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1. INTRODUCCION GENERAL

Tras su aparicion en el siglo XX, la posibilidad de que se lleven a cabo ataques biote-
rroristas se ha convertido en una de las mayores amenazas sobre la poblacién a nivel mun-
dial. Dado que la calidad de vida de la ciudadania y la salud publica estan directamente
ligadas, y que los ataques bioterroristas pueden producir efectos adversos, llegando inclu-
so a producir muerte, se concluye que la ejecucion de este tipo de ataques constituye una
agresion directa sobre la salud publica. Esta razén explica la necesidad de fomentar planes
de actuacion frente a este tipo de situaciones de emergencia. A tal efecto y siguiendo las
directrices de la OMS, instando a los paises a prepararse frente a este tipo de ataques, mu-
chos paises movilizaron recursos con objeto de desarrollar planes de actuacion enfocados
a la prevencion y/o al tratamiento de un supuesto ataque bioterrorista (Posada 2001). Los
sistemas de vigilancia, definidos como herramientas fundamentales en el ambito de la sa-
Iud publica de un pais, estarian englobados en los planes de actuacion (Serna et al., 2007).

Un elemento critico en la diseminacion intencionada de agentes biologicos altamente
patogenos responde a los medios de vehicular el agente biol6gico. La via inhalatoria, oral,
percutanea y dérmica engloban el conjunto de posibles vias de exposicion o de entrada
del agente en el cuerpo humano (Dominguez 2002).

En el marco planteado, resulta facil entender la necesidad de disponer de sistemas de
deteccion precisos y faciles de implementar para minimizar el dano y prevenir la disper-
si6n adicional de estos agentes, como consecuencia de la dificultad de predecir y prevenir
agresiones bioterroristas (Thavaselvam 2010), que a su vez garanticen una respuesta eficaz
frente a los danos ocasionados para la salud publica ante la posibilidad de una disemina-
cion intencionada de este tipo de agentes en el medioambiente.

Atendiendo a esta preocupacion, en Espana se crea en 2009 una Red de Laborato-
rios de Alerta Biologica, denominada “RE-LAB”. La RE-LAB constituye una infraestructura
cientifico-técnica de apoyo al Sistema Nacional de Gestién de Crisis y la Administracién
General del Estado con el fin de dar una respuesta rapida, eficaz y coordinada contra las
amenazas bioterroristas.

En este sentido, el Instituto de Salud Carlos III (ISCIII) es el organismo encargado de
la direccion cientifico-técnica y gestion de dicha Red, con actividades enmarcadas en el
ambito de la seguridad biologica.

Entre las diferentes funciones encomendadas a la RE-LAB, se encuentra la elaboracion
de procedimientos de primera actuacion y respuesta rapida, enfocados principalmente en la
toma de muestras ambientales sospechosas de patogenicidad en el contexto de un ataque
bioterrorista y traslado de las mismas de forma segura, accion que se coordina a través del
Centro Nacional de Sanidad Ambiental (CNSA) como laboratorio integrado en la RE-LAB.

La participacion del CNSA dentro de la RE-LAB queda claramente marcada en el campo
de las técnicas de toma de muestra ambiental (aire, agua y suelo) y su protocolizaciéon con
el fin de poder realizar una correcta recogida de muestras ambientales “in situ” para su
posterior analisis en laboratorio.

Dentro del plan de accion NRBQ (Nuclear-Radiactivo-Biol6gico-Quimico) de la Unién Eu-
ropea, el CNSA a través del proyecto IB-BIOALERTNET, ha apostado por la normalizacién y
acreditacion de los procedimientos que permitan convertirse en un instrumento eficaz dirigi-
do a responder rapida, eficientemente y de manera coordinada, contra los dafios a la salud
publica causados por una liberacion accidental o deliberada de agentes biologicos patégenos.

Introduccién general

11



12

Metodologia para la toma de muestra de microorganismos altamente patégenos en las matrices ambientales aire, agua y suelo/sedimento

Los grupos destinatarios a los que se dirige el proyecto son los laboratorios de referencia
de Espaiia y Portugal con capacidad para identificar agentes altamente patégenos en primer
lugar, las Fuerzas y Cuerpos de Seguridad del Estado y la sociedad civil en dltima instancia.

Los objetivos especificos a desarrollar fueron son los siguientes:

* Establecer una Red Ibérica IB-BIOALERTNET con procedimientos de comunicacion
y procedimientos estandarizados.

* Desarrollar procedimientos para la toma de muestras ambientales a partir de matri-
ces relevantes.

* Implementar un sistema de gestion de la calidad.

* Validar y acreditar métodos para la deteccion e identificacion de agentes altamente
patogenos.

e Identificar otros laboratorios en la Peninsula Ibérica con los conocimientos necesa-
rios para ser parte de la Red.

e Ampliar estos conocimientos al ambito comunitario.

La deteccion de agentes biologicos esta relacionada, a su vez, con dos procesos. El
proceso de toma de muestra y el proceso analitico. Ambos procesos son esenciales, y la
combinacion de ambos procesos proporciona resultados analiticos fiables.

Los resultados analiticos, ayudaran a la toma de decisiones por parte de los organismos
competentes, por lo que es necesario que las muestras se obtengan de forma correcta. Es
decir, la realizacion de la toma de muestra debe incluir no sélo el proceso de toma como
tal, sino aspectos tales como el disefio y empleo de registro de datos, aspectos relaciona-
dos con las condiciones de transporte, conservacion y almacenamiento que eviten la alte-
racion o degradacion de la muestra, y aspectos relacionados con la custodia y trazabilidad
de las muestras ambientales. Todos estos aspectos, entre otros, que conforman el proceso
de toma de muestra, se van a desarrollar en el presente trabajo.

En base a lo anteriormente mencionado, resulta facil entender que la toma de muestra
incide de una manera significativa en la calidad de los resultados. Dado que lo que se pre-
tende obtener es informacion relativa a la presencia o ausencia de los agentes biolégicos,
identificacion y cuantificacion de los mismos, y dado que esta informacion debe ser signi-
ficativa y fiable, este aspecto pone de manifiesto que existe una relacion directa entre el
proceso de toma de muestra y el proceso analitico.

A consecuencia de la necesidad de mejorar la capacidad de detectar y caracterizar
agentes biologicos altamente patégenos en distintas matrices ambientales, resulta funda-
mental desarrollar planes de toma de muestra para este tipo de agentes, que permitan
posteriormente una correcta identificacion mediante técnicas en laboratorio. Por ello, los
objetivos de este trabajo fueron el desarrollo de procedimientos de toma de muestra de
agentes biologicos altamente patogenos en las matrices ambientales aire, agua y suelo asi
como la implementaciéon de un sistema de calidad en el marco del proceso de toma de
muestra.

Para ello, se llevé a cabo una recopilacion de informacién relacionada con la toma de
muestra de agentes biologicos altamente patégenos, que pudieran ser empleados en escena-
rios de guerra o ataque bioterrorista, una amplia revision de la literatura cientifica y técnica
con respecto a cuestiones relacionadas con el proceso de toma de muestra en las matrices

Infroduccién general
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ambientales de interés. Sobre esta base, se revisaron y evaluaron diferentes estindares de las
agencias de normalizacion, tales como: ISO (International Organization for Standardization),
ASTM (American Society for Testing and Materials), AENOR (Asociacion Espanola de Norma-
lizacion y Certificacion), DIN (Deutsches Institut fiir Normung), AFNOR (Association francaise
de Normalisation), CEN (Comité Europeo de Normalizacion).

De manera similar, se evaluaron otras fuentes de informacién como publicaciones
cientificas, regulaciones internacionales (OMS, ONU, UNESCO ...), libros, manuales, proce-
dimientos de otros paises, informes técnicos de agencias ambientales y manuales de ins-
trumentacion relacionados, asi como informacion cientifico-técnica procedente de paginas
web, como: APHA (American Public Health Association), AWWA (American Water Work
Association), ATSDR (Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades),
USDA (Departamento de Agricultura).

Se revisaron y evaluaron mas de 100 fuentes bibliograficas, entre manuales de
instrumentacion (1,1 %), regulaciones nacionales e internacionales (3,6 %), informes
técnicos (4,3 %), libros cientificos (4,3 %), publicaciones cientificas (21,3 %), paginas
web (14,2 %) y normas técnicas cientificas (51,4 %), véase figura 1.

El presente trabajo ha desarrollado prodecimientos de toma de muestra de agentes
biol6gicos altamente patégenos en matrices ambientales (aire, agua y suelo) y un sistema
de garantia de calidad, teniendo en cuenta la informacién a nivel nacional e internacional
existente relacionada con dicho proceso.

Por otro lado, se desarrollaron procedimientos con objeto de implementar un siste-
ma de gestion de calidad que complementara los procedimientos de toma de muestra de
agentes biol6gicos altamente patégenos en matrices ambientales relevantes mediante el
desarrollo de un plan de calidad y procedimientos operativos estandar para establecer una
metodologia de toma de muestra adecuada. La implementacion de un sistema de gestion
de calidad engloba aspectos tales como el uso adecuado de los equipos involucrados en el
proceso de toma de muestra, su calibracion, mantenimiento, verificaciéon, condiciones de
almacenamiento y transporte al laboratorio.

Por otro lado, resulta fundamental uniformizar, por un lado, los procedimientos de
toma de muestra, teniendo en cuenta la falta de consenso, especialmente en el caso de
virus, y por otro lado, aquellas consideraciones anteriores y posteriores al proceso de
toma de muestra (limpieza y desinfeccion de equipos, condiciones de almacenamiento y
transporte, recopilacion de datos durante el proceso de toma de muestra y expresion de
resultados).

Se debe siempre continuar trabajando para mejorar aspectos que conduzcan a una
toma de muestra segura, efectiva y rapida dada la indole del tipo de microorganismo que
se debe muestrear. Aplicar siempre las mejores técnicas disponibles debe ser una prioridad
que ha de ir siempre de la mano del aseguramiento de la calidad en la toma de la muestra
con el fin de obtener muestras representativas.

Introduccién general
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2, GLOSARIO

Aire ambiente: el aire exterior de la baja troposfera, excluidos los lugares de trabajo
(Real Decreto 102/2011 relativo a la mejora de la calidad del aire ambiente).

Aire de interiores: Aire que se encuentra en ambientes interiores tales como el interior
de viviendas, lugares de trabajo (no sometidos a inspecciones de seguridad e higiene en
lo referente a los contaminantes del aire), edificios publicos y medios de transporte entre
otros (adaptada de la norma UNE-EN ISO 16000-1:20006).

Almacenamiento de muestra: Proceso, y su resultado, consistente en mantener dis-
ponible una muestra bajo unas condiciones predefinidas durante un intervalo de tiempo
(generalmente) determinado, entre la toma y posterior tratamiento de esa muestra.

Andlisis basados en cultivo: Cultivo. Crecimiento de microorganismos en medios de
cultivo (ISO 16000-16:2008).

Analisis para caracterizacion: Conjunto de determinaciones que contribuyen a determi-
nar, en un momento dado, las propiedades fisicas, quimicas y/o biolégicas de una muestra
para su eventual comparaciéon con un material de referencia. Este analisis puede constituir
un inventario de las caracteristicas de la zona de estudio.

Andlisis para control: Analisis efectuado peridodicamente y destinado a observar la
evolucion de algunos parametros de la matriz ambiental.

Andlisis diagnostico comparativo: Analisis, por comparacion de observaciones empa-
rejadas, destinado a evaluar una heterogeneidad de comportamiento.

Bacterias: Grupo amplio de microorganismos procariotas con un cromosoma en la
region nuclear y que sélo se reproducen asexualmente por division celular (UNE-EN
13098:2000).

Bioaerosoles: Particulas de origen biol6gico, en suspension en el aire (UNE-EN
13098:2000).

Blanco de campo: Muestra tomada de idéntica manera que una muestra real, salvo por
el hecho de que no se ha expuesto al agente patégeno. El blanco resultante representa el
numero de unidades formadoras de colonias (UFC) que entran en la muestra simplemente
por manipulaciéon durante la toma de muestra (UNE-CEN/TS 16115-1:2013).

Borboteo: Combinacion de impactacion sobre una superficie y dispersion posterior en
un medio liquido (UNE-EN 13098:2000).

Contaminacion microbiana del aire: Concentracion de microorganismos en el aire
que exceden las concentraciones naturales o difieren en el tipo de los microorganismos
que existen naturalmente (UNE-CEN/TS 16115-1:2013).

Corriente de agua: Agua que fluye continua o intermitentemente a lo largo de un curso
bien definido, similar a un rio, pero generalmente de menor escala.

Didametro aerodindmico equivalente: Diametro de una esfera de una densidad de 1 g/cm?®,
con idéntica velocidad de caida debido a la fuerza gravitacional en aire en calma que la
particula considerada, bajo las mismas condiciones de temperatura, presion y humedad rela-
tiva (UNE 77213:1997).

Glosario
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Duracion del almacenamiento: Periodo de tiempo comprendido entre la toma de
muestra y el inicio de su analisis en el laboratorio, para una muestra almacenada bajo
condiciones predefinidas.

Eficacia de conservacion biologica: Capacidad de un equipo de toma de muestra para
mantener la viabilidad de los microorganismos en el aire durante la captacion y, ademas,
conservar intactos los productos microbiol6gicos (UNE-EN 13098:2000).

Eficacia fisica de la toma de muestra: Capacidad del dispositivo de toma de muestra
para captar las particulas de un tamano determinado suspendidas en el aire (UNE-EN
13098:2000.

Eficacia total de la toma de muestra: Producto de la eficacia fisica de la toma de mues-
tra y la eficacia de conservacion biolégica (adaptado de la norma UNE-EN 13098:2000).

Emergencia ambiental: es un evento o circunstancia no deseada e inesperada, que
ocurre de forma repentina y en cuyo resultado se produce la liberacion no controlada de
uno o de varios productos téxicos en matrices ambientales (aire, agua o tierra) y que son
potencialmente nocivos para la salud humana y/o el medioambiente, de manera inmediata
o diferida en el tiempo.

Equipo de intervencion: grupo de técnicos que se desplaza a la zona afectada y con
una composicion variable segun la naturaleza de la emergencia.

Equipo de proteccion individual (EPI): Cualquier equipo destinado a ser llevado o su-
jetado por el trabajador para que le proteja de uno o varios riesgos que puedan amenazar
su seguridad o su salud, asi como cualquier complemento o accesorio destinado a tal fin
(Real Decreto 773/1997).

Filtracion: Captacion de las particulas suspendidas en un gas o un liquido, haciéndolo
fluir a través de un medio poroso (UNE-EN 13098:2000).

Hongos: Grupo variado de microorganismos eucariotas con nucleos rodeados de mem-
branas que contienen varios cromosomas (UNE-EN 13098:2000).

Impactacion: Captacion de las particulas en suspension en el aire aceleradas a tra-
vés de un orificio o hendidura sobre una superficie por efecto de la inercia (UNE-EN
13098:2000).

Materia particulada en suspension (MPS): Nocion de todas las particulas rodeadas por
aire en un volumen de aire dado y no perturbado (UNE-EN 12341:2015).

Microorganismo: Entidad microbiana (celular o no) capaz de multiplicarse o transferir
material genético, o que ha perdido estas propiedades.

Mobho: Hongo filamentoso de diversos grupos taxonémicos, principalmente Zigomicetos,
Ascomicetos (Ascomicota) y Deuteromicetos (hongo imperfecto).

Muestra: Porcion de la masa seleccionada a partir de una cantidad mayor de material.

Muestra elemental: Cantidad de materia tomada de una sola vez en una unidad de
muestreo.

Muestra final: Muestra obtenida o preparada de acuerdo al plan de muestreo, destina-
da a ser utilizada como muestra para laboratorio.

Muestra global: Conjunto de muestras elementales.

Glosario
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Muestra global ordenada: Muestra soélida global obtenida después de ordenar elemen-
tos gruesos de mas de 2 cm de tamaiio.

Muestra para laboratorio: Muestra con el estado de preparacion suficiente para ser
enviada al laboratorio.

Muestra puntual; muestra rinica: Muestra de material recogida en un solo punto y en
un momento determinado.

Muestra reducida: Parte representativa de la muestra global obtenida por un procedi-
miento de reduccion de manera que su masa sea suficiente para constituir la muestra final.

Muestra compuesta de agua:

- Integrada en profundidad: Dos o mas muestras acuaticas tomadas de forma discreta
o continua a distintas profundidades en una misma ubicacion de una masa de agua.

- Integrada en superficie: Muestra de agua obtenida como resultado de la combinacién
de una serie de muestras tomadas a una profundidad determinada en distintas ubi-
caciones de una masa de agua.

Muestra vertical: Muestra tomada en forma de ranura vertical en un estrato, o en otra
subparte supuestamente homogénea.

Periodo de almacenamiento: Periodo de tiempo transcurrido entre el llenado del reci-
piente de muestra y el tratamiento posterior de la muestra en el laboratorio, si se almacena
bajo condiciones predefinidas.

Punto de toma de muestra: Posicion precisa en una zona de muestreo en la que las
muestras son tomadas.

Registro: Documento que proporciona evidencia objetiva de actividades realizadas o
de resultados obtenidos. Un registro puede estar escrito o almacenado en cualquier soporte
de datos.

- Un registro de calidad proporciona evidencia objetiva de la extension del cumpli-
miento de los requisitos para la calidad o de la eficiencia del funcionamiento de un
elemento del sistema de la calidad.

- Alguno de los propositos de los registros de la calidad son la demostracion, la traza-
bilidad y las acciones preventivas y correctivas.

Rio: Caudal natural de agua que fluye continua o intermitentemente a lo largo de un
curso bien definido, terminando en un océano, mar, lago, depresion continental, pantano
u otro curso de agua.

