerimientos del ensayo. El pienso que se le suministre a los animales cumplird con
los requerimientos nutricionales Deben ser mantenidos en areas que cubran los
requisitos para asegurar la salud y e bienestar; pero ademés, dependiendo € grupo de
microorganismo que se trabaje, se debe contar con las medidas de bioseguridad
establecidas para ellos.



3.6 Equipos

Para que un laboratorio pueda acreditarse tiene que demostrar que posee todos los
equipos necesarios para la correcta gecucion de los muestreos y ensayos, o que los

subcontratas a laboratorios que a su vez son confiables.

Los equipos deben estar instalados en € lugar y la forma apropiada y poseer € disefio,
la capacidad, €l intervalo de medicion y € nivel de precision que garanticen la correcta
gjecucion de los ensayos. Es necesario contar con programas de calibracion en los casos
gue de no hacerlo se pueda afectar significativamente a los resultados, y que todo
equipo en uso esté calibrado o verificado. En la Tabla 8 se presenta la recomendacion de

guias de BPL sobre la verificacion de equipos

Tabla 8. Frecuencia recomerdada para la verificacion de equipos

Tipo de aparato

Requisitos

Frecuencia sugerida

Equipos con temperatura
controlada (incubadoras,
bafios, refrigeradores,
congeladores)

a) Verificar la estabilidad y/o
uniformidad de latemperatura
b) Verificar latemperatura

a) Inicialmente y después
de reparacion/
modificacion

b)Diariamente con cada
uso

Estufas de esterilizacion

a) Verificar la estabilidad y/o
uniformidad de latemperatura
b) Verificar la temperatura

a) Inicialmente y después
de
reparacion/modificacion

b) Con cada uso

Autoclaves

a)Verificar la estabilidad y/o
uniformidad de latemperatura
b) Verificar la temperatura

c) Verificar el tiempo

a) Inicialmente y después
de
reparaci on/modificacion

b) Con cada uso
c) semestralmente

Cabinas de seguridad

a) Veificar caracteristicas
técnicas

b) Verificar la velocidad del
are

¢) Verificar €
particulas

recuento de

a) Inicialmente y después
de

reparaci on/modificacion

b) Anualmente

¢) Anualmente

Cabinas de flujo laminar

a) Verificar caracteristicas
técnicas

b) Verificar la esterilidad

a) Inicialmente y después
de

reparaci on/modificacion
b) Mensualmente

pH metros

Ajuste de larespuesta
utilizando como minimo 2
tamponesy verificacion
posterior

Diariamente/con cada uso




Balanzas

Ajuste del ceroy verificacion
con lapesade control

Diariamente/con cada uso

Destilador, desionizador
y unidad de 6smosis
inversa

a) Conductividad
b) Contaminacién microbiana

a) Semanalmente
b) Mensualmente

Diluidores gravimétricos

a) Peso y volumen (peso)
distribuido

b) Verificar coeficiente de
dilucion

a) Diariamente

b) Mensualmente

Distribuidores de medios

Verificar el volumen
distribuido

Al inicioy periédicamente
dependiendo dela
frecuenciay naturaleza de
uso.

Pipetas autométicas

Verificar laprecisiony
exactitud del volumen

Al inicioy periddicamente
dependiendo dela

distribuido frecuenciay naturaleza de
uso.
Sembradores en espiral a) Verificar caracteristicas || @) Inicialmente y
técnicas frente a método || anuamente

convencional

b) Verificar el estado del
punzén y puntos de inicio y
fin

b) Diariamente/con cada
uso

C) Verificar volumen || ¢) Mensualmente
distribuido

Contadores automéati cos Verificar frente al recuento Anualmente

de colonias manual

Jarrade anaerobiosis Indicador anaerébico Con cadauso

Se exige que los equipos estén identificados con laindicacién de su estado (como puede
ser listo para uso, en uso, en limpieza, sin calibrar, rotos, entre otros) Deben ser

operados por personal preparado, y que tengan sus instrucciores actualizadas. Todos
deben contar con registros de uso colocados a su lado.

Se plantea que cada equipo tenga una documentacién con |os siguientes datos:

Laidentificaciéon del equipo y su software;

El nombre dedl fabricante, la identificacion del modelo, & nimero de serie u otra
identificacion unica;

Las verificaciones de la conformidad del equipo con la especificacion

La ubicacion.

Las instrucciones del fabricante.

Las fechas, los resultados y las copias de los informes y de los certificados de
todas las calibraciones, los gjustes, |os criterios de aceptacion, y la fecha prevista
de la proxima calibraciéon.

