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1. INTRODUCCION

Entre los métodos de prueba de laboratorio que son empleados de manera comUn
se encuentran los ensayos bacterianos, dado que poseen una serie de cualidades
que los hacen de gran utilidad en la evaluacion de compuestos que de otra manera
no podrian analizarse come por ejemplo en pruebas de toxicidad, genocletalidad &
mutagenicidad, (auque existen otros sistemas biolodgicos que pueden emplearse), &
cuando se requiere el ensayo de gran numero de muestras o resultados en tiempos
relativamante cortos, los sistemas bacterianos son una buena eleccién, ya que, en
términos generales, son faciles de realizar, economicos, de corta duracion,
versatiles, adaptables, requieren de materiales de facil adguisicién, dan informacion
cualitativa y/o cuantitativa, entre otros.

En el caso particular de los ensayos de mutagenicidad, los sistemas bacterianos son
una buena alternativa ya que permiten determinar la induccién de cambios génicos,
ademas de que proveen indicios de [ps mecanismos a través de los cuales se
producen las mutaciones por lo que dan informacién sobre la capacidad mutagénica
de los compuestos

La informacion generada por los ensayos con bacterias puede ser empleada en la
caracterizacion de compuestos o zonas de riesgo potencial para la salud humana;
sin embargo la importancia sanitaria y utilidad de los datos generados por los
ensayos micrabioldgicos dependerd en gran medida de la confiabilidad de los
mismos. De aqui la necesidad de contar con sistemas eficientes que aseguren la
veracidad, confianza y cportunidad de su emisién. Esto se pueds lograr a través de
los denominados sistemas de gestién de calidad que, cuando son llevados a cabo
bajo condiciones dptimas, aseguraran la confiabilidad de los datos generados.

Una de las herramientas con que se cuenta para proteger la validez cientifica son los
sistemas de aseguramiento de la calidad, que no es otra cosa que un modo
ordenado de realizar las practicas necesarias para eliminar o reducir los errores en
cualquier operacion aplicada en el laboratoric y que pueden ser atribuibles al
personal, equipo, suministros, procedimientos de muestreo, y métodos analiticos.

Una aplicacién practica del empleo de los ensayos bactarianos se da en la
caracterizacidn mutagénica de las aguas generadas en la Ciudad de México dado
que, la produccién masiva de diversas sustancias, ha propiciado que las
poblaciones se encuentren cada vez mas expuestas a ellas. Aunque es evidente que
los preductos quimicos participan activamente en el mejoramiento de las condiciones
de vida de la poblacidén: también se han puesto de manifiesto algunos efectos
dafinos de estos productos sobre la salud humana. asi como de los demas
organismos que conforman al ambiente.



Los contaminantes ambientales pueden llegar al ser humano de distintas formas.
Una de ellas es a través de la contaminacion de los mantos acuiferos debido a la
precipitacion de particulas desde el aire y a su posterior infiftracién al subsuelo; otra
es la filtracién de lixiviados de basureros o a la contaminacién por fugas de drenaje
doméstico e industriales. De esta manera los contaminantes llegan al ser humano
medianta el agua de consumo.

Existen otras rutas por las cuales los contaminantes del agua pueden llegar al
humano y representar un riesgo a la salud. Tedas ellas se relacionan con la
ingestién de productos que fueron cultivados con aguas contaminadas {aguas
residuales o tratadas) o de alguna manera dentro de una cadena se wven
relacionados con este tipo de agua.

Cualquiera que sea [a ruta por la cual los contaminantes llegan al ser humano, e
hecho es que los efectos adversos a la saiud son evidentes por lo que la evaluacion
del riesgo y la vigilancia de la calidad del agua de consumo se han convertido en
prioritaria, sin descuidar por supuesto las demas rutas de acceso de los
contaminantes.

El dafio inducido por algunos compuestos quimicos que contaminan al agua
{(algunos incluso propiciados por los mismos métodos de tratamiento), puede afectar
al material genético a traves de la mutagénesis, que es uno de los riesgos
toxicoldgicos potenciales que es necesario evaluar en los sistemas de tratamiento y
suministro de agua, ya que existen evidencias de una relacidon de causa-efecto
entre la mutagénesis y la carcinogénesis asl como entre mutagénesis vy
teratogenesis. ( ciertas alteraciones del desarrollo)

En México, las estadisticas del sector salud indican que entre las primeras causa de
muerte antes del primer afio de vida, se encuentran las malformaciones congénitas;
asi mismo, sefalan que despuds de los 45 afos de edad los padecimientos
degenerativos (cancer) constituyen también una de las méas importantes causas de
muerte. Por ello y ante la creciente contaminacion del ambiente -y por consiguients
del agua- tanto en zonas urbanas como rurales, es necesario desarrollar acciones
tendientes a identificar los agentes ambientales que constituyen un riesgo para la
salud.

En virtud de lo anterior, las prusbas para detectar mutdgenos son consideradas en la
actualidad como una de las herramientas mas dtiles en el monitoreo de
carcinégenos ambientales, ademas de que tienen también un gran valor en la
evaluacion de agentes que pueden constituir un riesgo para la reproduccion en la
poblacidn, ya que se considera que las mutaciones pueden causar un incremento en
la incidencia de esterilidad, abortos, muertes perinatales y padecimientos
hereditarios.

De ahi que el monitoreo de mutidgenos en agua potable y tratada, mediante
técnicas bacterianas sea una herramienta adecuada para evaluar un riesgo; también



puede emplearse como criterio para determinar el sitio donde debera realizarse un
andlisis quimico preciso para identificar los agentes potencialmente téxicos y sus
posibles fuentes emisoras.

Dentro del alcance del presente trabajo se describirAn algunos de los aspectos
relevantes esn la planeacion dsl aseguramiento de la calidad en un ensayo
microbiolégico, para generar resultados qus posean la validez cientifica requerida
para su utilizacién; la propuesta sera ilustrada con el caso particular del ensayo de
AMES.

1.1 Cbjstivo

El objetivo del presente trabajo es analizar los lineamientos generales de SO 9001-
2000 (Correspondiente a la NMX-CC-9001-IMNC-2000) para aplicarlos al
"Aseguramiento de Calidad en ensayos Microbioldgicos” en particular al ensayo de
AMES para deteccion de mutagenos en agua.



2. ANTECEDENTES

El concepto de calidad asi como los sistemas desarrcllados para su
implementacion como los conocemos hoy dia, han venido evolucionando desde el
siglo antepasado y siguen en constante proceso de cambio. Las mayores
influencias en la evolucién del control de calidad, fueron dadas por la revolucion
industrial, primera y segunda guerra mundial, el desarrollo de la comunicacion y
transporte, la globalizacién de la economia lo que dio lugar a la necesidad de
intercambiar materias primas, lo que a su vez dio pie al desarrollo de normas y
certificaciones de caracter internacional.

21 Desarrollo histérico de conceptos y sistemas de calidad

Hacia 1888 El operador hace todo el trabajo de fabricacién del producto y se hace
respansable de la calidad de su trabajo y por tanto del producto.

1900-1818 Surge la divisién del trabajo en equipo, se forman grupos da operarios ¥

cada grupo hace una etapa mas o manos limitada de la praduccién. En
el periodo de la primera guerra mundial surge el capataz quien se
responsabiliza de que los operarios trabajen y hagan las cosas "bien”. El
capataz es responsable de 1a calidad y cantidad de trabajo.

1918-1937 La cantidad de fabricacién aumenta y el sistema de produccion se vuelve
mas complejo, cada capataz tiene que vigilar mucha gente. Surge la
necesidad de separar el trabajo de vigilar la cantidad y el cuidar [a
calidad del resultado de! trabajo, dando nacimiento a los inspectores. de
tiempo completo, de calidad de producto.

1937-1860 La segunda guerra mundial obliga al crecimiento de la produccién en
masa y surge la aplicacién de la estadistica para el contro! estadfstico de
calidad. Se desarrolla |a inspeccién por lotes en lugar de la inspeccidn al
100%. El control de calidad es restringido sclamente a algunas areas
{generaimenta areas de produccién).

1980- alafecha Con el desamollo de comunicaciones y transporties aumenta [a
competencia, el mercado se vuelve cada vez mas de compradores que
de fabricantes y las industrlas se ven obligadas a producir praducto de
calidad al menor costo, lo que lleva a la necesidad de establecer el
cancepto de control total de la calidad; en este enfoque de control de
calidad el personal que sjecuta cada etapa del proceso es el responsable
del mismo y no los inspectores al final del praoceso. Ademas de las
tacnicas estadisticas de control de calidad, en este enfoque se emplean
ofras, como la motivacion para |a obtencidn de calidad.