Sub-muestra: Porcion extraida de una muestra con la intencion de que sea represen-
tativa de la misma.

Unidad de muestreo: Cantidad definida de materia, en la que los limites pueden ser
fisicos o hipotéticos. Una zona de prevalencia esta dividida en distintas unidades de toma
de muestra.

Unidad formadora de colonia (UFC): Unidad en que se expresa el nimero de micro-
organismos cultivables (UNE-EN 13098:2000).

Glosario
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Virus: Agente infeccioso de pequeno tamano compuesto por material genético que
unicamente puede replicarse en el interior de las células vivas de los organismos a los
que parasita (adaptada de Brock Biology of Microorganisms 2010 (13th Edition). Madigan,
Martinko, Stahl & Clark, ISBN 978-0321649638).

Zona de muestreo: Area definida en el plan de muestreo en la que las muestras son
tomadas.

Zona de prevalencia: Zona de toma de muestra supuestamente homogénea. Una par-
cela puede ser dividida en distintas zonas de prevalencia.

Zona saturada: Parte de un acuifero en el que los poros/espacios que lo conforman
estan complemente llenos de agua.

Zona insaturada: Parte de un acuifero en el que los poros/espacios que lo conforman
no estan complemente llenos de agua

Glosario
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3. SIGLAS Y ABREVIATURAS

AA Aparato/s e instrumento/s

AC Accion Correctiva

AP Accion Preventiva

DC Director de Centro

EA European co-operation for Accreditation
JGC Jefe de Garantia de Calidad

MC Medios de Cultivo

MDC Manual de Calidad

MR Material/es de Referencia

MV Material de vidrio, plastico o accesorio
NC No Conformidad

PC Plan de Calidad

PNC Procedimiento Normalizado de Calibracion
PNE Procedimiento Normalizado de Ensayo
PNM Procedimiento Normalizado de Mantenimiento
PNT Procedimiento Normalizado de Trabajo
PNU Procedimiento Normalizado de Utilizacion
POG Procedimiento Operativo General

RR Reactivos

RT Responsable Técnico

TNC Trabajo No Conforme

18 Siglas y abreviaturas
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4. CONSIDERACIONES GENERALES EN LA TOMA DE MUESTRAS
DE MICROORGANISMOS ALTAMENTE PATOGENOS EN LAS
MATRICES AMBIENTALES AIRE, AGUA Y SUELO/SEDIMENTO

Dr. Francisco Javier Sdnchez fﬁigo,' Dra. Rosalia Ferndndez Patier; Dr. David Galdn Madruga, Dra. Sonia
Aguayo Balsas, D* Gema Diaz Lépez

4.1 SEGURIDAD DEL PERSONAL ENCARGADO DE LA TOMA DE MUESTRA

El personal que, durante el desarrollo de su actividad laboral, esta expuesto a agentes
biolégicos, debe seguir unas normas de seguridad a fin de minimizar los riesgos relacio-
nados con dicha exposicion. Estos aspectos quedan recogidos en la Directiva 90/679/
CEE del Consejo sobre “proteccion de los trabajadores contra los riesgos relacionados
con la exposicion a agentes biologicos durante el trabajo”. Dicha Directiva ha sido actua-
lizada adaptandola al progreso técnico y modificada convenientemente en las Directivas
95/30/CE, 93/88/CEE, 97/65/CE y 97/59/CE, siendo finalmente codificada en la Directiva
2000/54/CE. Su correspondiente transposicion al ordenamiento juridico espanol se en-
cuentra en el Real Decreto 664/1997 sobre “la proteccion de los trabajadores contra los
riesgos relacionados con la exposicion a agentes biologicos durante el trabajo”.

En base a dichos documentos y en funcién del riesgo de infeccion, los agentes
bioloégicos se clasifican en cuatro grupos:

a) Agente biologico del grupo 1: Aquél que resulta poco probable que cause una
enfermedad en el ser humano.

b) Agente biologico del grupo 2: Aquél que puede causar una enfermedad en el ser
humano y puede suponer un peligro para los trabajadores, siendo poco probable
que se propague a la colectividad y existiendo generalmente profilaxis o tratamien-
to eficaz.

¢) Agente biolégico del grupo 3: Aquél que puede causar una enfermedad grave en el
ser humano y presenta un serio peligro para los trabajadores, con riesgo de que se
propague a la colectividad y existiendo generalmente una profilaxis o tratamiento
eficaz.

d) Agente bioldgico del grupo 4: Aquél que causando una enfermedad grave en el ser
humano supone un serio peligro para los trabajadores, con muchas probabilidades
de que se propague a la colectividad y sin que exista generalmente una profilaxis
o un tratamiento eficaz.

4.1.1 Medidas de seguridad para la toma de muestra de agentes biolégicos del grupo 1 que
pudieran estar presentes en bioaerosoles, agua y/o suelo

Para la toma de muestras de agentes biol6gicos del grupo 1 se deberan tomar medidas
de correcta seguridad e higiene profesional, tales como, prohibicion de comer, beber o
fumar durante la realizacion de dicha actividad. En igual medida, el personal encargado de
la realizacion de la toma de muestra debera lavarse las manos después del contacto con
equipos y materiales de toma de muestra de microorganismos no patégenos. Asimismo,
se recomienda la utilizacion de los EPI apropiados (monos, batas o uniformes) para preve-
nir la contaminacién de las prendas de calle.

Consideraciones generales en la toma de muestras de microorganismos
altamente patégenos en matrices ambientales
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4.1.2 Medidas de seguridad para la toma de muestra de agentes biolégicos de los grupos
2, 3 y 4 que pudieran estar presentes en bioaerosoles, agua y/o suelo

Aunque en el Anexo II (Clasificacion de los agentes biologicos) del Real Decreto
664/1997 existe una designacion clara de aquellos microorganismos que no se trans-
miten por via aérea, al no tener conocimiento previo sobre la naturaleza del micro-
organismo potencialmente patégeno presente en la matriz a muestrear, no se deben
hacer distinciones respecto a las medidas de seguridad pertinentes. Dada la peligrosi-
dad de este escenario, se deben seguir fielmente la normativa en cuanto a medidas de
prevencion, formacion y actuacion del trabajador en estos casos, recogida en el Real
Decreto 664/1997 y desglosada en la Guia técnica para la evaluacion y prevencion de
los riesgos relacionados con la exposicion a agentes biol6gicos y, en cualquier caso,
las medidas de seguridad deberan ser las maximas posibles, independientemente de la
categorizacion final del agente biolégico en base a su riesgo de infeccion.

La toma de muestra de microorganismos sospechosos de ser altamente patégenos
no se debe realizar en aquellas condiciones presentes en un laboratorio de contencion,
se deben realizar empleando medidas de proteccion que corresponderan con aquellas
que puedan aportar los EPIL.

Dada la elevada peligrosidad, en relacion a la toma de muestra de agentes biologicos
de los grupos 2, 3 y 4, que existe respecto a un riesgo de infeccion y en cumplimiento del
Real Decreto 664/1997, se debera informar al personal encargado de realizar la toma de
muestra de estos agentes de aquellas medidas profilacticas disponibles, procesos de
vacunacion, asi como de las ventajas e inconvenientes asociadas a dichas medidas.
Si la persona a realizar la actividad de toma de muestra decide optar por la vacunacion,
su centro de trabajo debera poner a su disposicion la totalidad de vacunas eficaces frente
a patogenos ambientales disponibles. El proceso de vacunacion no debe suponer gasto
alguno a la persona encargada de realizar la toma de muestra, pudiendo peticionar un
certificado de vacunacion a titulo personal o a las autoridades sanitarias.

En base al contexto de alerta sanitaria en el que se enmarca la toma de muestra de
microorganismos sospechosos de ser altamente patégenos (de naturaleza generalmente
desconocida), se debera trabajar con ropa de proteccion contra agentes bioldgicos de tipo
1-B subtipo 1 c y de la clase mas elevada posible en cuanto a las pruebas de resistencia a
la penetracion (de liquidos contaminados bajo presion hidrostatica, de agentes biolégicos
por via humeda, por aerosoles liquidos contaminados y por particulas sélidas contamina-
das, véase la Tabla 1).

Esta ropa de proteccion son trajes herméticos a gases y vapores, que cubren totalmen-
te el cuerpo, poseen costuras y uniones estancas, incluyendo guantes y botas y requieren
de un equipo de proteccion respiratoria para suministrar aire respirable que puede ser
autonomo o semiautéonomo, de forma que se suministra aire a presion positiva, tratandose
por tanto de trajes que trabajan ligeramente presurizados.

Los requisitos y métodos de ensayo para la ropa de protecciéon contra agentes biologi-
cos se describen en la norma UNE-EN 14126:2004/AC:2000.

Consideraciones generales en la toma de muestras de microorganismos
altamente patégenos en matrices ambientales
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Tabla 1. Tipos de ropa contra agentes biolégicos. Adaptado de NTP 772 (INSHT)

Ropa contra Descripcié
agentes bioldgicos oecripcon

Tipo 1-B Herméticos a gases y vapores. Cubren totalmente el cuerpo, poseen costuras y unio-
nes estancas. Incluyendo guantes y botas. Requieren equipo de proteccion respira-
toria para suministrar aire respirable que puede ser auténomo o semiauténomo, lo
que conlleva la subclasificacion siguiente:

Tipo 1 a: Totalmente envolventes, con equipo de respiracion auténomo llevado en el
interior del traje.

Tipo 1 b: Permiten llevar el equipo de respiracion auténomo en el exterior del traje.
Tipo 1 c: Se combinan con un equipo semiauténomo, de forma que se les suministra

aire a presion positiva y por tanto son trajes que trabajan ligeramente presurizados.
(UNE-EN 943-1:2003)

Tipo 2-B También son trajes de proteccion frente a gases y vapores. Son equivalentes al tipo
1c, pero las costuras y uniones no son estancas.
(UNE-EN 943-1:2003)

Tipo 3-B Herméticos a liquidos presurizados, en forma de chorro.
(UNE-EN 14605:2005)

Tipo 4-B Herméticos a liquidos pulverizados.
(UNE-EN 14605:2005)
Tipo 5-B Traje con conexiones herméticas frente a particulas sélidas suspendidas en aire.
(UNE-EN ISO 13982-1:2005)
Tipo 6-B Ofrecen una proteccion limitada frente a salpicaduras de productos quimicos liquidos.
(UNE-EN 13034:2005)
Ropade Son prendas que protegen partes concretas del cuerpo.
proteccion parcial (UNE-EN 14605:2005)

Dentro de este marco de actuacion, y una vez se abandone la zona presuntamente con-
taminada, resulta fundamental la desinfeccion de los equipos, trajes y material empleados
durante la toma de muestra de microorganismos sospechosos de ser altamente patégenos
mediante una ducha quimica en el primer punto que sea posible. La descontaminacién
quimica inactiva el agente a través del uso de desinfectantes antimicrobianos o agentes
esterilizantes. Actualmente existen tres tipos de descontaminacion quimica antimicrobiana:
mediante liquidos, a través de espumas y geles o mediante gases y vapores.

En un contexto de emergencia se empleara hipoclorito sédico o cilcico segin normativa
OTAN. Dicha normativa determina el uso de una disoluciéon de hipoclorito sédico o calcico
al 0,5 % para la desinfeccion de personas (con posible contacto directo del desinfectante
con la piel) y de la misma solucion preparada al 5 % para la descontaminacion de los EPI.
En el proceso de descontaminacion de estos equipos hay que tener la precaucion de que
ninguna particula del agente contaminante quede retenida y sin entrar en contacto con el
desinfectante antes de volver a utilizarla. La disolucién de hipoclorito al 0,5 % s6lo debe
utilizarse sobre la piel, no debiéndose emplear sobre ojos o heridas abiertas en abdomen,
pecho, craneo o columna vertebral. Los EPI deben estar en contacto con la disolucion de
hipoclorito un periodo de tiempo comprendido entre 10 y 15 minutos, para a continuacion
realizar enjuagues con agua desionizada.

Asimismo, debera comprobarse permanentemente la integridad de los EPI (filtros, se-
llos, juntas). Dicha comprobacion debera hacerse utilizando microorganismos sustitutos in-
ofensivos, cuya liberacion en las condiciones de comprobacion simulen la liberacion de los
microorganismos en el proceso de trabajo de toma de muestra real. Los equipos deberan
estar listos para su utilizacion inmediata, por lo que la realizacion de estas comprobaciones
debera estar programada peridédicamente. Se debera disponer de equipos alternativos para
que exista disponibilidad permanente, incluso durante los procesos de comprobacion.

Consideraciones generales en la toma de muestras de microorganismos
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4.2, DESCONTAMINACION DE EQUIPOS

La descontaminacion de los equipos e instrumentos implicados en la toma de muestra
garantizara que los microorganismos captados sean exclusivamente aquellos presentes en
el medioambiente. Se deberan seguir las recomendaciones recogidas en el Manual de Bio-
seguridad en el Laboratorio (2005, OMS) para la esterilizacion de equipos.

4.2.1 Esterilizacion

Se trata de un proceso de descontaminacion que destruira todas aquellas formas de
microorganismos (bacterias, mohos, virus y/o parasitos) presentes en un determinado
equipo o instrumento. El proceso de esterilizacion a utilizar dependera de los equipos
empleados y, mas concretamente, del material o composicion de dichos equipos.

Entre las alternativas de esterilizacion de equipos que se describen a continuacion ha-
bra que escoger aquella que sea compatible con el equipo de toma de muestra a utilizar
en cuanto a su resistencia frente a altas temperaturas.

Asi la desinfeccion por altas temperaturas sera siempre posible en recipientes de vi-
drio, mientras que su aplicacion a aquellos recipientes de plastico va a depender de la
composicion del mismo y su densidad. En la Tabla 2 se recogen las directrices para una
correcta esterilizacion de distintos materiales plasticos.

Tabla 2. Mecanismos de desinfeccién en funcién del material del recipiente

Métodos fisicos Métodos quimicos
Tipos de esterilizaciéon .
en funcién del
material pléstico

Plasma a baja t*
y peroxido de
Hidrégeno

Gas (Oxido
de Etileno)

Esterilizacion por Esterilizacion
calor humedo por calor seco

PFA/FEP
PMP (TPX®)
PTFE

ETFE/ECTFE
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4.2.1.1 Métodos fisicos
4.2.1.1.1 Esterilizacién por calor htmedo

El calor es el agente fisico mas utilizado para la descontaminacién de patégenos, sien-
do el método mas sencillo, econémico y practico para esterilizar. El vapor de agua es un
agente germicida dado que produce hidratacion, coagulacion e hidrolisis de las albuminas
y proteinas de las bacterias.

La aplicacion de vapor de agua saturado a presion (tratamiento en autoclave) es el
medio mas eficaz y fiable de esterilizar cualquier material.

Los recipientes se autoclavan a una temperatura de 121 °C £ 3 °C y a una presion de
2,0265 bar durante un periodo minimo de 15 min. El fundamento del autoclave consiste
en sustituir el aire por vapor de agua durante el proceso de esterilizacion.

4.2.1.1.2 Esterilizacién por calor seco

El calor seco, agente fisico no corrosivo, se utiliza para esterilizar aquellos objetos de
laboratorio que puedan soportar temperaturas iguales o superiores a 160 °C durante un
periodo de tiempo entre 2 h a 4 h. Todo material resistente al calor e incompatible con
vapor de agua debe ser esterilizado mediante calor seco. Previo al proceso de esteriliza-
cion por calor seco, se debera limpiar, secar y envolver en papel de aluminio el material
a esterilizar. El proceso de esterilizacion por calor seco se fundamenta en que produce la
coagulacion de las proteinas y elimina pirégenos.

Los equipos empleados en un proceso de esterilizacion por calor seco, hornos Pasteur
o Estufas de Pupinela, deberan poder trabajar a una temperatura de 170 °C £ 10 °C durante
un periodo minimo de 1 h después de finalizada la etapa de precalentamiento.

4.2.1.2 Métodos quimicos

El empleo de productos quimicos permite desinfectar a temperatura ambiente aquellos
equipos o instrumentos cuya composicion no resiste la esterilizacion por calor.

4.2.1.2.1 Esterilizacién con plasma de baja temperatura generado por peréxido de hidrégeno

Se trata de un método ideal para esterilizar material termosensible (requiere equipo
especializado). Es un proceso de esterilizacion que no produce contaminantes, generan-
do como residuos vapor de agua y oxigeno, por tanto no requiere aireacion al no ser un
proceso toxico.

El proceso de esterilizacion por plasma se fundamenta en un proceso de difusion de
vapor de per6xido de hidrégeno dentro de la camara o equipo de esterilizacion y por es-
timulacion electromagnética de las moléculas de peroxido de hidrégeno a un estado de
plasma a baja temperatura. Dado que el peréxido de hidrégeno es un agente oxi-
dante, ataca los radicales hidroxilos de las membranas lipidicas, ADN y otros componentes
esenciales del microorganismo, provocando asi su muerte celular.

El ciclo de esterilizacion con plasma de baja temperatura generado por peroxido de
hidrégeno se realiza a temperaturas comprendidas entre 10 °C — 40 °C durante un periodo
de 75 min.
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4.2.1.2.2 Esterilizacién por éxido de etileno

El 6xido de etileno es un compuesto quimico toxico, carcinogénico y mutagénico,
por lo que se tratara de la ultima opcion a la hora de elegir método de esterilizacion.
Debido a sus efectos nocivos sobre la salud, requiere la aireacion del material una vez
esterilizado. Ademas presenta ciclos de esterilizacion largos. Con estas desventajas, su
uso se justifica en el hecho de que es un agente esterilizante util para materiales sensibles
al calor (temperaturas superiores a 60°C) y la humedad (humedad relativa superior al 90
%), teniendo ademas buena capacidad de difusion y penetrabilidad. El 6xido de etileno
inactiva los microorganismos mediante un proceso llamado alquilacién.

