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1. RESUMEN

La pasantia de practica profesional tuvo una duracién de seis meses (del 6 de mayo al
8 de noviembre de 2024) y se realiz6é en el Laboratorio de Bacteriologia de la Red de
Laboratorios Veterinarios del Ministerio de Agricultura y Ganaderia. El objetivo principal
fue elaborar un Procedimiento Operativo Estandar (POE) para estandarizar la
criopreservacion de cepas bacterianas obtenidas de muestras clinicas veterinarias
procesadas en el Laboratorio de Bacteriologia. Como parte del proceso, se llevé a cabo
una revision bibliografica sobre la manipulacién, conservaciéon y almacenamiento de
cepas bacterianas, la cual fue esencial para comprender la técnica de la
criopreservaciéon y sus aplicaciones. ElI Procedimiento Operativo Estandar elaborado
incluyé todos los pasos necesarios para llevar a cabo de manera adecuada la
criopreservacion de cepas bacterianas aisladas a partir de muestras clinicas
veterinarias. Ademas, con la participacion en el Laboratorio de Preparacion de
Reactivos y Medios de Cultivo, y el apoyo del personal técnico se logré la redaccién del
procedimiento para la preparacion del medio de cultivo utilizado para la criopreservacion
de cepas bacterianas. Posteriormente, se realizd una prueba piloto para evaluar el
disefio del POE desarrollado y su viabilidad en el entorno del laboratorio. Los resultados
obtenidos indican que la implementacién del POE desarrollado durante la pasantia de
practica profesional fue efectiva y contribuye significativamente al fortalecimiento
técnico-cientifico del laboratorio. No obstante, se recomienda continuar con estudios
complementarios para validar su aplicacion en diferentes contextos clinicos y ampliar su

alcance.



2. INTRODUCCION

La criopreservacion de cepas bacterianas destaca la importancia de contar con
materiales de referencia adecuados, incluyendo cepas de referencia internas
debidamente caracterizadas y conservadas. Estas cepas no solo permiten verificar la
confiabilidad y repetibilidad de los métodos utilizados, también son clave para la

trazabilidad de los resultados y la mejora continua del sistema de gestion de calidad.

La implementacion de un Procedimiento Operativo Estandar (POE) en entornos
laboratoriales, especialmente en el campo de la bacteriologia, es fundamental para
garantizar la uniformidad y precisién en la ejecucién de los procedimientos. En un
laboratorio, el Procedimiento Operativo Estandar consiste en un conjunto de
instrucciones que detallan como realizar una tarea especifica, siguiendo un formato

estandarizado definido por la institucion.

Actualmente, el laboratorio de Bacteriologia de la Red de Laboratorios Veterinarios del
Ministerio de Agricultura y Ganaderia cuenta con un Procedimiento Operativo Estandar
(POE) para la preservacion de cepas ATCC. En este contexto, a través de la pasantia
de practica profesional, se desarrollaron e implementaron instrucciones detalladas para
la criopreservacion de cepas bacterianas, basadas en estandares internacionales;
tomandose de referencia la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion

Panamericana de la Salud (OPS).

Esto permitié la elaboraciéon de un Procedimiento Operativo Estandar (POE) especifico
para la obtencién y criopreservacion de cepas bacterianas en el Laboratorio de
Bacteriologia de la Red de Laboratorios Veterinarios del Ministerio de Agricultura y

Ganaderia.



3. INFORMACION DE LA UNIDAD PRODUCTIVA

3.1. Datos generales

3.1.1. Localizacion:

Ubicacién geografica de la institucion: Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG)
El Matazano, Latitud 13.68844° o 13° 41’ 18” N y longitud -89.13913° o0 89° 8 21” O
(Figura N° 1). Direccion: Final Colonia Venecia, Calle Antigua al Matazano, cantén El

Matazano, municipio de Soyapango, departamento de San Salvador.

Figura N°1. Ubicacion geografica del MAG El Matazano.
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Fuente: Google Maps.

3.1.2. Antecedentes:

En 1899 el poder Ejecutivo creé una Junta central de Agricultura, llamada a promover el
desarrollo agricola del pais. La Junta de Agricultura desempefd un papel importante en
el desarrollo de la Industria Agricola; creé la Direccion General de Agricultura el 27 de
abril de 1902, establecié un laboratorio de quimica; fundé una Escuela de Agronomia, la
primera en Centroamérica (1910) (MAG, 2025).

En 1911, el presidente de la Republica, el Dr. Manuel Enrique Araujo, creé la Secretaria
de Agricultura, posteriormente, la Asamblea Nacional Legislativa, por Decreto de fecha
30 de marzo de 1911, definid las atribuciones de la Secretaria de Agricultura,
atribuyéndole el régimen y gobierno de la industria agricola que consigna el Art. 1° De la
Ley Agraria de entonces (MAG, 2025).



El Diario Oficial del 4 de abril de 1911 consigna a este respecto en su editorial los
siguientes fragmentos:

“Publicase en su edicion de hoy, el Decreto en el cual se regulan las atribuciones del
IMPORTANTE MINISTERIO DE AGRICULTURA”.

“Y es que la agricultura es la fuente de toda riqueza y la base de la soberania de un
pais; porque mas que otro organismo, la felicidad de los pueblos se funda en la
efectividad del cultivo de la tierra” (MAG, 2025).

Fue el 1° de julio de 1922, cuando entra en vigencia el presupuesto, que dio inicio
operativamente LA SECRETARIA DE AGRICULTURA, ubicados en El Palacio Nacional.

A pesar de que, posiblemente por la situacién econémica de la época, el ministerio no
pudo operar independientemente, el prestigio, la constante de su labor modesta y las
necesidades del mejoramiento agropecuario nacional, hicieron que, en octubre del 1946,
ya con la denominacién de MINISTERIO DE AGRICULTURA E INDUSTRIA, surgiera a
la vida publica con su propia estructura organica, iniciando asi, su presente época de

desarrollo y progreso (MAG, 2025).

