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1. OBJETIVO

Describir las actividades para realizar los analisis de hongos y levaduras del
agua potable, cruda, de piscinas y envasada, utilizando la técnica filtracién por
membrana medio YGC (chloramphenicol glucose agar)

2. ALCANCE Y RESPONSABLE

Describe las actividades para detectar y confirmar la presencia de Hongos y/o
levaduras.

La realizacion de los analisis microbiolégicos es responsabilidad del Director
Técnico del Laboratorio y analista

3. NORMATIVIDAD RELACIONADA

GTC 80:2002 Guia para el control de calidad analitica en el analisis de aguas.
Bogota. 2002. INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y
CERTIFICACION.

GTC 82:2002 Guia de Buenas Préacticas para Laboratorios que realizan
muestreo y analisis de aguas. Bogota. 2002. INSTITUTO COLOMBIANO DE
NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION.

NTC-ISO-IEC 17025 / 2005. Requisitos Generales de competencia de
Laboratorios de Ensayo y Calibracion. Bogota. INSTITUTO COLOMBIANO
DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION.

4. DEFINICIONES

Membrana Filtrante: Membrana de nitrocelulosa con 0.8 mm de poro utilizada
para que en ella queden atrapadas las bacterias en el proceso de filtracion

Firma: Firma: Firma:

ELABORO: Directora técnica de | REVISO: Director Técnico AAA APROBO: Gerente
Laboratorio Diego Mauricio Hernandez T Oscar Leandro Benavides Gil
Elizabeth Cifuentes Fecha: 29 de abril de 2019 Fecha: 29 de abril de 2019
Fecha: 20 de abril de 2019
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5. GENERALIDADES

Los hongos son aerobios estrictos y las levadoras pueden ser aerobias o
anaerobias. Las levaduras crecen mas rapido que los hongos. Los medios de
cultivo para determinar éstos microorganismos incluyen adicién de antibioticos

Los hongos son organismos eucariotas que se engloban en el
reino Fungi (Hongos).

Son heterétrofos y requieren materiales organicos que utilizan como fuente de
energia y como esqueletos carbonatados para la sintesis celular. Estan
ampliamente distribuidos por la naturaleza, encontrandose en habitats muy
diversos de ahi su frecuente aparicion como alterantes en alimentos.

Equivalencia normativa

Norma ISO 7954. Microbiology- General Guidance for enumeration of yeasts and
moulds- Colony count technique al 25°C. First edition 1987

Equipos

Bomba de vacio.

Cabinas de Seguridad Bioldgica.
Autoclaves.

Incubadora

Termdmetro digital

Unidades de filtracion.
Destilador

e 6 o o o o o O

6.1 Materiales

Filtros de membrana tamafio del poro 0.8 mm.
Frascos de vidrio de borisilicato de 500 ml.

Pinzas

Placas petri de medio de cultivo plasticas pequefias
Probeta 100 ml

Esterilizar el material a utilizar segun instructivo “Lavado y esterilizacion”
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6.2 Reactivos y soluciones patrén

Medio de cultivo YGC. Las indicaciones para la preparacion de los reactivos se
presentan en el Instructivo para la “Preparacién de medios de cultivo”.

6.3 Condiciones ambientales

e Verificar el cumplimiento de los controles en areas de ensayos
microbiolégicos "Control de Calidad en Analisis Microbiolégico".

e Verificar que el elenmeyer de la trampa esté vacio, de lo contrario en un
vaso de precipitado vaciar el contenido.

e Desinfectar el area de la cabina con alcohol al 96% con pafio esteéril

6.4 Interferencias

e Cloro residual interfiere en las determinaciones por lo que debe ser
neutralizado mediante la adicion de tiosulfato de sodio 0,1 N que actla
como declorador.

e Turbidez por la existencia de algas u otro tipo de material puede impedir el
estudio de un volumen de muestra suficiente para obtener resultados
significativos por lo que se deben hacer diluciones.

e Particulas en suspensién o sustancias coloidales obstruyen los poros de la
membrana y detienen la filtracion, diseminando el crecimiento bacteriano
por toda el area de la membrana que enmascara las colonias obijetivo.

e Pigmentos o colorantes de las colonias objetivo u otras colonias dificulta el
recuento de UFC.

6.5 Muestra
Tomar la muestra de acuerdo al instructivo “muestreo”

6.6 Control de calidad
Aplicar los Controles de Calidad descritos en el Procedimiento " Control de Calidad
en microbiologia”.

6.7 Seguridad y salud en el trabajo y medio ambiente
Los riesgos asociados a las actividades desarrolladas en el laboratorio se
identifican en la matriz de riesgos.