Los esterilizadores de 6xido de etileno han de estar ubicados en zonas cerradas y de
acceso restringido, que deben disponer de un sistema de ventilaciéon adecuado sin recircu-
lacion y con presion negativa. El 6xido de etileno se encuentra almacenado en cartuchos,
conteniendo cada cartucho la cantidad de 6xido de etileno necesaria para un solo ciclo.
La perforacion del cartucho se produce de forma automatica en el interior del esterilizador.
El personal encargado de la realizacion del proceso de esterilizacion por 6xido de etileno
debera tener adecuado entrenamiento y recibir elementos de bioproteccion.

Los ciclos de esterilizacion por 6xido de etileno pueden realizarse en dos rangos de
temperatura:

- Ciclo frio: temperatura entre 27 °C y 37 °C durante 5 h — 5 h 30 min.
- Ciclo caliente: temperatura entre 55 °C y 60 °C durante 2 h — 3 h.

4.2.2 Control de calidad de los recipientes de toma de muestra

El laboratorio debe asegurar la esterilidad de los recipientes de toma de muestra, tanto si
se han preparado internamente como si se trata de recipientes comerciales, independiente-
mente del material de fabricacion (vidrio o plastico). Los recipientes comerciales se deberian
distribuir con un certificado de esterilizaciéon, como condicién para su aceptacion, y también
es aconsejable realizar ensayos de esterilidad del lote en uso. Esto corresponde al lote de reci-
pientes tras su etiquetado, adicion de agentes de inactivacion, si procede, y almacenamiento.

4.2.2.1 Ensayo de esterilidad

Usualmente se garantiza la esterilidad de los recipientes mediante el control del proce-
so de esterilizacion. En caso contrario, se deberia ensayar la esterilidad de los recipientes.

a) Método del “frasco rodado”

Consiste en introducir de 20 ml a 50 ml de agar nutritivo fundido (agar de recuento
en placas) en el recipiente de ensayo y revestir internamente las paredes con agar
haciendo rotar la botella mientras se va enfriando (anadiendo una pequena cantidad
de agua, si es necesario). La incubacién a 22 + 2°C durante cinco dias no deberia
mostrar crecimiento alguno visible.

b) Método del caldo liquido

Consiste en introducir en el interior del recipiente de 20 ml a 50 ml de tioglicolato u
otro caldo nutritivo, se hace girar la botella para humedecer las paredes y se incuba
a 22 + 2°C durante cinco dias. No deberia aparecer turbidez alguna si el recipiente
esta estéril.
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4.2.2.2 Ensayo de presencia de agentes de inactivacién

La presencia de tiosulfato puede comprobarse utilizando un método iodométrico. Se
anaden 10 ml de agua destilada al recipiente y se valora con solucion de yodo, empleando
almidon o tiofeno como indicador del punto final de la valoracion.

4.2.2.3 Ensayo de toxicidad residual en los recipientes de toma de muestra

La toxicidad residual en los recipientes de toma de muestra puede provenir del pro-
cedimiento de lavado del material de vidrio, a partir de la liberacion de componentes o
aditivos de las botellas de plastico asi como del proceso de esterilizacion. El uso en rutina
de recipientes de vidrio o de polietileno no requiere la comprobacion de la toxicidad de
modo regular, pero en caso de que se suscite cualquier duda, se ensaya, por ejemplo, con-
forme al método de Geldreich, 1975.

4.3 MANIPULACION Y TRANSPORTE DE EQUIPOS AL EMPLAZAMIENTO DE LA TOMA DE
MUESTRA

Durante el trasporte de equipos al emplazamiento de la toma de muestra se debera
mantener la esterilidad e integridad tanto de los soportes de toma de muestra como de
los equipos implicados en la toma de muestra. Asi, durante el periodo de almacenaje de
los equipos, previo a la fase de captacion, como durante su manipulacion y transporte al
punto de toma de muestra, se debera asegurar el cumplimiento de estas premisas. De exis-
tir dudas sobre el cumplimiento de alguna de ellas, por un lado para equipos, se debera
proceder a revisar el funcionamiento de éstos y una vez comprobado, se debera proceder
nuevamente a su esterilizacion, y por otro lado, para material fungible, se debera desechar
y reemplazar por material nuevo.

En cualquier caso, la manipulacion previa a la salida de los equipos al emplaza-
miento de toma de muestra debera ser la menor posible quedando justificadas aquellas
operaciones de preparacion que no pudieran realizarse en el emplazamiento de toma
de muestra. En estos casos, se debera garantizar las condiciones de esterilidad me-
diante el trabajo en campana y con guantes desechables. Previo al traslado de equipos
al punto de toma de muestra, se debera verificar que las entradas y/o salidas de los
equipos a trasladar estén cerradas para evitar la entrada de aire y microorganismos
aerotransportados.

Durante el periodo de transporte, de ser posible, los equipos deberan ir protegidos
asépticamente de forma similar al periodo de almacenaje. Si no fuera posible, se deberan
envolver en recipientes estériles o cubrir en su totalidad con film protector. En igual me-
dida, los equipos durante el proceso de transporte, deberan proporcionar proteccion y
fijacion correcta al medio de transporte.

Una vez en el emplazamiento de toma de muestra, los equipos se expondran al medio-
ambiente inmediatamente antes de la toma de muestra.

Consideraciones generales en la toma de muestras de microorganismos
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4.3.1 Tiempo, conservacién y transporte de muestras de matrices ambientales sospechosas
de contener microrganismos no patégenos

Desde la finalizacion de la toma de muestra hasta su analisis en laboratorio, se debera
hacer todo lo posible para:

- Evitar la contaminacion de la muestra

- Reducir al minimo cualquier cambio quimico, fisico o biolégico de la muestra en
cuestion

Para ello, una vez finalizada la toma, las muestras resultantes deben ser protegidas
frente a posibles alteraciones, tales como radiacion solar, humedad, desecacion, calor o
polvo introduciéndolas en envases sellados que las mantengan en oscuridad. Se recomien-
da que en el caso de virus, la temperatura durante el almacenamiento intermedio y el
transporte hacia el laboratorio de destino sea de 5°C + 3 °C.

En el caso especifico de realizar una toma de muestra de bioaerosoles, cuando el
objetivo de la toma de muestra sean bacterias o mohos, la temperatura de almacena-
miento y transporte no debera exceder la temperatura de incubaciéon (25 °C). En el
caso de toma de muestra de mohos, los filtros cargados deberan ser transportados con
la cara de toma de muestra hacia arriba en los contenedores sellados. En este tipo de
muestras, la temperatura durante el transporte no debe exceder la temperatura de in-
cubacion (25 °C).

En todo caso deberan registrarse las condiciones durante el almacenamiento y trans-
porte (temperatura, humedad y duracién). Las muestras deberan procesarse en el labo-
ratorio tan pronto como sea posible tras la toma, preferiblemente no mas tarde de 24 h
después de haber sido captadas. En el caso particular de muestras de agua potables, el
analisis deberia iniciarse idealmente el mismo dia de la toma de muestra.

4.3.1.1 Custodia de la muestra

Las diferentes muestras captadas de microrganismos no patégenos en las diferentes
matrices ambientales deberan presentar una codificacion individual por muestra (aparta-
do 4.4). Dicha codificacion permitira la trazabilidad de la muestra durante el proceso de
transporte, almacenamiento y analisis. Para garantizar la integridad de las muestras, todas
las etapas en las que la muestra esta involucrada deberan estar registradas. Al tratarse de
microorganismos no patégenos no aplica una cadena de custodia al no trabajar en un con-
texto de amenazas sanitarias.

4.3.1.2 Distribuciéon de muestras

Finalizado el proceso de toma de muestra, se procedera al traslado de las muestras al
laboratorio de anilisis. Se debera cumplimentar un formato de distribucion de las mues-
tras entre el 6rgano que realiza el transporte y el laboratorio que recepciona las muestras
para su analisis.
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4.3.1.3 Descontaminacién de equipos

Una vez realizada la toma de muestra, en funcién de la peligrosidad de los microorga-
nismos susceptibles de haber sido captados (patégenos o inocuos), la descontaminacién
de los equipos sera mas o menos intensa. Al igual que en la descontaminacién de equipos
previa a la toma de muestra, se deberan seguir las recomendaciones recogidas en el Ma-
nual de Bioseguridad en el Laboratorio (2005, OMS).

4.3.1.4 Desinfeccion de nivel intermedio

Aquella desinfeccion que destruye todas las formas bacterianas vegetativas y la mayo-
ria de virus y mohos, pero no destruye necesariamente las esporas.

Debe tenerse en cuenta que por su propia funcion, destruccion de microorganismos,
muchos desinfectantes tienen caracteristicas de toxicidad importantes para el ser humano,
por lo que se deberan adoptar las medidas de proteccion y prevencion adecuadas y seguir
siempre las instrucciones para su aplicacion contenidas en la etiqueta y en las fichas de
seguridad. Los desinfectantes que se utilicen deben estar adecuadamente etiquetados se-
gun la normativa correspondiente (RD 255/2003, transposicion al ordenamiento juridico
espaiol de la Directiva 1999/45/CE), si se han adquirido comercialmente o si son de pre-
paracion propia. Al adquirir productos quimicos, se debera exigir la entrega de la ficha de
seguridad correspondiente.

Agentes desinfectantes
Como agentes desinfectantes se encuentran:

- Etanol (alcohol etilico, C,H,OH) y 2-propanol (alcohol isopropilico, (CH,),CHOH).
Ambos compuestos tienen propiedades desinfectantes similares. La maxima eficacia
se conseguira utilizindose en concentraciones acuosas de entre 700 g/l y 850 g/I
(aproximadamente un 70 % (v/v)) que deberan estar en contacto con la superficie
a desinfectar como minimo durante 15 min. Las concentraciones mas altas o mas
bajas pueden no tener tanto poder germicida. Una de las grandes ventajas de las
soluciones acuosas de alcoholes es que no dejan residuo alguno en los objetos
tratados.

Los alcoholes son volitiles e inflamables y no deben utilizarse en las proximidades
de llamas desnudas. Las soluciones de trabajo deben almacenarse en recipientes
apropiados para evitar la evaporacion.

- Hipoclorito s6dico (NaClO). El cloro, oxidante de accién rapida, es un germicida
quimico de uso muy extendido. En general, se utiliza en forma de hipoclorito so6-
dico. El cloro, especialmente en forma de lejia, es sumamente alcalino y puede ser
corrosivo para los metales. Su actividad se ve considerablemente reducida por la
materia organica (proteinas), por lo que en caso de que exista suciedad visible se
recomienda realizar una limpieza superficial previa a su aplicacion. Se trata de un
agente oxidante, enérgico y corrosivo para los metales.

En su aplicacion, se debera mantener el material a desinfectar en contacto con dilu-
ciones de 5 g/l a 10 g/1 de cloro libre (mayor concentracion en funcién de la carga
de materia organica presente) durante un periodo de 30 min. Estas soluciones son
inestables, por lo que se recomienda su preparacion individualizada de forma pre-
via a su utilizacion.

Consideraciones generales en la toma de muestras de microorganismos
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4.3.2 Tiempo, conservacioén y transporte de muestras de matrices ambientales sospechosos
de contener microorganismos

El tiempo y los requisitos para la conservacion de muestras sospechosas de albergar
microorganismos altamente patégenos son los mismos que los indicados en el punto 4.3.1
para los no patégenos.

Sin embargo, para el transporte de muestras sospechosas de patogenicidad, se debera
seguir escrupulosamente las directrices recogidas en la “Guia sobre la reglamentacion
relativa al Transporte de sustancias infecciosas 2013-2014” emitida por la Organizacion
Mundial de la Salud-OMS. En este documento se especifican, entre otros aspectos, requi-
sitos que afectan al transporte aéreo, maritimo o terrestre de sustancias de la categoria A,
como las muestras ambientales que pudieran contener microorganismos sospechosos de
ser altamente patdégenos. La reglamentacion de la OMS cumple las exigencias recogidas
en el Articulo 21 del Convenio Postal Universal (BOE n° 303 de 27 de diciembre de 1960).

4.3.2.1 Recipientes de transporte

Los embalajes destinados a las sustancias infecciosas y las muestras de diagnoéstico
constan de tres capas (segun Figura 1):

- Recipiente primario. Un recipiente impermeable y estanco que contiene la muestra.
El recipiente se envuelve en material absorbente suficiente para absorber todo el
fluido en caso de rotura o fuga.

- Embalaje/envase secundario. Un segundo embalaje/envase estanco, impermeable
y duradero que encierra y protege el recipiente o recipientes primarios. Se pueden
colocar varios recipientes primarios envueltos en un embalaje/envase secundario,
pero se debera usar suficiente material absorbente para absorber todo el fluido en
caso de rotura o fuga.

- Embalaje/envase exterior. Los embalajes/envases secundarios se colocan en emba-
lajes/envases exteriores de expedicion con un material amortiguador adecuado. Los
embalajes/envases exteriores protegen el contenido de los elementos exteriores,
como danos fisicos, mientras el bulto se encuentra en transito. Ninguna de las caras
del embalaje/envase exterior tendra dimensiones inferiores a 10 cm x 10 cm.

Los requisitos de marcacion, etiquetado y documentaciéon correspondientes a las
sustancias infecciosas de categoria A que cada embalaje/envase preparado para su
expedicion debera poseer estin claramente definidos en la “Guia sobre la regla-
mentacion relativa al Transporte de sustancias infecciosas 2013-2014” emitida por
la Organizacion Mundial de la Salud-OMS y habra que seguirlos estrictamente.

Figura 1. Embalaje de material biolégico peligroso

= - a.- Recipiente primario

i : b.- Embalaje/envase secundario
b c.- Material absorbente

d.- Embalaje/envase exterior
e.- Material de relleno
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4.3.2.2 Descontaminacién de equipos
4.3.2.2.1 Esterilizacién

El procedimiento de esterilizacion, posterior a la toma de muestra, sera similar al pre-
vio a la toma de muestra, descrito en el apartado 4.3.1.3 de este procedimiento.

4.3.2.2.2 Custodia de la muestra

Para garantizar la integridad de las muestras, todas las etapas en las que la muestra
esta involucrada deberan estar documentadas.

En el caso de muestras ambientales que pudieran contener microorganismos sospe-
chosos de ser altamente patoégenos, en Espana sera la Unidad Militar de Emergencias
(UME) la encargada de realizar la toma de muestra de estos agentes sospechosos o de, en
su caso, movilizar a otras Fuerzas y Cuerpos de seguridad del Estado; siendo en todo caso
responsabilidad de dichos organismos la custodia de la muestra durante el proceso de
captacion y transporte al laboratorio de analisis en base a sus procedimientos.

4.3.2.2.3 Distribucién de muestras

Semejante al apartado 4.3.1.2.

4.4 REGISTRO DE TOMA DE MUESTRA

Se deberan registrar el objetivo de la toma de muestra y todos los detalles de la misma
en el registro correspondiente, que ird adjunto al soporte de toma de muestra. En igual
medida, se debera incluir aquella informacion relativa a la localizacion del punto de toma
de muestra, en el que se incluira un dibujo de los alrededores de la localizacion de la toma
de muestra.

Cada muestra captada debera ser codificada individual e inequivocamente de forma
que permita una identificacion Unica de la misma. Una posibilidad de codificacion es em-
plear un cédigo alfanumérico de ocho letras (AA-BB-CCCC) y dos digitos (XX) como se
explica a continuacion:

Letras

AA - Peligrosidad (supuesta) del AP: Altamente patoégeno

microorganismo captado NP: No patégeno

BB - Tipo de microorganismo sospechoso BA: Bacterias
de ser captado MO: Mohos
VI: Virus

CCCC - Localizacion del punto de toma de muestra 4 primeras letras del municipio

Numeros

XX - Orden cronolégico de toma (del 01 al 99)
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Por ejemplo, siguiendo esta codificacion, la primera muestra tomada como producto
de una alerta provocada por un virus altamente patéogeno liberado en Madrid llevaria el
siguiente c6digo: AP-VI-MADR-01

Es fundamental para la posterior etapa analitica que quede registrado el caudal de
toma de muestra asi como el periodo durante el que ésta se ha realizado.

También debera registrarse una minima informacién respecto a las condiciones meteo-
rolégicas en las que la muestra fue tomada. Por ultimo, es importante que todas aquellas
caracteristicas especificas, anomalias e interferencias que pudieran ser pertinentes para el
resultado de la toma (por ejemplo, percepcion de olores extranos, tipo y localizacion de
posibles fuentes de emision adicionales, variaciones de funcionamiento de la(s) fuente(s)
de emision objeto de la investigacion, turbulencia de polvo causada por paso de vehiculos)
queden registradas.

4.5 REGISTRO DE DISTRIBUCION DE MUESTRAS

De forma previa a la entrega de la muestra en el laboratorio de microbiologia de destino,
debera rellenarse por parte del tomador de la muestra un registro con una informacion relativa
a la identificacion de la misma, el proposito de la toma e informacion de la entidad tomadora.
Asimismo, el laboratorio de destino debera aportar cierta informacién propia a este registro,
dejando constancia de la recepcion de la muestra firmandolo y sellandolo, de forma que cons-
tituya prueba fehaciente de que la muestra ha sido recibida por su parte.

4.6 RESULTADOS

Una vez el laboratorio emita el correspondiente informe de resultados, sera nece-
sario calcular las UFC por unidad de volumen o determinar para el caso de microorga-
nismos altamente patégenos la presencia / ausencia de éstos en el volumen de muestra
captada, indicando éste en el informe de resultados. Los resultados seran informados
por parte del laboratorio que realiza la toma de muestra.