3.1.3. Recursos:

3.1.3.1. Naturales: Las actividades diarias del Laboratorio de Bacteriologia
implican un consumo directo de recursos naturales como la energia eléctrica y el agua
potable. El uso de estos recursos esta controlado para asegurar su aprovechamiento
eficiente y responsable, promoviendo practicas que contribuyen a la sostenibilidad

ambiental responsable.

3.1.3.2. Instalaciones: La Red de Laboratorios Veterinarios del Ministerio de
Agricultura y Ganaderia (MAG) cuenta con diversas areas y laboratorios: especializados
entre ellas la Jefatura de Red de Laboratorios Veterinarios, secretaria, Gestién de
Calidad, Recepcién de Muestras y area de materiales y reactivos.

Laboratorios de Diagndstico Veterinario: Laboratorio de Bacteriologia, Laboratorio de
Brucelosis, Laboratorio de Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA),
Laboratorio de Hematologia, Laboratorio de Parasitologia, Laboratorio de Reaccion de

Cadena de la Polimeraza (PCR), Laboratorio de Producciéon de Antigeno, Laboratorio



de Rabia, Laboratorio de Control de Calidad de Farmacos Veterinarios, Laboratorio de
Diagnostico Avicola y Laboratorio de Preparacion de Reactivos y Medios de Cultivo.

Laboratorios de Control de Calidad: Laboratorio de Absorcidon Atdmica, Laboratorio
Fisicoquimico de Alimentos y Laboratorio de Microbiologia de Alimentos Esta
organizacion integral facilita un manejo especializado y eficiente de los recursos para

investigacion y diagnostico veterinario (Figura 2).

3.1.3.3. Areas del laboratorio de Bacteriologia: El Laboratorio de Bacteriologia
esta conformado por tres areas principales que permiten su adecuado funcionamiento.
La primera area corresponde al espacio administrativo, donde se desarrollan las
actividades de gestién propias de la seccidén. La segunda area corresponde a una
esclusa sanitaria, en el cual el personal se equipa y desequipa con el equipo de
proteccion personal antes y después de realizar procedimientos analiticos. Esta esclusa
funciona cdémo un area de transicién que garantiza el control higiénico y la prevencion
de contaminacion cruzada entre ambientes, asegurando la seguridad del personal y la
integridad del proceso analitico.

La tercera area esta destinada al procesamiento de muestras, y cuenta con mesas de
trabajo y equipos especificos para la ejecuciéon de los diferentes analisis solicitados.
Esta area se subdivide en estaciones de trabajo, tales como: mesa de trabajo, mesa de
analisis general, estacién para pruebas de leptospira, area de uso de mechero, y los
puestos especializados para el manejo de equipos.

Los equipos con los que cuenta el laboratorio son: refrigeradoras, incubadoras, cabina
de bioseguridad, vitek, bafio de maria, vortex, balanza, microscopios de campo claro y

estereoscopico, micropipetas, incinerador de asa bacteriolégica y mechero.

3.1.3.4. Humanos: El Laboratorio de Bacteriologia dispone de dos técnicos
especializados, responsables de la recepcion, registro y analisis de las muestras
bioldgicas recibidas. Asimismo, se encargan de la ejecucion de actividades rutinarias
como el monitoreo y registro de las condiciones ambientales (temperatura y humedad),
asi como el control de temperatura de los equipos utilizados durante los procesos

analiticos.



Figura N° 2. Estructura organizativa de los laboratorios.
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Fuente: Red de Laboratorios Veterinarios del MAG, 2024.

3.2. Actividades actuales: Produccién principal.

El laboratorio de bacteriologia analiza: muestras biolégicas como 6rganos, sangre,
hisopados cloacales, heces e identificacion de bacterias patégenas y su antibiograma,
lo que permite determinar la resistencia o grado de sensibilidad de los microorganismos
frente a los diferentes antimicrobianos (Negroni, 2009). Ademas, analiza alimentos para

animales para la investigacién de hongos productores de micotoxinas en concentrados.



4, ANALISIS DE LA PROBLEMATICA EN EL LABORATORIO

El laboratorio de bacteriologia cuenta con Procedimientos Operativos Estandar (POE)
para el uso y conservacion de cepas de referencia ATCC, lo cual garantiza el
cumplimiento de estandares internacionales en las pruebas microbiolégicas. Pero a su
vez no cuenta con un POE que detalle los procedimientos para la preservaciéon de
cepas bacterianas obtenidas de diferentes muestras clinicas veterinarias que ingresan

al laboratorio.

Para lograr solventar la problematica, el desarrollo de la pasantia de practica profesional
en el Laboratorio de Bacteriologia pretendié el desarrollo e implementaciéon de un POE
destinado a la conservacion y manejo cepas bacterianas de origen interno. Esto
contribuira a fortalecer el control interno del laboratorio, garantizar el cumplimiento de la

normativa vigente y optimizar los procesos de validacion y aseguramiento de la calidad.

Con la metodologia planteada en el plan de trabajo se implemento la recopilacion de
informacioén a través de la revisién bibliografica, la practica constante de laboratorio y la
asesoria por parte de los tutores sobre las instrucciones o pasos que son necesarios
para la preservacién de cepas, luego se documentd en un procedimiento operativo
estandar, el cual describe las instrucciones detalladas para la criopreservacion de cepas

bacterianas de origen interno.

En este sentido, la elaboracién del POE contribuye significativamente al aseguramiento
de la calidad de los resultados durante los procesos de diagnédstico veterinario

obtenidos en el Laboratorio de Bacteriologia.



5. METODOLOGIA

5.1. Redaccién de la estructura de Procedimientos Operativos Estandar.

Los Procedimientos Operativos Estandar (POE) son también documentos y contienen
un conjunto de instrucciones escritas que el personal del laboratorio debe seguir de
forma meticulosa cuando realice un procedimiento (OMS, 2011). Se tomé de referencia
bibliografica guias técnicas de organizaciones internacionales, el manual: Sistema de
gestion de calidad en el laboratorio apartado 16-4: Procedimiento Operativo Estandar
(POE) de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la guia del Curso de Gestion de
Calidad para Laboratorios y el Curso de Gestion de Calidad y Buenas Practicas de

Laboratorio de Arbovirus, ambas de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS).

