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1. OBJETIVO

Describir la metodologia para realizar la verificacion de la productividad, selectividad y
especificidad, de los medios de cultivo preparados para las areas de microbiologia del
laboratorio departamental de salud publica.

2. ALCANCE

El contenido del presente manual aplica para la verificacion de la productividad,
selectividad y especificidad de los medios de cultivo solidos y liquidos preparados en el
Laboratorio Departamental de Salud Publica a partir de formulas comerciales, utilizados
en la identificacion de microorganismos en las areas de microbiologia de alimentos,
microbiologia clinica y microbiologia de aguas como parte de las actividades de vigilancia
en Salud Publica.

3. RESPONSABILIDADES

Coordinador LDSP: Aprobar el presente documento, supervisar el estricto cumplimiento
de lo establecido en el mismo y avalar los resultados que de éste se generen.

Profesionales del area de Microbiologia del LDSP: Aplicar las metodologias descritas
en el presente documento con estandares de calidad y avalar los resultados que se
generen del mismo.

Auxiliar(es) de LDSP: Brindar apoyo en la ejecucion de actividades relacionadas con
lavado y esterilizacion de material, limpieza de areas y superficies, con el fin de cumplir
con los requerimientos necesarios para la ejecucion de las actividades relacionadas con
la preparacion de los medios de cultivo.

4. DEFINICIONES Y ABREVIATURAS

Agar: Agente gelificante compuesto principalmente de polisacéridos, para dar solidez a
los medios de cultivo.

ATCC: American Type Culture Collection.
Cepa de referencia: Son cultivos conservados que permiten la identificacion de

microorganismos a nivel de género y especie determinando sus caracteristicas
morfologicas.
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Cepa control positivo: Microorganismo conocido que se espera se desarrolle en un
medio de cultivo.

Cepa control negativo: Microorganismo conocido que se espera sea inhibido en un
medio de cultivo.

Cepa: Es un cultivo puro que se emplea para el aislamiento de un microorganismo de un
medio natural determinado.

Especificidad: Concordancia de las caracteristicas morfolégicas entre la cepa evaluada
y la cepa de referencia. Es la demostracion de la capacidad de un medio de cultivo que
permite que los microorganismos no blancos, no muestren las mismas caracteristicas del
microorganismo blanco.

ICA: indice de Crecimiento Absoluto, el cual es empleado para evaluar la productividad
de los medios de cultivo.

Medio de cultivo: Es una mezcla de nutrientes que, en concentraciones adecuadas y en
condiciones fisicas 6ptimas, permiten el crecimiento de los microorganismos.

Medio diferencial: Es un tipo de medio que contiene indicadores de productos derivados
de la actividad microbiana y permite revelar caracteristicas fisiologicas de los
microorganismos.

Medio enriquecido: Es un tipo de medio que posee los componentes minimos
requeridos para que pueda producirse el crecimiento de bacterias que no necesitan
requerimientos especiales.

Medio liguido: Es una clase de medio que se emplea para favorecer el crecimiento
microbiano.

Medio selectivo: Son medios que permiten el aislamiento de microorganismos
especificos inhibiendo el crecimiento de otros agentes.

Medio sélido: Son medios que se utilizan para obtener bacterias aisladas por la
formacion de colonias sobre la superficie del medio de cultivo y para el estudio de la
morfologia de las colonias.

Productividad: Rendimiento, recuperacion o crecimiento de un microorganismo que se
espera que se desarrolle en el medio de cultivo en condiciones de incubacion especificas.

Selectividad: Supresion del crecimiento de un microorganismo que Se espera sea
inhibido en el medio de cultivo selectivo.
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5. CONDICIONES GENERALES

Los medios de cultivo deshidratados son mezclas de sustancias higroscopicas sensibles
a la humedad, el calor y la luz, empleados en las técnicas tradicionales de cultivo
microbiolégico. Los ensayos y procedimientos que se realizan en el laboratorio de
microbiologia dependen de que los medios de cultivo proporcionen resultados
reproducibles y consistentes, por lo tanto, deben cumplir con los requisitos minimos que
demuestren que son aceptables y adecuados para su uso.

Para la preparacion de los medios de cultivo se deben tener en cuenta los siguientes
aspectos:

Realizar limpieza y desinfeccion de superficies, equipos y elementos antes de iniciar
y al finalizar la preparacion de medios de cultivo siguiendo los protocolos establecidos.