Consideraciones generales en la toma de muestras de microorganismos
altamente patégenos en matrices ambientales
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5. PROCEDIMIENTO PARA LA TOMA DE MUESTRAS DE
BIOAEROSOLES/AGENTES BIOLOGICOS ALTAMENTE
PATOGENOS EN MATRIZ AIRE

Dr. Francisco Javier Sénchez lfigo; Dra. Rosalia Fernéndez Patier; Dr. David Galdn Madruga

Este procedimiento se utilizara para la toma de muestra de bacterias, mohos y virus en
cualquier tipo de aire (ya sea aire ambiente o de interiores), pudiendo ser estos bioaero-
soles, en cualquiera de los casos, inocuos y/o patégenos.

5.1 GENERAL

Los métodos para la toma de muestra de bioaerosoles persiguen la captacion de estas
particulas de origen biol6gico. La mayoria de las técnicas de toma de muestra en aire de-
penden del diametro aerodinamico equivalente de las particulas aerotransportadas, de sus
propiedades de adhesion, del movimiento browniano, de los gradientes térmicos y de la
inercia de las particulas.

A nivel europeo, existen dos grupos de trabajo centrados en el tema

- El CEN/TC 264/WG 28 (Measurement of bioaerosols in ambient air and emissions)
se encuentra desarrollando métodos normalizados para la medicion de bioaerosoles.
Este grupo de trabajo ha publicado hasta la fecha una especificacion técnica (CEN/TS
16115-1:2011) dirigida a la determinacién de mohos en aire ambiente mediante siste-
mas de filtrado y analisis basados en cultivo y ha adoptado una norma ISO (EN ISO
16000-19:2014) enfocada en la estrategia muestreo de mohos en aire de interiores.
Este grupo de trabajo se ubica en el comité técnico CEN/TC 264 (Air quality), el cual
se encarga, entre otros cometidos, de la normalizacion de métodos para la caracteri-
zacion de la calidad del aire en lo que respecta a aire ambiente y emisiones.

- El CEN/TC 137/WG 5 (Measurement of biological agents: Standardization of meth-
ods for assessment of workplace exposure due to biological agents including mea-
surement strategy and the determination of biological agents in the workplace at-
mosphere) realiza una tarea semejante al anterior pero centrandose en ambientes
de trabajo. Como resultado del trabajo del grupo CEN/TC 137/WG 5, cabe citar la
norma UNE-EN 13098:2000 donde se recogen aspectos relacionados con la medida
de microorganismos y endotoxinas en el aire del lugar de trabajo.

De forma general, todas las técnicas de toma de muestra de bioaerosoles a des-
cribir en el presente procedimiento se basan en la aspiracion de un volumen de aire
para posteriormente retener su contenido (particulas aerotransportadas) en distintos
soportes de muestreo. En funcion del fundamento teoérico especifico, existen diferentes
mecanismos de toma de muestras de bioaerosoles, siendo estos métodos:

5.1.1 Sedimentacién

Se trata de un método simple de toma de muestra del material particulado presente
en el aire (bioaerosoles entre otros). Consiste en que las particulas aerotransportadas son
recogidas sobre una superficie adherente (para bioaerosoles agar en una placa Petri o re-
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cubriendo un portaobjetos, placas de contacto denominadas RODAC...) por su capacidad
de sedimentar por gravedad.

El método de sedimentacion es un método econémico que no necesita equipos auxi-
liares, sin embargo, ha de tenerse especial cuidado para que el punto identificado para
realizar la toma no se vea afectado por la existencia de corrientes de aire que favorezcan
la sedimentacion de las particulas de mayor tamano en detrimento de aquellas inferiores
sesgando el resultado final.

Debido al fundamento del método de sedimentacion, donde la toma de muestra no
se realiza a partir de un volumen de aire conocido, no es posible obtener como resultado
una concentracion de microorganismos por volumen de aire en aire ambiente o aire de
interiores.

Sin embargo, como variables conocidas, durante la toma de muestra empleando el
método de sedimentacion, se encuentran el area de toma de muestra y el tiempo de toma
de muestra, permitiendo realizar un analisis cuantitativo en base a estas variables (el resul-
tado se da en concentracion de microorganismos por unidad de area y unidad de tiempo).

Por ello, el método de sedimentacion es util para estudios iniciales y para la estimacion
aproximada de la carga microbiol6gica desde un punto de vista cualitativo, siempre que
se elijan de forma adecuada los medios de cultivo.

5.1.2 Impactacion

Este es un mecanismo de toma de muestra de particulas aerotransportadas donde un
volumen de aire es aspirado por una bomba de aspiracion que forma parte de los equipos
de toma de muestra. Asi, el aire aspirado pasa a través de un orificio de entrada siendo
dirigido durante la toma de muestra de bioaerosoles a la superficie del medio de cultivo,
pudiendo tratarse éste de medio agar sobre una placa Petri, placa RODAC o un portaob-
jetos. Dicho orificio puede consistir en una rendija o en un cabezal con un elevado
numero de orificios de igual didmetro. La materia particulada con suficiente momento de
inercia abandona la corriente de aire e impacta sobre la superficie del medio de cultivo.

El método de impactacion permite realizar toma de muestra de materia particulada,
bien sobre una superficie Gnica o bien sobre superficies sucesivas en base a diferentes
fracciones de tamano (diametro aerodinamico equivalente), catalogandose, en este ultimo
caso, como método de impactadores de cascada.

5.1.3 Centrifugacién

Se trata de una variante del método de toma de muestras por impactacion. En este
caso, la toma de muestra de particulas aerotransportadas (bioaerosoles entre otras) esta
basada en el uso de la fuerza centrifuga para ayudar a la separaciéon de la materia
particulada de la corriente de aire de aspiracion.

Se basa en la creacion de un remolino en el cual el material particulado, con suficiente
inercia, deja la corriente de aire aspirada para impactar sobre la superficie del medio de
cultivo de recogida.
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5.1.4 Borboteo

Este método de toma de muestra fuerza al aire aspirado a pasar a través de un volu-
men conocido de solucién captadora (suero salino, agua de peptona con agentes humec-
tantes, medios liquidos).

El material particulado abandona la corriente de aire por disolucion en la solucion
captadora o por impactacion en la misma, quedando asi retenidas en dicho medio.

5.1.5 Filtracién

Se trata de un método de toma de muestra de material particulado en suspension que
se fundamenta en forzar al aire aspirado a pasar a través de un medio de filtracion, filtros
o soportes de toma de muestra, medio donde quedan depositadas las particulas aerotrans-
portadas. El filtro mas utilizado es el filtro de membrana de policarbonato, dado que el
material particulado puede ser extraido facilmente por agitacion en liquidos adecuados,
procediéndose posteriormente en el caso de bioaerosoles a la siembra de la suspension
formada en medios de cultivos especificos.

5.2 CALIBRACIONES DE EQUIPOS

Todos los equipos implicados en la toma de muestra objeto del presente procedimien-
to deberan ser calibrados y verificados periddicamente en base a los parametros caudal
y tiempo para asegurar la exactitud de los resultados que de ellos se deriven. Existen
normas, especificaciones técnicas o documentos equivalentes que ofrecen indicaciones
para la calibracion de algunos de los equipos incluidos en el presente procedimiento. Se
recomienda realizar la calibracién segun los parametros recogidos en los documentos ci-
tados en base a las especificaciones que en ellos se indiquen.

Asi, para la toma de muestra de bacterias mediante borboteador, seria conveniente
calibrar el caudal segun las indicaciones recogidas en la norma VDI 4252 Parte 3. Es-
tos equipos se utilizaran también para la toma de muestra de virus y en lo que respecta a
calibracion se recomienda seguir las mismas recomendaciones que las dadas para la toma
de muestra de bacterias en la norma VDI 4252 Parte 3.

La calibracion se realiza usando un caudalimetro patrén con una incertidumbre expan-
dida no superior a + 4 %. El proceso de calibracion se realizara conectando el medidor de
referencia para la calibracion al orificio de entrada del borboteador, para a continuacién
ajustar la presion de trabajo en 40 kPa. A partir de este momento se debera registrar el
caudal durante un periodo de 30 min.

Estos equipos se calibraran con una frecuencia anual (o ante incumplimiento de verifi-
cacion) en el rango comprendido entre 1 m3/h y 2,5 m3/h. Para realizar la calibracion se
elegiran cuatro puntos distribuidos homogéneamente en el rango anterior. Como criterio
de aceptacion se establece un maximo de incertidumbre expandida mas correccion de: [I
+ C] £ 10 %, siendo “I” la incertidumbre expandida y “C” la correccion. En caso de supe-
rarse este valor, si la incertidumbre expandida es inferior al 10 %, procede realizar una
correccion.

Tras la calibracion y de forma regular, se deberan realizar verificaciones en funcion de
la estabilidad del equipo. Ademas, estos equipos se verificaran siempre antes y después de
cada campana de toma de muestra y semanalmente durante la realizacion de la campana.
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Para la realizacion de toma de muestra de mohos mediante sistemas de filtros, se re-
comienda tener en cuenta las indicaciones en relacién con la calibracion recogidas en la
especificacion técnica CEN/TS 16115-1:2011 y en la norma ISO 16000-16:2008.

La calibracion debe realizarse usando un caudalimetro patrén con una incertidumbre
expandida no superior a + 3 %. El proceso de calibracion se realizara conectando el medi-
dor de referencia para la calibracion al orificio de entrada del captador de bajo volumen.
A partir de este momento se debera registrar el caudal durante un periodo de 30 min.

Estos equipos se calibraran con una frecuencia anual (o ante incumplimiento de veri-
ficacion) en el rango comprendido entre 2 m3/h y 4 m3/h. Para realizar la calibracion se
elegiran cuatro puntos distribuidos homogéneamente en el rango anterior. Como criterio
de aceptacion se establece un maximo de incertidumbre expandida mas correccion de: [I
+ C] £ 5 %. En caso de superarse este valor, si la incertidumbre expandida es inferior al 5
%, procede realizar una correccion.

Tras la calibracion y de forma regular, se deberan realizar verificaciones en funcion de
la estabilidad del equipo. Ademas, estos equipos se verificaran siempre antes y después de
cada campana de toma de muestra y semanalmente durante la realizacion de la campana.

En el caso de virus, aun no existiendo normativa vigente que describa la toma de
muestra de estos agentes biologicos en matriz aire, y dado que existe bibliografia cienti-
fica que especifica la utilizacién de equipos de toma de muestra para estos bioaerosoles
semejantes a equipos de toma de muestra de bacterias en matriz aire, para la calibracion
de equipos de captacion de virus se seguira la metodologia empleada para la calibracion
de equipos de captacion de bacterias en matriz atmosférica.

De forma general la verificacion de los equipos, entendiendo el proceso de verificacion
como una comprobacioén del cumplimiento de los requisitos especificados en equipos cali-
brados, estara siempre sometida a la urgencia de la realizaciéon de la toma de muestra. Es por
ello que en aquellos casos de emergencia bioldgica por agentes sospechosos de ser altamente
patégenos en que el factor limitante es el tiempo y el objetivo principal es proporcionar una
deteccion e identificacion rapida de los agentes causantes de dicha emergencia frente a una
respuesta cuantitativa exacta, puede obviarse la verificacion previa a la toma de muestra. En es-
tos casos los equipos deberan verificarse lo mas rapidamente posible tras la toma de muestra.

Es necesario calibrar anualmente los sistemas de medida de tiempo integrados en los
equipos de toma de muestra para poder medir correctamente la duracion de la toma de
muestra. La calibracion de los equipos medidores de tiempo se realizara por comparacion
de la indicacion del equipo con el sistema de transmision de sefales horarias del Real Ins-
tituto y Observatorio de la Armada (ROA) de San Fernando (Cadiz), depositario del Patron
Nacional de Tiempo.

Siempre se seleccionaran puntos de calibracion de forma que se cubra todo el inter-
valo de medidas para las que se utilizara el equipo medidor de tiempo. En el caso de los
borboteadores empleados para la toma de muestra de bacterias y virus; se calibrara en
tres puntos distribuidos homogéneamente en el rango comprendido entrel0 min y 60
min. Igualmente, los equipos de toma de muestra de mohos se calibraran en tres puntos
distribuidos homogéneamente en el rango comprendido entre 10 min y 24 h.

El criterio de aceptacion de calibracion de tiempo es [I + C] £ 2 min para un periodo de
calibracion de 60 minutos y de [I + C] £ 5 min para un periodo de calibracion de 24 h. No se
realizara verificacion de tiempo, se procedera a calibrar siempre que se detecten anomalias.
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5.3 REQUISITOS DE TOMA DE MUESTRA

Dado que el objetivo final del proceso de toma de muestra es la obtencion de mues-
tras representativas de microorganismos en matriz atmosférica, que pudieran ser inocuos
0 patégenos, resulta fundamental la elaboracion de un plan de toma de muestra donde
se definan los emplazamientos de toma de muestra. Si las condiciones de seguridad lo
permiten, y de conocerse los focos de emision, la ubicacion de los emplazamientos de
toma de muestra deberan situarse lo mas préximo posible a dichos focos de emision. En
caso de no disponer de informacion, respecto al episodio ambiental, la ubicacién de los
emplazamientos de toma de muestra respondera a obtener la mayor representatividad de
la zona de estudio.

Se deberan evitar influencias que pudieran modificar el resultado de medicién. Por
ejemplo, no se permite que ninguna persona se coloque en el paso de aire hacia el dispo-
sitivo de toma de muestra.

En caso de existir una emergencia biologica causada por uno o varios agentes altamen-
te patogenos, debera analizarse toda informacién disponible sobre la zona afectada, asi
como de la naturaleza de la amenaza biologica.

Finalizada la emergencia bioldgica por agente altamente patégeno, se procedera a la
evaluacion temporal de la calidad del aire para este patégeno en el dominio de estudio.

5.4 EQUIPAMIENTO DE TOMA DE MUESTRA
5.4.1 Bacterias

A continuacion, se enuncian los diferentes equipos para la toma de muestra en matriz
aire de bacterias.

Figura 2.- Borboteador (dimensiones en mm)

h=30

Leyenda:

1.- Tubo de entrada

2.- Capilar (boquilla critica)

3.- Recipiente de toma de muestra (borboteador)
4.- Cuello esmerilado

5.- Solucién
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Los diferentes dispositivos y componentes auxiliares que componen un borboteador,
asi como los reactivos empleados para la toma de muestra de bacterias son los siguientes:

Dispositivos

Sistema de toma de muestra: Dispositivo formado por un recipiente de toma de
muestra de vidrio borosilicato (borboteador) con la solucién captadora y un sistema
de entrada (vastago). Las medidas recomendadas de este sistema de toma de mues-
tra se especifican en la Figura 2. Se recomienda la utilizacién de borboteadores
largos y estrechos, de forma que se incremente el recorrido de las burbujas en la
solucion captadora y consecuentemente se aumente asi la eficiencia de captacion.

Bomba de aspiracion: Dispositivo que en base a sus especificaciones técnicas debe
asegurar un caudal de entre 1 ms/h y 1,5 ms/h.

Medidor de caudal: Dispositivo que mide el caudal de aire.

Componentes auxiliares

Nevera: Componente necesario para el transporte de las muestras una vez captadas.

Recubrimiento estéril (film de aluminio) para los orificios de entrada y salida del
borboteador.

Soporte con pinza: Componente que fija el sistema de toma de muestra a una altura
de 1,5 m.

Guantes de proteccion desechables: Componente que permite evitar la contamina-
cioén por microorganismos patégenos y asegurar la seguridad de los trabajadores.

Desinfectante: Por ejemplo isopropanol o etanol (70 %, contenido en volumen).

Reactivos

Solucién salina: Reactivo fisiologico estéril (9 g/1 NaCl)

5.4.2 Mohos

A continuacion, se enuncian los diferentes dispositivos y componentes auxiliares que
componen los equipos para la toma de muestra en matriz aire de mohos.

Mecanismo de toma de muestra: Filtracion_

Dispositivos

Pértiga: Dispositivo que posiciona el cabezal de toma de muestra de bioaerosoles a
una altura comprendida entre 1,5 my 2,5 m.

Cabezal de toma de muestra de bioaerosoles: Conjunto integrado por el portafiltros
con los filtros insertados, el adaptador, la cubierta de salida y el tubo de salida (véa-
se Figura 3).

Portafiltro: Dispositivo donde se ubican los filtros. Debe ser estéril, pudiendo tra-
tarse de un portafiltros desechable (fabricado de compuestos multipoliméricos con
base acrilica como el Cyrolite®) o esterilizable (fabricado en un material metalico
como el acero inoxidable).

Filtro: Medio de gelatina estéril con un tamano de poro de 3 pm vy filtro de policar-
bonato, estéril con un tamano de poro de 0,8 pm.
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Bomba de vacio: Dispositivo que asegura un caudal constante de 3 m?/h durante la
operacion continua con una incertidumbre expandida de un 5 %, debiendo estar el
caudal siempre dentro del rango de 2,7 m3/h a 3,3, m’/h.

Medidor de volumen de aire: Dispositivo que determina el volumen de aire que
es aspirado a través del cabezal de toma de muestra de bioaerosoles en metros
cubicos.

Cronoémetro: Dispositivo que permite programar el tiempo y duracion de la toma de
muestra.

Carcasa protectora: Dispositivo que permite proteger el equipo de toma de muestra
de condiciones ambientales adversas (opcional).

Figura 3. Cabezal de toma de muestra de bioaerosoles con portdfiliro (dimensiones en mm)

@ 145

8,5

2
|.165
135

1.- Portafiltro desechable

2.- Adaptador

3.- Sellador (silicona)

4.- Acoplamiento hembra ensartado
5.- Sellado

6.- Cubierta de proteccion

7.- Contratuerca

8.- Tubo de salida

(Adaptado de UNE-CEN/TS 16115-1:2013)

Componentes auxiliares

Contenedor estéril: Componente que contiene el filtro durante el transporte, por
ejemplo placas Petri.