El plan de mantenimiento y el mantenimiento llevado a cabo hasta la fecha.
Control de los dafio, mal funcionamiento, modificacién o reparacién del equipo.



El laboratorio debe tener procedimientos para la manipulacion segura, € transporte, el
almacenamiento, € uso y e mantenimiento planificado de los equipos de medicion con
el fin de asegurar e funcionamiento correcto y de prevenir la contaminacion o el
deterioro. En la Tabla 9 se presenta una informacion orientadora sobre el
mantenimiento de los equipos, aunque no se debe olvidar que la frecuencia dependera
del uso, tipo y resultados previos del equipo

Tabla 9. Directrices para el mantenimiento de equipos

Tipo de aparato

Requisito

Frecuencia sugerida

Incubadoras, refrigeradores,
congeladoresy estufas

Limpiar las superficiesinternasy
desinfectar si es necesario

Semestralmente

Bafios maria Vaciar, limpiar, desinfectar y Cadames o cada 6 mesessi se
rellenar utilizaun biocida

Centrifugas Limpiar y desinfectar Trimestralmente

Autoclaves Verificar visualmente la junta, Mensualmente
limpiar/drenar lacamara

Cabinas de seguridad y de Revision/cambio defiltros Anuamente

flujo laminar

Microscopios Limpieza de objetivos Anualmente

pH metros

a) Limpiar electrodos
b) Revisar/rellenar electrolito

a) Con cada uso
b) Cuando sea necesario

Balanzas/Diluidores
gravimétricos

a) Limpiar
b) Revisar

a) Con cada uso
b) Anualmente

Destilador

Limpiar y desincrustar

Seguin sea necesario

Desionizador, unidad de
6smosisinversa

Sustituir cartucho y membrana

Segun |las recomendaciones del
fabricante

Jarrade anaerobiosis

Limpiar/desinfectar

Después de cada uso

Distribuidores de medios,
equipos volumétricos,
pipetas, equipos de
filtracion de membrana, etc.

Limpiar y desinfectar seguin sea
apropiado

Con cada uso

Sembradores en espiral

a) Revisar
b) Descontaminar,
esterilizar

limpiar vy

a) Anualmente
b) Con cada uso

Equipos de fundamental importancia en los laboratorios de microbiologia son los
gabinetes de seguridad (GS), los cuales se dividen en tres clases como se presentan en la
Tabla 10.



Tabla 10. Tipos de gabinetes de Seguridad, segun EN 12469:2000

Clase GSclase 1 GSclase 2 GSclase 3
Caracteristicas Con apertura frontal a | Con aperturafrontal | Area de trabgo
través de la cua se| a través de la cua | totalmente cerrada
realizan las| se redizan las|y se opera a través
operaciones en € | operaciones en € |de una Dbarrera
interior. Filtrado aire | interior. Filtrado | fisica (como
de entrada aire de entrada y de | guantes mecanicos
sdida unidos a gabinete)
Filtrado aire de
entrada y are de
salida tratado.
Protecciéon Operador Operador Operador y
ambiente
Retencién en la| <10 UFC por ensayo | <10 UFC  por | No aplicable
apertura en posicién operador | ensayo en posicion
operador
Proteccion del | No aplicable <5 UFC por ensayo | No aplicable
producto
Contaminacion No aplicable <2UFC por ensayo | No aplicable
cruzada

Por su dta influencia en los resultados, los gabinetes de seguridad deben seleccionarse
de acuerdo a la clasificacion de los microorganismos con que se trabaja. Asi para los
grupos de riesgos 3 y 4 se deben emplear gabinetes clase 3. Ademas se deben tener
procedimientos para su limpieza, verificacion de su desempefio, y mantenimiento. El
uso se controlard a través de registro, esto permite planificar e mantenimiento al
conocer las horas en que se han empleado.

Las autoclaves son los equipos disefiados para esterilizar materiales por exposicion de
los mismos a vapor de agua a una presion superior a la atmosférica. También la
seleccion de esto equipos dependera del grupo de microorganismo que se trabaje. Esta
seleccion considerara los criterios de estanquidad, su capacidad de limpieza y de
esterilizacion. La estanquidad es la capacidad para limitar las fugas.

En la Tabla 11 se presenta los dos tipos de autoclaves que clasificala EN 12347:1998
de acuerdo alas caracteristicas del recinto de la camara de esterilizacion.

Como se observa en al tabla una autoclave tipo Il posee caracteristicas adicionales de
contencion que impiden la liberacion de microorganismos vivos hacia € entorno por lo
gue deben seleccionarse s se trabagja especimenes pertenecientes al grupo 3 0 4 de la
clasificacion de microorganismos.