A continuacién, se presenta la estructura del procedimientos operativos estandar:

Encabezado:

Logo de la Nombre de la Nombre de la Institucion

Institucion Institucion Nombre del proceso

Revisado por: Version:
Revision:

Aprobado por: Fecha de Pagina
aprobacion

1. Propdsito: establece los fines que se pretenden alcanzar con el procedimiento.

2. Alcance: define el campo de aplicaciéon indicando las funciones, areas,

instalaciones y equipos a los que puede afectar.

3. Responsabilidades:

Actividad Responsable

° e Técnico de laboratorio
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4. Documentos o registros:

Relacion con otros documentos: Referencias Bibliograficas:

Registros generados:

5. Equipos y materiales:
e Equipo b
e Materiales *
e Reactivos °
e Equipo de proteccion *
6. Procedimiento

6.1. Consideraciones generales:
6.2.  Protocolo:
6.3. Disposicion de material utilizado

7. Calculos
8. Diagrama de flujo

Fin del procedimiento.

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia de la Red de Laboratorios Veterinarios, MAG.

Organizacién Panamericana de la Salud (OPS).

5.2. Redaccién de procedimiento operativo estandar para la preparacion del
medio de cultivo utilizado en la criopreservacion de cepas bacterianas.

Los medios de cultivo son fundamentales para la criopreservacion de cepas bacterianas,
ya que proporcionan los nutrientes necesarios que permiten a las bacterias sobrevivir
durante el proceso de congelacién y almacenamiento a bajas temperaturas. Ademas, la
incorporacion de un agente crioprotector protege del dafio que se puede producir en las

células microbianas durante la congelacién (Arencibia et al. 2008).
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El propdsito del POE es describir y estandarizar el proceso operativo para la
preparacion del medio de cultivo utilizado en la conservacién de cepas microbiologicas.
Este procedimiento se aplicara cada vez que se requiera realizar la criopreservaciéon de
cepas de referencia interna y sera desarrollado por el Laboratorio de Preparacion de

Reactivos y Medios de Cultivo.

En esta actividad, se conté con el acompanamiento del personal del Laboratorio de
Preparacion de Reactivos y Medios de Cultivo. El procedimiento fue revisado y
asesorado para asegurar su correccién y coherencia. Asimismo, el medio de cultivo fue
evaluado mediante una prueba piloto, la cual resultd crucial para determinar su

capacidad de mantener la viabilidad bacteriana durante el almacenamiento previo al uso.

El procedimiento escrito es un documento complementario al procedimiento operativo
estandar para la criopreservacion de cepas bacterianas. A continuacién, se presenta el
procedimiento operativo estandar para la preparacion del medio de cultivo utilizado en

la criopreservacion de cepas bacterianas:

Logo de la Ministerio de Preparacion de Reactivos y Medios de Cultivo
Institucion Agricultura y PTL | preparacion del medio de cultivo utilizado en
Ganaderia la criopreservacion de cepas bacterianas
Revisado por: Version:
Revision:
Aprobado por: Fecha de Pagina
aprobacion
1. Propésito

Describir el procedimiento empleado para la preparacion del medio de conservacion
para las cepas microbiologicas aisladas a partir de las muestras del laboratorio de

bacteriologia.
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2. Alcance

Laboratorio de Bacteriologia, se aplica el Caldo Cerebro Corazén (CC) o caldo
tripticasa y soya (CASQY) con la adicion de glicerol AR 20%, para la preservacion
de cepas obtenidas a partir de casos clinicos veterinarios.

Laboratorio de Preparacion de Reactivos y Medios de Cultivo, se aplica el Caldo
Cerebro Corazén (CC) o caldo tripticasa y soya (CASQY) con la adicion de glicerol
AR 20%, para la preservacion de cepas de referencia o de interés, utilizadas para

evaluar el rendimiento de los medios de cultivo.

3. Responsabilidades

Actividad Responsable

Preparacion del caldo CC o caldo
CASOY mas glicerol AR 20%

e Técnico de laboratorio

4. Documentos o reqgistros

Relacion con otros documentos: 3. Referencias Bibliograficas:

PTL5.2 Preparacion y control de

calidad de medios de cultivo.

PTL 5.3 Esterilizacion de Materiales y
Medios de Cultivo.

Registros generados:

FTL 5.1.1 Registro de preparacion de

reactivos y medios de cultivo

FTL 5.3.3 Registro de resultados de

indicadores quimicos y biologicos -

medios de cultivo y soluciones.
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5. Equipos y materiales

e Equipo

Balanza analitica;
Agitador;
Autoclave;

Medidor de pH.

e Materiales

Cuchara medidora;

Papel aluminio o encerado;
Piseta 100 ml;

Erlenmeyer de 500 ml;

Beaker de 50 ml;

Probeta de 50 ml;

Probeta de 250 ml;

Frasco de borosilicato de 250 ml;
Cinta Testigo;

Tirro;

Lapicero.

e Reactivos

Medio de cultivo caldo cerebro corazén (CC);

Medio de cultivo caldo tripticasa y soya
(CASQY);

Glicerol grado reactivo (AR);
Agua desionizada;

Soluciones buffer de calibracion de medidor de
pH (pH 4, pH 7 y pH 10).

e Equipo de proteccion

Gabacha de laboratorio;
Guantes de latex o nitrilo;
Mascarilla;

Cofia.

14



6. Procedimiento

6.1. Preparacion del medio de cultivo
Anote los datos requeridos (Nimero de lote, Nombre del medio, calculo de cantidad

a pesar, volumen a preparar, pH) en el registro interno del laboratorio.

Con la ayuda de una probeta de 250 ml medir 200 ml de agua desionizada y
decantar aproximadamente 130 o 150 ml en el Erlenmeyer de 500 ml. el restante

de agua agregarla a una piseta limpia.