Actuaimente la calidad forma parte de la estrategia administrativa de las
empresas de todo tipo a fin de mantensr la competitividad. La calidad
total incluye los procesos de produccidn asi como los administratives. El
enfoque va hacia (a calidad de las cadenas productivas en conjurito, en
vez de optimizar los eslabones por separado.



2.2 Evolucién del control de calidad en México

1800-1950  Control de calidad basado en inspeccién. Se establecen las primeras
normas industriales.

1950-1984 Surge el profesionalismo de la calidad: En 1950 se funda la
Asaciacién Nacional Mexicana de Control de Calidad. (ANMCC) En
1973 se funda el Instituto Mexicano de Control de Calidad (IMECCA}),
se inicia el entrenamiento para especialistas en calidad. Se ensayan
los primeros intentos de circulos de calidad. Varias compaiiias se
vuelven pioneras en actividades de control total de calidad.

1984-1987 Administracién moderna de calidad. Control estadistico del proceso.
Se inicia el intercambio con la Japanese Union of Scientist and
Engineers {JUSE).

1987-1990 Acelerado crecimiento en  administracién total de calidad. Se
instituye el premio nacional de calidad Se forman asociaciones que
fomentan la calidad. Muchas comparilas inician camparias de
control total de |a calidad.

1990-1894 Inicio de certificacién en normas internacionales como las normas
ISO. Varias companias certifican su sistema de calidad en la norma
ISO 9000. Se establecen los primeros organismos certificadores.
En 1993 se crea el Institutc Mexicano de Normalizacion vy
Certificacion (IMNC).

El avance en la filosofla y sistemas de calidad se debe a algunos de los grandes
“gurus” de la calidad, cuyo aporte cronoldégico se describe brevemente a
continuacion.

1920 Walter Shewhart Padre de los sistemas de calidad. Empleo
de graficas de control.
1946 Edwards Daming Control estadistico de calidad. La

administracién es la  responsable del 85%
de los problemas de calidad.

1950 Kaoru Ishikawa Emplec de las 7 herramientas basicas
(herramientas estadisticas), creador de los
circulos de calidad.



1954

1860

1975

1988

1962

Joseph M. Juran Trilogia de la calidad ( Planeacién, control y

majora).
William E. Conway Inspeccidn. Estadistica de datos.
Philip B. Crosby Calidad como cumplimiento de requisitos,

cero defectos, costo de calidad.

Armmand Feingenbaum Creadocr del control total de ia calidad.

Masaaki Imai Calidad total y mejora continua (KAIZEN).

A la fecha se cuenta con mas de un centenar de herramientas para la gestion de la
calidad

2.3

Principales definiciones de calidad

La definicion de calidad al igual que sus concepciones han cambiado en el
transcurso del tismpo, algunas de ellas se listan a continuacién:

a)
b)
¢}
d)

e)

Calidad es el cumplimiento de requisitos.

La calidad se define como el cumplimiento de las expectativas del clients.

La calidad es la adecuacién al uso.

La calidad es la resultante de las caracteristicas del producto y de los
servicios de mercadotecnia, produccién, mantenimiento y de servicio al
cliente, con lo que se satisfacen los requisitos o las expectativas del cliente.
La calidad es la resultante de las caracteristicas del producto y de los
servicios de mercadotecnia, produccién, mantenimiento y de servicio al
cliente, con lo que se satisfacen los requisitos o las expectativas del cliente,
La calidad Ia juzga el cliente.

Para fines de la normatividad Mexicana NMX-CC-001:1995 IMNC/ISO 8402:1994
Administracién de la calidad y aseguramiento de la calidad — Vocabulario. La calidad
se define como:

El conjunto de caracteristicas de un elemento que le confiere la aptitud para
satisfacer necesidades explicitas e implicitas.

Esta definicidn parecs tan buena como cualquiera de sus antecesoras ya que cubre
el requisito final de la satisfaccién del cliente: sin embargo, y al igual que las demas



definiciones, carecen da un componente de vital importancia que es la satisfaccion
del cliente " al menor costo”.

2.4 Sistema de Gestién de Calidad

La adopcién de un sistema de gestién de la calidad deberia ser una decision
estratégica de la organizacién. Eldisefio y la implementacion del sistema de gestion
de la calidad de una organizacion estd influenciado por diferentes necesidades,
objetivos particulares, los productos suministrados, los procesos empleados y el
tamario y estructura de la organizacion

Principios de la gestion de calidad:

Enfoque al cliente

Liderazgo

Participacion del personal

Enfoque de procesos

Gestién basada en sistemas

Mejora continua

Toma de decisiones basadas en hechos

Relacién mutuamente beneficiosa con el praveedor

@NOARGN

Norma SO 9001:2000 ( NMX-CC-9001-IMNC-2000)

La norma mexicana promueve la adopcién de un enfoque basado en procesos
cuando se desarrolla, implementa y mejora la eficacia de un sistema de gestion de la
calidad para aumentar la satisfaccion del cliente mediante el cumplimiento de sus
requisitos. Dentro del modelo de un sistema de gestidn de la calidad se contemplan
los siguientes aspectos:

Responsabilidades de la direccion

Gestion de los recursos

Realizacion del producto

Medicién, andalisis y mejora

Mejora continua del sistema de gestién de la calidad



2.5 Los pllares para asegurar la calidad

El primero en emplear el concepto de aseguramiento de calidad se atribuye a Fhilip
B. Crosby, que definia el significado de aseguramiento de calidad como “Hacer que
la gente haga mejor todas las cosas importantes que de cualquier forma tiene que
hacer”. Para ello Crosby consideraba cuatro pilares fundamentales, construidos de
tal manera que se complementan mutuamente y que eran:

Actitud y participacion de la direccién.- La direccién tiene que comprometerse y
tomar acciones cuando se trata de calidad.

Administracién profesional de la calidad.- Se requiere de personal altamente
calificado que entienda todos los aspectos involucrados con la administracion de |a
calidad.

Programas originales.- El fundamento de los programas de calidad es un proceso
de mejoramiento de la calidad a través de la prevencién de defectos, el cual consiste
de catorce pasos.

Reconocimiento.- Crosby consideraba de vital importancia dar reconocimiento a
aquellas personas que ofrecieran un apoyo destacado al programa de calidad.

Si bien los principios basicos descritos por Crosby siguen siendo fundamentales, la
evolucién de conceptas y métodos de control, como se mencion$, han aportado
mayor cantidad de herramientas que, si son empleadas de manera adecuada,
garantizan el “Aseguramiento de la calidad”.

3. ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD

3.4 Lineamientos generales para el aseguramiento de la calidad

En cualquier entidad, un programa de aseguramiento de la calidad debe ser
practico, integrador y requerir de relativamente poco tiempo para su ejecucion a fin
de no interferir con las funciones primarias en el caso de un laboratorio, que cuando
sea aplicado apropiada y conscientemente debe asegurar la produccion de datos
de elevada reproducibilidad y confiabilidad.

La planeacién del aseguramiento de la calidad establece una serie de principios
operativos que en su conjunto constituyen el programa de aseguramiento de la
calidad. La preparacion del plan de aseguramiento de la calidad incluye lo siguiente:
un documento oficial aprobado, fa participacién del perscnal de la organizacién y la
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definicion de sus responsabilidades, control de muestras y  procedimientos
documentados, procedimientos estandarizados de operacion para cada método
analitico, perfil de capacitacién de los analistas, procedimientos de mantenimiento
preventivo de los equipos, procedimientos de calibracién, acciones correctivas,
acciones de contrel de calidad interna, disefio de auditorias, evaluacién de
procedimientos, validaciones y reportes.

E] documento oficial aprobado debe ser indicativo de que el plan ha sido revisado y
se le ha juzgado apropiado para la organizacidn, indicando las responsabilidades de
los distintos integrantes de la cadena de mando asi como la asignacion de funciones
especificas de cada persona involucrada.

El control de muestras y los procedimientos documentados permiten el trazamiento
de una muestra es decir su seguimiento desde su colecta hasta el reporte de
resultados. La documentacién siempre es importante pero especialmente cuando
los requerimientos de la cadena de custodia son requisitos legales.

Un procedimiento operativo estandarizado debe describir con suficiente detalls un
método, de tal modo que un analista experimentado no familiarizado con el mismo
pueda obtener resultados aceptables. Los perfiles de capacitacion deben ser
especificados. El ndmero de analisis requeridos y la incertidumbre de los resultados
puede variar con el tipo de andlisis, caracteristicas de la muestra, y la experiencia
del analista.