Tabla 11. Tipos de autoclaves de acuerdo ala EN 12347:1998

Criterio de | Autoclavetipo | Autoclavetipo Il
clasificacion
Capacidad a la| Puede esterilizarse Puede esterilizarse
esterilizacion
Capacidad a la| Capacidad a la limpieza sometida al | Capacidad a la limpieza
limpieza ensayo y cuantificada en condiciones | sometida a ensayo vy
definidas o disefiadas teniendo en | cuantificada en condiciones
cuenta criterios especificados definidas o  disefiadas
teniendo en cuenta criterios
especificados
Estanquidad Fuga no definida Fuga sometida al ensayo en
condiciones definidas vy
caudal de fuga inferior d
valor umbral especificado

3.7 Muestray muestreo
Existe un sogan de los andlistas veteranos que dice:

Nunca el ensayo puede dar resultados mejores que la muestra con que se cuenta

Si bien, esto es cieto para cualquier laboratorio, en los de microbiologia es
especidmente dramético, pues en muchas ocasiones se trata de rescatar
microorganisSmos que se deben mantener vivos, y evitar la contaminacion con otros que
no estaban en € material de partida.

En un trabajo realizado por Plebani y Carrazo en 1997 en los laboratorios de servicio
del Hospita Universitario de Papua, se demostré que e 68,2% de los resultados
erroneos se debieron a causas previas a la gecucion del ensayo, y de este por ciento la
mayoria se relacionaba con la tomay e manegjo de la muestra, destacandose dentro de
ellos laincorrecta identificacion, € uso de contenedores inapropiados, entre otros.
Algunos de lo requisitos que la ISO/IEC 17025 exige para el manegjo de las muestras en
cualquier tipo de laboratorio se presentaen a Tabla 12.

Se facilita e cumplir con los requisitos planteados en la Tabla 12, s el laboratorio
define que las muestras de ensayo estén a cargo de un personal autorizado para realizar
su recepciodn, distribucion y conservacion. También ayuda que las muestras sean
recepcionadas en un &rea destinada a tal fin; y que existan areas separadas para la
recepcion y conservacion de las muestras de productos a ser ensayados y para su
retencion después de los ensayos. Estos lugares deben asegurar la integridad e
inviolabilidad teniendo en cuenta las condiciones de seguridad, temperaturay humedad.
En el caso de laboratorios que no realicen e muestreo, las muestras deberan venir
acompariadas de una solicitud de ensayo debidamente firmada, en la que se registraran
los datos correspondientes para su identificacion, asi como los ensayos a realizar.

Es importante que bs muestras para ensayo sean representativas del lote del cual son
extraidas.



Tabla 12. Requisitos que | SO/IEC 17025:2005 establece para €l manejo de las muestras

No. Requisito

581 El laboratorio debe tener procedimientos para el transporte, la recepcidn, la manipulacién, la
proteccion, el almacenamiento, la conservacion o ladisposicién final delos items de ensayo,
incluidas todas las disposiciones necesarias para proteger la integridad del item de ensayo o
de calibracién, asi como losintereses del laboratorio y del cliente.

5.8.2 El laboratorio debe tener un sistema para la identificacion de los items de ensayo. La
identificacion debe conservarse durante la permanencia en el laboratorio. El sistema debe
ser disefiado y operado de modo tal que asegure que los items no puedan ser confundidos
fisicamente ni auando se haga referencia a ellos en registros u otros documentos. Cuando
corresponda, el sistema debe prever una subdivision en grupos de itemsy latransferenciade
los items dentro y desde el |aboratorio.

583 Al recibir el item para ensayo, se deben registrar las anomalias o los desvios en relacion con
las condiciones normales o especificadas, seguin se describen en el correspondiente método
de ensayo. Cuando exista cualquier duda respecto a la adecuacion de un item para un
ensayo, o cuando un item no cumpla con la descripcion provista, o €l ensayo requerido no
esté especificado con suficiente detalle, el laboratorio debe solicitar a cliente instrucciones
adicionales antes de proceder y debe registrar lo tratado.

584 El laboratorio debe tener procedimientos e instal aciones apropiadas para evitar €l deterioro,
la pérdida o el dafio del item de ensayo durante el almacenamiento, la manipulacion y la
preparacidn. Se deben seguir las instrucciones para la manipulacidn provistas con el item.
Cuando deban ser amacenados o acondicionados bajo condiciones ambientales
especificadas, debe realizarse e mantenimiento, seguimiento y registro de estas
condiciones. Cuando un item o una parte de é se deba mantenerse seguro, €l |aboratorio
debe tener disposiciones para el almacenamiento y la seguridad que protejan la condicion e
NOTA 1. Cuando tengan que ser devueltos a servicio después del ensayo, se debe
poner un cuidado especial para asegurarse de que no son dafiados ni deteriorados durante los
procesos de manipulacién, ensayo, almacenamiento o espera.