Encender la Balanza y esperar a que se estabilice e indique que ya es posible su

uso.

Colocar el papel de aluminio o encerado, el tamano debe ser acorde a la cantidad a

pesar del medio.
Tarar la Balanza.

Pesar la cantidad respectiva de medio de cultivo (CASOY 6.00 g/200 ml o CC 7.40
/200 ml).

Transferir el medio deshidratado pesado en el Erlenmeyer de 500 ml.

Con ayuda del agua contenida en la piseta, arrastrar el medio que pudo quedar
pegado en el papel y las paredes del Erlenmeyer, utilizar todo el volumen de agua

de la piseta.

Agitar y mezclar bien con ayuda de un agitador magnético hasta que todo el medio

se disuelva y homogenice por completo la solucion.
Retirar 30 ml en un beaker de 50 ml para medicion de pH del medio.

Medir el pH del medio, este debe de estar dentro del rango indicado por el

fabricante.

Retirar 40 ml de la solucién preparada para evaluacién de la productividad y
pruebas de esterilidad (los cuales seran vertidos en 8 tubos de 13x100mm

conteniendo aproximadamente 5 ml cada uno)

A los 130 ml de medio restante retirar 10 ml antes de agregar el volumen de glicerol

calculado.

Con la ayuda de una probeta de 50 ml, agregar el volumen de glicerol calculado (30

ml de glicerol AR), a los 120 ml de medio de cultivo restante.

15



Mezclar hasta obtener una completa homogeneizacion del medio de cultivo y el

glicerol.

Colocar la solucién en un frasco de vidrio de 250 ml. y rotular colocando el nombre

del medio preparado, numero de lote y vencimiento.

Colocar cinta testigo al frasco de vidrio, beaker de control de pH y los tubos para

ensayos de productividad y esterilidad.

Colocar en las cestas de la autoclave.

Esterilizar en autoclave a 121 °C con una presion = 15 PSI, durante 15 minutos.
Retire el medio preparado esterilizado cuando el autoclave lo indique.

Enfriar a temperatura ambiente.

Una vez atemperado, almacenar en el cuarto frio hasta su uso.

6.2. Disposicion de material utilizado

Material de vidrio debera ser enviado a lavanderia.

7. Calculo de formula

Para la preparacién de una determinada cantidad de medio de cultivo:

Aplicar regla de tres para poder conocer la cantidad de medio a preparar, si estas

son inferiores o superiores a la base de trabajo de un litro.

Ejemplo: segun el fabricante del medio CC se deben pesar 37g para 1000 ml de

agua, para preparar 200 ml, se debe realizar la siguiente regla de tres.

Glicerol a utilizar al 20%.

16



Caldo CC Caldo CASOY

37 g (medio CC) ----- 1000 ml agua 30 g (medio CASQY) ----- 1000 ml
X g medio CC - 200 ml agua
agua X g medio CASQY ----- 200 ml
agua

X= 37 g medio CC x 200 ml

agua X= 30 g medio CASOY x 200
1000 ml agua ml agua
X =7.40 g de medio CC 1000 ml agua

X =6.00 g de medio CASOY

Glicerol 20% AR

Formula a utilizar:
% Volumen = V. soluto x 100
V. disolucién
Donde:
® % Volumen deseado = glicerol 20%

e V. soluto = ? volumen de glicerol 20% a agregar al medio preparado
e V. disolucion = volumen total de medio preparado mas glicerol 20% (150 mL)

20% = V. soluto x 100
150 mL
V. Soluto =20% x 150 mL
100
V. Soluto = 30 mL de glicerol 20% AR
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8. Diagrama de flujo: Preparacion del medio de cultivo.

l

Con una probeta medir 200 ml de agua desionizada

Decantar 150 ml en el Erlenmeyer

Encender la balanza, colocar el papel
de aluminio o encerado y tarar la
balanza

El restante de agua
agregarla a una piseta
limpia

Pesar la cantidad respectiva de medio

de cultivo

Transferir el medio deshidratado
pesado al Erlenmeyer, con el agua de

la piseta arrastrar el medio del papel y
las paredes del Erlenmeyer

Y
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Agitar hasta lograr una solucién
homogénea

Retirar 40 ml en un beaker
para medicion de pH del
medio

Retirar 40 ml para
evaluacion de la
productividad y pruebas
de esterilidad

Con una probeta agregar el volumen de glicerol
calculada y mezclar hasta una completa
homogenizacion del medio de cultivo y el

glicerol

Colocar la solucion en un
frasco de vidrio y rotular

Colocar en las cestas de la
autoclave y esterilizar a
121 °C con una presion = 15
PSI, durante 15 minutos

A

Y

Retire el medio preparado
esterilizado cuando la
autoclave lo indique y enfriar

l

Una vez atemperado,
almacenar en el cuarto frio
hasta su uso

FIN DEL PROCEDIMIENTO
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5.3. Redaccion de Procedimiento Operativo Estandar para la criopreservacion

de cepas bacterianas.

e Fase 1: Revision bibliografica.

Se llevd a cabo la revision bibliografica sobre la manipulacién, conservacion y
almacenamiento de cepas bacterianas en manuales, libros, tesis y articulos cientificos.
La revisién bibliografica fue fundamental para comprender la técnica de la congelacion:
conocida también como criopreservacién (Bagatolli, 2017), sus aplicaciones, beneficios

y limitaciones.

e Fase 2: Redaccion del Procedimiento Operativo Estandar (POE).

Se inicié la redaccion del POE y sus elementos. Al redactar el procedimiento se
incluyeron todos los pasos y detalles que explican como realizar el procedimiento
adecuado para la criopreservacion de las cepas bacterianas aisladas a partir de

muestras clinicas veterinarias que ingresan al Laboratorio de Bacteriologia.

e Fase 3: Diagrama de flujo.