Realizar los controles ambientales con el fin de disminuir la probabilidad de
contaminacion.

Utilizar agua destilada o desmineralizada con una calidad microbioldgica y fisico-
guimica adecuada.

Utilizar materiales de vidrios bien lavados y debidamente esterilizados.
Emplear equipos adecuados que cumplan con los mantenimientos requeridos.

Tener en cuenta las recomendaciones del fabricante dispuestas en los envases y los
insertos para la preparacion de los medios.

Determinar los parametros fisicos y quimico segun indicaciones del fabricante luego
de la preparacion.

Utilizar los elementos de proteccion personal necesarios para la preparacion de los
medios.

Emplear cepas de referencia ATCC para la evaluacion de los medios de cultivos.
Descartar los residuos generados segun lineamientos establecidos en el “Plan de

gestion integral para los residuos generados en la atencion en salud y otras
actividades — PGIRASA” (MI-GS-PL-01).

. FUNDAMENTO DEL METODO DE ENSAYO
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Para garantizar la calidad de un medio de cultivo es necesario verificar su capacidad de
recuperar los microorganismos, mediante métodos que evalien su productividad,
selectividad y especificidad, las cuales estan condicionadas por la composicion del
sustrato y factores ambientales.

La productividad es la capacidad que tiene un medio de cultivo para favorecer o sustentar
el desarrollo de un microorganismo, la selectividad se refiere a la propiedad de un medio
de cultivo de suprimir el crecimiento de un microorganismo interferente o indeseado y la
especificidad es la demostracion de la capacidad de un medio de cultivo que permite que

los microorganismos no objetivos, no muestren las mismas caracteristicas del
microorganismo objetivo.

7. LIMITACIONES O INTERFERENCIAS

Dentro de las limitaciones o interferencias que pueden afectar los resultados del proceso
de verificacién se encuentran:

- Calidad de los insumos y reactivos utilizados.
- Temperaturas y tiempos de incubacion.
- Condiciones ambientales, como temperatura, humedad, limpieza de areas.

- Calibracion y mantenimientos de equipos.

8. RECOLECCION E IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

Para los procedimientos descritos en el presente manual se utilizaran cepas de referencia
ATCC que se pueden adquirir comercialmente.

La codificacién, reconstitucion, conservacion y pases se haran con base al “Manual de
organizacién, reconstitucion y conservacion del cepario de microbiologia del Laboratorio
de Salud Publica de Santander” (MI-GS-MA-07).

Los medios de cultivo empleados en el presente procedimiento seran preparados
siguiendo las indicaciones de la casa comercial y la “Guia de preparacion, esterilizacion
y control de calidad de medios de cultivo” (MI-GS-GI-79), y sus documentos anexos.

9. CONSERVACION DE LA MUESTRA

Una vez reconstituidas las Cepas ATTCC de acuerdo a las indicaciones del proveedor,

Version Elaboracion Revisién Técnica Revision de Calidad
0 Sandra Isabel Bohérquez
Diego Garcia Mejia

Ayde Alexandra Lépez Débora Villa Villa




Dt . Codimtin MANUAL PARA LA VERIFICACION DE LA
P~ PRODUCTIVIDAD, SELECTIVIDAD Y
@ ESPECIFICIDAD DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
sy LABORATORIO DEPARTAMENTAL DE SALUD

s PUBLICA

CcODIGO MI-GS-MA-105
VERSION 0
FECHA DE

APROBACGION 23/04/2024

PAGINA 6 de 16

se conservan en el area del cuarto frio a temperatura de congelacion entre -6°C y —22°C.

Se verifica la temperatura de congelacion y se registra diariamente en el “Formato de

control de temperatura de congelacion” (MI-GS-RG-100).

Los medios de cultivos deshidratados se conservan de acuerdos a las indicaciones de la
casa comercial, una vez preparados se conservaran a temperatura de refrigeracion de

2°C a 8°C, por el tiempo de vida util establecido.

10. EQUIPOS, REACTIVOS, CONTROLES Y MATERIALES DE REFERENCIA

10.1 Equipos

- Agitador magnético.

- Autoclave.

- Balanza analitica.

- Cabina de bioseguridad.

- Espatula.

- Incubadora.