El Laboratorio de Aguas asegura la bioseguridad del personal segun lo establecido
en el instructivo "Normas de Bioseguridad en el Laboratorio de Aguas”
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La disposicion de residuos peligrosos en el Laboratorio de aguas se realiza segin
lo establecido en el Instructivo Gestién Integral de Residuos- Manejo de Residuos
Peligrosos (RESPEL).

6.8 Ensayo

1. Encender el mechero, la bomba de vacio y abrir la valvula de vacio del
manifold

2. Conectar la trampa con el manifold

3. Flamear las pinzas que se encuentran en alcohol al 96%

4. Tomar la membrana correspondiente con las pinzas con mucho cuidado de
no romperla, descarte el papel amarillo que viene con la membrana.
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5. Colocar la membrana con las pinzas en la base del porta filtro (superficie
porosa del manifold) con la trama hacia arriba

Nota: Durante todo el procedimiento las pinzas deben permanecer en alcohol
etilico cuando no se esté utilizando.

6. Colocar el embudo del filtro en el porta filtro (manifold), ajustar y asegurar.
7. Adicionar 100 ml de la muestra al embudo

8. Filtrar la muestra
9. Todavia con el embudo se filtran tres (3) porciones de 20-30 mL de agua de

dilucion estéril.
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10.errar la valvula

11.Retirar el embudo de la base del filtro

12. Tomar la membrana con las pinzas (flameadas) estériles y transferirla al

medio de cultivo mediante un movimiento de balanceo sin dejar burbujas

entre la membrana y el medio de cultivo.

13.Incubar en posicion invertida los medios de cultivo (cajas de petri)
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14.Incubar a 25 + 2°C por 46 £ 3 horas

6.9 Recuento de colonias y reporte de resultados

Sl

N

Recuento de hongos y levaduras, se informa como UFC/100 ml de muestra

Registrar los resultados en el Cuaderno “Resultados fisico-quimicos y

microbiolégicos”

7.

PLAN DE SEGURIDAD INDUSTRIAL

El area de trabajo debe estar limpia, ordenada sin libros, abrigos o bolsas
sobre las mesas de trabajo.

Antes de la utilizacién de cualquier producto, leer atentamente su etiqueta e
indicaciones de peligro, asi como la ficha de datos de seguridad.

Evitar equipamiento u objetos innecesarios.
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e Siempre desinfectar y ordenar la zona de trabajo antes de comenzar, al
terminar o si se hace un intervalo

e Lavarse las manos meticulosamente cada vez que deje de trabajar y
secarse con papel descartable.

e Heridas o abrasiones preexistentes en la piel deben ser cubiertas
adecuadamente con elementos protectores a prueba de agua.

e Esta terminantemente prohibido verter muestras o cultivos en los desagues.

¢ No se permitira comer, beber, fumar o maquillarse en el laboratorio.

e Se deberé usar vestimenta adecuada (bata que cubran la ropa de calle,
preferentemente de algodon y mangas largas que no sera utilizado fuera
del laboratorio, zapatos cerrados)

e No esta permitido pipetear con la boca. Se podran utilizar pipetas
automaticas o semiautomaticas integramente autoclavables, o con conos
autoclavables, o con puntas descartables que poseen filtros. Podran usarse
pipetas de vidrio o plastico con proteccion de algodon y pro pipetas.

e Usar guantes y tapabocas adecuados.

e No tocarse la boca, la cara, el cuello o el pelo con los dedos.

e Los guantes deberan descartarse al alejarse de la mesa de trabajo. No se
tocaran con ellos lapiceras, carpetas, picaportes, tapas de recipientes,
teléfonos, teclados, etc.

e Los productos quimicos se almacenaran en un lugar especialmente
disefiado para tal fin (sala de almacenamiento, armarios) y teniendo en
cuenta las posibles incompatibilidades entre ellos. Se dispondra de un
inventario de los mismos y de los medios de separacion, aislamiento o
confinamiento adecuados.

e Las estanterias para reactivos seran accesibles y proporcionadas a la
capacidad de los envases que se dispone.

e Evitar abrir los medios de cultivos, y corrientes de aire que faciliten el
transporte de microorganismos y ser aspirados por el personal de
laboratorio.