La descripcidn de la criopreservacion de una cepa bacteriana se llevo a cabo a través
de un diagrama de flujo, en él se presenta de forma grafica cada actividad del proceso.
La referencia bibliografica fue la simbologia del Manual de Procesos de Laboratorio

Clinico del Hospital Nacional de la Mujer de El Salvador (Anexo 1).

e Fase 4: Revisién y asesorias.

Se realizaron revisiones y asesorias del procedimiento operativo estandar para la
criopreservaciéon de cepas bacterianas con el objetivo de identificar errores e
inconsistencias dentro del documento. La revision asegurd que el procedimiento sea

correcto y coherente, garantizando su calidad, validez y cumplimiento normativo.
La revision bibliografica y las asesorias permitieron obtener el Procedimiento Operativo

Estandar para la criopreservaciéon de cepas bacterianas. Este se describe en el

apartado resultados y discusion.
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5.4. Elaboracién del flujograma in situ para la obtencion y criopreservacion de
cepas bacterianas.

El flujograma in situ se elaboré con la finalidad de ilustrar de forma visual y estructurada
la secuencia logica de las actividades que conforman el procedimiento. Permitiendo
identificar con claridad los pasos a seguir, los responsables de cada etapa, las
decisiones clave dentro del proceso y los posibles puntos criticos. Ademas, el
flujograma logra optimizar la eficiencia asegurando la calidad del proceso. Este se

describe en el apartado resultados y discusion.

5.5. Prueba Piloto.

Una prueba piloto fue ejecutada para evaluar el disefio del POE desarrollado previo a
su implementacion completa y asegurar que los pasos descritos sean operativamente
posibles. Ademas permitié identificar posibles fallas, ambigledades, omisiones o
contradicciones dentro del procedimiento.

Para su ejecucion se establecio un periodo de congelacion de 48 dias a una
temperatura de -10°C a -20°C . Se hizo uso de una cepa bacteriana aisladas en el
laboratorio y los resultados demostraron que la cepa preservada mantenia su viabilidad
y caracteristicas fenotipicas (colonias ligeramente opacas de 2-3 mm en medio TSA y
colonias no hemoliticas en agar sangre) durante el periodo de congelacién establecido.
Por tanto, el proceso descrito en el POE funciona como se espera, y que los resultados

obtenidos son consistentes con el propdsito establecido.

A continuacién se describe la ejecucion de la prueba piloto para verificar la viabilidad,
confiabilidad y efectividad del procedimiento operativo estandar para la criopreservaciéon

de cepas bacterianas, antes de su implementacion en el Laboratorio de Bacteriologia.

Consideraciones generales: Para su ejecucion, se proporciond la cepa Enterococcus
faecalis, una cepa salvaje aislada en el Laboratorio de Preparacién de Reactivos y
Medios de Cultivo, siendo de interés para dicho laboratorio. La cepa tiene una

identificacion por VITEK con un 99% de confianza (Figura N°3).
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Figura N°3. Informacion de identificacion de la cepa Enterococcus faecalis por VITEK 2
compact.

MINISTERIO DE AGRICULTURA Y GANADERIA

Cliente de bioMérieux: Informe clinico Editado 12 de marzo de 2024 11:55:15 CDT
Nombre del paciente: UES, FQF N° paciente: Tesiscepa78
Localizacién: Meédico:
N° de examen: 780324 N° de aislamiento: 1

Cantidad de organismo:
Organismo seleccionado: Enterococcus faecalis

Origen: Recogida: 05-mar-2024
Comentarios:

Informacion de identificacion Tiempo de analisis: 3,15 horas Estado: Final
Organismo seleccionado 999 Probabilidad Enterococcus faecalis

Biontimero: 114002745773671

Mensajes de andlisis de ID

Detalles bioquimicos

2 AMY i 4 PIPLC - 5 dXYL - 8 ADHI1 + 9 BGAL - 11 AGLU

13 |APPA - 14 |CDEX |- 15 |AspA + |16 |BGAR |- 17 |AMAN |- 19 [PHOS

20 |[LeuA - 23  [ProA - 24 |BGURr |- 25 |AGAL |- 26 |PyrA + |27 |BGUR

28 [AlaA + 29 |TyrA + 30 [dSOR + 31 |URE - 32 |POLYB |- 37 |dGAL +
38 |dRIB + (39 |ILATk |- 42 |[LAC + |44 |NAG + |45 |[dMAL |+ |46 [BACI +
47 [NOVO [+ |50 [NC6.5 + |52 |[dMAN |+ |[53 |[dMNE [+ [54 |MBdAG |+ |56 |PUL

57 |dRAF - 58 |OI129R |+ |59 |SAL + |60 |SAC + |62 |dTRE + |63 |ADH2s |+

64 |OPTO +

Fuente: Laboratorio de Preparacion de Reactivos y Medios de Cultivo del MAG, 2024.

Preparacion de materiales: Se prepararon los materiales a utilizar durante el
desarrollo del procedimiento (cristaleria estéril, asas estériles, puntas estériles, viales

estériles), se elaboré e imprimid las etiquetas para rotulado de los viales (Figura N°4).

Figura N°4. Elaboracion e impresién de etiquetas y rotulado de viales.

LABORATORIO DE
BACTERIOLOGIA
faecalis foecalis Enterococeus foecolis
Cepa de Referencia Cepa de Referencia
F. envasado: 17/09/2¢ || F.envasado: 17/09/24 F.envasado: 17/09/24
FVence: 09/2026 F.Vence: 09/2026 F.Vence: 09/2026
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Preparacion del microorganismo: Se tomaron colonias de la placa con el aislado
bacteriano (Figura N°5). Seleccién de colonias de Enterococcus faecalis). y se sembro
en un medio nutritivo no selectivo, como son: agar tripticasa soya (TSA) y agar sangre,
(Figura N°6-7). Se incubaron a 37 °C por 24 horas para obtener células del inicio de la

fase estacionaria de la curva de crecimiento microbioldgico.

Figura N°5. Seleccion de colonias de Enterococcus faecalis.
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Figura N°6. Siembra en Agar tripticasa soya.