- Plancha de calentamiento con agitacion
- Asas calibradas

- Erlenmeyer

10.2 Reactivos

- Agar Baird Parker

- Agar Chocolate

- Agar Chromocult o agar selectivo para coliformes
- Agar Hektoen

- Agar Listeria

- Agar MacConkey

- Agar Mossel

- Agar Ogye

- Agar Oxford

- Agar Palcam

- Agar Plate Count

- Agar Sabouraud

- Agar Sangre

- Agar TBX

- Agar TCBS

- Agar XLD

- Agua peptona

- Agua peptona alcalina
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- Caldo BHI

- Caldo listeria
- Caldo MKTT
- Caldo RVS

10.3 Material de referencia

- Cepas Staphylococcus aureus ATCC® 25923 o ATCC 6538
- Cepas Staphylococcus aureus ATCC® 29213

- Cepas Escherichia coli ATCC® 25922

- Cepas Bacillus cereus ATCC® 11778

- Cepas Salmonella typhimurium ATCC® 14028

- Cepas Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853

- Cepas Listeria monocytogenes ATCC® 19115

- Cepas Sacharomyces cerevisae ATCC® 9763

11.DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

11.1. Preparacion de medios de cultivos deshidratados:

- Leer atentamente las instrucciones de preparacién del medio de cultivo descritas por la
casa comercial.

- Seguir las indicaciones descritas en la “Guia de preparacion, esterilizacion y control de
calidad de medios de cultivo” (MI-GS-GI-79).

11.2. Preparacion de cepas

- Tomar del congelador las cepas previamente preparadas de acuerdo “Manual de
organizacion, reconstitucién y conservacion del cepario de microbiologia del Laboratorio
de Salud Publica de Santander” (MI-GS-MA-07).

- Dejar atemperar por 20 minutos.

11.3. Evaluacién de la productividad de medios solidos

- Escoger el medio de cultivo a evaluar y seleccionar la cepa correspondiente al control
positivo y control negativo, de acuerdo a la Tabla 1.
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Preparar una suspension de las cepas control a una escala de McFarland de 0,5,
inoculando 1 uL de cada cepa a evaluar en un tubo con 5 mL caldo BHI e Incubar
garantizando las condiciones de temperatura y tiempo de segun las necesidades del
microorganismo.

Realizar siembra en caja de Petri por el Método Ecométrico para ICA, de la siguiente
manera: dividir en cuadrantes la placa de Petri con el medio a evaluar y tomar de la
suspension previamente preparada un inoculo con asa calibrada de 1 uL y trazar sobre
la superficie 5 estrias paralelas en cada cuadrante, mas una estria central, de forma
progresiva sin recargar ni torcer el asa, tal y como se indica en la siguiente figura:

0.2

Figura 1. Método Ecométrico

Incubar el cultivo garantizando las condiciones de temperatura y tiempo de segun las
necesidades del microorganismo.

Pasado el tiempo de incubacién, realizar inspeccién visual al cultivo y observar si las
colonias obtenidas cumplen con las caracteristicas fenotipicas del microorganismo a
identificar, a su vez realizar recuento de colonias para los casos que sea requerido.

Tener en cuenta los criterios a evaluar de cada medio de cultivo, relacionados en la
Tabla 1.

Tabla 1. Microorganismos utilizados y criterios de rendimiento para la evaluacion de medios