Contenedor aislado: Componente que permite el transporte de muestras.

Guantes de proteccion desechables: Componentes que permiten evitar la contami-
nacion por microorganismos patoégenos y asegurar la seguridad de los trabajadores.

Desinfectante: Por ejemplo isopropanol o etanol (70 %, contenido en volumen).

Pinzas estériles: Componentes que permiten manejar los filtros evitando el contacto
directo con éstos.
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5.4.3 Virus

La bibliografia cientifica indica que los borboteadores de vidrio borosilicato son los
equipos de toma de muestra de virus utilizados con mayor frecuencia.

Existen estudios cientificos que ponen de manifiesto que estos equipos recuperan
concentraciones de virus equivalentes a aquellas que se obtienen con los equipos de toma
de muestra de alto volumen, concentraciones de virus mayores que con los impactadores
Andersen (de cascada) y concentraciones de virus semejantes o iguales a aquellas que se
consiguen con los equipos de toma de muestra de rendija. En base a ello, en el presente
procedimiento se adoptan como equipos de toma de muestra de virus en matriz aire los
impactadores liquidos o borboteadores.

A continuacién se enuncian los diferentes dispositivos y componentes auxiliares que
componen un borboteador, asi como los reactivos empleados para la toma de muestra de
virus en aire.

Dispositivos

- Sistema de toma de muestra: Dispositivo formado por un borboteador con un siste-
ma de entrada (tubo) y un recipiente de toma de muestra con solucion captadora.
El modelo mas frecuentemente empleado es el AGI-30 (el nimero hace referencia
a la distancia en milimetros que separa la punta de la boquilla critica de la base del
frasco).

- Bomba de vacio: Dispositivo que, en base a sus especificaciones técnicas, debe ase-
gurar un caudal de entre 0,75 m3/h y 1 m3/h.

- Medidor de caudal: Dispositivo que mide el caudal de aire.
Componentes auxiliares
- Nevera: Componente necesario para el transporte de las muestras una vez tomadas.

- Recubrimiento estéril (film de aluminio) para los orificios de entrada y salida del
borboteador.

- Soporte con pinza: Componente que fija el sistema de toma de muestra a una altura
de 1,5 m.

- Equipamiento habitual para técnicas microbiolégicas: Por ejemplo sustancias desin-
fectantes, film sellante, pinzas, tubos de ensayo...

Reactivos
- Agua: Desionizada y estéril
- Medio de cultivo: Agua desionizada con 0,5 % NaCl y 0,5 % Antiespumante

- Medio de peptona: Agua desionizada con 1 % Peptona, 0,01 % Tween 80 y 0,005 %
Antiespumante
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5.4.4 Redlizaciéon de la toma de muestra

5.4.4.1 Bacterias

Entre los bioaerosoles presentes en aire, las bacterias tienen un gran peso, desde el
punto de vista cuantitativo asi como cualitativo. En este apartado se definiran los requisi-
tos para la toma de muestra activa de bacterias aerotransportadas que forman parte de la
materia particulada en suspension.

5.4.4.1.1 Fundamento

El mecanismo de toma de muestra de bacterias se fundamenta en un mecanismo de
borboteo usando el principio de boquilla critica y empleando como solucién captadora
una disolucion salina (9 g/l NaCl).

Durante el proceso de borboteo, un determinado volumen de aire es aspirado a través
de una solucién captadora quedando retenidos los bioaerosoles en la solucion captadora.
El bioaerosol es aspirado horizontalmente por un tubo de entrada fluyendo, a su través,
hacia un capilar vertical donde el bioaerosol se acelera antes de llegar a la solucion cap-
tadora, véase Figura 4.

La materia particulada en suspension, en cuya composicion se encuentran los bio-
aerosoles objeto de estudio, se introduce en la solucién captadora a alta velocidad pro-
duciéndose asi una disminucién de su velocidad, proceso que permite la separacion del
material particulado en la solucién de recoleccion. Cualquier aglomeracion de particulas
seria disuelta por el impacto, por lo que microorganismos unidos se detectarian de forma
individual. Se evitara la pérdida de solucién captadora mediante una correcta regulacion
del caudal de entrada de aire.

La velocidad y cambios en la direccion del viento (si los hay) durante la toma de
muestra pueden influir en la eficacia fisica de la toma de muestra. La concentracion de mi-
croorganismos puede ser subestimada debido a una retencién temprana de las particulas
presentes en el aire aspirado en la curva del borboteador asi como debido a una separa-
cion incompleta en la solucién captadora. Ademas, fenomenos de reaerosolizacion tras la
separacion pueden igualmente conducir a una reduccion en el nimero de microorganis-
mos retenidos en la solucion captadora.

Existen multitud de factores que pueden influir en la eficacia de conservacion biol6gi-
ca, y por lo tanto, en el rendimiento general del proceso. Los microorganismos sensibles
pueden danarse irremediablemente durante el proceso de toma de muestra por desecacion.

En el apartado 4.3.6.1 se describen los dispositivos y componentes auxiliares para un
equipo de toma de muestra de bacterias.
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Figura 4. Disefio esquemdtico del dispositivo de toma de muestra para bacterias

1.- Sistema de entrada del borboteador

2.- Recipiente de toma de muestra con la solucién captadora

3.- Medidor del caudal masico

4.- Bomba de aspiracion

De forma opcional, pueden incorporarse al sistema un precipitador de humedad y/o
una valvula de presion

(Adaptado de VDI 4252 Part 3 (2008)

5.4.4.1.2 Preparacién de la toma de muestra

La disolucion salina, como solucién captadora, se compone de 30 ml solucién salina
estéril (9 g/l NaCl).

Durante el transporte del equipo al emplazamiento de la toma de muestra, el tubo de
entrada debera estar instalado y los orificios de entrada y salida se deberan cubrir con
tapones estériles de papel de aluminio.

La potencia de la bomba de vacio debe asegurar un caudal de 17 1/min en aquella zona
entre la salida del capilar y la entrada de la bomba. El caudal se debera verificar mediante
un caudalimetro. Los borboteadores se calibraran en el rango comprendido entre 1 m*/h y
2,5 m?/h, por lo que procedera realizar la verificacion en algin punto comprendido en este
rango. El criterio de aceptacion de la verificacion es de un 5% como correccion, es decir,
el valor medido no debera desviarse mas de un 5% del valor nominal. Si se desviase por
encima de ese valor, deberia volverse a calibrar.

5.4.4.1.3 Toma de muestra

El equipo empleado para la toma de muestra de bacterias se fijara en su soporte con
una pinza, de manera que el orificio del tubo de entrada quede a una altura de 1,5 m
respecto al suelo. Dicho tubo debera presentar una orientacion horizontal y direccion con-
traria al viento. La salida del borboteador se conectara al dispositivo de toma de muestra
y a la bomba de vacio usando un tubo a prueba de vacio y siguiendo el esquema de la
Figura 4.
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Inmediatamente antes de la toma de muestra, se debera retirar el tapon de aluminio
del tubo de entrada. El dispositivo de toma de muestra se pondra en marcha al encender
la bomba de aspiracion. Durante la toma de muestra se debera prestar especial atencién
para que la condensacion de la solucién captadora en los tubos de conexion al cartucho
desecador no retorne al borboteador y pudiera provocar algun tipo de contaminacion. Se
debera registrar el caudal al inicio y final de la toma de muestra para controlar el caudal
especifico del borboteador.

Finalizada la toma de muestra, se retirara el tubo de entrada y se cerrara asépticamente
el recipiente de toma de muestra. El recipiente debera refrigerarse de inmediato mediante
su inclusion en una nevera provista de dispositivos acumuladores de frio apropiados.

Cualquier influencia que pueda modificar o alterar los resultados de la medida debera
ser evitada, por ejemplo, ninguna persona debe estar frente al orificio de entrada del dis-
positivo de toma de muestra.

En cada localizacion de toma de muestra, dentro del area de estudio, se debe realizar
una serie de blancos de campo para su posterior analisis. Se debe realizar un blanco de
campo cada dia de campana de toma de muestra, preferentemente a la mitad de una serie
de medidas. En el caso de blancos de campo, la disolucion salina, como solucién captado-
ra, se debe analizar de forma analoga a las muestras de campo. El resultado del analisis de
la disolucion salina procedente de la toma de muestra de un blanco de campo proporciona
informacion respecto al nimero de bacterias procedentes de la manipulaciéon del borbo-
teador durante el proceso de toma de muestra, expresado como UFC.

5.4.4.1.4 Duracién de la toma de muestra

El periodo de toma de muestra estara comprendido entre 10 min y 60 min, con valor pro-
medio de 30 min. Para periodos de toma de muestra superiores, los 30 ml de disolucion salina
o soluciéon captadora puede sufrir procesos de evaporacion. En estos casos seria conveniente
aumentar el volumen de dicha solucién para contrarrestar las pérdidas por evaporacion.

5.4.4.2 Mohos

En el medio ambiente existen esporas de mohos filamentosos pertenecientes a dife-
rentes grupos taxonoémicos (Zigomicetos, Ascomicetos, Deuteromicetos). Ellos forman un
micelio (hifas) y esporas denominadas conidiosporas (conidia), esporangiosporas o ascos-
poras, que llegan a ser visibles macroscopicamente.

La mayoria de las esporas estin en el rango de tamano de 2 pm a 10 pm, pudiendo
llegar en algunos casos a 30 um y s6lo unas pocas hasta 100 pm. Las esporas de algunos
géneros de mohos son pequenas y pueden transportarse por el aire (por ejemplo Aspergi-
llus, Penicillium) mientras que otras son mayores y por lo tanto menos moviles.

En este apartado se describe el procedimiento para la toma de muestra de mohos
como parte de la materia particulada en suspension (en este caso materia particulada en
suspension entendida como particulas con didmetro aerodinamico de hasta aproximada-
mente 30 pm) usando un mecanismo de toma de muestra de filtracion con combinacién
de filtro gelatina/policarbonato seguido del cultivo basado en anilisis en agar DG18 (Di-
chloran Glicerol agar). El tiempo de la toma de muestra podra durar entre 10 min y 24 h.
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En el apartado 5.4.2 se describen los dispositivos y componentes auxiliares para un
equipo de toma de muestra de mohos en aire ambiente.

Figura 5. Disefio esquemdtico del dispositivo de toma de muestra para mohos con filiro

1

°Ta
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7%

1.- Cabezal de toma de muestra de bioaerosoles

2.- Medidor de volumen de aire

3.- Circuito electréonico para conversion en metros cubicos de operacion
4.- Pantalla de volumen de aire captado en metros cubicos de operacion
5.- Bomba de vacio

6.- Cronémetro

7.- Filtro para material desbastado

8.- Carcasa protectora

(Adaptado de UNE-CEN/TS 16115-1:2013)

5.4.4.2.1 Fundamento

Durante el proceso de filtracion para la toma de muestra de mohos se aspira un deter-
minado volumen de aire a través de un filtro, donde tiene lugar la separacion de la materia
particulada en suspension.

Los mohos en matriz aire se captan, con alta eficacia, en filtros de gelatina. Como so-
porte, debajo de los filtros de gelatina, se usan filtros de policarbonato vy filtros de protec-
cion para aumentar la estabilidad.

La eficacia fisica de la toma de muestra de los filtros de gelatina y de policarbonato es
superior a 95 % para mohos con un didmetro aerodinamico > 1 pm, usando una velocidad
de superficie en el filtro de v = 21,7 cm/s. La combinacién de los dos filtros asegura una
eficacia total de la toma de muestra del 99 %.

La eficacia de conservacion bioldgica esta principalmente influida por la desecacion.
El efecto de la desecacion no es constante, sino que depende de la duracién de la toma
de muestra, la temperatura, la humedad relativa y otros parametros, como la estacién del
ano asi como el tipo de hongo. Afortunadamente, la mayoria de las esporas fingicas son
relativamente insensibles a la desecacion, de manera que el método del filtro se puede
aplicar con éxito en este campo.
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5.4.4.2.2 Preparacién de la toma de muestra

Se debe realizar una comprobacion del equipo de toma de muestra de mohos previa
al proceso de toma de muestra.

Para la toma de muestra de mohos se deberan utilizar exclusivamente filtros estériles
y portafiltros estériles. Si no se dispone de filtros estériles desechables de fabrica con por-
tafiltros, entonces se deben insertar los filtros estériles en el portafiltros en la campana de
seguridad en el laboratorio y empaquetar en esterilidad. Para este proposito, se ubicaran
en el portafiltros, en primer lugar el filtro de policarbonato y en segundo lugar el filtro de
gelatina. Se debe garantizar la esterilidad del filtro hasta el momento de la toma de muestra.
Durante el transporte, se deben proteger los filtros del polvo, calor y fuertes vibraciones.

Se debe conectar el medidor de volumen de aire entre la bomba y el cabezal de toma
de muestra de bioaerosoles, a fin de determinar el volumen de aire captado sin falsifica-
cion causada por la fuga de caudal de la bomba. El volumen del aire captado se muestra
en metros cubicos de operacion y con una exactitud en pantalla de 0,01m?.

El equipo debera verificarse antes de la toma de muestra en el rango de calibracion
(entre 2 m*/h y 4 m®/h), con un criterio de aceptacioén de la verificacion de un 5% como
correccion, es decir, el valor medido no debera desviarse mas de un 5% del valor nominal.
Si se desviase por encima de ese valor, deberia volverse a calibrar.

El cabezal de toma de muestra de bioaerosoles debera instalarse normalmente a una
altura de 1,5 m a 2,5 m con el filtro en una posicién colgante de acuerdo con la Figura 5.

5.4.4.2.3 Toma de muestra

El proceso de toma de muestra se debera realizar con las mayores condiciones asépti-
cas posibles. Los portafiltros vy filtros estériles se deberan montar en el dispositivo de toma
de muestra, usando guantes desechables con objeto de evitar una posible contaminacion.
Previamente, se deberan inspeccionar visualmente los portafiltros y filtros para compro-
bar su integridad, asi como la comprobacién del correcto asiento del portafiltros en el
dispositivo de toma de muestra. Esta comprobacion se debera repetir después de quitar el
portafiltros del dispositivo.

El dispositivo de toma de muestra se debera poner en marcha de acuerdo con las ins-
trucciones de operacion del fabricante.

Se recomienda que el caudal de aspiracién sea de 3 m*/h.

Finalizada la toma de muestra, los filtros y portafiltros se deberan quitar del dispositi-
vo, usando guantes desechables, y los filtros deberan, nuevamente, verificarse visualmente
para comprobar su integridad y se deberan sellar, a fin de evitar cualquier contaminacion
secundaria.

Se debera realizar, como minimo, un blanco por dia de medicion. El blanco se deberia
realizar, preferiblemente, en la mitad de todas las mediciones realizadas durante un dia.
Para este proposito, se coloca un portafiltros estéril con filtro en el cabezal de toma de
muestra de bioaerosoles con la bomba apagada, después se retira, se empaqueta y se pro-
cesa analiticamente; se debe evitar una exposicion prolongada del filtro al aire ambiente.
El blanco de campo resultante representa el nimero de UFC que estin en la muestra sim-
plemente por manejo del filtro durante la toma de muestra.
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5.4.4.2 .4 Duracién de la toma de muestra

Se debera determinar la duracién de la toma de muestra en base al objetivo de medi-
cion vy, generalmente, debera estar comprendida entre 10 min y 24 h.

Durante el proceso de toma de muestra, el caudal del aire captado no debera reducirse
mas del 10%, como resultado del aumento de la carga de filtro.

5.4.4.3 Virus

Los virus, en muchos casos, son agentes patdogenos para humanos y animales al replicar-
se en el interior de sus células y alterar el metabolismo de éstas. Se trata de particulas que
tienen fase extracelular e intracelular.

Las células infectadas por virus son una fuente comun de dispersion de estos micro-
organismos, pudiendo ser diseminados directamente al aire circundante (aerosolizacion
primaria) o hacia fluidos y superficies que pueden convertirse en fuentes de transmi-
sion secundaria, por tanto, como cualquier otro microorganismo, los virus pueden ser
aerotransportados.

A pesar de que, debido a la aparicion de distintas crisis sanitarias provocadas por mi-
croorganismos patégenos aerosolizados, existe un gran interés en el desarrollo de méto-
dos, de toma de muestra de virus, fiables y eficientes que permitan detectar, identificar y
enumerar los bioaerosoles presentes en la atmésfera en un determinado momento, actual-
mente no existe ningin método normalizado y aplicable en todos los casos para la toma
de muestra de virus presentes en aire.

Se ha demostrado que la eficacia fisica de la toma de muestra de virus aerotranspor-
tados estd en funcion de la morfologia de los virus, de su naturaleza hidrofilica y de la
humedad relativa del ambiente (Tseng & Li, 2005).

En cualquier caso, el mecanismo de toma de muestra de virus mas utilizado, segun la
bibliografia cientifica, es el mecanismo de borboteo (Lin et al. 1997; Dart and Thornburg
2008). En particular, la comunidad cientifica cita los borboteadores tipo AGI-30.

No se recomienda el mecanismo de filtrado para la toma de muestra de virus en matriz
aire, porque éstos agentes pueden sufrir danos estructurales al presentar una sensibilidad mu-
cho mas elevada que las bacterias y mohos a los factores de estrés que implica el proceso de
toma de muestra por filtracién. Este hecho unido a la deshidratacién, que conlleva el proceso
de filtrado, complica el posterior anilisis, especialmente si éste se realiza mediante cultivo.