Figura N°7. Siembra en Agar sangre.
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Preparacion de la cepa a congelar: Pasado el periodo de incubacién se inicié con el
Protocolo de criopreservacion de cepas bacterianas; para ello se realizé en la cabina de
bioseguridad. Se tomé del crecimiento bacteriano del inicio de la fase estacionaria y se
preparo una suspension en el caldo Infusién cerebro corazén (ICC) mas 20% de glicerol
AR (Figura N°8).

Figura N°8. Preparado de la suspension en el caldo Cerebro corazén mas 20% de

glicerol AR.

® Se descartd y cambio el asa cada vez que se tomd y suspendié el microorganismo
en el caldo.

® Se tapdé y homogeneizé la suspension bacteriana.

® |a micropipeta se ajustd a un volumen de 750pl, se tomd de la suspension y se
dispens6 dos veces en cada vial para hacer un volumen total de 1500ul, (Figura
N°9). Periddicamente se reemplaza la punta que se empleaba para evitar
contaminacion.
Se completaron todos los viales y se colocaron en Criobox.
Para el congelamiento de las cepas se realiz6 un descenso gradual de la
temperatura, pasando por una etapa de enfriamiento 2°C - 8°C por 1 hora, pasado

el periodo de enfriamiento se llevaron a congelacion -10°C - 20°C (Figura N°10).
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Figura N°9. Envasado de la suspension.  Figura N°10. Congelado de la suspension.

El periodo de congelacion de los viales fue de 48 dias.

Resultados: 48 dias post congelacion se evalu6é la viabilidad y caracteristicas

microscopicas de la bacteria criopreservada.

Descongelacion y reactivacion de la cepa.

® Descongelacion: Se realizé una descongelacion escalonada, retirando los
crioviales mantenidos a -20°C, se llevaron a refrigeracion de 2-4°C y luego a
temperatura ambiente.

® Viabilidad: En primera instancia se activo la cepa por el método de siembra por
agotamiento en placa de Petri utilizando los medios de cultivo agar tripticasa soya
(TSA) y agar sangre y de esta manera se logré evidenciar la viabilidad de la cepa
pos periodo de congelacién y mediante tincion de Gram se observd la morfologia

microscopica del microorganismo.
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Los resultados pueden apreciarse en la Figura N°11 y Figura N°12.

Figura N°11. Colonias de Enterococcus faecalis, ligeramente opacas de 2-3 mm en
medio TSA.
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En la figura N°11 se observa crecimiento positivo para Enterococcus faecalis, colonias
ligeramente opacas de 2-3 mm en medio TSA y en la figura N°12 colonias de

Enterococcus faecalis no hemoliticas en agar sangre.

Se realizé tincion de gram para la visualizacién de la morfologia microscépica (Figura
N°13 Ay Figura N°13 B).

Figura N°13. A. Vista 100X, cocos grampositivos en pareja.

Figura N°13. B. Vista 100X cocos grampositivos en cadena.
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Para la prueba piloto se elaboré un diagrama de flujo el cual facilitd la comprension del

proceso de conservacion de la cepa (Anexo 2. Figura N°14).

6. RESULTADOS Y DISCUSION.

Los resultados obtenidos durante la pasantia de practica profesional reflejan avances
significativos en la estandarizacién de procedimientos dentro del Laboratorio de
Bacteriologia. A continuacion, se presentan los principales logros y su impacto técnico

en las actividades del laboratorio.

Se elaboré un Procedimiento Operativo Estandar para la obtencién y criopreservacion
de cepas de referencia, basandose en guias técnicas de organizaciones internacionales;
se tomd de referencia el manual: Sistema de gestion de calidad en el laboratorio
apartado 16-4: Procedimiento Operativo Estandar (POE) de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), la guia del Curso de Gestién de Calidad para Laboratorios y el Curso
de Gestion de Calidad y Buenas Practicas de Laboratorio de Arbovirus, ambas de la
Organizacién Panamericana de la Salud (OPS). La implementacién de dicho POE
representa una mejora sustancial en los procesos diagnésticos, al estandarizar los
pasos necesarios para la criopreservacion, garantizando asi la calidad vy
reproducibilidad de los resultados. A continuacién se presenta el Procedimiento

Operativo Estandar para la Criopreservacién de Cepas Bacterianas.

Logo de la MINISTERIO LABORATORIOS DE BACTERIOLOGIA
Institucion DE
AGRICULTURA | PTL Criopreservacion de cepas bacterianas.
Y GANADERIA
Revisado por: Version:
Revision:
Aprobado por: Fecha de Pagina
aprobacion
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1.

Propésito

Establecer los pasos a seguir para realizar la criopreservacion de cepas bacterianas.

2.

Alcance

Se aplica al proceso de criopreservacion de cepas bacterianas obtenidas de muestras

clinicas veterinarias procesadas en el laboratorio de Bacteriologia.

3. Abreviaciones
e |CC: Infusién cerebro corazén.
e CASOQY: Caldo tripticasa y soya.
e TSA: Tripticasa Soya Agar.
e AR: Grado reactivo.
e McF: MacFarland.
4. Responsabilidades
Descripcion Responsable
Identificacion bioquimica de la cepa
bacteriana (métodos tradicionales . .
) Técnico de laboratorio
galeria API, o automatizados como
Viteck 2 compact).
Preparacion de caldos: infusion
cerebro corazén (ICC) o caldo _ _
o Técnico de laboratorio
tripticasa y soya (CASOY) mas 20%
de glicerol grado reactivo (AR).
Actividad

Preparacion de equipos y

materiales.

Técnico de laboratorio

Elaboracién de etiquetas y rotulado

de crioviales.

Técnico de laboratorio

Preparacion de la suspensidon y

envasado.

Técnico de laboratorio

Almacenamiento de la suspension

en ultracongelacion.

Técnico de laboratorio
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5. Documentos o registros

Relacién con otros documentos:

e Preparacion del medio de cultivo
utilizado en la criopreservacién de

cepas bacterianas.

Registros generados:

No aplica.