NOTA 2. Es recomendable proporcionar a todos aquellos responsables de extraer y

transportar las muestras, un procedimiento de muestreo, asi como informacién sobre el

almacenamiento y el transporte de las muestras, incluida informacion sobre los factores de
muestreo queinfluyen en el resultado del ensayo o la calibracién.

NOTA 3. Los motivos para conservar en forma segura un item de ensayo pueden ser
por razones de registro, proteccion o valor, o para permitir realizar posteriormente ensayos o
calibraciones complementarios.

Después de observar las exigencias de la Tabla 12, hay poco que afiadir sobre el temade
las muestras. Sin embargo, hemos observado que los laboratorios, que recién empiezan
con la aplicacion de los Sistemas de Gestion de la Calidad, cuando reciben las primeras
auditorias tienen las mayores dificultades en lograr la trazabilidad de las muestras y
conseguir localizarlas adecuadamente en los lugares de conservacion.

Latrazabilidad de las muestras significa que partiendo de los resultados de un ensayo el
auditor logre, con una revision de los diferentes registros, llegar hasta la muestra
conservada y su registro de entrada. La revision se realiza en sentido contrario a como
se glecuta el trabgo, tal y como se muestraen laFigura . Paraevitar las confusiones es
importante que la identificacion de las muestras se disefie y opere de modo que se
asegure que las mismas no puedan ser confundidas fisicamente o cuando se hace
referencia a ellas en los registros u otros documentos. Esta identificacion se mantendra
durante todo €l ciclo de vida

Se puede comprobar que muchas veces cuando se buscan en su lugar de conservacion,
la mala colocacion y etiquetado hace dificil recuperarla. Los interesados pueden hacer
una prueba de esto y verificar el mangjo de las muestras de sus laboratorios.



Informe Informe de Registro Registro Ubicacion

final | evaluacion del ensayo [~ e‘:;[f;rge » | del testigo

Figura 5. Secuencia a seguir para la comprobacion de la adecuada trazabilidad de la
muestra en un laboratorio

Las muestras se deben conservar hasta después de entregado e informe y recibir la
satisfaccion del cliente. Debe ser una practica, que encontramos poco aplicada a pesar
de ser la forma maés correcta de preservar bien las muestras, separar una alicuota de la
muestra inmediatamente después de ser recibida, de esta manera se puede garantizar
mantener un testigo que conserve las caracteristicas iniciales de la muestra
Generalmente lo que ocurre es que e laboratorio trabgja la muestra y luego de
concluido el montaje del ensayo la guarda, asi esta puede quedar afectada por todas la
mani pulaciones que sufrié en el laboratorio.
Muchos laboratorios no toman las muestras y 10s ensayos los realizan sobre muestras
gue le son proporcionadas por los clientes. En este caso siempre se debe aclarar que €
resultado se basa sobre la muestra recibida, las conclusiones las debe asumir € cliente
gue supuestamente conoce las caracteristicas del muestreo que realizo.
En caso de que € laboratorio realice los muestreos, entonces debe considerar los
siguientes aspectos.
- Contar conun plan y procedimientos para el muestreo

El plan y & procedimiento para el muestreo deben estar disponibles en € lugar

donde se redliza e muestreo.

Los planes de muestreo deben, siempre que sea razonable, estar basados en

métodos estadisti cos apropiados.

El proceso de muestreo debe tener en cuenta los factores que deben ser

controlados para asegurar la validez de los resultados de ensayo y de calibracion.
Se tiene que considerar que la definicion de la ISO/IEC 17025 del muestreo es. un
procedimiento definido por € cua se toma una parte de una sustancia, un material o un
producto para proveer una muestra representativa del total, para e ensayo. Es
conveniente que los procedimientos de muestreo describan € plan de muestreo, la
forma de seleccionar, extragr y preparar una 0 mas muestras a partir de una sustancia,
un materia o un producto para obtener la informacion requerida.
El laboratorio debe tener procedimientos para registrar los datos y las operaciones
relacionados con €l muestreo que forma parte de los ensayos que lleva a cabo. Estos
registros deben incluir el procedimiento de muestreo utilizado, la identificacion de la
persona que lo realiza, las condiciones ambientales (si corresponde) y los diagramas u
otros medios equivalentes paraidentificar € lugar del muestreo segn sea necesario y, s
fuera apropiado, las técnicas estadisticas en las que se basan los procedimientos de
muestreo.