Los procedimientos de mantenimiento preventivo de los equipos son un requisito.
Un estricto programa de mantenimiento preventivo evita malfuncionamientos y
desajustes, ademas de la reduccion en la perdida de tiempo.

Las inspecciones de aseguramiento de calidad contemplan comdnmente las
inspecciones relativas a las instalaciones abarcando la infrasstructura en general y
las actividades en el laboratorio entre las que se encuentran: instalaciones, servicios
de apoyo, sistemas de informacién, capacitacion, vigilancia ambiental,
mantenimiento, cafibracién, ete. O las inspecciones relativas a los procedimientos,
destinadas a verificar procedimientos o métodos y por lo general se efectdan
aleatoriamente.

El adecuado registro y manejo de los datos, la validacidn y los reportes son una de
las caracteristicas finales en un programa de aseguramiento de la calidad. Las
lecturas obtenidas de un instrumento analltico deben ser ajustadas para aquellos
factores como la eficiencia del instrumento, eficiencia de extraccin, tamafio de la
muestra, y valores histéricos, antes de que dichos resultados puedan ser de utilidad.
El plan de aseguramiento de la calidad debe especificar los factores de correccion
que seran aplicables asi como los pasos a seguir en la. validacién de resultados. El
reporte de resultados debera ser adecuado a unidades estandar de masa, volumen
© concsentracion,



3.2 Control de calidad intarno y externoc

Todos los laboratorios poseen practicas de control interno involucrando el sentido
comun. Sin embargo un buen programa de control de calidad interno, debe asegurar
ia operacién correcta de todos los factores incluysndo las técnicas de muestreo,
almacenamiento, servicios, personal, equipo, suministros, medios, y procedimientos
analiticos de prueba. Para lograr esto, puede apoyarse en elementos como son:
certificacién de la competencia del operador, anilisis de estdndares de origen
externo, analisis de blancos, calibracién con estandares, analisis de duplicados, y
mantenimiento de cartas de control.

En el control de calidad externo se pueden emplear muestras de comparacion con
otros laboratorios, evaluacion de muestras proporcionadas por agencias certificadas
o muestras ciegas preparadas por laboratorios ajenos, asl como auditorias externas
a fin de detectar cualquier variacion de los procedimientos estandarizados y en caso
de ser necesaric tomar medidas correctivas.

3.3 Factores invelucrados en el aseguramlento de la calidad

A continuacién se da una breve guia de los factores a considerar en la elaboracion
de los programas de control de aseguramiento de la calidad.

1. Muestreo

a) Toma de muestras

b) Transporte de muestras

¢} Procedimientos en el manejo de las muestras
d) Cadena de custodia

2. Servicios

a) Sistema de aire

b) Areas de trabajo

c) Trafico

d) Paredes y pisos

e) Monitoreo de limpieza en las areas
f) Sistemas de desinfeccion

g) Hacinamiento

h) lluminacion



3.

a)

c)
d)

a)
b}
c)
d)
e)
f)
g)
h)
i)
)
k)
1}

Personal

Educacion

Formacian
Habilidades
Experiencia apropiada

Equipo e instrumental

Termdmetros

Balanzas

Medidores de pH
Conductimetro
Centrifugas

Unidades de desionizacion de agua
Destilador de agua
Aparatos dispensadores
Hormos

Autoclaves
Refrigeradores
Congeladores

m) Equipos de filtro de membrana

n)
0)
p)
Q)
r

s)

Lamparas de luz ultravioleta
Campanas de flujo laminar
Bafios de agua
Incubadoras

Microscopios

Etc.

Suplementos y reactivos

Cristaleria

Utensilios y contenedores para la preparacién de medios
Agua purificada
Medios

Membranas

Reactivos

Colorantes

Filtros de mambrana
Medios de cultivo
Material de referencia
Animales de laboratorio
Cepas bacterianas



6. Procedimientos y Métodos

7. Auditorias

Cabe mencionar que existen problemas especiales en el caso de los ensayos
microbiologicos debido a que estdndares analiticos, muestras enriguecidas y
muestras de referencia, generalmente no existen en el mercado. En el caso
particular de las cepas bacterianas empleadas en el ensayo de AMES existen cepas
certificadas en el mercado. Pero es muy importante conservarlas y controlarlas
adecuadamsnte.

3.3.1 Factores involucrados en el aseguramiento de la calidad y su asoclacién
con la norma (NMX-CC-9001-IMNC-2000}

A continuacién se describen con mayor detalle las caracteristicas a considerar en
los programas de aseguramiento de la calidad. Ademdas se incluyen de manera
genérica los apartados e incisos a que hace referencia |a normatividad, basandose
en la 150 9001-2000. (NMX-CC-8001-IMNC-2000)

3.3.2 Control de muestras (7.5.3 identificacion y trazabilidad)

El objetivo es establecer un sistema que garantice las actividades de muestreo,
recepcion, conservacion, distribucién, seguimiento y elaboracién del informe final
mediante procedimientos operacionales estandares (POE) de las muestras. Debe
especificarse una persona responsable de la organizacién y ejecucion de este
trabajo.

1) Toma de muestras: Los procedimientos y métodos de muestreo deben
estar descritos mediante Procedimientos Operacionales Estandares
especlficos.

2) Recepcién de muestras: Las muestras deben ser recibidas en el rea
destinada a tal fin y deben venir acompafiadas de un solicitud de ensayos en
la cual deben aparecer los siguientes datos:

fecha

hora

folio

sitio de monitoreo
temperatura



nombre del muestreador
volumen de la muestra
tipo de analisis
observaciones

3) Reglatro de las muestraa; Se reflejaran los datos correspondientes a las
muestras en un registro, después de realizar una inspeccion visual de las
mismas, comprobando que la informacion esté en conformidad con los datos
de la solicitud entregada, que no haya signos de deterioro, asi como la
temperatura de conservacion con que se reclbio.

4) Distribucién: Las muestras se distribuiran a las distintas areas de acuerdo
con los analisis a realizar. Cada area a su vez recibira l[as mismas y llevara
un ragistro de recepcion para su control.

3) Informes finales: Se debe establecer un sistema de seguimiento de ias
muestras y de las pruebas que permita consolidar los resultados y emitir el
resultado final. Estas operaciones deben estar avaladas a través de POE.

3.3.3 Personal (6.2 Recursos humanos. 6.2.2 Competencia, toma de
conciencia y formacion)

Se debe contar con ef personal necesario en nimero y con las calificaciones para
ejecutar las funcionas y responsabilidades correspondientss. Cabe mencionar que
todo el personal involucrado debe mantener confidencialidad de la informacion vy
resultados.

Dentro de la estructura de personal se identifican:

a) Director

b) Jefe del laboratario

c) Jefe de drea

d) Profesionales, técnicos y auxtliares de faboratorio

8) Personal de apoyo administrativo, mantenimiento, limpieza y servicios

Cada puesto de frabajo debe tener uns descripeién del cargo en la que se incluya:
nombre de puesto, funciones y responsabilidades, formacién académica exigida y/o
perfil de capacitacién, y experiencia.



3.3.4 Servicios y 4reas de trabajo { 6.1 Provision de recursoa. 6.3
Infraestructura. 6.4 Ambiente de trabaje)

Se debe contar con un minime de requerimientos técnicos de las areas del
iaboratorio de tal modo que se facilite el flujo de personal, equipos, materiales,
muestras, reactivos, desechos y otros medios necesarios para el desarrollo del
trabajo.

La maxima direccién sera la responsable de garantizar la implementacion de las
condiciones descritas y el jefe de area sera el responsable de que se mantengan las
condiciones implementadas.

Caractaristicas generales que deben cumplir las dreas.

a) El disefio debe tomar en cuenta los requerimientos técnicos que faciliten un
adecuado flujo de personal, materiales, equipos, muestras, otros medios
necesarios para el trabajo y desechos, debiendo responder a las exigencias
minimas de seguridad que faciliten el manejo de sustancias potenciaimente
peligrosas y el uso apropiado de animales de laboratorio, cuando se requiera,
asf como la evacuacién de! personal en caso necesario.

b) La lluminacion y ventilacion deben corresponderse a las exigencias de cada
area de trabajo, segun los requerimientos especificos de la actividad que se
realice. Las superficies de las mesas de trabajo deben ser lisas, de facil
limpieza y de material resistente al ataque se sustancias quimicas.

c) Las instalaciones de agua caliente y fria, agua tratada, vacio, gas, vapor y
electricidad deben hacerse de manera que garanticen el uso adecuado
durante el trabajo, asl como facilitar las operacicnes de mantenimiento y
reparacion. Los sistemas de desagles se construiran de un material que
asegure su integridad frente a las caracteristicas de los efluentes.

d) Se tendran en cuenta las normas de bioseguridad para las instalaciones.