de cultivo.
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: Tipo . "
Medio de L Método de Caracteristicas
: de Criterio Cepa control o -
cultivo . control Criterio de lareaccion
medio
Listeria monocytogenes . Colonias azul
Productividad ® Cuantitativo | ICA=4 verdosas con
Agar 0 O ATCC® 19115
i Solido Selectividad halos opacos
Listeria g — -
Especificidad Escherichia coli Cualitativo No Total inhibicién
ATCC® 25922 aplica
Colonias grises
. Listeria monocytogenes o rodeadas por
- Productividad ATCC® 19115 Cuantitativo | ICA=4 sonas de marrén
Agar Oxford | Sdélido Selectividad a negro
Especificidad — -
Escherichia coli Cualitativo | _N° | Total inhibicion
ATCC® 25922 aplica
Productividad | Listeria monocytogenes N )
Cuantitativo | ICA=4 Colonias de
Agar Solido | Selectividad ATCC® 19115
Palcam Especificidad Escherichia coli Cualitati No Total inhibicia
ATCC® 25922 ualitativo aplica otal inhibicién
- Colonias negras
Ag_ar Produc_tn_ndad Staphyloco@c cus aureus Cuantitativo | ICA=4 | o grises con halo
Baird . Selectividad ATCC® 25923
Sdlido g transparente
Parker Especificidad — :
Escherichia coli Cualitativo | _N° | Total inhibicién
ATCC® 25922 aplica
Productividad Escherichia coli o .
Cuantitativo | ICA=4 | Colonias azules
. Selectividad ATCC® 25922
Agar TBX Solido e
Especificidad | - Staphylococcus aureus | o iy | NO Total inhibicién
ATCC® 25923 aplica
- : Colonias rosadas
Productividad Bac'"“; gereus Cuantitativo | ICA=4 con halo de
Agar . Selectividad ATCC® 11778 o
Solido g precipitacion
Mossel Especificidad —
Salmonella typhimurium | iaive | NO | Total inhibicion
ATCC® 14028 aplica
- Vibrio cholerae Cuantitativo | ICA=4 Colonias plan_as
. Productividad de color amarillo
Agar TCBS | Sdlido O
Selectividad
Escherichia coli o No s,
ATCC® 25922 Cualitativo aplica Total inhibicion
Colonias con
centro negro y
Productividad _una zona
Agar XLD Sdélido Selectividad | Salmonella typhimurium Cuantitativo | ICA=4 traIIIl?s(,e rggﬁ?etede
9 ATCC® 14028 2 paren
color rojizo
debido al cambio
de color del
medio
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. Tipo . L
Medio de oo Método de Caracteristicas
: de Criterio Cepa control o -
cultivo : control Criterio de la reaccion
medio
Staphylococcus aureus o No Lo
ATCC® 25923 Cualitativo aplica Total inhibicion
Crecimiento;
Productividad | Salmonella typhimurium L S colonias de
Agar Solid Selectividad ATCC® 14028 Cuantitativo | ICA 24 incoloras a color
MacConkey olido beige
Staphylococcus aureus I No S
ATCC® 25923 Cualitativo aplica Total inhibicion
. . Colonias de color
Productividad Salmonella@typmmunum Cuantitativo | ICA=4 | azul verdoso con
Agar . L ATCC® 14028
Solido | Selectividad centros negros
Hecktoen
Staphylococcus aureus N~ No L
ATCC® 25923 Cualitativo aplica Total inhibicion
Colonias grises y
Agar . - Listeria monocytogenes I S planas. Presenta
sangre Solido | Productividad ATCC® 19115 Cuantitativo | ICA =4 sona de
hemolisis
Colonias bajas,
de dimensiones
Agar Streptococcus pequenr:;s; (1as
Chogolate Solido | Productividad pneumoniae Cuantitativo | ICA =4 habitualn;ente
ATCC® 6305 )
brillantes, con
coloracion
verdosa
Agar Plate Solido | Productividad Escherichia coli Cuantitativo | ICA =4 Crbelj:(ienr:(i)egto
Count ATCC® 25922 B
excelente
Buen
Agar Sacharomyces crecimiento;
Sabogurau d Solido | Productividad cerevisae Cuantitativo | ICA =4 colonias de
ATCC® 9763 cupula color
crema
Sacharomyces Colonias
Agar OGYE | Solido | Productividad cerevisae Cuantitativo | ICA =4
ATCC® 9763 cremosas
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: Tipo . "
Medio de d Criterio Cepa control Método de Caracteristicas
cultivo € rite P control Criterio | delareaccion
medio
- - Staphylococcus aureus o Turbide 1.0a2.0en
BHI Liquido | Productividad ATCC® 25923 Cualitativo . escala Macfarlan
Recupe
racion
+/- 30%
peAr?tchJ?]a Liquido Diluyente Ii'\s_lt_:gecrl@)cg:c_?gggll Cuantitativo colcz)enia Turbio
s del
cultivo
inicial
>10
Agua colonia Colonias planas
peptona Liquido | Productividad Vibrio cholerae Cualitativo | sen de color amarillo
alcalina agar
TCBS
Colonias con
centro negro y
>10 una zona
Salmonella typhimurium colonia ligeramente
Caldo RVS | Liquido | Productividad ATCC® 14028 Cualitativo | sen transparente de
agar color rojizo
XLD debido al cambio
de color del
medio
Colonias con
centro negro y
>10 una zona
Caldo _ N Salmonella typhimurium o colonia ligeramente
MKTT Liquido | Productividad ATCC® 14028 Cualitativo sen transparente de
agar color rojizo
XLD debido al cambio
de color del
medio
Colonias de
rises a verdes
>10_ grodeadas de
Caldo - - Listeria monocytogenes I colonia halos de color
listeria Liquido | Productividad ATCC® 19115 Cualitativo sen Marén oscuro a
agar negro en el
Palcam i
medio
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11.4. Evaluacion de la selectividad de medios de cultivo sélidos:

- Utilizar una placa del medio a evaluar y sembrar sobre la superficie una estria en linea
recta para cada microorganismo (control positivo y control negativo) paralelamente sin

gue se crucen las estrias.

