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1. OBJETIVO Y ALCANCE.

1.1 Objetivo.

Determinar el contenido de Unidades formadoras de colonia (UFC) de microorganismos aerobios

mesofilos mediante la técnica de recuento en placa

1.2 Alcance.
Prueba o ensayo Norma o método Técnica o Método
de referencia
USP 43 <61> (2022) [5]
Recuento de h Ch Recuento en placa
aerobios mesofilos Ph. Eur. 11.0, Chapter P
2.6.12(01/2023).[6]

Este método se aplica a las siguientes matrices de cannabis

- Material vegetal
- Cristales CBD
- Extractos oleosos

2. DEFINICIONES Y NOTACIONES.

2.1 Definiciones.

Microorganismo [1]: Entidad de tamafio microscépico, que incluye bacterias, hongos, protozoos
y virus. Nota: para el propdsito de esta parte de la norma, microorganismos son bacterias,
levaduras y mohos capaces de formar colonias en el medio especifico y en las condiciones de

ensayo descritas en el procedimiento

Microorganismos aerobios mesofilos [4]: En este grupo se incluyen todos los microorganismos,
capaces de desarrollar en presencia de oxigeno a una temperatura comprendida entre 20°Cy 45°C
con una o6ptima entre 30°C y 40°C. El recuento de microorganismos aerobios mesdfilos, en
condiciones establecidas, estima la microflora total sin especificar tipos de microorganismos.
Refleja la calidad sanitaria de los productos analizados, indicando ademds de las condiciones
higiénicas de la materia prima, la forma como fueron manipulados durante su elaboracién
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Analisis microbiologico [2]: Procedimiento que se sigue para determinar la presencia,
identificacién, y cantidad de microorganismos patdégenos e indicadores de contaminacién en una

muestra.

Limites microbiolégicos [2]: Son los valores permisibles de microorganismos presentes en una
muestra, que indican la aceptabilidad higiénico-sanitaria de una matriz

Incubadora [2]: camara aislada que permite que la temperatura se mantenga estable y
uniformemente distribuida dentro del rango de error de temperatura maximo permisible
especificado en el método de ensayo.

Calibracion [3]: Proceso de comparar los valores obtenidos por un instrumento de medicién con
la medida correspondiente de un patrén de referencia (o estandar).

2.2 Notaciones.

Para propésitos de este documento, se hacen las siguientes consideraciones:

“Laboratorio”: se refiere al laboratorio AOXLAB S.A.S.

“Informe de resultados”: se refiere a los informes de ensayo que emite el Laboratorio.

“Servicios”: para referir a los servicios de ensayo que el Laboratorio ofrece.
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4. DESARROLLO.
4.1Actividades previas.
4.1.1 Inspeccion de la muestra

Al recibirse la muestra en el Laboratorio, éste es inspeccionado a fin de asegurar que se garantizan
las condiciones conforme lo indicado en el procedimiento PROC-TC-008 “Procedimiento de
aseguramiento de integridad de los items bajo servicio”.

Antes de iniciar el analisis, se debe verificar que la muestra se encuentra empacada y sellada
herméticamente, y etiquetada con el sticker de identificacién interna del laboratorio.

Se debe contar con al menos 10 gramos de muestra para realizar este analisis. Sin embargo, por
disponibilidad de las muestras se puede trabajar desde 1 g. Estas muestras no requieren de
refrigeracion.

En caso de que la muestra no presente alguna de estas condiciones, informar de inmediato al lider
comercial a través del Lider de laboratorio.

4.1.2 Estabilizacion.
Una vez revisada la muestra, se aplican las siguientes instrucciones:

Los patrones y equipos de referencia del laboratorio a intervenir en el ensayo como son las
balanzas se mantienen en el lugar de ensayo encendidas, antes de realizar las mediciones, a fin de
lograr su operacion 6ptima o estabilizacién térmica. Las muestras que estan en congelacién
deben retirarse del congelador y atemperarse hasta que adquieran un estado adecuado para
realizar la toma de la porcién analitica. Los items que no requieren refrigeracién se mantienen en
el lugar de ensayo para que tengan una estabilidad térmica. Las soluciones usadas para el ensayo
deben atemperarse por 1 hora, e o colocarlas entre 15y 20 minutos en la incubadora a 37 °C.