Referencias Bibliograficas:

Apartado 5.3.3. Conservacién y
mantenimiento de los
microorganismos de ensayo. [SO
1133:14.

Bohoérquez, S I. (2023). Manual de
organizacion, reconstruccién y
conservacion del cepario de
Microbiologia, Laboratorio de Salud
Publica de Santander.1-15.

Cuadrado Cano, B.; Vélez Castro,
MT.; Infante Jiménez, C. (2015).
Biotecnologia: de la teoria a la
practica. (1 ed). Cartagena de Indias,
Colombia. Editorial Universitaria.

Garcia Lopez, MD.; Uruburu
Fernandez, F. s.f. La conservacion de
cepas microbianas. Temas de
actualidad. 30. 12-16.

Omar Flores, S. (2015). Manual de
ensayos: manipulacion,
almacenamiento, conservacion,
mantenimiento y uso del material de
referencia. Organizacion Nacional de
Sanidad Pesquera. 1.11.

Dominick Flores, V. 2016. Protocolo
crioconservacion de cepas
bacterianas. (1 ed). Instituto del mar
de Peru. Peru.

6. Equipos y materiales

e Cabina de Bioseguridad;

e Refrigeradora;

e Equipos e Ultra congelador;

e Micropipeta de 200uL;
e Micropipeta de 1000uL.
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e Asa descartable;

e Crioviales;

e Gradilla;
Materiales e Puntas estériles;
e Criobox;

e Cinta adhesiva;

e Etiqueta de informacion.

e Medio de cultivo Caldo Infusién Cerebro
Corazéon (ICC) mas 20% de glicerol grado
reactivo (AR);

Reactivos e Medio de cultivo Caldo Tripticasa y Soya
(CASOY) mas 20% de glicerol grado reactivo
(AR);

e Placas con aislado.

e Gabacha de laboratorio;

e Guantes de latex o nitrilo;
Equipo de proteccion
e Masacarilla;

e Cofia.

Procedimiento

7.1. Consideraciones generales

Las cepas bacterianas a conservar deben tener una identificacién por equipo VITEK
(sistema automatizado de identificaciéon bacteriana) con un minimo de 95% de

confianza u otro sistema comercial de identificacion como galeria API.

Las cepas bacterianas a preservar deben ser de interés para la Red de
Laboratorios Veterinarios. El laboratorio de bacteriologia tiene interés por cepas de:
Salmonella sp, Vibrio sp, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Aeromona hydrofhila, Pasteurella multocida, Pseudomona aeruginosa,
Enterococcus sp. El laboratorio de preparacién de reactivos y medios de cultivo

tiene como interés las cepas de Vibrio parahaemolyticus y Enterococcus faecalis.
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Las cepas bacterianas identificadas que presentan caracteristicas bioquimicas
atipicas deben ser criopreservadas. Ejemplo de ello seria una Escherichia coli
lactosa negativa, Staphylococcus aureus coagulasa negativo, Salmonella spp indol

positivo o0 urea positiva.

Preservar cepas bacterianas que se encuentren en el inicio de la fase estacionaria
de la curva de crecimiento, por lo general es alrededor de las 24 horas de

incubacion.

7.2. Preparacion de materiales
Preparar los materiales que se utilizaran para el desarrollo del procedimiento.

Seleccionar la cantidad de crioviales segun la disponibilidad y el volumen de caldo
preparado. Por ejemplo, con 150 ml de caldo infusién cerebro corazén (ICC) o
caldo tripticasa y soya (CASOY) mas 20% de glicerol grado reactivo (AR) y viales
de 2 ml, se dispensara 1.5 ml (1500 ul) por vial, obteniendo un total de 100

crioviales.

7.3. Etiquetado de crioviales
Elaborar e imprimir etiquetas para los crioviales.

La fecha de preparacién es el dia en que se suspende el microorganismo en los
caldos infusion cerebro corazén (ICC) o caldo tripticasa y soya (CASOY) mas 20%

de glicerol grado reactivo (AR).

La fecha de vencimiento se tomara a los 2 afos a partir del momento en que las

cepas son llevadas a ultracongelacién -70°C.

Identificar cada criovial con etiquetas que contengan la siguiente informacion:

Nombre de Laboratorio
Cepa de REFERENCIA

Nombre de la cepa

Fecha de preparacion:
Fecha de vencimiento:
Numero de lote:

Nombre del técnico:
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7.4. Preparacion de suspension de la cepa a congelar

Mantener asepsia utilizando un mechero o cabina de bioseguridad.

A partir del medio de cultivo nutritivo no selectivo Tripticasa soya agar (TSA) con la
bacteria aislada (células del inicio de la fase estacionaria de la curva de
crecimiento), prepare la suspension de la bacteria identificada en los frascos con
ICC o CASOY mas 20% de glicerol AR, correspondiente al tubo 4 de la escala McF
(7.5 x 108 UFC/ml).

Tapar y homogeneizar los frascos con caldo infusién cerebro corazén (ICC) o caldo
tripticasa y soya (CASQOY) mas 20% de glicerol grado reactivo (AR).

Ajustar la micropipeta al volumen que se desea dispensar en los crioviales.

Tomar de la suspension y dispensar en cada vial para hacer el volumen total
deseado. Siempre se debe hacer con cuidado para evitar derrames.

Descartar las puntas y colocar una nueva después de cada ciclo de
aspiracién/dispensar, cada 10 crioviales. En caso de accidentes como derrame, la
punta haga contacto con otra superficie o fallo en el aspirado descartar la punta y
colocar una nueva. En caso de derrame aplicar alcohol 70% y limpiar.

Completar todos los crioviales.

Colocar los crioviales en Criobox.

7.5. Proceso de congelamiento

Para el congelamiento de las cepas se debera realizar un descenso gradual de la
temperatura, pasando por una etapa de refrigeracién 2°C - 8°C, congelacion -10°C -

20°C y por ultimo llevar a ultra congelacién -70°C, en un lapso de tiempo de 8 horas.