3.8 Métodos de ensayo y validacion

La norma ISO/IEC 17025:2005 exige que € laboratorio aplique métodos vy
procedimientos apropiados para todos los ensayos. Esto significa que seleccione los
métodos que satisfagan las necesidades del cliente, pero usando preferentemente las



normas internacionales, regionales o0 nacionales. Especifica que e laboratorio debe
asegurarse de que utiliza la Ultima version vigente de la norma, a menos que no sea
apropiado o posible. Es por €llo, que en € equipo auditor para la acreditacion, siempre
se invitan a expertos del campo de trabajo del laboratorio, quienes conocen las Ultimas
ediciones de las normas. En caso que sea imprescindible utilizar métodos desarrollados
por €l laboratorio se tiene que demostrar con una validacién completa que los mismos
cumplen con los requisitos de desemperio.

A pesar de que los métodos normalizados se conocen porque tienen un desempefio
adecuado, € laboratorio debe probar que les funciona de acuerdo a lo establecido en la
normay por elo deben realizar una comprobacion de su funcionamiento. Esto debe ser
demostrado por e expediente de validacion del método, ademés de la gecucion del

ensayo delante de los auditores.

Solamente se permiten desviaciones de los métodos de ensayo s ellas han sido
documentadas, justificadas técnicamente, autorizadas, y aceptadas por € cliente.

Otra exigencia es que la introduccion de los métodos de ensayo y de calibracion
desarrollados por € laboratorio para su propio uso debe ser una actividad planificada 'y
debe ser asignada a personal calificado, provisto de los recursos adecuados.

Actualmente la mayoria de los méodos de ensayos utilizados de rutina en los
laboratorios de microbiologia, a igual que en la biotecnologia, son alternativos. Esta
tendencia se debe a que los méodos alternativos cubren mejor determinadas
necesidades de los laboratorios como son mayor velocidad de respuesta, facilidad de
gjecucion y rapidez en la realizacion del ensayo, costos més bajos, y posibilidad de
automatizacion. Se establece que los métodos alternativos son agquellos que estiman,

para una categoria de productos, el mismo analito que es medido usando un método de
referencia correspondiente; mientras que los métodos de referencias son los
internacionalmente reconocidos y ampliamente aceptados (1S016140:2003)

El laboratorio siempre debe demostrar que los métodos de ensayo que utiliza tiene un
desempefio adecuado, por elo se solicita la validacion de ellos para que puedan ser
acreditados. Sin embargo €l acance de la validacion depende del tipo de ensayo.

La validacion es la confirmacion, a través del examen y e aporte de evidencias
objetivas, de que se cumplen los requisitos particulares para un uso especifico previsto
(ISO/NEC 17025:2005) También se define como e proceso que da evidencias de que €
método es capaz de servir a los propositos de su uso; es decir, determinar o cuantificar
los microorganismos o grupo de microorganismo especifico, todo con una adecuada
precision y exactitud (1ISO/TR 13843:2000)

Segin la ISO/IEC 17025:2005, e laboratorio debe vaidar los métodos no
normalizados, los métodos que disefia o desarrolla, los méodos normalizados
empleados fuera del acance previsto, asi como las ampliaciones y modificaciones de
los métodos normalizados. También plantea que la validacion debe ser tan amplia como
sea necesario para satisfacer las necesidades del tipo de aplicacién o del campo de
aplicacion dados.

En este sentido la ISO/TR 13843 del 2000 clasifica las validaciones en primarias y

secundarias de acuerdo a su propdsito. La primaria la define como un proceso
exploratorio con e objetivo de establecer |os limites operacionales y € funcionamiento
de un méodo nuevo, modificado o inadecuadamente caracterizado; mientras que la
secundaria es la que debe redizar un laboratorio cuando va a implementar un método
(bien validado) y debe verificar que le funciona bien.

La validacion debe simular en todo lo posible las condiciones de rutina en que se
gjecuta e método de ensayo, por eso se recomienda e uso de muestras contaminadas
naturalmente con los organismos de interés. En caso de ser dificil la obtencion de estas



muestras se pueden preparar contaminando muestras negativas, aungue se conoce que
esto ultimo no reflgja fielmente lo que ocurre normalmente.

En el caso de que se trate de un ensayo de diagnostico, se recomienda que las muestras
positivas utilizadas se seleccionen de forma tal que reflgen las diferentes etapas de la
enfermedad o enfermedades de que se trate, diferentes patrones de anticuerpos,
diferentes genotipos, diferentes subtipos, entre otros. Y las muestras negativas gque
reflgjen la poblacién diana del ensayo, por gemplo, donantes de sangre, pacientes
hospitalizados, mujeres embarazadas, entre otros. Dentro de la seleccidn de las muestras
se puede considerar aquellas que presenten sustancias potenciamente interferentes
como pueden ser: muestras que representan infecciones “relacionadas’; muestras
procedentes de mujeres embarazadas multiparas, 0 pacientes positivos para e factor
reumatoideo; muestras con anticuerpos humanos que puedan interferir, entre otros.