En cualquier caso, teniendo en cuenta el amplio rango de tamafos que pueden pre-
sentar los virus (de nanémetros a micrometros) y consecuentemente de propiedades
aerodinamicas, es necesario que los procedimientos que se elaboren para tal fin se adap-
ten al objetivo especifico de cada toma de muestra. Al no tratarse de un procedimiento
normalizado, los resultados deberan ser siempre interpretados con cautela.

5.4.4.3.1 Fundamento

La probabilidad de detectar virus aerotransportados depende de tres factores funda-
mentales: la concentracion de virus en el aire, la eficacia fisica de la toma de muestra de
recuperar particulas aerotransportadas y de la sensibilidad analitica del ensayo diagnéstico
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usado para detectar el/los patogeno/s en la muestra, estando este ultimo factor fuera del
proceso de toma de muestra.

Los borboteadores basan su funcionamiento en la aceleracién de las particulas con-
tenidas en el aire a través de un orificio estrecho ubicado a una distancia fija desde la
base del recipiente contenedor del liquido. El fundamento ha sido recogido en el punto
5.4.4.1.1 del presente procedimiento.

5.4.4.3.2 Preparacién de la toma de muestra

Al utilizarse el borboteador, sera recomendable seguir las recomendaciones generales
relativas al transporte y caudal de la bomba dadas en el apartado 5.4.1 para bacterias.

Tseng & Li (2005) demostraron que no existe diferencia en la eficacia fisica de la toma
de muestra de virus cuando se utilizan los siguientes medios de recoleccién como liquido
de toma de muestra:

- Agua desionizada estéril

- Medio de cultivo (agua desionizada con 0,5 % cloruro sédico (NaCl) y 0,5 % Anties-
pumante A (polimero de silicona activa 100 %))

- Medio de peptona (agua desionizada con 1 % Peptona, 0,01 % Tween 80 (mo-
nooleato de polioxietileno sorbitan) y 0,005 % Antiespumante A (polimero de sili-
cona activa 100 %))

Los virus pierden infectividad en presencia de medios que contengan NaCl o pepto-
na. En condiciones normales, por su disponibilidad universal y bajo coste de obtencion y
mantenimiento, la solucién captadora a utilizar para la toma de muestra de virus sera el
agua desionizada y estéril. Cuando existan sospechas de patogenicidad para humanos o
animales de los virus a captar, se empleara cualquiera de los otros dos medios referidos
anteriormente.

5.4.4.3.3 Toma de muestra

Para la toma de muestra el borboteador se fijara en su soporte con una pinza para que
el orificio de entrada del tubo quede a una altura de 1,5 m, con una orientacién horizontal,
respecto al nivel del suelo y siempre en direccion contraria al viento. La salida del borbo-
teador se conectara al dispositivo de toma de muestra y a la bomba de vacio usando un
tubo a prueba de vacio y siguiendo el esquema de la Figura 4.

Inmediatamente antes de la toma de muestra se retirara el tapon de aluminio del tubo
de entrada y se anadiran al borboteador 30 ml de la solucion captadora seleccionada. El
dispositivo de toma de muestra se pondra en marcha al encender la bomba. El caudal
debera ser registrado al inicio y al final del proceso de toma de muestra para controlar el
caudal especifico del dispositivo de toma de muestra.

Finalizada la toma de muestra, se retirara el tubo de entrada y se cerrara asépticamente
el recipiente de toma de muestra. El recipiente debera ser enfriado inmediatamente.

Se debe evitar la influencia de cualquier factor o variable que pueda modificar los
resultados de la medida, por ejemplo, ninguna persona debe estar frente al orificio de en-
trada del dispositivo de toma de muestra.
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En cada localizacion de toma de muestra se debera tomar una serie de blancos de cam-
po para su andlisis. Se debera tomar un blanco de campo cada dia de captacion durante la
campana de toma de muestra, preferentemente a la mitad de una serie de medidas. Para
ello, se evitara la exposicion del borboteador abierto al aire ambiente. El blanco de campo
se analizara del mismo modo que una muestra problema. El resultado del analisis propor-
cionara informacién sobre el nimero de bacterias procedentes s6lo de la manipulacion del
borboteador durante la toma de muestra.

5.4.4.3.4 Duracién de la toma de muestra

El periodo de toma de muestra sera de una duraciéon entre 10 min y 30 min, siendo el
periodo de toma de muestra habitual de 15 min, periodo de mayor consenso en la comu-
nidad cientifica. Tiempos superiores a 30 min pueden producir problemas en la toma de
muestra de virus en matriz aire, tales como evaporacion del medio o liquido de recolec-
cion, riesgo de reaerosolizacion y elevada mortalidad de los microorganismos captados.

5.4.4.3.5 Recipientes de transporte de la muestra

Los recipientes de transporte deberan garantizar que la muestra no se contamina ni al-
tera. Para ello, se deberan utilizar en el transporte contenedores estériles tipo placas Petri,
donde incluir el soporte de toma de muestra de mohos (filtro), siendo sellada la separa-
cion entre ambas placas una vez ubicado el filtro en su interior.

En el caso de los borboteadores utilizados para la toma de muestra de bacterias y virus
se deberan cerrarlos recipientes nada mas finalice su captacion.

En todos los casos se debera disponer de contenedores aislados en los que introducir
los contenedores estériles que contienen la muestra para su transporte a una temperatura
adecuada (nunca superior a la temperatura de incubacién).
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6. PROCEDIMIENTO PARA LA TOMA DE MUESTRA DE AGUA EN
MATRICES AMBIENTALES ACUATICAS PARA LA DETECCION
DE MICROORGANISMOS / MICROORGANISMOS ALTAMENTE
PATOGENOS

Dr. Francisco Javier Sénchez lfigo; Dra. Sonia Aguayo Balsas

Los métodos para la toma de muestra de agua para la detecciéon de microorganismos
en matrices ambientales acuaticas tienen como objetivo la toma de muestras representati-
vas de agua para el posterior aislamiento, cultivo e identificacion de aquellas especies de
interés.

A nivel internacional, existe un gran grupo de trabajo centrado en el tema:

- ISO/TC 147 (Water quality). Se encarga de la normalizacion en el campo de la cali-
dad del agua, incluyendo la definicion de términos, la toma de muestra de aguas y
la medida y reporte de las caracteristicas del agua. Este comité técnico y los subco-
mités que engloba han publicado hasta la fecha un total de 285 normas. El subcomi-
té ISO/TC 147/SC 6 (Sampling - general methods) se encarga de todo lo relacionado
con la toma de muestra, habiendo publicado 21 normas relacionadas.

El homologo europeo del anterior comité técnico es el siguiente:

- CEN/TC 230 (Water analysis). Se ocupa de la normalizacion en el area del analisis
del agua, incluyendo la definicion de términos, la toma de muestra de aguas, la me-
dida y el reporte. Quedan fuera los limites de aceptabilidad de la calidad del agua.
En concreto, dentro de este comité técnico se enmarca el grupo de trabajo CEN/
TC 230/WG 3 (Microbiological methods), que se ocupa entre otros asuntos de las
estrategias de toma de muestra para determinaciones microbiologicas.

Tradicionalmente y de forma general, el método mas empleado para hacer frente al ob-
jetivo de tomar la muestra, ha sido la realizacion de tomas de muestras puntuales mediante
el llenado de recipientes tipo botella, obteniendo muestras representativas de los microor-
ganismos presentes en el punto de toma de muestra en cuestion. El frecuente uso de esta
metodologia ha permitido que sea validada para cuestiones normativas. Debe tenerse en
cuenta que las muestras puntuales se toman en una localizacién y momento concretos,
por lo tanto la informacién que de ellas se extrae debe circunscribirse exclusivamente a
dichas situaciones.

Las normas que han supuesto la fuente principal de informacién para la realizacion
de este procedimiento se basan en técnicas de toma de muestra de uso habitual por par-
te del personal implicado en el mantenimiento de la calidad del agua y la monitorizacion
de sus principales parametros indicadores de dicha calidad. Se hace distincién a lo largo
del capitulo entre la toma de muestras de agua para la deteccion de microorganismos en
funcion de su clasificacion de patogenicidad o de la situacion de que se trate (seguimien-
to o control de los parametros de calidad, estudio de investigacion o situacion declarada
de emergencia).
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6.1. CALIBRACIONES DE EQUIPOS

Todos los equipos implicados en la toma de muestra objeto del presente procedimien-
to deberan ser calibrados y verificados periédicamente para asegurar la exactitud de los
resultados que de ellos se deriven. Existen normas, especificaciones técnicas o documen-
tos equivalentes que ofrecen indicaciones para la calibracion de algunos de los equipos
incluidos en el presente procedimiento. Se recomienda realizar la calibraciéon segun los
parametros recogidos en los documentos citados en base a las especificaciones que en
ellos se indiquen.

En concreto y relacionados con la toma de muestra de aguas, implica el siguiente
equipo:

Equipo multiparamétrico de campo para la determinacién “in situ” de pH, oxigeno
disuelto v conductividad.

Tras la calibracion y tras la lectura de cada muestra, se deberan realizar verificaciones.
Ademas estos equipos se verificaran siempre antes y después de cada campana de toma
de muestra y semanalmente durante la realizacion de la campana.

De forma general la verificacion de los equipos, entendiendo el proceso de verificacion
como una comprobacion del cumplimiento de los requisitos especificados en equipos ca-
librados, estara siempre sometida a la urgencia de la realizacion de la toma de muestra. Es
por ello que en aquellos casos de emergencia biolégica por agentes sospechosos de ser
altamente patégenos en que el factor limitante es el tiempo y el objetivo principal es propor-
cionar una deteccion e identificacion rapida de los agentes causantes de dicha emergencia
frente a una respuesta cuantitativa exacta, puede obviarse la verificacion previa a la toma de
muestra. En estos casos los equipos deberan verificarse lo mas rapidamente posible tras la
toma de muestra.

La calibracién del equipo de campo multiparamétrico para la determinacion de pH,
oxigeno disuelto y conductividad se realizara atendiendo a las siguientes especificaciones
en funcioén del parametro a determinar:

a. Determinacion de pH.

Se realiza calibracién al uso segun las especificaciones técnicas del correspondiente
equipo. Se utilizaran 3 patrones trazables al NIST: patrén de pH 2,00, 7,00 y 12,00. El ran-
go de calibracion esta comprendido entre 2y 12. Se debe controlar el valor de la pendiente
de la recta en cada calibracion que debe estar comprendida entre un 95 — 105%. La incer-
tidumbre total asociada a la determinacion del pH es de 0,2 unidades para todo el rango.
La T* a la que se realiza el ensayo el ensayo debera ser la temperatura ambiente + 2°C.

Tras la calibracion y tras la lectura de la muestra, se realizara la verificacion por medio
de una lectura de patréon de pH 4,00 6 10,00. La medida de este patrén debe encontrarse
en el intervalo: Nominal + 0,2 (valor de incertidumbre del ensayo).

b. Determinacion de oxigeno disuelto

Se realiza calibracion al uso segun las especificaciones técnicas del correspondiente
equipo. Como material de valor reconocido se usa agua purificada, saturada de aire, a pre-
sion y temperatura conocidas. Para muestras con bajas concentraciones de oxigeno disuel-
to (por debajo del 10% de saturacion o 1 mg/1), es recomendable realizar las calibraciones
con patrones con cero contenido de oxigeno disuelto’.
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Tras la calibracion y tras la lectura de la muestra, se realizara la verificacion por medio
de una lectura del patrén saturado. El valor de Incertidumbre mis correccién (| U + C|)
obtenido en la verificacion no debe superar el valor de un 10%, respecto al valor teérico
esperado.

c. Determinacion de la conductividad

Se realiza calibracion al uso segun las especificaciones técnicas del correspondiente
equipo. Se utilizaran los siguientes patrones para realizar la calibracion:

Patrén certificado de 100 umS/cm de conductividad
Patron certificado de 1413 umS/cm de conductividad
Patron certificado de 12,9 mS/cm de conductividad

Tras la calibracion y tras la lectura de la muestra, se realizara la verificacion por medio
de una lectura del patrén saturado. El valor de Incertidumbre mas correccion (| U + Cl)
obtenido en la verificacion no debe superar el valor de un 5%, respecto al valor tedrico
esperado.

6.2 PREPARACION DE EQUIPAMIENTO DE TOMA DE MUESTRA
Es conveniente preparar el equipo de toma de muestra tal y como se indica en la Tabla 3.

Tabla 3. Preparacién de equipos previa a la foma de muestra
Adaptado de 1SO 5667-1:2006

Equipo Preparacion

Recipientes de muestreo Efectuar revisiones para detectar rozaduras profundas, signos de des-
Embudos gaste o desgarro y conexiones inseguras

Cuerdas

Cadenas

Asas de extension
Filtros y equipos de filtra-
cion

Cajas y portamuestras Asegurarse de que su namero es suficiente para el uso diario. Ins-
peccionar para detectar dafos o signos de deterioro. Si es necesario,
frotar las cajas con un desinfectante.

Agentes de conservacion Verificar que no se ha excedido la “fecha de caducidad”. Comprobar
que la pipeta cuenta gotas no esta deteriorada y cambiarla si es ne-
cesario.

Recipientes Comprobar el estado de los recipientes y tapones y descartar aque-
llos que se encuentren danados, de modo que no sean seleccionados
por otros operadores de muestreo. Asegurarse de que las botellas
estan tapadas para reducir asi la contaminacién y de que el almace-
namiento se efectia en condiciones seguras. Asegurarse de que los
recipientes para tareas microbiolégicas tienen su envoltura original
intacta o de que estan visibles las tiras indicadoras de esterilidad y
que los recipientes no han superado la fecha de caducidad.
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Instrumentos de campo Verificar que los calibrados estan al dia. Si no es asi, no deben utili-
zarse sino sustituirse. Seguir las instrucciones del procedimiento de
muestreo o del fabricante relativas a la conservacion.

Kits de ensayo Comprobar que los kits de ensayo necesarios para el programa dia-
rio estan listos para su uso. Asegurarse de que estan incluidas las
instrucciones del fabricante o las instrucciones de trabajo. Compro-
bar que no ha expirado la fecha de caducidad; sustituir los Kits si es
necesario y almacenarlos independientemente de los recipientes de
muestreo.

Etiquetas y documentos Si las etiquetas estan preimpresas, contrastarlas con el programa de
relativos a las muestras muestreo para asegurar que no falta ninguna.

Equipos de seguridad in- | Asegurarse de que hay suficientes guantes desechables para el dia,
dividual teléfono movil, anclas para hielo, kit de primeros auxilios, secama-
nos, gafas de proteccion étc.

Barrena para hielo Comprobar que el motor arranca y que el taladro esta afilado.

General Siempre que se sospeche que pueda existir residuos de materia orga-
nica en el equipamiento implicado en la toma de muestra, es impres-
cindible realizar una limpieza previa a la subsiguiente descontami-
nacion con un detergente no toxico y exento de fosfatos, aclarando
después con agua desionizada o destilada.

6.3 REQUISITOS DE LA TOMA DE MUESTRA

Dado que el objetivo final del proceso de toma de muestra es la obtencion de mues-
tras representativas de microorganismos en matriz acuatica, que pudieran ser inocuos
o patogenos, resulta fundamental la elaboracioén de un plan de toma de muestra donde
se definan los emplazamientos de toma de muestra. Si las condiciones de seguridad lo
permiten, y de conocerse los focos de emision, la ubicacion de los emplazamientos de
toma de muestra deberan situarse lo mas préximo posible a dichos focos de emision.
En caso de no disponer de informacion, respecto al episodio ambiental, la ubicacion
de los emplazamientos de toma de muestra respondera a obtener la mayor representa-
tividad de la zona de estudio.

En condiciones normales, los puntos identificados para la toma de muestra deben po-
seer unas caracteristicas representativas, teniendo en cuenta también las variaciones tem-
porales y espaciales (verticales u horizontales). Se deberan evitar influencias que pudieran
modificar el resultado de las determinaciones y/o analisis posteriores.

En caso de existir una emergencia biolégica causada por uno o varios agentes
altamente patégenos, debera analizarse toda informacién disponible sobre la zona
afectada, asi como de la naturaleza de la amenaza biol6gica. En el contexto de alerta,
dada la presunta naturaleza altamente patégena de los microorganismos susceptibles
de encontrarse presentes en la matriz acuatica, nuestra toma de muestras sera siempre
de tipo puntual.
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Finalizada la emergencia biol6gica por agente altamente patégeno, se procedera a la
evaluacion temporal de la calidad del agua para este patégeno en el dominio de estudio.

Por otra parte, en el caso de estudios de investigacion o de seguimiento de los parame-
tros de calidad de una masa de agua, se realizara una caracterizacion de la matriz para asi
tener informacion sobre su estado fisico-quimico (pudiendo éste influir en la superviven-
cia de los microorganismos que pudieran estar presentes), se realizard la determinacion
“in situ” de pH, oxigeno disuelto y conductividad.

6.4 EQUIPAMIENTO DE TOMA DE MUESTRA

6.4.1 Equipamiento
6.4.1.1 Recipientes de foma de muestra

Se deben emplear recipientes limpios y estériles. El volumen de los recipientes deberia
ser adecuado para la realizacion del analisis de todas las especies consideradas.

Para la toma de muestra de aguas por inmersion, se emplean botellas estériles tanto en
su interior como en su exterior y protegidas, por ejemplo, con papel kraft (para mantener-
las secas después del autoclavado), con una lamina de aluminio o con una bolsa exterior
de plastico. La bolsa se abrira inmediatamente antes de proceder a la toma de muestra y
podra servir incluso como guante para sujetar el recipiente para conseguir una asepsia
maxima antes de colocarlo en una pértiga o en otro dispositivo estéril con el que llevar a
cabo la toma de muestra.