- Incubar las placas bajo condiciones definidas en los métodos de prueba

correspondientes.

11.5. Evaluacion de la productividad de los medios de cultivo liqguidos

- Seleccionar los medios de cultivo a evaluar, previamente preparados con 10 mL del

medio.
- Inocular 1 mL del control positivo en el tubo que contiene el medio a evaluar.
- Incubar a la temperatura y tiempo requerido de cada medio.
- Sembrar por estria en medio selectivo sélido con asa de 10uL el contenido del tubo.

- Incubar segun las condiciones de cada medio

- Observar el crecimiento de colonias caracteristicas correspondientes al medio y realizar

el recuento.

12.CONTROL DE CALIDAD ANALITICO

Se realizara inspeccion visual a los medios de cultivos sembrados con las cepas control
positivas y que éstas presenten las caracteristicas fenotipicas establecidas, las colonias

deben poder diferenciarse claramente si los medios utilizados son selectivos.

En los medios sembrados con la cepa control negativo no debe presentar crecimiento.

La prueba de esterilidad de los medios utilizados, no debe presentar crecimiento de

ningun tipo.
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13.ANALISIS Y EXPRESION DE RESULTADOS

13.1 Evaluacion de la productividad en medios solidos

Asignar un valor de 0.2 a cada estria como se observa en la figura 1.

Multiplicar por el nimero de estrias y sumar 1 que corresponde a la estria central. Cuando
hay crecimiento en todas las estrias de los cuatro cuadrantes y la estria central el valor
del ICA es de 5. Calcular el ICA con la suma de los valores obtenidos y clasificar de

acuerdo a la siguiente tabla.

Tabla 2. Clasificacion de la productividad de los medios de cultivo de acuerdo al puntaje
obtenido del ICA.

Puntaje obtenido Clasificacion
ICA<25 Bajamente productivo
ICA entre 25 -4.0 Medianamente productivo
ICA>4.0 Altamente productivo
ICA=0 Medios no productivos

13.2 Evaluacion de la especificidad

Las cepas control positivo deben mostrar crecimiento con una apariencia, tamafo y
morfologia de colonias tipicas.

El crecimiento de las cepas control negativo debe inhibirse de forma total.
Los resultados se expresan de acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla 3. Evaluacion de la especificidad de los medios de cultivo

Cepa control positivo | Cepa control negativo Criterio
Crecimiento Inhibicién Medio especifico
Crecimiento Crecimiento Medio no especifico

Inhibicion Crecimiento Medio no especifico
Inhibicion Inhibicion Medio no
especifico

13.3 Evaluacioén de la selectividad

Las cepas control positivo deben mostrar crecimiento con una apariencia, tamafo y
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morfologia de colonias tipicas.
El crecimiento de las cepas control negativo debe inhibirse de forma total.

Los resultados se expresan de acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla 4. Evaluacion de la selectividad de los medios de cultivo sélidos

Cepa control positivo | Cepa control negativo Criterio
Crecimiento Inhibicién Medio selectivo
Crecimiento Crecimiento Medio no selectivo
Inhibicion Crecimiento Medio no selectivo
Inhibicion Inhibicion Medio no selectivo

14.EMISION DEL INFORME DE RESULTADOS

Los resultados se registran en el formato de “Control de medios de cultivos preparados’
(MI-GS-RG-113).

15.EXAMENES COMPLEMENTARIOS
No aplica para este procedimiento
16.ANEXOS

-  MI-GS-PL-01 Plan de gestion integral para los residuos generados en la atencion en
salud y otras actividades — PGIRASA.

- MI-GS-MA-07 Manual de organizacion, reconstitucién y conservacion del cepario de
microbiologia Laboratorio de Salud Publica de Santander.

- MI-GS-RG-100 formato de control de temperatura de congelacion.

- MI-GS-GI-79 Guia de preparacion, esterilizacion y control de calidad de medios de
cultivo.

- MI-GS-RG-113 Formato Control de medios de cultivos preparados.
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