Debe verificarse que las condiciones ambientales del lugar de ensayo se encuentren en los
intervalos que se muestran a continuacién:

Condicion ambiental Minima | Maxima Observacion

Temperatura ambiente 18,00 25,00 Condmone; establecidas por
el laboratorio

Humedad relativa 20,00 70,00 Condiciones establecidas por

el laboratorio

Estas condiciones son monitoreadas y registradas automaticamente por el software 3sense del
laboratorio y en caso de que se encuentren fuera de estos rangos deben suspenderse los analisis.
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4.1.3 Verificacion de equipos.

A fin de confirmar que los equipos a utilizar en el ensayo se encuentran en condiciones adecuadas
para realizar el servicio, se inspecciona que se haya realizado la verificacién diaria de la balanza
gramera de acuerdo con el procedimiento PROC-TC-005. Asi mismo, se debe garantizar la
desinfeccién de la cabina y encendiendo la fuente de luz UV durante por lo menos 30 minutos.
Antes de cada ensayo, debe verificarse que se haya realizado la limpieza y desinfeccién de
mesones e implementos a utilizar de acuerdo con el procedimiento PROC-TC-031 y la correcta
limpieza y desinfeccion de los materiales, siguiendo las directrices establecidas en los
procedimientos PROC-TC-026 y PROC-TC-027.

4.1.4 Manejo de la muestra.
Para la identificaciéon, manejo, transporte, almacenamiento y descarte de la muestra, se siguen las
instrucciones dadas en el procedimiento PROC-TC-008 Procedimiento de aseguramiento de
integridad de las muestras bajo servicio.

Al tomar de la porcion de analisis, la muestra debe estar a temperatura ambiente y correctamente
homogeneizada.

4.1.5 Medidas de seguridad.

Se deben seqguir las siguientes medidas de seguridad antes y durante la realizacién del servicio:
Verificar que el sticker de calibracién y mantenimiento de los equipos (Incubadoras, balanzas) se
encuentren vigentes y no requiere alguna intervencion. Inspeccionar que todos los reactivos
preparados en el laboratorio al momento de realizar el ensayo y aquellos preparados
anteriormente y que se encuentran almacenados, estén identificados con el formato FOR-TC-024
“Formato para rotular reactivos elaborados en el laboratorio”. Verificar que ningun reactivo o
preparacién se encuentre vencido. En caso de que se encuentre alguna anomalia al respecto,
avisar a la Direccién Técnica a través del Lider de Laboratorio.

Antes de realizar los ensayos, debe tenerse en cuenta que se debe seguir el procedimiento aqui
descrito sin modificar ningun paso.

Tener en cuenta las instrucciones dadas en el reglamento interno de trabajo PROC-GC- 015
Reglamento Interno AOXLAB S.A.S, capitulo XIII.

4.2Patrones y equipos de medicion.
Para realizar el ensayo se utilizan los siguientes equipos y componentes clave:

Balanza gramera con resolucién de 0.01 g
Vortex

Transfer pipeta de 1000 pl

Transfer pipeta de 100 ul

Bano de agua entre 44° - 47°C
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e (abina de bioseguridad

e Homogenizador de muestras (Stomacher)

e Dilucult (Equipo de pesaje y diluciéon de muestras)

e Incubadora entre 30-35 °C

4.3 Materiales y consumibles

Puntas para transfer pipeta de 1000 uL
Puntas para transfer pipeta de 100 pL
Bolsas whirl pack estériles con filtro
Bolsas whirl pack estériles

Tubos de ensayo

Gradillas

Cajas de Petri plasticas estériles de 90 a 100 mm
Asa y/o rastrillo microbioldgico
Probeta de 100 ml

Cucharas, cuchillos, espatulas

Alcohol 70 %

Mechero

El material reutilizable debe haber sido previamente lavado, secado y esterilizado (Ver PROC-TC
026-027)

4.4 Reactivos y/o soluciones

Caldo digerido de caseina de soja
Agua peptona

Agar tripticasa de soya

Tween 80°5g/L

Tiosulfato de sodio 5 g/L

Preparados segun PROC-TC- 206 “Procedimiento para la preparacién de soluciones y medios de
cultivo”

Control positivo: se puede usar una suspensién microbiana de alguno de los siguientes
microorganismos: Suspension bacteriana de Escherichia coli ATTC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 6538 o Salmonella Typhimurium

ATCC 14028 de aproximadamente 30-80 UFC.