En el caso de los andlisis microbiologicos

e) Las paredes, pisos y techos serdn lisos y de facil limpieza. Las uniones
parad-pared, pared-piso y pared-techo tendran terminaciones sanitarias.

f} Debe contar con un area para la preparacidn y distribucién de los medios de
cultivo Cuando sea necesario existird un area para la conservacion y
muitiplicacién de microorganismos de prueba y un local para incubadoras.

g) Debe contar con un darea aséptica para la realizacién del ensayo de
esterilidad, con cabina de flujo laminar.

hy Area de ensayos bicldgicos: el disefio y las condiciones ambientales
dependeréan del ensayo a realizar y ol riesgo con que se trabaje.

) Se contard con un area especifica, destinada para colocar y emplear
instrumentos analiticos especializados, con temperatura y humedad
controlada y estabilizador de voltaje.
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)

K)

Deben tenerse todas las condiciones necesarias para poder realizar las
actividades de lavado, preparacién y esterilizacién de materiales; se contara
con autoclaves, hornos, sistemas de extraccién de aire, entre otras.

Se almacenaran los reactivos, medios de cultivo y otros materiales en lugares
gue estén separados, teniendo especial cuidado con los liquidos y sélidos
inflamables, toxicos y radiactivos. Se contard con sistemas de extraccién y
se controlara la temperatura y la humedad relativa en el area requerida.
Desecho de contaminantes quimicos y biolégicos: 1) Desechos quimicos, se
debera contar con un lugar especifico, aislado de las &reas de trabajo con
contenedares de acuerdo al tipo de solvente a desechar ( corrosivos, volatiles,
mezclas, etc.) o en base a sus propiedades fisico-quimicas 2) Desechos
biolégicos, se debe contar con contenedores especiales para este tipo de
desecho ( animales de prueba, medios de cultivo, algodon, etc.)

m) Las instalaciones para animales de laboratoric deberan proporcionar las

3.35

condiciones fisiolégicas y de habitat, disefiadas de acuerdo a las necesidades
y teniendo en cuenta los requerimientos ambientales para cada especie y
ensayo a realizar, considerando el nivel de bicseguridad requerido.

Equipos e instrumentos { 7.4.1 Proceso de compras. 7.4.2 Informacién de

las compras. 7.4.3 Verificacion de los productos comprados. 7.6 control de los
dispositivos de seguimiento y de medicion)

El laboratoric deberd contar con el equipc e instrumentos necesarios para la
realizacion correcta de la prueba. En el caso de instrumentos y equipos nuevos,
estos deberan ser instalados y/o calibrados por el distribuidor y se debe dejar por
ascrito un informe de la visita sl cual pasard a formar parte del expediente.

El area sera responsable:

sugygsiusl

Del inventario y los programas de mantenimiento preventivo, calibracion y/o
verificacién del equipo ¢ instrumentos

De nombrar un responsable de cada equipo o instrumento, indicando también
cuales son sus responsabilidades.

Se debera contar con una lista de equipos e instrumentos la cual debera
incluir:

el nombre

la marca

el nimero de inventario

el nimero de serie

el modelo y el afio

la localizacion

el costo

la fecha de adquisicion

la fecha de prestacién de servicio
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Se debe abrir un expedients para cada equipo o instrumento y éstos deben contener
los datos generales, registro, y se deben anexar los reportes de mantenimiento
preventivo, correctivo, calibracion y verificacion.

Cada equipo o instrumento debe contar con su manual de operacion en el idioma
local. El instructivo de operacidn debe describir de manera general los pasos a
sequir para el manejo del equipo y debe ser colocado en un lugar visible cerca del
equipo. Cada equipo debera tener su registro de uso y/o su carta de control que
debe colocarse cerca del equipo.

Se deben establecer programas de mantenimiento preventivo especifico para cada
equipo, asi como programas de calibracién o verificacion de instrumentos para que
éstos operen de tal forma que aseguren que las mediciones efectuadas sean
trazables, con patrones nacionales de medicién y si es factible con aquellos
especificados por el Sistema Nacional de calibracién. (SNC) Cuando el equipo esté
fuera de especificaciones se deben llevar a cabo las acciones correctivas
correspondientes y mientras tanto ponerlo * fuera de servicio". En el caso de
instrumentos, se debe demostrar mediante calibraciones que esta en condiciones
satisfactorias para volver a operar. Cuando proceda, el equipo debe someterse a
verificacién en servicio entre calibraciones periédicas.

3.3.6 Reactivos {7.4.1 Proceso de compras. 7.4.2 Infermacion de las compras.
7.4.3 Verificacion de loas productos comprados. 7.5.5 Preservacion del
producto)

Son los materiales de origen quimico o biolégico utilizados en los analisis en al
laboratorio.

Caractaristicas de los reactivos:

» Deben ser de calidad apropiada.

» Deben de ser comprados de proveedores certificados ( de preferencia), en sus
envases criginales.

+ Deben estar a cargo de un profesional o técnico capacitado.

Se debe mantener un registro de compra, recepcion y distribucién para
garantizar la continuidad, sobre todo en lo que respecta a sustancias que
deben adquirirse con anticipacién.

« Deben revisarse a fin de tener la certeza de que lo sellos estan intactos
cuando se reciben en la bodega o cuando se distribuyen. Estas inspecciones
deben registrarse colocando las iniciales de la persona a cargo de la
inspeccidn y la fecha.

16



o Los reactivos que den la impresidn da haber sido manipulados indebidaments,
deberan ser rechazados, salvo en aquellos casos en que pueda comprebarse
su identidad y pureza.

s Se debe contar con un POE especifico para el transperte, almacenamiento y
manejo de reactivos y eliminacién de desechos quimicos.

» Se debe disponer de locales separados y adecuados para sustancias
inflamables, acidos, sustancias que producen emanaciones, y otros reactivos.

» Todos los lugares de almacenamiento deben estar equipados de acuerdo con
normas contra incendios.

» No deben trasladarse de un area a otra.

* Se debe evitar su trasvase.

Con el objeto de promover la seguridad y reducir la contaminacién del laboratorio,
los reactivos no deben almacenarse en el laboratorio, a menos que haya razones de
peso para ello. Los reactivos de utifizacién rutinaria deben ser mantenidos en el
laboratorio.

£l agua debe ser considerada como reactivo y debe cumplir especificaciones y
requerimientos técnicos para su utilizacidn.

Los reactivos elaborados deben ser preparados en conformidad a procedimientos
escritos y cuando fuera aplicable, de acuerdo a farmacopeas u otros textos oficiales
y rotularse adecuadamente indicando:

= la identificacion del reactivo.

= la concentracién.

= el factor de normalizacidn.

= la fecha de preparacion y vencimiento.

= las condiciones de almacenamiento.

= las iniciales del técnico responsable.

» Los anlmales de laboratorlo son aguellos animales cualesquiera que sea
su especie, cepa, calidad microbioldgica, sexo o estado de desarrollo,
destinados a pruebas bioldgicas. Para el manejo de los animales deben
axistir barreras sanitarias, cumplir con condiciones ambientales adecuadas vy
alimentarlos en forma controlada.

s Las cepas bacterianas son cepas “tipo” ulilizadas en métodos
microbioldgicos. Deben estar bajo la responsabilidad de personal
experimentado. Consisten en cultivos puros y estables, y es necesario aplicar
técnicas apropiadas para garantizar su viabilidad, pureza y estabilidad en las
caracteristicas genéticas, y almacenarlas adecuadamente.

« Medios de cultivo, deben ser preparados de acuerdo a procedimientos
estandarizados (POE) y deben ser apropiadamente rotulados; controlados para
verificar la promocion de desarroilo del medio de cultivo.
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3.3.7 Procedimlentos operacionales estandar (POE) (4.2 requisitos de la
documentacién. 4.2.1 Generalidades incisos ¢, d) y o)

El objetivo es describir en forma detallada las actividades realizadas en el laboratorio
a fin de:
a) Proveer uniformidad, consistencia y confianza en cada una de las actividades
llevadas a cabo.
b) Disminuir errores sistematicos.
c) Proveer capacitacion y guia para el personal de nuevo ingreso.