Las técnicas de amplificacion de &cidos nucleicos (NAT) se refirieren a las pruebas de
deteccidon y/o cuantificacion de acidos nucleicos ya sea por amplificacion de una
secuencia objetivo, por amplificacion de una sefid o por hibridacién. En € caso de la
deteccion del genotipo se debe demostrar la adecuada validacion del disefio de la sonda
y €l cebador, y también se validard ensayando muestras con genotipo caracterizado. Las
validaciones de estos métodos deben incluir el estudio de la contaminacion por arrastre,
anadlizando a menos cinco series alternando muestras positivas fuertes y muestras
negativas. Las muestras positivas fuertes seran muestras con titulos altos que se generen
de forma natural.

En la Tabla 13 se presentan los algunos de los indicadores de calidad a validar en los
ensayos cuantitativos, cuditativos y diagnosticadotes, en estos Ultimos se presentan los
relacionados con su capacidad de diagnosis.

La validacién de métodos de ensayos es un tema tan profundo y largo que no se puede
abordar en toda su extension en esta monografia. Por ello no explicaremos en detalle las
definiciones de los indicadores de calidad presentados en la Tabla 13, y la forma de
determinarlos. Normas recomendadas para atender este tema son la 1SO 5725, en sus
sais partes, las ya mencionadas ISO/TR 13843 y la1SO 16140.

Se exige que la gama y la exactitud de los valores que se obtienen empleando métodos
validados (por gemplo, la incertidumbre de los resultados, € limite de deteccidn, la
selectividad del método, lalinealidad, € limite de repetibilidad o de reproducibilidad, la
robustez ante influencias externas o la sensibilidad cruzada frente a las interferencias
provenientes de la matriz de la muestra o del objeto de ensayo) tal como fueron fijadas
para el uso previsto, deben responder a las necesidades de los clientes.

Sin embargo, los métodos microbioldgicos no son robustos ya que los anditos y la
mayoria de las impurezas son organismos vivos y esto provoca una amplia variabilidad,
la que se puede deber a las afectaciones de factores como los efectos de matriz, la
composicion de la flora de la muestra, € estrés de la incubacion, entre otros.

Es importante tener en cuenta lo expresado por la ISO 17025 de que la validacion es
siempre un equilibrio entre los costos, los riesgos y |as posibilidades técnicas.

En e caso de que se adquieran Kit comerciales se debe requerir los datos de validacion
de los fabricantes, y solo validar s el método no tiene una validacion completa



Tabla 13.

Indicadores de calidad a determinar en ensayos microbiolOgicos

cuantitativos, cualitativos y diagnosticadotes. Adaptado de la ISO 5725:1994 e 1SO

3534:1993

Ensayos cualitativos. Resultados
numéricos en una escala contintia
de nlmeros.

Ensayos cuantitativos. Resultado
se expresa en forma binaria (si/no,
detectable/no  detectable, 0
positivo/negativo))

Diagnosticadores: Ensayo
paa € diagnostico de
enfermedades (cuantitativo
o cualitativo)

Veracidad: Concordancia entre €l
resultado del método y € vaor
verdadero asignado ala muestra.

Valor de corte: es la concentracion
especifica del andlito en la muestra
que distingue un resultado positivo de
uno negativo

Sensibilidad clinica:
porciento de positividad en
muestras donde € andito a
determinar esta presente

Precisién: Concordancia de los
resultados independientes de una
misma muestra obtenidos bajo
condiciones especificas

Precisién grado de concordancia
entre los resultados de una serie de
ensayos. |gual alos cuantitativos

Especificidad clinica por
ciento de negatividad en
muestras donde € andito a
determinar esta ausente

Linealidad: resultados del método
directamente proporcionales a la
concentracion del analito en la

Especificidad analitica: Igual a
|os cuantitativos

muestra

Limite de deteccion: se determina
como la concentracion del andlito a
cuad € 95% de los resultados del
€nsayo son positivos.

Limite de deteccion: El menor
valor del andito que e método
puede detectar con un nivel de
confianza especificado.

Limite de cuantificacién: El
menor valor del analito que se
puede medir cuantitativamente con
una determinada incertidumbre de
medicion.

Sensibilidad analitica: La méas
pequefia  diferencia en la
concentracion que puede ser
medida con adecuada confianza.