RECOMENDACIONES PARA LA MANIPULACION SEGURA DE
PRODUCTOS MICROBIOLOGICOS

e Evitar llamas abiertas en el laboratorio. Utilizar placas calefactoras, bafios
térmicos, etc.

e Se guardaran siempre los productos en los envases originales. Cuando no
sea posible, los nuevos envases se etiquetaran convenientemente,
mediante una etiqueta igual a la del envase original, nombre del producto,
riesgos mas importantes, concentracion, etc.

e Utilizar para colocar los distintos utiles, sobre todo material de vidrio.
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e Tener precaucion al preparar los medios de cultivo, evitado derrames o
guemaduras al manipular el calentador.

e Descontaminar antes de usar la cabina de flujo.

e Controlar la velocidad de adicién y agitacibn de un producto cuando se
hagan mezclas.

e Todos los equipos que se utilicen deben tener un responsable. No se deben
utilizar sin conocer perfectamente su funcionamiento. Se tendran a mano
pero sin acumulados y evitando que nos puedan llegar a estorbar.

e Antes de empezar a trabajar hay que asegurarse que los montajes y
aparatos estén en perfectas condiciones de uso.

e No utilizar nunca material de vidrio en mal estado.

e Una vez se acaben de utilizar se dejaran limpios y en perfecto estado de
uso.

e Al acabar los trabajos se desconectaran los equipos y los servicios (agua,
gas, vacio, etc.)

¢ No se recomienda trabajar a una persona sola en el laboratorio cuando se
realicen trabajos de especial peligrosidad, sobre todo fuera del horario
normal de trabajo.

8. PLAN DE CONTINGENCIA

Heridas punzantes, cortes y abrasiones

e La persona afectada debera quitarse la ropa protectora, lavarse las manos
y la parte lesionada, aplicarse un desinfectante cutaneo apropiado y buscar
la atencién médica que sea precisa.

¢ Se notificara la causa de la herida y los microorganismos implicados; se
mantendran registros médicos apropiados y completos.

Ingestion de material potencialmente infeccioso
e Se quitara la ropa protectora y se buscara atencion meédica.
e Se notificard la identidad del material ingerido y las circunstancias del

incidente, y se mantendran registros médicos apropiados y completos.

Emisién de aerosoles potencialmente infecciosos (fuera de una cadmara de
seguridad bioldgica)

e Todas las personas deberan evacuar inmediatamente la zona afectada.
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e Se informara inmediatamente al responsable del laboratorio y al funcionario
de bioseguridad.

¢ Nadie podra entrar al lugar durante un tiempo prudencial (por ejemplo, una
hora), de modo que los aerosoles puedan salir y se depositen las particulas
mas pesadas. Si el laboratorio no cuenta con un sistema central de
evacuacion de aire, la entrada se retrasara (por ejemplo durante 24 horas).

e Se colocaran sefales indicando que queda prohibida la entrada.

e Al cabo del tiempo apropiado, se procedera a la descontaminacion bajo la
supervision del responsable de bioseguridad. Para ello habra que utilizar
ropa protectora y proteccion respiratoria apropiadas.

En caso de derrames

e Si es un solido, se recogera por aspiracion, evitando el barrido, ya que
podria originar la dispersién del producto por la atmésfera del laboratorio.
Se procedera a tratar el area afectada con solucion desinfectante que
corresponda, la cual se dejara actuar y se recogera con papel absorbente
gue sera luego autoclavado. Se tomaran las precauciones debidas para
cada desinfectante. Una vez limpia, la zona sera tratada nuevamente con
desinfectante.

e En caso de rotura del recipiente de vidrio que contiene microorganismos,
proceder de igual forma pero no tocar los residuos antes de que el
desinfectante hubiera actuado.

e Si es un liquido, se protegeran los desagles, se tratarA con materiales
absorbentes y se depositara en recipientes adecuados para eliminarlo como
residuo. Cuando sea necesario, antes de tratarlo con absorbente, se
procedera a su inertizacién, para lo cual se consultara la ficha de seguridad
correspondiente y en caso de duda, se tratard con el proveedor.

e Los recipientes rotos contaminados con sustancias infecciosas y las
sustancias infecciosas derramadas se cubriran con pafios o papel
absorbente. A continuacion se vertera sobre éstos un desinfectante que se
dejara actuar durante tiempo suficiente, y después podra retirarse el pafio o
el papel absorbente junto con el material roto Los fragmentos de vidrio
deberan ser manipulados con pinzas, después se fregara la zona
contaminada con un desinfectante. Si se utilizan recogedores de polvo para
retirar el material roto, después habra que tratarlos en la autoclave o
sumergirlos en un desinfectante eficaz y se colocardn en un recipiente para
residuos contaminados.

e Habra que utilizar guantes en todas estas operaciones.
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e Si se contaminan los formularios del laboratorio u otros papeles
manuscritos o impresos, se copiard la informacion en otro formulario y se
tirara el original en un recipiente para residuos contaminados.

Si el derrame compromete al cuerpo de una persona:
e Quitarse la ropa contaminada.
e Sila zona afectada son los ojos, hacer correr abundantes cantidades de
agua fria mediante un lavadero de ojo durante 15 minutos. Conseguir
rapidamente atencion medica

En caso de incendios:
e Ultilizar el extintor ubicado en la puerta de ingreso al laboratorio