Los POE deben ser elaborados por el personal técnico especializado, revisados por
ol inmediato superior y aprobados por el jefe del laboratorio.

Se deberan preparar POE para los procedimientos generales como:

» Sistemas de ensayo; preparacién de ambientes, mantenimiento de
ambiente, método de musstreo.

s Operaciones de laboratorio: toma de muestras, identificacion,
etiquetado, ftavado de material, esterilizacién de material,
almacenamiento de muestras, etiquetado de materiales y reactivos,
soluciones.

» Personal: capacitacién, manipulacién de reactivos peligrosos,
seguridad en el labaratorio.

s Materiales de referencia: Identificacién,  caracterizacion,
manipulacion, recepcién, almacenamiento, uso.

Archivo: mantenimiento, distribucidn y actualizacion.

¢ Equipo: calibracién, mantenimiento preventivo. Para la descripcién del
uso 0 manejo del mismao, se usaran instructivos en vez de POE.

+ Métodos de ensayo: meétodos para procesar y analizar las muestras.

Cada POE debe tener en cada una de sus paginas:

1) Logotipo y nombre de la organizacion.
2) Departamento o unidad que emite el POE.
3) Titulo.
4) Firma de quién lo elabora.
5) Firma de quién lo revisa con fecha.
6) Firma de quién lo autoriza con fecha.
7) Vigencia.
8) Fecha de revision.
9) Codificacién.
10) Nuamero de pagina y nurmere total de paginas del documento.



3.3.8 Métodos (4.2 Requisitos de la documentacion. 4.2.1 Generalidades
incisos c), d) y e}, 7.5 Produccién y prestacion del servicio. 7.5.2 Validacién de
los procesos de la produccion y de la prestaclén del servicio inciso ¢). 7.5.2
ldentificacion y trazabilidad)

Son los procedimientos técnicos apropiados para determinar una o mas
caracteristicas especificas de un producte o material compatibles con la naturaleza
. de la muestra a ser probada. Deben estar disponibles en los manuales de métodos
o escritos como POE individualizados, en forma clara y precisa, de tal forma que un
analista pueda usar el procedimiento e interpretar los resultados. Los POE para los
métodos deben seguir el formato preestablecido pero ademas  deben ser
complementado con las siguientes informaciones: Principios bésicos, eguipos,
célculos y estadisticas y referancias.

Existen cuatro opciones de métodos:

a) Métodos estindares: son métodos que fueron objeto de intensa
investigacion por muchos individuos y laboratorios y se ha demostrado que
son los mejores métodos existentes auque éstos pueden ser antiguos. Estos
métodos han sido probados y validados exhaustivamente.

b) Métodos oficlales: son aguellos métodos que se requiere sean utilizados
por fos laboratorios, por parte del gobiemo u organizaciones internacionales.
Estos métodos también fueron validados de forma adecuada antes de ser
designados como oficiales.

¢} Métodos de literatura: métodos de revistas especnahzadas que proveen una
buena fuente de nuevas metodologlas y técnicas, pero que deben ser
tratadas con precaucién y necesitan ser validadas exhaustivamente antes de
su implementacién.

d) Métodos desarrollados internamente: son los métodos desarrollados y
modificados en los [aboratorios como resultado de investigaciones para
mejorar o perfeccionar las pruebas y/o para conformar necesidades y
problemas individuales. Estos requieren validacion.

Cualquier método nueve o modificaciones mayores de un método existente,
considerado para uso rutinario, debe ser objeto de un proceso de seleccion riguroso
que incluye validacién.

Validaclén de la metodologia:
El método de andlisis debe ser apropiado a las preguntas que se hacen y debe ser

reproducible con resultados confiables. El ensayo debe incorporar las siguientes
caracteristicas.



a) Exactitud: grado de correlacion con el valor real.

b) Precision: variacion de los resultados representada por la desviacion estandar
o el cooficiente de variacion.

c) Sensibilidad: respuesta por unidad de sustancia en ensayo, capacidad del
procedimiento de prueba para registrar pequefias variaciones entre
concentraciones.

d) Reproducibilidad: la precisién del procedimiento cuando es realizada bajo
diferentes condiciones.

e) Especificidad: el grado de unicidad de respuesta a la sustancia considerada.

f) Robustez: habilidad de proporcionar resultados de exactitud y precision bajo
variedad de condiciones.

Los procedimientos de validacién mas aceptables para nuevos meétodos son los
estudios colaborativos interlaboratorios.

3.3.9 Material de referencia { 7.4. Proceso de compras. 7.4.2 Informacién de
las compras. 7.4.3 Verificacion de los productos comprados. 7.5.3
ldentificacion y trazahilidad)

Es un materia! del cual uno o mas de los valores de sus propiedades estan
certificados por un procedimiento técnicamente vélido, acompafiado por un
certificado u otra documentacién expedida por un cuerpo certificador.
1) Debe estar a cargo de un profesional calificado, responsable de ta compra,
recepcién y distribucion.

2} Se debe mantener un registro central o archivo que contenga

» el nombre del material de referencia,
o el proveedor o importador.

s ol origen.

¢ ol lote.

[ ]

la foecha de analisis para comprobar si cumple los requisitos
estipulados: Protocolos de analisis recibidos o analisis realizados en el
laboratorio en este caso; el archivo debera incluir los resultados de
todas las pruebas y comprobaciones utilizadas para establecer el
patrén y las iniciales del analista responsable; cualquier material
rechazado se identificard claramente y se destruird o devolvera al
proveedor lo antes posible. (POE correspondiente)

« el lugar y condiciones de almacenamiento.

= lafecha de vencimiento cuando corresponda.
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« el almacenamiento en forma adecuada (PQE correspondiente). Este
registro debera contener toda la informacion relativa a las propiedades
del material de referencia.

3) Se debe verificar la calidad del material de referencia cuando las
condiciones hayan sido alteradas y rutinariamente, una vez al aftc.

3.3.10 Auditorias (4.2.1 Generalidades inciso ¢), 8.2.2 Auditoria interna. 8.5.2
Accion correctiva. 8.5.1 Mejora continua)

Consiste en llevar a cabo un examen sistematico e independiente para determinar si
las actividades de calidad y sus resultados cumplen con la documentacion
preestablecida, comprobar si las mismas son apropiadas para alcanzar los objetivos
propuestos y si son implantadas eficazmente.

Las auditorlas pueden ser de tipo interno realizadas por personal que no tiene
responsabilidad directa en las dreas auditadas. Las auditorias externas las llevan a
cabo entidades oficiales para {a acreditacion.

Las auditorfas se pueden aplican a,

s todo el sistema de calidad.

» algunos elementos del sistema (procedimientos, personal, equipo,
areas de trabajo, etc.). ’

s procesos.
servicios productos.

No debe confundirse la auditoria con actividades de vigilancia de la calidad.
Etapas de una auditoria:

1) Revision de documentos.

2} Elaboracién del plan de auditoria.

3) Reunion de apertura.

4) Recorrido de las instalaciones.

5) Realizacién de la auditorfa: entrevistas, lista de verificacién, observacion.
8) Reunién de cierre.

7} Informe de la auditoria.
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Auditorla de seguimiento:

En caso de encontrar no conformidad, se realizan las auditorfas de seguimiento para
verificar la implementacion de las acciones correctivas.

4. ENSAYOS BACTERIOLOGICOS

4.1 Eleccidn del sistema de prueba

En e! caso particular de un monitoreo ds rutina, en el cual se requiere del ensayo de
un elevado nimero de musestras, para el establecimiento de programas de vigilancia
permanentes, el sistema de prueba elegido, debe satisfacer los siguientes requisitos:

Debe ser un sistema de prueba de corta duracién y de facil realizacion.
El sistema de prueba debe ser relativamente econdmico y de
materiales de facil adquisicidn.

+ Debe ser reproducible.
Debe ser sensible.

« El sistema elegido debe ser capaz de predecir carcinogenicidad,
basandose en un aito indice de correlacién mutagénesis-
carcinogénesis.

Tomando en consideracion los requisitos analizados, los sistemas bacterianos al
parecer resultan los mas adecuados para los andlisis de esta clase, ya que
actualmente, las pruebas a corto plazo de este tipo se han convertido en una atil
herramienta experimental para investigar el riesgo para la salud humana.

Sistamas bacterianos.- La bioquimica y genética de las bacterias han sido objeto
de diversos estudios durante afios. No obstante su aparente simplicidad, las
bacterias poseen elaborados mecanismos para responder a los dafios ccasionados
al ADN. Las bacterias por lo tanto, son cominmente empleadas, tanto en estudios
fundamentalss de los mecanismos involucrades en la respuesta bioldgica al dario al
ADN, como en ensayos a corto plazo para medir el potancial carcinégeno de algunos
campuestos.