Especificidad analitica: Habilidad
del método de detectar solamente
el analito en presencia de otras
sustancias de la muestra.

En la norma ISO/IEC 17025 del afio 1999 se establecio por primera vez la exigencia de
la demostraciéon incertidumbre de la medicion para laboratorios de ensayos. Este
requisito se mantiene en la edicion del afio 2005. Asi se requiere que los laboratorios de
ensayo tengan y apliguen procedimientos para estimar la incertidumbre de la medicion.
En los ensayos microbioldgicos, la ILAC ha planteado que aln no existen las bases
técnicas para enfrentar € reto que conlleva la determinacion de la incertidumbre de
estos ensayos.

Para garantizar los resultados de los ensayos, incluso cuando se haya realizado una
validacion, € laboratorio tendr4 que verificar periodicamente que se cumplen los
indicadores establecidos, es aqui donde comienza el control interno y las evaluaciones
externas de la calidad de los ensayos.

3.9 Control de Calidad de losresultados del laboratorio.

La norma ISO/IEC 17025 requiere gue los resultados de los ensayos se controlen para
reconocer los errores cuando se presentan. De esta manera, plantea que d laboratorio
debe tener procedimientos de control de la calidad para realizar el seguimiento de la
validez de los ensayos llevados a cabo. Los datos resultantes deben ser registrados en
forma tal que se puedan detectar las tendencias y, cuando sea posible, se deben aplicar



técnicas estadisticas para la revision de los resultados. También exige que los datos
generados por €l control de la calidad, deben ser analizados y, s no satisfacen los
criterios predefinidos, se deben tomar las acciones planificadas para corregir el
problemay evitar consignar resultados incorrectos. Seguin esta norma € control interno
puede incluir, entre otros, |os elementos siguientes:
- e uso regular de materiales de referencia certificados o un control de la calidad

interno utilizando materiales de referencia secundarios;

la repeticion de ensayos o calibraciones utilizando € mismo método o métodos

diferentes;

larepeticion del ensayo o de la calibracion de los objetos retenidos;

la correlacion de los resultados para diferentes caracteristicas de un item.

El programa de control de calidad interno se concibe para evaluar con caracter continuo
las actividades, asegurando la consistencia de las mediciones dia a dia. Dicho programa
puede incluir: recuentos cruzados entre andistas, andlisis duplicados de una misma
muestra por distintos analistas, uso de materiales de referencia, técnicas estadisticas, uso
de cartas controles, entre otros.

En el caso de los ensayos de amplificacion de una secuencia diana, la inclusion de un
control de funcionalidad para cada muestra ensayada reflgjara el estado actual de la
técnica. Hasta donde sea posible, este control se utilizara durante todo el proceso, esto
es, extraccion, amplificacion/hibridacion y deteccion.

El control interno permite detectar |os errores en el momento de su ocurrencia'y tomar
medidas correctivas, tiene un impacto inmediato y permite corregir los errores antes de
entregar los resultados. Hay determinadas desviaciones que no se identifican con el
control interno. Se trata de las desviaciones sistematicas. Para ellos se necesita que los
los laboratorios se comparen entre si, es la llamada evaluacion externa, la cual es
retrospectiva y esta dirigida a meoramiento del trabgjo sin influencia directa en la
entrega de los resultados (ECCLS, 1985)

Esto se reconoce en la ISO/IEC 17025, que reporta, como uno de los elementos a
utilizar para @ aseguramiento de la calidad de los resultados, la participacion en
comparaciones interlaboratorios o programes de ensayos de aptitud.

L os estudios donde varios laboratorios participan ensayando las mismas muestras para
comparar los resultados se nombran de diferentes formas como son: ensayos
intercoolaborativos, ensayos de aptitud, ensayos de preeficiencia; ensayos de
intercomparacion. Los laboratorios clinicos europeos impusieron e nombre de
esguemas de evaluacion externa (Libeer, et a. 1996), refiriéndose a la participacion
sistemética en estudios interlaboratorios de un grupo de estas entidades, donde se
organiza siempre por e mismo laboratorio cabecera con un cronograma planificado de
reparto de muestras, siempre con el objetivo de mejorar los resultados y € dsempefio de
los laboratorios.