Suspensiones preparadas segun PROCT-TC-207 “procedimiento para la preparacion de
suspensiones microbianas”
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4.5Instrucciones de ensayo

4.5.1 Preparacion de soluciones de trabajo

* Agar tripticasa soya: la preparacion se detalla en el PROC-TC-206 “Procedimiento para la
preparacion de soluciones y medios de cultivo”. Utilizando como cantidad de reactivo lo
especificado por la casa comercial en el inserto y utilizando como diluyente agua destilada.
Se prepara 15 mL a 20 mL por cada caja de Petri.

* Caldo digerido de caseina de soja con Tween 80 °: la preparacién se detalla en
Procedimiento para la preparacion de soluciones y medios de cultivo” PROC-TC-206.
Utilizando como cantidad de reactivo lo especificado por la casa comercial en el inserto y
utilizando como diluyente agua destilada y adicionando 5g de Tween 80: Se prepara en
frascos de 1L.

* Agua peptona: la preparacién se detalla en Procedimiento para la preparacion de
soluciones y medios de cultivo” PROC-TC-206. Utilizando como cantidad de reactivo lo
especificado por la casa comercial en el inserto y utilizando como diluyente agua destilada.
Se prepara en tubos de 9 mLy frascosde 1L

El registro de la preparaciéon de estas soluciones se diligencia en el FOR-TC 045

4,5.2 Pretratamiento del material a examinar. [5]
Para material vegetal: Pesar 10 g + 0.5 g de la muestra en una bolsa whirl pak con filtro y
adicionar 90 ml de caldo digerido de caseina de soja, esto corresponde a la dilucién 10" Ver PROC-
TC-199. Anotar los pesos correspondientes en el formato de registro de datos primarios FOR-TC-
075. Llevar a homogenizacién en Stomacher durante 1 minuto.

Nota: en caso tal de que no se cuente con los 10 g de muestra se puede usar como minimo 1 g,
adicionando siempre de diluyente 9 ml por cada gramo pesado. Conservando siempre una
dilucién 1:10.

Para muestras de cristales de CBD y/o extractos oleosos: Pesar 1 g + 0.05 g de la muestra en
una bolsa whirl paky adicionar 9 ml de caldo digerido de caseina de soja que contiene tween 80°,
esto corresponde ala dilucion 10" anotar los pesos correspondientes en el formato de registro de
datos primarios FOR-TC-075. Se realiza el procedimiento indicado para cada matriz de acuerdo
conel4.54y455

4.5.3 Materiales solubles en agua (Material vegetal)
Disuelva o diluya 10g + 0.5 g 0 10 ml + 0.5 ml de material, a menos que se especifique lo contrario
en el procedimiento de prueba para el material en cuestion, en caldo digerido de caseina de soja
con Tween 80 ® u otro medio adecuado que no tenga actividad antimicrobiana en las condiciones
de la prueba, ajuste el volumen a 100 ml con el mismo medio. (Algunos materiales pueden
requerir el uso de un volumen mayor). Se recomienda usar bolsas que contengan filtro para este
tipo de muestra.
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4.5.4 Materiales no grasos insolubles en agua (Cristales CBD)
Suspenda 1 g o 1 ml de material, a menos que se especifique lo contrario en el procedimiento de
prueba para el material en cuestién, en caldo digerido de caseina de soja Tween 80 °: u otro medio
adecuado que no tenga actividad antimicrobiana en las condiciones de la prueba; diluir a 10 ml
con el mismo medio. (Algunos materiales pueden requerir el uso de un volumen mayor). Si es
necesario, divida el material que se estd examinando y homogeneice la suspension
mecanicamente.

4.,5.5 Materiales grasos (Extractos oleosos)
Homogeneizar 1 g o 1 ml de material, a menos que se especifique lo contrario en el procedimiento
de prueba para el material en cuestion, anadir 9 mL de caldo digerido de caseina de soja Pre-
calentado a 40 °C que contiene tween 80°. Mezcle y mantenga la temperatura en un bafio de agua
a 40 °C. Mantenga esta temperatura, si es necesario llevar hasta 45 °C durante el menor tiempo
necesario hasta que se forme una emulsién y, en cualquier caso, durante no mas de 30 minutos.
Si es necesario se puede adicionar 3 gotas de Tween 80 ® para ayudar a disolver.

4.5.6 Preparacion dela muestra:
Dependiendo de la naturaleza del material (material vegetal, extractos oleosos, cristales de CBD)
muela, disuelva, diluya, suspenda o emulsione el material que se estd examinando, usando uno
de los métodos que se describen a continuacién y elimine cualquier propiedad antimicrobiana
por dilucién, neutralizacién o filtracién.