Valldacién de las pruebas bacterianas.- Las pruebas bacterianas han sido
validadas comparando los resultados con una amplia variedad de compuestos
carcinégenos y no carcinbgenos. La sensibilidad como el porcentaje de resultados
positivos, la especificidad como el porcentaje de resultados negativos y la exactitud
como el porcentaje de resultados correctos.
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Auditoria de seguimiento:

En caso de encontrar no conformidad, se realizan las auditorias de seguimiento para
verificar la implementacién de |as acciones correctivas.

4, ENSAYOS BACTERIOLOGICOS

4.1 Eleccion del sistema da prueha

En el caso particular de un monitoreo de rutina, en el cual se requiere del ensayo de
un etevado nimero de muestras, para el astablecimiento de programas de vigilancia
permanentes, el sistema de prusba elegido, debe satisfacer los siguientes requisitos:

+ Debe ser un sistema de prueba de corta duracidn y de facil realizacion.
» El sistema de prueba debe ser relativamente econdémico y de
materiales de facil adquisicién.
Deba ser reproducible.
Debe ser sensible.
El sistema slegido debe ser capaz de predecir carcinogenicidad,
basandose en un alto Indice de correlacion mutagenesis-
carcinogenesis.

Tomando en consideracién los requisitos analizados, los sistemas bacterianos al
parecer resultan los mas adecuados para los andlisis de esta clase, ya que
actualmente, las pruebas a corto plazo de este tipo se han convertido en una utit
herramienta experimental para investigar el riesgo para la salud humana.

Sistemas bacterianos.- La bioguimica y genética de las bacterias han sido objeto
de diversos estudios durante afios. No obstante su aparente simplicidad, las
bacterias poseen elaborados mecanismos para responder a los dafios ocasionados
al ADN. Las bacterias por lo tanto, son comdnmente empleadas, tanto en estudios
fundamentales de los mecanismos involucrados en la respuesta biclégica al dafio al
ADN, como en ensayos a corto plazo para medir el potencial carcinégeno de algunos
compuestos.

Validacién de las pruebas bacterlanas.- Las pruebas bacterianas han sido
validadas comparando los resultados con una amplia variedad de compuestos
carcinégenos y no carcindgenos. La sensibilidad como el porcentaje de resultados
positivos, la espacificidad como el porcentaje de resultados negativos y la exactitud
como el porcentaje de resultados corractos.
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4.2 Mutagenicidad y carcinogenicidad

Conceptos generales

Mutagénesis.- Una mutacion es considerada como una modificacion o cambio en la
secuencia de bases nitrogenadas que constituyen el material genético (ADN). Este
cambio puede ocurrir en los genes (anomalias intragénicas) o en los agrupamientos
de genes denominados cromosomas.

Las alteraciones intragénicas pusden producirse por sustitucién de bases o por
desfasamiento. La primera ocurre por una transversién, en |a que una base de un
tipo es sustituida por otra de tipo diferents. El desfasamiento consiste en el
corrimiento de la secuencia por eliminacién o adicién de bases.

Las anomallas que se refieren a grupos de genes pueden deberse a arreglos
estructurales, (inversiones o traslocaciones) ¢ numéricos. (eliminaciones, deleciones
o adquisicién de genes o cromosomas) Cuadro 1.

NIVEL DE LA TIPO DE MUTACION DESCRIPCION
MUTACION
Alteraciones en  la | Sustitucién de bases. | Cambio de una base por ofra:
secuencia de basss a) Transicién: Purina — Purina, Pidmidina
intragénicas. - Pirimidina

b) TransversiSn: Purina — Pirimidina
Corrimlentc de bases por pérdida o

Desfasamiento.

adicion.
Anomalias en el arregl | Inversion. Cambio de orientacidn dal gens,
de los genes. manteniendo su  posickdn  relatlva
respecto de log otros genes.
Traslocacidn. Cambio de posicidn de un gene con
relacién a olros genes.
Anomalias en el numer | Eliminackon. Pérdida de un gena.
de genes.
Duplicacion. Adquisicion de una copia extra de un
gene.
Abestaciones cromoadmicas | Rearreglos: Cambio en el nomero, posiclén u
estructurahes. traslocaclones, orlentacién de grupos de genes.
inversiones, anillos.
Modificacién del nimere | Aneuploidia: - Segregacién cromosomica defectuos

de cromosomas.

a} Mongsomia
b} Polisomia
¢) Poliploidia

que resulta en pérdida o adquisicion d
ung 0 Mas cromosomas.

- Aumento de juegos completos d
Cromosomas.

Cuadro 1. Alteraciones genéticas ( Nava, 1994)
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Carcinogénesis.- El céncer o transformacién maligna de las células confiere a
éstas la capacidad de crecer indefinidamente y sin control, provocando ia farmacion
de grandes poblaciones que eventualmente invaden tejidos diferentes al tejido
original. Con respectc al origen de este padecimiento existen dos tipos
fundamentales de hipétesis; en una de ellas se sefiala como factor causal a las
alteraciones genéticas, y se basa particularmente en los casos de predisposicion
hereditaria al cancer y en la observacién de que la mayorfa de los agentes
carcinogénicos producen mutaciones.

La otra hipétesis propone mecanismos epigénicos que actian sobre los genéticos,
apoyados en la evidencia de revisiones tumorales y en la incapacidad de algunos
carcinégenos para producir mutaciones (Trosko, 1978).

Estudios de cancer en humanos han establecido que un evento mutagénico, es con
elevada probabilidad, el factor inicial en algunos tipos de céncer. Se sabe que la
mayoria de compuestos quimicos y radiaciones capaces de producir cancer
también son mutagénicos. Por tanto la demostracién de actividad mutagénica
sugiere que la sustancia puede ser ( no necesariamente) carcinégena. La
asociacién comun entre la actividad mutagénica y la carcinogenicidad es la base
para el uso de pruebas de mutagenicidad.

43 Pruebas de mutagenicidad con Saimonelia ( Ensayo de AMES)

Las pruebas de mutagenicidad para mezclas complejas en ensayos de rutina
deben ser de rapida realizacion, y solamente los sistemas microbianos ofrecen esta
ventaja en la identificacién de mutagenos potenciales. Uno de los primeros metodos
bacterianos para deteccion de mutagenos y el mas frecuentemente usado, utiliza la
bacteria entérica Salmoneila typhimurium. (Ames, 1971)

Si bien las consideraciones generales puntualizadas como importantes en la
planeacién del aseguramiento de la calidad son aplicables a cualquier ensayo
bacteriano, cada uno de ellos requerird de algunos elementos especificos que es
necesario cubrir a fin de asegurar su adecuada realizacidn. A continuacion se
describen los aspectos mas relevantes, en el ensayc de AMES, asl como las
operaciones que es necesario realizar y controlar para asegurar tanto fa integridad
de las cepas antes, durante y después de su emplec, asi como la validez del
ansayo.

Principio.- Esta prueba, utliza cepas mutantes de la bacteria Safmonella
fyphimurium, que ha sufrido una alteracién genética, de manera que no son capaces
de producir histidina, un aminoécido esencial para su crecimiento. El sistema en
tarminos generales, se basa en que la presencia de sustancias genotoxicas en el

24



medio de cultivo que se utiliza en la prueba, provocara, siguiendo los mismos pasos
que provocaron la mutacién en la bacteria, un procesc inverso denominado
reversidn, el cual una vez que ha sucedido, permitird que las bacterias produzcan
histidina, y puedan crecer en el medio que han sido sembradas. El medio contiene
trazas de histidina y en una primera etapa ocurre un crecimiento de toda la poblacion
auxétrofa en presencia del compuesto hasta agotar toda la histidina presente, en
una segunda etapa, sélo aquellas bacterias que pudiercn mutar por efectos del
compuesto probado, podran continuar creciendo para formar colonias visibles
protétrofas.

Las cepas utilizadas en esta prueba, tienen un detemminado y constante porcentaje
de reversion espontanea, cuando son sembradas en el medio, y sin que haya
sustancias genotéxicas presentes, o cuando se adiciona una sustancia con la
funcién de control negativo o blanco. La diferencia entre el porcentaje de reversion
espontanea y el porcentaje de reversion inducida, producida por la presencia de las
sustancias puestas a prueba, nos indicara si dichas sustancias poseen actividad
genotéxica o no. En la prueba se incluye un homogenizado de higado de roedores
{0 de otros tejidos de mamiferos), como una aproximacién al efecto que puede tener
el metabolismo de mamiferos en las sustancias bajo ensayo.