7.6. Control de calidad

Como criterio de estabilidad de la conservacion de las cepas se debe realizar
controles de viabilidad y pureza de las cepas cada 6 meses. Para determinar su

habilidad de crecer, dividirse y formar colonias.

Para bacterias que requieran un medio de cultivo especifico para su crecimiento se
deben evaluar dichos parametros en el medio de cultivo que lo requiera. Para
bacterias de facil obtencidon se deben evaluar los parametros en agar cuenta
gérmenes (ACG) o Tripticasa soya agar (TSA). Observar crecimiento de la bacteria

y la morfologia esperada en el medio de cultivo a las 24 o 48 horas post incubacion.
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Buenas practicas en la criopreservacion

Se debe comprobar la esterilidad de la cristaleria, garantizar la existencia de asas

estériles, puntas estériles, asi como de crioviales estériles.

Se deben utilizar, de preferencia crioviales de polipropileno graduado, estéril, con
tapon de rosca y junta interna de silicona que aseguren una hermeticidad total y

una base firme.
Mantener asepsia utilizando un mechero o cabina de bioseguridad.
Asegurarse que los aislados estén libres de contaminantes.

El proceso de congelacién de la suspensién del microorganismo debe ser gradual,

para evitar la produccion de cristales de hielo.
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9. Diagrama de flujo
Esquema general del proceso de criopreservacion de cepas bacterianas.

-1
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RECORDAR

Proceso de
congelamiento

FIN DEL PROCEDIMIENTO
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Se disend un flujograma que representa graficamente los pasos para la obtencion y
criopreservacion de cepas bacterianas, aplicando simbologia del Manual de Procesos
de Laboratorio Clinico del Hospital Nacional de la Mujer de El Salvador, facilitando su
comprension y aplicacion dentro del laboratorio. En la figura N°14. se presenta la
descripcion grafica de la obtencion y criopreservacion de cepas bacterianas aisladas de

muestras clinicas veterinarias.

Una prueba piloto fue ejecutada para verificar la viabilidad, confiabilidad y efectividad
del POE antes de su implementacion definitiva. A través de esta, fue posible identificar
posibles fallos y ajustes necesarios. Se observo que la cepa bacteriana criopreservada
conservo su viabilidad y caracteristicas fenotipicas después del periodo de 48 dias a

una temperatura de -10°C a -20°C, por lo que se valido la eficacia del procedimiento

propuesto.

Finalmente, durante la validacion del POE se aplicaron criterios técnicos esenciales,
tales como la verificacion de la viabilidad y pureza microbiolégica de las cepas
preservadas, estabilidad en almacenamiento, eficiencia del procedimiento vy
cumplimiento de normativas internacionales. Dichos elementos confirmaron la solidez

técnica del POE y su aplicabilidad en entornos laboratoriales especializados.
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7. CONCLUSIONES
1. La implementacion del Procedimiento Operativo Estandar (POE) para la
obtencion y criopreservacion de cepas de referencia fortalecera considerablemente
la estandarizacion y la calidad de los procesos diagndsticos en el Laboratorio de

Bacteriologia.

2.La validacion del POE a través de pruebas piloto demostré su eficacia,
confiabilidad y viabilidad, asegurando la preservacion de las caracteristicas

esenciales de las cepas bacterianas durante el almacenamiento.

3. El desarrollo de herramientas como flujogramas y el uso de simbologia
internacional facilitd6 la comprension y aplicacion de los procedimientos

contribuyendo a una mayor eficiencia operativa.

4. Se identifico la importancia de la capacitacion continua y la actualizaciéon
profesional, especialmente en la interpretacion de resultados bacteriologicos y el

cumplimiento de estandares internacionales.

8. RECOMENDACIONES
1. Continuar con la capacitacion del personal en la aplicacion y actualizacion de los
Procedimientos Operativos Estandar, para mantener altos estandares de calidad y

adaptarse a nuevas normativas internacionales.

2. Realizar revisiones y mejoras al POE, incorporando experiencias practicas vy
avances cientificos que optimicen la criopreservacion y el manejo de las cepas

bacterianas.

3. Promover la colaboracion interdisciplinaria y el intercambio de experiencias con
otros laboratorios especializados, con el objetivo de enriquecer las practicas y

fortalecer las capacidades técnicas del equipo.
4. Desarrollar y mantener programas de formacion continua en microbiologia

veterinaria, enfocados en areas criticas como el control de calidad, la interpretacion

de resultados y la incorporacion de nuevas tecnologias.
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10. ANEXOS.

Anexo 1. Simbologia estandar internacional para la elaboracién de flujograma in situ.

TERMINAL. (INICIO / FIN)

Indica el inicio o terminacion de procedimientos.

OPERACION / ACTIVIDAD.

Representa la realizacion de una actividad u operacion relativa a un
proceso

DECISION O ALTERNATIVA.

indica un punto dentro del flujo en que son posibles caminos
alternativos.

DOCUMENTO.
indica que un documento utilizado, es distribuido en una actividad
determinada.

DATOS

Indica la salida y entrada de datos.

CONECTOR DENTRO DE PAGINA,

Representa la continuidad del diagrama dentro de la misma Pagina.
Enlaza dos pasos no consecutivos en una misma pagina.

CONECTOR DE PAGINA

Representa la continuidad del diagrama en otra pagina.
Representa una conexion o enlace con otra hoja diferente en la que
continua el diagrama de flujo.

ARCHIVO DEFINITIVO.

Representa un archivo comun y corriente, donde se conserva un
documento permanentemente.

ARCHIVO TEMPORAL

Representa un archivo provisional. El numero indica en que actividad
se volvera a utilizar el documento.

DIRECCION DE FLUJO O LINEA DE UNION.

E— . x k
Conecta los simbolos senalando el orden en que se deben realizar las
— distintas actividades.

Fuente: Cea et al. 2016.
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utilizado en la prueba piloto.
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Anexo 2. Figura N°15. Diagrama del proceso de criopreservacion de la cepa bacteriana
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