NOTA: Para facilitar el pipeteo de la muestra separe la mezcla liquida de los sélidos manualmente
ajustando y presionando la bolsa whirl packy por fuerza impulsora permitir que el liquido se
transfiera o usar bolsas con filtro para facilitar la separacion del caldo de dilucién con la muestra.

Sequir las instrucciones segun con el numeral 6.2.

4.5.7 Preparacion de las diluciones seriadas para recuento en placa

Las diluciones decimales seriadas se preparan siguiendo las instrucciones establecidas en el
procedimiento PROC-TC-199, partiendo de la suspensién inicial (diluciéon 107). Deben prepararse
tantas diluciones seriadas hasta obtener una que permita realizar un conteo entre 30 UFCy 300
UFC. En muestras que se sospeche puedan tener mucho crecimiento se recomienda hacer
diluciones hasta 10 o superior. Puede resultar util revisar los resultados histéricos reportados
para muestras o matrices similares, con el propdsito de establecer una guia para la preparaciéon
de la dilucién apropiada.
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Muestra liguida 10° 10! 10 10+
Muestra s6lida(10")  (10?) (10 (10%) (107%)

Gréfica 1: Diluciones seriadas

Nota: Tenga en cuenta el factor de dilucién dependiendo de la naturaleza de la muestra (liquida
o solida).

Para la siembra en la caja Petri con el medio de cultivo, tener en cuenta que lo puede hacer en
siembra por superficie o siembra en profundidad.

4.,5.8 Siembra por superficie o extension
Inocule 0.1ml de la muestra sobre el medio de cultivo ya solidificado y extienda con un asa o
rastrillo microbiolégico uniformemente sobre la superficie del agar. Lleve a incubacién entre 30
°Cy 35 ° Cdurante 48-72 horas.

SIEMBRA POR EXTENSION | Whﬂiﬁ? superficie

E
3

La muestra se Se extiende Tras incubar se cuenta el
pone sobre la uniformemente nimero de UFC y se
superficie con una espitula refieren a 1 mi

Grafica 2: Siembra por superficie

4.5.9 Siembra en profundidad
Inocular, 1.0 mL de la dilucion correspondiente en cada caja, con pipeta estéril. Verter de 15.0 mL
a 18 mL del medio de cultivo fundido, mantenido la temperatura a 45 + 1.0°C en bafo de agua. El
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tiempo transcurrido entre la preparacién de la dilucién primaria y el momento en que se vierte el
medio de cultivo, no debe exceder de 20 minutos.

Mezclar cuidadosamente el inéculo con el medio, moviendo la caja cinco veces en forma
horizontal, cinco veces en forma vertical, cinco veces haciendo dngulo recto, cinco veces en el
sentido de las manecillas del reloj y cinco veces en sentido contrario a las manecillas del relo;j.
Permitir que la mezcla solidifique dejando las cajas Petri sobre una superficie horizontal fria. No
permitir que se mojen las tapas de las cajas.

Preparar una caja control con 15.0 a 18 mL de medio para verificar la esterilidad y registrar el
resultado en el formato FOR-TC-045

Una vez solidificado el medio, invertir las placas y colocarlas en la incubadora a 30 a 35°C durante
48-72 h.

4.5.10 Recuento de UFCy Calculos
Realizar el recuento de los microorganismos presentes en la muestra. Para realizar el recuento
debe tener en cuenta:

» Tienen presentes todas las colonias presentes sin importar tamafio y forma.

* Contar las placas cuyo numero de colonias esté comprendido entre 30 y 300.

* Multiplicar por el factor de dilucién y el volumen inoculado.

* Expresar el resultado en UFC/g o ml del material de ensayo (NO en bacterias por gramo o
mililitro)

Siembra en superficie: UFC/g o ml = N° de colonias en placa x inverso de la dilucion x 10
Siembra en profundidad: UFC/g o ml = N° de colonias en placa x inverso de la diluciéon x 1

Para el calculo de la cantidad N de microorganismos presentes en la muestra de ensayo como un
promedio ponderado a partir de dos diluciones sucesivas puede utilizarse la siguiente ecuacion:

Yc
N= Vx1l.1xd

En donde Yc= es la suma de colonias contadas en las dos cajas conservadas proveniente de dos
diluciones sucesivas por lo menos una de las cuales contiene un minimo de 10 UFC,

V= es el volumen de inoculo puesto en cada caja en mililitros, d= es la dilucién correspondiente a
la primera dilucién retenida o seleccionada

Si no hay UFC. en las cajas correspondiente a la dilucién de mayor concentracion, informar el
recuento como menor de 1T multiplicando por el factor de dilucién mas concentrada.