Caracteristicas Genéticas de la Cepa.- Las cepas empleadas cominmente son 1a
TA98 y TA 100. Cada cepa de prueba contiene un tipo diferente de mutacion en el
operén de la histidina. '

Adicionaimente a la mutacidn en el operén de la histidina, las cepas de prueba
contienen otras mutaciones las cuales incrementan su capacidad para la deteccion
de mutagenos que son las mutaciones rfa y uvrB.

Salmonelia ftyphimurium tiene una membrana de lipopolisacarido que es
relativamente impermeable, particularmente a los compuestos de alto peso
molecular.

La mutacién rfa o de caracter “rugoso”, ocasiona la pérdida parcial de la barrera de
lipopolisacaridos que cubre la membrana bacteriana lo cual facilita la entrada de
moléculas grandes que normalmente no penetrarfan la pared celular (Maron y Ames,
1983)

Las cepas bacterianas contienen también una mutacién que elimina el correcto
funcionamiento de los sistemas de reparacién del DNA y esto aumenta la
sensibilidad de la prueba. La mutacién uvrB es una delecién del gene que codifica
una endonucleasa que estd involucrada en el funcionamiento del sistema de
reparacién por escision.
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Las cepas bacterianas TA 100 y TA 98 contienen, ademés, el plasmido pKM 101
{denominado factor de resistencia, factor-R) y son por esa causa mas susceptible a
sufrir mutaciones por sustitucion de bases y desplazamiento. El plasmido PKM 101,
aumenta la capacidad de reparacidn pero esta reparacion es eménea y esto aunado
a la reduccion en las funciones de reparacién normal preduce cepas de prueba que
son sensibles a una mayor cantidad de mutagenos.

E! plasmido PKM 101 incrementa la susceptibilidad a la mutagénesis provocada por
substancias quimicas y luz ultravioleta, lo que da como resultado un incremeanto en
la frecuencia de transiciones y transversiones.

4.4 Cultivo y preparacion de cepas bacterianas

Cultivo.- Las cepas de prueba son cultivadas en medio nutritivo Oxoid No. 2, e
incubadas durante 48 horas a 37 °C hasta alcanzar una densidad bacteriana de 1-2
X 10° células por mililitro.

Reaisfamiento.- Las cepas de prueba son reaisladas a partir de reservas
permanentes congeladas mediante el sembrado de la bacteria en cajas con medio
minima enriquecidas con histidina y biotina. Para el reaislamiento de cepas con el
factor-R, el agar debe contener ampicilina.

Reservas temporales.- Estas son preparadas a partir de cultivos frescos a los
cuales se ha afadido DMSO  (dimetil sulféxido) comc agente crioprotector. Las
reservas temporales tienen una viabilidad de 2 meses. Son empleadas para su uso
rutinario, y tienen la finalidad de evitar la contaminacion de las cepas permanentes.

Almacenamiento de las cepas de prueba.- Las reservas permanentes de las
cepas de prueba son almacenadas a—-70° (en nitrégeno liquido).

4.5 Confirmacion de genotipo de las cepas de prueha

El genotipo de las cepas de prueba debe ser confimado (a) inmediataments
después de recibir los cuitivos, (b) cuando un juego nueve de cultivos congelados
o liofilizados es preparado, (c) cuando el nimero de revertantes espontanecs
esperado cae fuera del rango o (d) cuando hay una pérdida en la sensibilidad a los
mutagenos empleados como controles.

Requerimientos de histidina.- Esta caracteristica es confimada mediante la

demostracién de los requerimientos de histidina de la cepa para crecer en un
medio de agar selectivo.
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Mutacién rfa- Las cepas que tienen esta caracteristica deben ser probadas
mediante la sensibilidad al cristal violeta, Para esta prueba, la cepa &8 sembrada
(por vaciado) en cajas Petri que contienen agar nutritivo, posteriormente se coloca
en un disco estéril de papel filtro impregnado de cristal violeta. Después de 12 horas
de incubacién, una zona clara de inhibicién aparecera alrededor del disco indicando
la presencia de la mutacién rfa,

Mutacion uvrB.- La mutacion uvrB puede ser confirada mediante la demaostracion
de la sensibilidad a la UV (luz ultravioleta) de las cepas con este tipo de mutacién.
Para esta prueba, la capa es sembrada (por vaclado) en cajas Petri que contienen
agar nutritivo, posteriormente se cubre la mitad de la caja y la otra es irradiada con
UV, se incuba por un lapso de 12 a 24 h. Las cepas con la caracteristica uvrB
creceran solamente en la zona no irradiada de la caja.

Factor-R.- Las cepas con el factor-R deberan probarse para demostrar la presencia
del factor que confiere resistencia a la ampicilina; se procede de manera similar a la
prueba de mutacién rfa pero en lugar del cristal violeta se impregna el disca con
ampicilina; después de la incubacién las cepas con el factor-R, mostraran
crecimiento alrededor del disco de papel filtro.

Revarsién espontinea.- La reversidn espontdnea ( colonias  histidina
independientes) es medida rutinariamente en el ensayo de mutagenicidad y es
expresada como el ndmero de revertantes por caja. Cada cepa de prueba revierte
espontaneamente a una frecuencia que es caracteristica de cada una de éstas.
{(de 20 a 50 para TA98 y de 120 a 200 para TA100)

Fraccion S9.- Para los ensayos generales de mutagenicidad se emplea el
homogenizado de higado de rata a partir de ratas inducidas con una mezcla de un
PBC ( bifenilo policlrorinado) como el Aroclor 1254 ( altamente carcinogénico),
para su preparacion se emplean ratas macho de la cepa Sprague-Dawley las cuales
son inyectadas con el PBC via peritoneal y sacrificadas posteriomente. A partir del
higado de la rata se procedera a la preparacion de la fraccidn microsomal (59)
empleada para el ensayo.

Controles positivos.- En cada ensayo de manera rutinaria se incluyen controles
positivos usandolos como  diagndsticos de mutagenicidad a fin de confirmar las
propiedades de la reversién y especificidad, de la cepa asi como la eficacia de la
mezcla S9.

4.6 Disposicion de residuos

Se recomienda el uso de material desechable a fin de evitar la recirculacion de
material contaminado. El manejo de cultivos o materiales conteniendo controles
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positivos de mutagencidad o carcinégenos se maneja como material riesgosa el
cual sera dispuesto de acuerdo a la legislacion respectiva.

4.7 Precauciones de seguridad

Las cepas de prueba derivan de la S. fyphimurium tipo [.T2, la cual es de baja
virulencia, por ello las cepas no representan riesgo para los operadores, a menos
que se ingiera intencionalmente ocasionando en este caso diarrea. Sin embargo, las
buenas practicas de laboratorio dictan ciertas precaucionss como; nunca pipetear
con la boca, no ingerir alimentos, no llevarse objetos a la boca mientras se labora, no
beber o fumar en las areas de trabajo. Esterilizar en autoclave tanto los cultivos en
medios liquidos asi como cultivos en caja, antes de su disposicion, entre otros.

4.8 Puntos criticos de control

Aunque es muy importante manejar con rigor todo el procedimiento, hay algunos
puntos de la metodologia, que resultan criticos para un buen resultado. A
continuacién se explican brevemente:

El procedimiento de muestreo y traslado de las muestras, es fundamental para un
buen resultado, dado que si éstas no son transportadas en condiciones éptimas
pueden sufrir alteracionss gue generen resultados confusos. Las muestras deben
protegerse de la luz, del aire, de la humedad externa y deben ser transportados a
bajas temperaturas para asegurar su integridad.

Otro factor que debe controlarse es la estabilidad genética de las cepas bacterianas
ya que si las bacterias pierden sus caracteristicas originales, los resultados seran
erréneos.

Las concentraciones de los medios y reactivos utilizados, deben ser también
controlados estrictamente dado que el parametro se fundamenta en crecimiento
bacteriano y las concentraciones de los factores de crecimiento son de gran
importancia.

Finalments dado que se trabaja con medios nutritivos susceptibles de contaminacion

por microorganismos, los ensayos deben ser realizados en condiciones asépticas v,
los medios y reactivos deben esterilizarse para que no interfiaran con los resultados.
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5. DISCUSION

Nadie pone en tela de juicic los grandes beneficlos que puede aportar la
implementacion de los sistemas de calidad asl como el de su aseguramiento en
cualquier tipo de organizacion, ya sea de productos o servicios (incluso la
organizacién familiar) publica 6 privada.