Si hubiese algin problema durante el transporte y manipulacién de los equipos hasta
el punto de toma de muestra que hiciese sospechar acerca de la integridad de la esterilidad
de los mismos y siempre que el objetivo no fuese la toma de muestra de bacterias forma-
doras de esporas, el exterior de los recipientes de toma de muestra puede desinfectarse
inmediatamente antes de su inmersion, por medio de un desinfectante adecuado (4.3.1.4
Desinfeccion de nivel intermedio).

Los recipientes pueden ser de vidrio o de distintos tipos de plasticos (polipropileno,
poliestireno, polietileno, policarbonato). En general se prefiere el vidrio cuando se van a
reutilizar, y el polietileno si se trata de material desechable.

La adherencia a las superficies puede reducir la deteccién de microorganismos y se tie-
ne que considerar la tension superficial critica y si se emplea un material no normalizado.

Los cierres pueden ser de vidrio esmerilado o un tapon de plastico para botellas de
vidrio, una tapa a presion, de plastico, para recipientes o tarros de plastico, o bien una tapa
roscada, de plastico o de metal, para ambos tipos de recipientes. Las bocas de los recipien-
tes con tapones de vidrio o de plastico deberian estar protegidas frente a la contaminacion,
por ejemplo, con papel de aluminio.

En la mayoria de los casos resulta suficiente utilizar botellas de 500 ml, ya que se sue-
len analizar menos de cinco tipos de microorganismos, cada uno de los cuales precisa para
inoculaciéon un maximo de 100 ml (UNE-EN ISO 19458:2007)
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En algunos casos son necesarios volimenes mayores que van desde 10 a unos cientos
de litros, por ejemplo:

- para el analisis de aguas envasadas (250 ml por parametro)
- para Legionella spp. o Salmonella spp. (hasta 1 1).
- para virus, cistos de Giardia, oocistos de Cryptosporidium, amebas en aguas limpias

En el caso de toma de grandes volimenes de muestra y en el caso de microorganis-
mos no patdégenos, se puede realizar una etapa de concentraciéon en el emplazamiento,
empleando para ello un filtro de cartucho que posteriormente se transporta al laboratorio.
Para evitar las dificultades que conlleva manipular, refrigerar o agitar estos volimenes, se
recomienda hacer una etapa de concentracion in situ (floculacion, centrifugacion o filtra-
cion). Pueden emplearse bombas peristalticas provistas de tubo estéril.

- Recipientes abiertos con tapon. Sirven para tomar la muestra en superficie o inme-
diatamente bajo ésta. En presencia de material en suspension no es posible tomar
una muestra representativa o reproducible.

- Recipientes cerrados. Se trata de botellas adaptadas con valvulas de apertura y
cierre que permiten obtener muestras a distintas profundidades. Para ello, se hace
descender estos equipos mediante cuerdas o tornos de cable mientras que un sis-
tema de valvulas acoplado permite evacuar el aire o gas contenido en el interior
del recipiente. Las valvulas pueden abrirse de forma remota o ser automaticamente
cerradas tras un movimiento de descenso-ascenso rapido del dispositivo. Cuando se
tome muestra cerca del fondo es recomendable tener cuidado para evitar remover
el sedimento subyacente.

- Dispositivos de bombeo. Bien manuales u operados por motor como las bombas de
succion o sumergibles. Pueden situarse a la profundidad deseada por un cable o
fijarse firmemente a la zona de toma de muestra.

Durante la toma de muestra de microorganismos es necesario comparar el uso de
bombas con el uso de recipientes cerrados, ya que el resultado puede diferir. El tipo de
bomba, la tasa de bombeo, la presién de succion, la visibilidad del tubo de captacion y el
movimiento de agua en la zona préxima al tubo de captacion puede afectar el proceso de
toma de muestra.

6.4.2 Otros materiales
- Pértiga o grandes pinzas o muestreadores
- Neveras portatiles y hielo o acumuladores de frio
- Marcadores, rotuladores, etiquetas

- Equipos de medicion portatiles del pH, oxigeno disuelto, conductividad, tempera-
tura, cloro

- Guantes estériles
- Mapas, lista de puntos de muestreo, hojas de muestreo
- Botas de agua (de seguridad)

- Llaves inglesas, alicates, destornilladores, ctter
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- Bolsas de cierre hermético o contenedores herméticos de residuos
- Papel de laboratorio

- Jab6n vy toallas

- Tarros o vasos de precipitados, toallitas desinfectantes

- Encendedor, cerillas

- Carrito porta recipientes lastrado o equivalente

- Vehiculo y documentos, identificacion o tarjeta de autorizacion

6.4.3 Reactivos

- Etanol, fraccion en volumen ¢(C,H,OH) = 70%, isopropanol, fraccion en volumen

(p[(CHs)2 CHOH] = 70%, o solucion de hipoclorito = p(ClO) = 1g/1

- Solucién de tiosulfato sédico, pentahidratado, p(Na,S,0, - 5H,0) = 18 mg/ml
- Solucion de sulfuro de sodio, p(Na,S) = 0,1 mg/ml
- Solucion de yodo, ¢(I1,) = 0,05 mol/I

6.5 REALIZACION DE LA TOMA DE MUESTRA EN AGUAS NATURALES

6.5.1 Recomendaciones generales

1.

Debe trabajarse siempre con precaucion para evitar la contaminacién de la parte
interior o de la tapa del recipiente de toma de muestra.

El recipiente de toma de muestra no debe enjuagarse ni debe entrar en contacto
con agua procedente de un recipiente no esterilizado.

Se debe ser cuidadoso para evitar la alteracion del sedimento subyacente, particular-
mente en cursos de agua de movimiento lento. En estos casos las muestras se toma-
ran desde las orillas con una pértiga o desde un puente con un equipo adecuado.

La muestra ha de tomarse siempre de la parte activa del curso de agua para asegu-
rar asi su representatividad. De la misma manera, las muestras se tomaran siempre
orientando la abertura del recipiente rio arriba (o hacia el flujo de las olas en aguas
no continentales).

Cuando sea posible, evitaremos tomar muestras de la capa mas superficial, de la
mas profunda y préoxima al lecho, de remolinos y/o de canales laterales.

Durante el llenado del recipiente, se debera prestar atencién para sacarlo del curso
de agua cuando el nivel de llenado dentro del recipiente alcance un punto préoximo
al total. Si el recipiente se llena por completo deberemos desechar inmediatamen-
te la cantidad sobrante aguas abajo, de manera que quede espacio suficiente para
realizar una mezcla homogénea en el laboratorio.

Cuando se esté tomando la muestra a bordo de una embarcacion, debera hacerse
siempre aguas arriba del sistema de refrigeracion del motor para evitar cualquier
tipo de contaminacion.

La muestra debe ser ubicada en una nevera tan rapido como sea posible tras la toma.
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6.5.2 Toma de muestra desde un puente

Este método se utiliza tipicamente para tomar muestra desde un puente o una embar-
cacion de grandes dimensiones.

La muestra debera tomarse en una zona en la que la masa de agua presente una ele-
vada tasa de mezcla para que sea representativa.

Se retirara el tapon recubierto de una capa de aluminio teniendo cuidado de no tocar
el interior del recipiente o el interior del tapon, el cual debera:

1. Ser mantenido con una mano libre o

2. Dejarse apoyado en una superficie firme tras darle la vuelta de forma que pueda
evitarse la contaminacion de su parte interior (1a opciéon 2 se descarta en condicio-
nes de viento fuerte, caso en el que habra que proteger al tapon para evitar que se
vuele).

Inmediatamente después se debera hacer descender el recipiente a la superficie del
agua, con precaucion para evitar provocar desprendimientos de cualquier tipo que pro-
cedan del puente o embarcaciéon en la que nos encontramos. Como ultima medida de
precaucion se debera dejar que el fondo del recipiente o del contenedor del equipo de
toma de muestra entre en contacto por unos segundos con la superficie del agua para a
continuacion elevarlo y permitir que cualquier residuo presente en el fondo caiga y se lo
lleve la corriente.

Sin llegar a sumergir la boca del recipiente, debera hacerse descender el equipo o
recipiente unos 15 centimetros en el agua. La corriente reorientara el equipo o recipiente
de manera que el recipiente estara aguas arriba del operador. Rapidamente debera hacer-
se descender el equipo o recipiente unos 0,5 m para sumergirlo completamente. De este
modo se minimiza la toma de muestra de la capa superficial.

En el siguiente paso se recuperara el recipiente teniendo cuidado una vez mas de no
provocar la liberacion de residuos del puente o de la embarcacion sobre la muestra o el
equipo.

Si el recipiente se llena totalmente, entonces debe retirarse inmediatamente el exceso
de muestra para asegurar que quede espacio para su posterior mezcla en el laboratorio.

En ultimo lugar, el recipiente volvera a cerrarse con su tapa cubierta de papel de aluminio.
Habra que cerciorarse de que el aluminio esta lo suficientemente abierto como para evitar el
contacto con la parte superior o el interior del recipiente. Igual que al principio del proceso,
debera de evitarse el contacto de la mano con la parte inferior o el interior del tapon.

6.5.2.1 Consideraciones para la toma de muestra
Al seleccionar un punto de toma de muestra en un puente habra que asegurarse de que:
- Haya profundidad de agua suficiente para sumergir el recipiente de toma de muestra.
- Una vez sumergido, el recipiente no debera alterar los depédsitos del fondo.

- Haya suficiente espacio de maniobrabilidad en el puente mientras se suspende el
recipiente de toma de muestra de forma que se evite una potencial liberacion de
material de la estructura del puente.
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- Independientemente de si la toma de muestra se realiza aguas abajo o arriba del
puente, el operador debe tener visibilidad total del recipiente de toma de muestra
y los equipos implicados en la misma durante todo el proceso

Si la profundidad del agua es insuficiente, se puede sustituir el descenso de un reci-
piente por una pértiga con un recipiente abierto en su extremo.

6.5.3 Toma de muestra en el curso del agua

Siempre que sea posible, hay que evitar entrar dentro de la masa de agua. Este método
se aplica para tomar muestra desde un punto cercano a la masa de agua en cuestion, sobre
una pequena embarcacion o si es imprescindible, mientras se esta dentro cuando se trate
de microorganismos no patdégenos).

La muestra debera tomarse en una zona en la que la masa de agua presente una eleva-
da tasa de mezcla para que sea representativa. Se evitara la contaminacion de la muestra
vadeando aguas arriba. Si la muestra debe tomarse en un remolino, no deberemos vadear
en ninguna zona proxima al mismo antes de la toma de muestra para no alterar la misma.
La pértiga se utilizara siempre que haya que tomar muestras en un lago.

Se retirara el tapon recubierto de una capa de aluminio teniendo cuidado de no tocar
el interior del recipiente o el interior del tapon, el cual debera:

1. Ser mantenido con una mano libre o

2. Dejarse apoyado en una superficie firme tras darle la vuelta de forma que pueda
evitarse la contaminacioén de su parte interior (Ia opcion 2 se descarta en condicio-
nes de viento fuerte, caso en el que habra que proteger al tapon para evitar que se
vuele).

A continuacion se agarrara la base del recipiente de toma de muestras y se retirara
su tapon. A continuacion se invertira el recipiente y en direccién contraria a la corriente
(aguas arriba de la posicion del técnico) se sumergira la botella en el agua unos 15 cm
para a continuacion dirigir la boca del recipiente hacia la superficie del agua. Se dejara el
tiempo suficiente para que se llene y a continuacion se sacara del curso de agua.

Cuando se tome muestra desde una pequena embarcacion, debera hacerse aguas arriba
del motor y alejando el recipiente de la embarcacion al dirigir la boca hacia la superficie.

Si el recipiente se llena totalmente, entonces debe retirarse inmediatamente el exceso
de muestra para asegurar que quede espacio para su posterior mezcla en el laboratorio.

En ultimo lugar, el recipiente volvera a cerrarse con su tapa cubierta de papel de alu-
minio. Habra que cerciorarse de que el aluminio esta lo suficientemente abierto como para
evitar el contacto con la parte superior o el interior del recipiente. Igual que al principio del
proceso, debera evitarse el contacto de la mano con la parte inferior o el interior del tapon.

6.5.3.1 Consideraciones para la toma de muestra

En todos los casos y concretamente en aquellos en que el propio proceso de toma de
muestra pueda ser una fuente de contaminacion, los recipientes deberan llenarse directa-
mente desde la masa de agua a ser captada. Se debe tener cuidado para evitar contamina-
cion de las muestras y alteracion del fondo o el margen del curso de agua.
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6.5.4 Toma de muestra desde la orilla

Para alcanzar una zona de toma de muestra mas representativa o inalterada desde la
orilla de un rio o arroyo. Se utiliza para tomar muestra en un lago o curso de agua de
movimiento lento.

En primer lugar el recipiente cerrado de toma de muestra debera fijarse en la pértiga
mediante su abrazadera o mecanismo de fijacion correspondiente.

A continuacion sera necesario desplazarse hasta una localizacion desde donde pueda
tomarse una muestra representativa con ayuda de la pértiga.

Se retirara el tapon recubierto de una capa de aluminio teniendo cuidado de no tocar
el interior del recipiente o el interior del tapon, el cual debera:

1. Ser mantenido con una mano libre o

2. Dejarse apoyado en una superficie firme tras darle la vuelta de forma que pueda
evitarse la contaminacién de su parte interior (la opcion 2 se descarta en condicio-
nes de viento fuerte, caso en el que habra que proteger al tapon para evitar que se
vuele).

Se situara el recipiente sobre el punto desde el que se pretende realizar la toma de
muestra.

Entonces se invertira el recipiente y en un movimiento rapido se sumergira por su
boca en el agua unos 15 centimetros. Después debera lentamente subirse hacia la super-
ficie con la boca del recipiente hacia arriba hasta que se llene. Cuando se tomen muestras
de un lago, lentamente se movera el recipiente desde su punto de entrada hasta que se
llene por completo.

Si el recipiente se llena totalmente, entonces debe retirarse inmediatamente el exceso
de muestra para asegurar que quede espacio para su posterior mezcla en el laboratorio.

En ultimo lugar el recipiente volvera a cerrarse con su tapa cubierta de papel de alu-
minio. Habra que cerciorarse de que el papel de aluminio es lo suficientemente grande
como para evitar el contacto con la parte superior o el interior del recipiente. Igual que al
principio del proceso, debera de evitarse el contacto de la mano con la parte inferior o el
interior del tapon.

6.5.4.1 Consideraciones para la toma de muestra

Cuando la muestra deba tomarse desde una orilla, habra que prevenir la contamina-
cion de la misma por alteracion del fondo o de la orilla del curso de agua. En condiciones
normales se empleara una pértiga, aunque también se usa frecuentemente un recipiente
sujeto a una cuerda.

6.5.5 Toma de muestra desde una embarcacién

La toma de muestra desde una embarcacion se realizara siguiendo cualquiera de los
métodos anteriores desde la embarcacion, considerando que el movimiento de la embar-
cacion puede suponer un riesgo para el trabajador si se pone de pie, por lo que la toma
deberia realizarse desde una posicion segura.
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6.5.5.1 Consideraciones para la toma de muestra

Cuando se tome la muestra desde una embarcacion deben tomarse precauciones
para evitar la contaminacion de la muestra por alteracion de depositos o por descargas de
cualquier tipo procedentes del propio bote. Por ello es necesario emplear un barco ade-
cuadamente mantenido, y la tripulacion debe estar formada convenientemente.

6.5.6 Toma de muestra de aguas subterraneas

La toma de muestra de aguas subterraneas presenta una especial dificultad condicio-
nada por las caracteristicas constructivas de la captacion y la técnica de toma de muestra.

Las instalaciones para la toma de muestra de aguas subterraneas estin compuestas
tipicamente por tubos de acceso para dispositivos de muestreo portatiles o directamente
entierran los dispositivos de muestreo “in situ”. Dentro del agua subterranea, la toma de
muestra podra hacerse en la zona saturada o en la zona insaturada.

6.5.6.1 Parametros de toma de muestra

6.5.6.1.1 Toma de muestra de zona insaturada
6.5.6.1.1.1 Toma de muestra sélida seguida de extraccién de agua subterrénea (fluidos de los poros)

Es el método mas frecuentemente utilizado para la toma de muestra de aguas subterra-
neas en la zona insaturada. Puede realizarse con dispositivos manuales o automaticos. Nos
centraremos en los dispositivos manuales, mediante los que se realizara la toma de muestra
directamente con tubos o barrenas tipo Auger.

6.5.6.1.1.2 Toma de muestra de los fluidos de los poros de la zona insaturada

Se pueden utilizar dos equipos para extraer el liquido contenido en los poros directa-
mente desde el subsuelo:

a) Lisimetros

Se instalan sobre el terreno y aplican vacio a la superficie para sacar agua de los
poros hacia el recipiente de toma de muestra. Basicamente estan constituidos por
una copa porosa al final de un tubo de toma de muestra que se instala en una
perforacion.

b) Toma de muestras del agua que percola en el suelo

Basan su funcionamiento en la gravedad y/o accién capilar para interceptar tanto
el agua matricial como el agua que fluye a través de vias preferenciales tales como
fisuras dentro de la zona insaturada. Su instalacion requiere de la excavacion de una
zanja y la instalacion de un tinel, en cuya parte superior se ubica el equipo toma de
muestras que intercepta el agua del suelo.
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6.5.6.1.2 Toma de muestra de zona saturada

Cualquier estructura con profundidad suficiente como para alcanzar una zona saturada
de agua subterranea puede ser utilizada para realizar la toma de muestra (pozos de abas-
tecimiento, manantiales, calicatas, zanjas...).