Ejemplo: 10°1: Ausencia de UFC

Reporte el recuento como: menor de 10 UFC/ g o mL, o menorde 1 X 10" UFC/g o mL.
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Si ninguna de las placas tiene entre 30 y 300 UFC sino conteos superiores a 300 UFC las cajas se
dividen en secciones radiales de 2, 4, 6 u 8 partes y se cuenta una o mas secciones. Luego se
promedia y se multiplica por el factor adecuado, con el fin de conseguir un numero estimado de
UFC presentes

Ejemplo: Dilucion 102 =460 en % de la caja
460 x 4 = 1.840 UFC 1840x1000= 1840000
Recuento estimado: 18 x 10° UFC/g o mL

4.5.11 Aseguramiento de la calidad
Para asegurar y controlar la validez de los resultados, se debe ensayar por cada matriz, una
muestra por duplicado una vez a la semana. Asi mismo, en cada lote de ensayo, se debe realizar
control de esterilidad de los medios de cultivo y un control positivo usando una suspension
microbiana de alguno de los microorganismos mencionados en el numeral 4.4.

5.

RESPONSABILIDADES.

5.1 Director técnico.

Asegurar la aplicacién del presente documento y tomar decisiones en casos especiales no
contemplados.

Revisar y aprobar los informes técnicos una vez han sido revisados por el Lider de
Laboratorio.

Asesorar y orientar los analistas en la resoluciéon de dudas e inconvenientes surgidos
durante el desarrollo de los ensayos.

Realizar o revisar las investigaciones pertinentes a los trabajos no conformes derivados de
la ejecucidn del método y autorizar las indicaciones a seguir.

Establecer los casos en los cuales se realiza la retencién de muestras.

5.2 Lider de Calidad.

Asegurar la aplicacién del presente documento y tomar decisiones en casos especiales no
contemplados.

Realizar y registrar las investigaciones pertinentes a los trabajos no conformes derivados
de la ejecucion del método.

Archivar los registros técnicos relacionados con los ensayos.

5.3 Lider de Laboratorio.

Asegurar la aplicacion del presente documento por el personal subordinado o
supervisado.
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e Revisar los resultados ingresados por el analista, haciendo seguimiento de la trazabilidad
del analisis (Cuadros de mando, formato de solicitud de servicio y salvaguardia de
muestras, formatos de datos primarios) antes de enviar el informe final al director técnico.

e Realizar la revision de resultados teniendo en cuenta la normativa vigente si esta aplica.

e Informar al director técnico las desviaciones que se den durante el desarrollo del método.

e Reportary registrar los trabajos no conformes derivados del andlisis al lider de calidad y al
director técnico.

e Informar los casos en los que se deben de retener las muestras.

e Supervisar el cumplimiento de las actividades de aseguramiento de calidad.

5.4 Analista.

e Sequir todas las instrucciones establecidas en este procedimiento y en el reglamento del
laboratorio

e Ingresary entregar todos los resultados en los tiempos pactados.

e Entregar formatos de datos primarios completamente diligenciados al lider del
laboratorio.

e Realizar revision de datos primarios y calculos realizados en los cuadros de mandos,
informar al lider del laboratorio en caso de observar alguna desviacién en los resultados
obtenidos teniendo en cuenta las cartas control.

e Registrar los resultados de los ensayos de control de calidad y hacer el analisis de
tendencias de estos.

e Realizar la revision de resultados teniendo en cuenta la normativa vigente si esta aplica.

e Informar al lider de laboratorio las desviaciones que se den durante el desarrollo del
método.

e Reportary registrar los trabajos no conformes derivados del analisis al lider del laboratorio.

e Informar cualquier incidente que suceda durante la realizacién del método.

e Revisar que los equipos usados en el desarrollo del método tengan mantenimiento,

calibracion y/o verificacion vigente, de acuerdo con el programa de mantenimiento y
calibracion.
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6. FORMATOS RELACIONADOS.

FOR-TC-075 “Formato para el registro de datos primarios de analisis microbiolégicos”

SOFT-TC-027 “Cuadro de mando para ensayos microbiolégicos por recuento”

FOR-TC-045 “Formato para el registro de informacion y asignaciéon de lote de las soluciones
preparadas para uso en los ensayos”

7. ANEXOS.

No aplica
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