Segun la ILAC, en su documento G22:2004, ensayo de aptitud es la determinacion del

desempefio del laboratorio mediante comparaciones interlaboratorio. Recomienda, a los

organos de acreditacion, que estimen que la politica del laboratorio para participar en
ensayos de aptitud forme parte de control externo de la calidad de los laboratorios y que
esté adecuadamente descrita en el Manual de Calidad o en otros documentos operativos.
Esto se refiere particularmente a la planificacion, e desempefio, la operacion, la
evaluacion, las acciones correctivas, los registros y su amaceramiento. También
plantea que no se debe confundir todos los estudios interlaboratorios como ensayos de
aptitud, pues pueden tener otros objetivo como la vaidacion de métodos;, la



caracterizacion de materiales de referencia; la auto-evaluacion del desempefio de un
|aboratorio en un ensayo, entre otros.

El desempefio de los laboratorios acreditados en ensayos de aptitud es una de las
muchas herramientas que deben utilizar los organismos de acreditacion como parte de
sus procedimientos de acreditacion.

En resumen, los laboratorios deben tener un programa de actividades |levadas a cabo
con la finalidad de mejorar en conjunto su funcionamiento. Estas actividades incluyen
promocion del uso rutinario del control de calidad interno, apoyo a programas de
ensayos de aptitud y todas las medidas adoptadas para mejorar la reproducibilidad, tanto
dentro del laboratorio como entre diferentes laboratorios, ya sea por medio de cursos de
formacion, conferencias o estudios intercool aborativos de métodos de laboratorio.

3.10 Infor me de ensayo
Los resultados obtenidos por el laboratorio deben ser informados cumpliendo
determinados requisitos que no deen dudas ni quejas a clientes. La ISO/IEC
17025:2005 dice textuamente que los resultados de cada ensayo, o serie de ensayos
efectuados por e laboratorio, deben ser informados en forma exacta, clara, no ambigua
y objetiva, de acuerdo con las instrucciones especificas de |os métodos de ensayo.
Plantea que € informe de ensayo debe incluir toda la informacion que se plantea a
continuacion
1. Untitulo (por geemplo, “Informe de ensayo”)
2. El nombre y la direccién dd laboratorio y € lugar donde se redizaron los
ensayos o las caibraciones, si fuera diferente de la direccién del laboratorio
3. Unaidentificacion unica del informe de ensayo o del certificado de calibracion
(tal como e nimero de serie) y en cada pagina una identificacion para asegurar
gue la pagina es reconocida como parte del informe de ensayo o del certificado
de calibracién, y una clara identificacion del final del informe de ensayo o del
certificado de calibracion
El nombrey ladireccion dd cliente;
La identificacion del método utilizado;
Una descripcion, la condicion y una identificacion no ambigua del o de los items
ensayados
7. La fecha de recepcion del o de los items sometidos & ensayo, cuando ésta sea
esencia paralavalidez y la aplicacion de los resultados, y |a fecha de gecucion
del ensayo
8. Una referencia a plan y a los procedimientos de muestreo utilizados por €l
laboratorio u otros organismos, cuando éstos sean pertinentes para la validez o la
aplicacion de los resultados;
9. Losresultados de los ensayos con sus unidades de medida, cuando corresponda
10. El o los nombres, funciones y firmas o unaidentificacion equivalente dela o las
personas que autorizan €l informe de ensayo
11. Cuando corresponda, una declaracion de que los resultados solo estan
relacionados con |os items ensayados.
Ademas de estos requisitos indicados se requiere de otros segun las necesidades como
cuando corresponda, una declaracién sobre el cumplimiento o no cumplimiento con los
requisitos o las especificaciones, o informacion adicional que pueda ser requerida por
métodos especificos, clientes o grupos de clientes.

o gk



Conclusiones

Hoy en dia, ofrecer garantias de la confiabilidad de los resultados de los laboratorios es
una imperiosa necesidad. Por €ello, todos |os laboratorios deben trabajar de acuerdo alos
requisitos establecidos en las diferentes guias de BPL. Si los clientes (que a veces son
los organismos reguladores de los Estados) exigen una demostracion de esa
confiabilidad avalada por una Organizacion de Tercera partes, se hace necesaria una
acreditacion. En este Ultimo caso, se debe cumplir con las exigencias de la norma
ISO/IEC 17025:2005. En esta norma se solicita que los laboratorios posean un Sistema
de Gestion de la Calidad, ademés de un cumplimiento de requisitos técnicos que
abarcan todos los elementos que conforman € trabgjo de los laboratorios. Establece las
caracteristicas que deben cumplir los recursos empleados, tanto humanos como
materiales, dentro de los cuales se destacan las instalaciones, equipos, reactivos, y
materiales en general. También comprenden requisitos para las operaciones, tal es el
caso de la seleccion y validacion de los métodos de ensayos; e control de la calidad, el
muestreo y e manegjo de las muestras, entre otros. La preparacion de los laboratorios
para asumir este reto, que aumenta cada dia, es necesario que sea continliay sistemética.
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