Sin embargo y a pesar del grado de conocimiento de los factores que inciden en la
calidad, asl como de los mecanismos de su implementacién y mantenimiento, en
muchas ocasiones no llegan a buen témino, lo cual no es atribuible a los sistemas
en si. Las causas pueden tener origen en diferentes aspectos, por un lado, las
organizaciones adoptan sistemas de calidad mas bien como un requisito que es
necesario cubrir, alejandose de los principios y filosofia que al termino “calidad”
denota.

La implementacién de los sistemas de calidad y su aseguramiento, como el
planteado en el presente trabajo, basado en la famiiia de las SO 9000, no deben
limitarse unicamente a un listado de disposiciones (legales) que es necesaro
cumplir. Es mas que eso, se requiere de todo un proceso de sensibilizacion, no
solamente desde el punto de vista meramente académico o marco conceptual, sino
que debe ser todo un sistema que facilite, conciantice e involucre al total de los
actores encargados de la implementacién, seguimiento y mejora del 6 los sistemas
adoptados para ofrecer servicios de calidad.

Para lograr un sistema de calidad eficiente, evidentemente no bastan la
disponibilidad y "buenas intenciones” de todos los protagonistas. (Directivos, jefes,
analistas, etc;) Se requiere de los recursos necesarios, de tal manera que cuaiquier
sisterna que se haya decidido adoptar, y que no sea capaz de sostener la
infraestructura, servicios, insumos y personal podra mantenerse por algun tiempo, e
incluso, ser sujeto de certificacién, sin embargo solo sarad cuestion de tiempo para
observar el deterioro paulatino del sistema de calidad y por consiguients, del
producto final.

La problematica en la fimitacion de recursos disponibles, que cualquier organizacion
puede padecer y, las circunstancias legales, institucionales © metodoldgicas que
obligan a trabajar bajo sistemas de calidad, hacen que la implementacion de
sistemas de calidad, eficientes, no resulte sencilla.

Sin embargo, para el establecimiento de un sistema de calidad efectivo, ain y a
pesar de las limitaciones de recursos y modos de trabajo, existen herramientas
metodolégicas, que los mismos sistemas de control de calidad pueden aportar. Es
necesario romper con esquemas de trabajo que muchas organizaciones siguen
empleando y que, de acuerdo al desarrollo histérico de las metodologias de la
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calidad, se han identificado como practicas nocivas, que es necesario desterrar, si
se desea la transformacién de una organizacién inmadura (respecto a sus
estandares de calidad), en una organizacién que aspire a sistemas de calidad
eficientes.

De entre las practicas dariinas que es necesario eliminar en cualquier organizagidn
se tienen identificadas entre otras:
= La practica de hacer contratos basandose exclusivamente en el precio; el
comprar al precio mas bajo, con frecuencia conduce a suministros de baja
cailidad.
» Eliminar cuotas numéricas; estas cuotas suelsn enfatizar cantidad y no
calidad.
« Desterrar el temor; para lograr incremento en la calidad y en la productividad
es importante que |a gente se sienta segura.
= Derribar las barreras que impiden que se haga un buen trabajo; los equipos
defectuosos y los materiales deficientes constituyen un obstaculo para hacer
un buen trabajo.
» Derribar las barreras que hay entre los departamentos o areas. ; el personal
de las diversas areas deben comunicarse y coordinarse.

Tampoco basta con eliminar practicas como las mencionadas, se requiere de:
adoptar otras como:

» Adquirir una nueva filosofia; no se puede vivir con los niveles comunmente
aceptados de retrasos, fallas, errores, materiales defectuosos y personas no
apropiadas en el trabajo.

= Instituir la capacitacion en el trabajo; el personal debe estar perfectamente
capacitado para poder realizar bien su trabajo.

« Instituir programas vigarosos de educacién y reentrenamiento; tener gente
buena no es suficiente, se debe fomentar la adquisicidn constante de nuevas
habilidades y conocimientos.

» Crear la estructura que impulse dia a dia los puntos anteriores; la alta
gerencia debe tomar la iniciativa para poner en marcha los puntos anteriores.
Esta responsabilidad no puede ser delegada.

= Salario justo; el tener cubiertas las necesidades fisioldgicas y de seguridad,
motiva al personal a la busqueda de otros satisfactores, como puede ser, la
“calidad”.

Si se ha decidido implementar cambios en ta organizacion, pero se sigue trabajando
bajo esquemas inmaduros el proceso puede ser largo y doloroso y durante dicho
proceso es necesario mantener bajo control |as variables que pueden afectar la
calidad del trabajo. Para ello existen alternativas metodotégicas ofrecidas por los
mismos sistemas de aseguramiento de calidad como el descrito en el presente
trabajo y que pueden estar al alcance en buena medida, del personal encargado y
habilitado en las distintas areas que conforman una organizacion.
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En el caso que nos ocupa, que es e aseguramiento de calidad en ensayos
bacteriolégicos, las medidas de control que pueden estar al alcance y se pueden
implementar son:

Disefiar baterias de pruebas de validacién de la calidad de los reactivos que
se reciban y no correspondan a los idéneos requeridos por la tecnica
analitica.

Solicitar y aceptar solamente cepas y sustancias de referencia certificadas
(o pueden ser donativos pero se debe, conocer, su procedencia y status).
Hacer buen uso y mantener en condiciones adecuadas el equipo, dreas,
reactivas, cepas, etc.

Solicitar y promover la capacitacién por parte de la organizacién o
capacitarse a modo personal en ambitos que aporten valar al trabajo.
Promover intercambios y convenios interinstitucionales (nacionales o
extranjeros).

Fomentar el trabajo en equipo con las demas areas.

£l esfuerzo necesario para lograr trabajar con calidad en |a extension del significado
de este concepto, bien vale la pena ya que no solamente se logran beneficios y
satisfactores laborales, sinc se adquieren habitos y conciencia del papel que nos
toca desarrollar en el proceso de cambio y que a la postre redundara en el beneficio
familiar y colectivo de una sociedad que aspire a ser de “CALIDAD".
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CONCLUSIONES

La implementacién de los sistemas de aseguramiento de la calidad es una
valiosa herramienta en el control de las variables que pueden incidir en Ia
calidad.

La familia de normas tipo ISO-9000 (NMX-CC-9001-IMNC-2000) son una guia
muy practica cuando se desea desarrollar un sistema de aseguramiento de
calidad.

La planeacién y desarrollo de los sistemas de control de calidad no puede
concebirse si no se@ cuenta con los suficientes recursos financieros y su
adecuada programacion.

El trabajar bajo los esquemas |SO-8000, puede servir posteriormente para
fines de certificacion.

Aunque las nomas 1S0-9000 no se refieren especificamente a ensayos
microbiolégicos, son de gran utilidad ya que, si constituyen modelos de
gestion de calidad, que llevados a cabo adecuadamente garantizan
resultados confiables en esos métodos analfticos, cuya utilidad e importancia
ya se ha discutido.

Ciertamente en cualquier laboratorio que funcione se da por hecho que deber
trabajarse con orden y apegado a metodologias aspecificas; el valor de las
ISO-8000, consiste en 1a sisternatizacion de cada detalle del trabajo, svitando
el riesgo de pasar por alto algo a considerar obvio, algo que quede como cabo
suelto.

El trabajar bajo los lineamientos de las ISO 9000 en los ensayos bacterianos
es factible, conveniente y recomendable ain y a pesar de la existencia de
barreras institucionales, dificiles de manejar ya que a la larga se contara con
las herramientas y experiencia necesaria para controlar las variables que
pueden incidir en el correcto desarrollo de un ensayo bacteriano.

Las metodologias de aseguramiento de calidad, proporcionan herramientas
para mantener bajo controla los puntos criticos de un ensayo bacteriano.

Mientras no se cuente con los recursos nacesarios que optimicen el sistema
de calidad, es necesario el implementar practicas de control que se
encuentren al alcance de los encargados de la realizacion de los ensayos
bacterianos como pueden ser: Concientizar a los encargados de la toma de
muestras de la importancia de su trabajo. Disefiar pruebas para reactivos que

32



no cubran al 100% las especificaciones requeridas. Manejo adecuado de las
cepas de trabajo. Mantenimiento (hasta donde sea posible) de &reas y

equipos.

El trabajar con eficiencia los sistemas de aseguramiento de la calidad, no
sOlo sirve para generar productos { resultados anallticos) de calidad, sino
también personal de calidad.
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