Para la zona saturada de aguas subterraneas y con el objetivo final de determinar los
microorganismos en ella presentes, pueden emplearse para realizar la toma de muestra los
siguientes equipos:

a) Equipo de toma de muestras en profundidad

Estan diseniados para tomar muestras de agua subterrinea a una profundidad especi-
fica. En esencia consisten en un recipiente que se hace descender por una perforacion
hasta alcanzar la masa de agua, dejando que se llene para a continuacion retirarlo.
Mediante un mensajero o valvula de control, desde la superficie puede hacerse que el
recipiente se abra a una determinada profundidad y se cierre una vez esté lleno, para
evitar que la muestra se contamine durante su ascenso a la superficie.

b) Bombas inerciales

Consisten en un tubo equipado con una valvula de no retorno en su extremo distal.
Se hace descender el equipo por una perforacion hasta la profundidad requerida y
a continuacion la muestra se toma mediante ascensos y descensos repetidos en una
corta distancia (entre 0,3 m y 0,5 m). La valvula debe estar siempre al menos 50 cm
bajo el agua para evitar la mezcla del agua y el aire.

¢) Bombas de camara

Este equipo comprende una cimara de muestra que tiene una valvula de control en
su base (entrada del agua) y otra en la salida y una camara hinchable de gas en el
interior. Para tomar la muestra, se hace descender la bomba a la profundidad reque-
rida y a continuacion la camara se hincha y deshincha sucesivamente mediante gas
comprimido. La accion de hinchar y deshinchar llena la cimara de muestra y la hace
ascender a la superficie a través de una manguera.

d) Bombas de superficie

Estas bombas se ubican en la superficie y basan su funcionamiento en el mecanismo de
succion y ascenso. Hay distintos tipos, pero en esencia lo que hacen es aplicar un vacio
a un recipiente de toma de muestra que a su vez esta conectado a una manguera intro-
ducida en la masa de agua a muestrear, de forma que el recipiente termina llenandose.

6.5.7 Toma de muestra en playas de bafio
Este método se utilizara cuando la muestra a tomar deba hacerse en una playa de bano.

En primer lugar se debera avanzar hacia el interior de la masa de agua unos 75
centimetros.

A continuacion debera avanzarse en el agua hasta que ésta alcance el nivel de la rodilla.
En ese momento se abrira el recipiente y se insertara en el agua con un angulo de 45 ° (con
la boca de la botella hacia abajo). Se girara la botella hacia arriba unos centimetros por
debajo de la superficie hasta que se llene. Una vez llena, se sacara y se desechara el exceso
hasta que quede una camara de aire. A continuaciéon debera cerrarse el recipiente. Puede
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utilizarse una pértiga en el caso de que asi sea posible evitar tomar muestras alteradas por
levantamiento del sedimento.

Para muestras de agua de playa de bafo, es recomendable entregar las muestras al
laboratorio en 6 horas desde la toma de muestra.

Si existen problemas de seguridad, las muestras deben tomarse desde un punto
alternativo.

6.6 CONSIDERACIONES POSTERIORES A LA TOMA DE MUESTRA

En este apartado se muestran Unicamente aquellas especificidades que aplican a las
muestras de agua y que las diferencian del capitulo 3, de generalidades.

6.6.1 Inactivacion de desinfectantes

Para evaluar la calidad microbiolégica de un agua desinfectada con un oxidante (por
ejemplo, cloro, cloramina, bromo u 0zono), se interrumpe la accién del oxidante tan pron-
to como se tome la muestra. Se anade un agente reductor, tal como el tiosulfato de sodio,
a los recipientes de muestra.

La masa teorica de tiosulfato de sodio (pentahidratado) necesaria para inactivar 1 mg de
cloro es 7,1 mg. Por lo tanto, se anaden 0,1 ml de soluciéon de tiosulfato de sodio pentahi-
dratado por cada 100 ml de capacidad del recipiente. Esto inactivara una concentracion de
cloro residual de 2 mg/l como minimo y de hasta 5 mg/l, dependiendo de la dinamica de
inactivacion, lo que resulta suficiente para la mayoria de las muestras.

En ciertas circunstancias, tales como en los lavapiés de las piscinas, en medidas de
desinfeccion (por ejemplo la erradicacion de Legionella en los sistemas de distribucion
de agua potable), pueden encontrarse concentraciones mas elevadas de cloro y, en estos
casos, sera necesaria una dosificacion mas alta de tiosulfato de sodio.

El tiosulfato de sodio no se destruye por autoclavado o por la aplicacion de calor seco.
Se debe asegurar que el pH de la disolucion de tiosulfato de sodio esté proximo a neutra-
lidad (un pH bajo puede originar su descomposicion).

El tiosulfato de sodio no tiene efecto sobre la muestra y puede emplearse también para
aguas no cloradas.

Para otros desinfectantes, es preciso aplicar las medidas de inactivacion correspon-
dientes. Si no es posible o factible realizar la inactivacion, tiene que reflejarse en el
informe.

6.6.2 Muestras de agua para la determinacién de microorganismos
6.6.2.1 Tiempo, condiciones de conservacién y transporte de las muestras
Las muestras se deben proteger de la luz solar.

Para las muestras cuyo transporte se prolongue durante mas de 8 h, es necesario rea-
lizar un seguimiento y registrar la temperatura de manera al menos semicontinua.

Las condiciones de transporte deben quedar documentadas.
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En todo caso y siempre que la conservacion se realice mediante la introduccién de
refrigerantes individuales debe tenerse cuidado en:

- no colocar los bloques refrigerantes en contacto directo con la muestra, ya que esto
puede provocar su congelacion.

- ajustar el namero, volumen y posicion de los bloques refrigerantes al nimero de
muestras, su masa y su temperatura inicial.

Se documenta el procedimiento requerido para tiempos de transporte mas largos (> 8 h).
Se deben transportar de forma separada las muestras frias y calientes.

En la Tabla 4 se resumen las recomendaciones en lo que se refiere a tiempos maxi-
mos de conservacion y valores de temperatura recomendados y aceptables para algunos
microorganismos.

Respecto al tiempo al igual que en capitulo 3, el periodo transcurrido desde la toma de
muestra hasta el analisis deberia ser lo mas corto posible, y debe reflejarse en los informes
de laboratorio.

Los resultados obtenidos empleando tiempos de conservacion superiores al tiempo
recomendado deberian ir acompanados de una nota que exprese que los resultados han
sido obtenidos una vez transcurridas » horas.

Tabla 4. Valores recomendados (R) y aceptables (A) de tiempos méaximos de conservacién de la muestra, incluido el tiempo
requerido para el transporte, y de temperaturas, salvo especificacién en contra de normas especificas.

Tiempo maximo
de conservacién

Temperatura de

(h), incluido el conservuc(ioc'z:r)l del agua Observaciones
transporte
| r | A [ R [ A | |
Generalidades
Microorganismos cultivables (22 °C, 8 12 5+3

30 °C 6 36 °C)
Indicadores fecales, bacterias

vegetativas
E. coli (y bacterias coliformes) 12 18 53
Enterococos 12 18 53
Clostridium perfringens 12 18 53
Esporas . Mortalidad observada
Esporas de bacterias reductoras
24 72 53 en aguas brutas tras
de sulfitos 2% h
(Clostridium spp.)
Virus
Bacteriofagos 48 72 >3
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Tiempo mdximo

) Temperatura de
de conservacion

o conservacién del agua Observaciones
(h), incluido el

fransporte ra

| k| A | R | A | |

Patogenos fecales

Salmonella spp. y otras 12 18 5+3
Enterobacteriaceae

48 72 5+3 -20
Enterovirus 1 mes -70 ambiente
Oocistos de Cryptosporidium 24 96 5+3
Cistos de Giardia 24 96 5+3

Otros microorganismos

Amebas 24 96 5+3 5%3  Algunas veces
bient ambiente | ;narece lisis a las
Pseudomonas aeruginosa 8 12 ambiente pocas horas
Legionella spp. 24 48 Z + g Sensible al oxigeno
+
Cianobacterias 48 72 Muestra estabilizada
5+3 en un vial exento de
. . Ivo + formaldehido
Campilobacter (thermophilic spp. 24 po
P r( p pp-) 3+ 2 (concentracion final
o .
Bacterias totales por 1 ano ambiente 5%) en la oscuridad
epifluorescencia 72 Muestra estabilizada
! 5+3 a pH=2
Huevos de helmintos 48  semana 543

6.6.2.2 Recipientes de transporte

Los recipientes de transporte deberan garantizar que la muestra no se contamina ni al-
tera. Los recipientes que contienen muestras deben protegerse y sellarse durante el trans-
porte de tal modo que no sufran deterioro o pérdida de ninguna parte de su contenido.
El embalaje de los recipientes debe proteger a éstos de posible contaminacion externa, en
particular cerca de la zona de apertura y no deberian constituir en si mismos una fuente
de contaminacion.

Los recipientes de vidrio deben estar protegidos de eventuales rupturas mediante el
uso de un embalaje apropiado. Las muestras deben transportarse tan pronto como sea
posible, una vez realizada la toma de muestra vy, si fuera necesario, conforme a lo indicado
en las tablas 3 y 4, en condiciones de refrigeracion.
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7. PROCEDIMIENTO PARA LA TOMA DE MUESTRAS DE SUELO Y
SEDIMENTOS PARA LA DETECCION DE MICROORGANISMOS
ALTAMENTE PATOGENOS

Dr. Francisco Javier Sénchez lfigo; Dra. Sonia Aguayo Balsas

Los métodos para la toma de muestra de suelo y sedimento para la deteccion de mi-
croorganismos tienen como objetivo la toma de muestras representativas para el posterior
aislamiento, cultivo e identificacion de aquellas especies de interés.

A nivel internacional, existe un gran grupo de trabajo centrado en el tema:

- ISO/TC 190 (Soil quality). Se encarga de la normalizacién en el campo de la calidad
del suelo, incluyendo todo lo que tenga que ver con el trabajo con suelos “in situ” y con
materiales del suelo destinados a su reutilizacion incluyendo sedimentos excavados. Este
comité técnico y los subcomités que engloba han publicado hasta la fecha un total de 157
normas. El subcomité ISO/TC 190/SC 2 (Sampling) se encarga de aquellos temas implica-
dos en la toma de muestra, habiendo publicado 8 normas relacionadas.

El homologo europeo del anterior comité técnico es el siguiente:

- CEN/TC 345 (Characterization of soils). Se ocupa de la normalizacion en el area de la
calidad del suelo, incluyendo la clasificacion, definicion de términos, toma de muestra de
suelos y la medida y el reporte de las caracteristicas del suelo. Queda fuera del ambito de
este comité técnico la definicion de limites de aceptabilidad para contaminaciéon del suelo
y aspectos de ingenieria civil.

7.1 INTRODUCCION

Cuando ha de caracterizarse un volumen de suelo o sedimento, es generalmente impo-
sible examinar la totalidad y es por lo tanto necesario tomar muestras. Es necesario que las
muestras recogidas sean tan representativas del total que debe caracterizarse como sea po-
sible, y deberian tomarse todas las precauciones para asegurarse, si es posible, de que las
muestras no sufran modificaciones en el intervalo entre la toma de muestra y el analisis.

El suelo es una matriz compleja, en la que hay que tener en cuenta diversas variables
si queremos que la muestra sea representativa. Algunas de éstas son:

- Variaciones en la composicion mineralogica, permeabilidad y capacidad sorcitiva y
de tamponamiento.

- Variaciones temporales en la composicion del medio.

- Posibles errores sistematicos o puntuales durante la toma de muestra, manipula-
cion, transporte, el almacenamiento o su alicuotado.

Las normas que han supuesto la fuente principal de informacion para la realizacion de
este procedimiento se basan en técnicas de toma de muestra de uso habitual por parte del
personal implicado en el mantenimiento de la calidad del suelo.
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7.2 CONSIDERACIONES RELEVANTES PARA REALIZAR LA TOMA DE MUESTRA

La técnica de toma de muestra dependera del objetivo del estudio. La eleccion de la
técnica y los correspondientes equipos de toma de muestra debe hacerse tras las conside-
raciones del analista responsable de las determinaciones ulteriores.

Si se requieren muestras de suelo agricola en medio aerobio, la toma de muestra nor-
malmente se realizara hasta la profundidad real de cultivo. Se deberia eliminar toda la ve-
getacion superficial, capa de residuos recubiertos de musgo, raices visibles, trozos grandes
de plantas o residuos lenosos y cualquier fauna del suelo, para minimizar la adiciéon de
carbono organico fresco al suelo. Los constituyentes organicos introducidos procedentes
de raices u otras fuentes, pueden originar cambios impredecibles en la actividad y compo-
sicion de la microflora del suelo. Si los suelos naturales muestran horizontes distintos, las
muestras deberian tomarse también de cada uno de estos horizontes.

Si se realizan estudios en lugares con una elevada carga de contaminacion microbiana,
deberia considerarse la posibilidad de utilizar técnicas de barrenado, sondeo o similares
con preferencia a técnicas de excavacion a fin de minimizar y disminuir los problemas
debidos a la exposicion de los materiales y su alteracion y a la dispersion potencial de la
contaminacion.

Hay dos tipos basicos de muestras que se recogen con objeto de estudiar el suelo y las
condiciones del suelo:

a) Muestras alteradas: muestras obtenidas del suelo sin ningin intento de preservar la
estructura; es decir que las particulas del suelo se recogen “sueltas” y se permite que
se muevan unas respecto a otras. Las muestras puntuales pueden recogerse en poco
tiempo utilizando barrenas manuales u otras técnicas similares de toma de muestra

b) Muestras sin alterar: muestras obtenidas del suelo utilizando un método pensado
para preservar la estructura del suelo; es decir se emplea un equipo de muestreo es-
pecial de tal forma que las particulas de suelo y los huecos no puedan cambiar res-
pecto a la distribucién que existe en el suelo antes de realizar la toma de muestra.

Para algunos examenes microbiol6gicos pueden necesitarse muestras sin alterar. Estas
muestras pueden tomarse por ejemplo mediante una caja de Kubiena, un extractor o un
cilindro. En cada caso, el equipo se introduce en el suelo y seguidamente se retira con la
muestra de tal forma que el suelo se recoge en su forma fisica original.

La seleccion de técnicas de toma de muestra deberia guiarse por las siguientes cuestiones:
a) ;Cuales son las caracteristicas de interés del suelo?

b) ;Qué tipo de muestra, por lo tanto, se requiere?

¢) (Qué cantidad de muestra se necesita para los estudios planificados?

d) /Qué precision de los resultados se requiere y por lo tanto qué método puede
utilizarse?

e) ¢Cual es la accesibilidad del lugar de muestreo?
f) ;Qué profundidad tiene que alcanzarse y cuales son las caracteristicas fisicas del suelo?

Ademas, los costes, la seguridad, la disponibilidad de un equipo de personas cualifica-
do, la maquinaria o los instrumentos, el tiempo y los aspectos ambientales conduciran a la
seleccion final de la técnica de toma de muestra adecuada.

Procedimiento para la toma de muestra de suelo
y sedimentos para la deteccién de microorganismos altamente patégenos

63



64

Metodologia para la toma de muestra de microorganismos altamente patégenos en las matrices ambientales aire, agua y suelo/sedimento

7.3 METODOLOGIA EXISTENTE PARA REALIZAR LA TOMA DE MUESTRA

7.3.1 Barrenas pequeiias

La utilizacion de barrenas de pequeno tamano puede realizarse mediante ejecucion
manual o por medio de un motor.

Las técnicas manuales de barrenado se utilizan habitualmente para la toma de mues-
tra en suelos homogéneos, por ejemplo suelos agricolas, siendo mas faciles de utilizar en
suelos arenosos sin obsticulos como las piedras. Las formas preferidas de las barrenas
manuales a utilizar para la toma de muestras de suelo, son aquellas que toman un cilindro
de suelo de muestra. La toma de muestra con barrenas manuales permite la conservacion
del perfil del suelo y a profundidades previamente seleccionadas.

Las técnicas con barrenas a motor disminuyen el trabajo necesario para realizar la toma
de muestra, teniendo la misma base metodologica. En este caso se debera prestar especial
atencion si se utilizan motores de combustion a causa de la posible contaminacion de la
muestra por el combustible utilizado, los lubricantes del motor y los humos producidos.

7.3.2 Sondeos

Los sondeos pueden realizarse mediante distintas técnicas.

7.3.2.1 Perforacién por percusion

Con un cable ligero y utilizando generalmente un anillo mévil con cabestrante acciona-
do por un motor diésel y una graa tripode. Esta técnica suele emplearse para estudios geo-
técnicos, pudiéndose llevar a cabo sondeos profundos superiores a 20 m de profundidad.

7.3.2.2 Perforacion por rotacion

Mediante la rotacion (accionada por un motor) de una cabeza cortante en el extremo
de un eje que penetra en el suelo mientras gira. El lubricante (necesario para refrigerar
la cabeza cortante) eleva el residuo desde la cabeza cortante hasta la parte superior del
sondeo formado y expele el material a nivel del suelo, con el consiguiente riesgo de con-
taminacion. Esta técnica es particularmente util para la toma de muestras utilizando sélo
técnicas apropiadas a mayor profundidad.

7.3.2.3 Barrena mecanica

Un motor hace girar la barrena con una gran fuerza descendente. La cabeza cortante
consta de una o mas espirales a 360°, habitualmente con una pequefia separacién para
prevenir que el suelo caiga fuera de la barrena cuando se extrae del sondeo. El método
para hacer el sondeo es introducir la cabeza cortante, aproximadamente 1 m en el suelo,
retirar la cabeza del orificio y separar los residuos. Este proceso se repite hasta que se al-
canza la profundidad requerida.
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7.3.3 Sondas y dispositivos de toma de muestra controlados

Estos sistemas consisten en un tubo hueco con o sin un cono director, o una barra
solida que se introduce en el suelo, utilizando energia hidraulica o fuerza mecanica. Se
utilizan habitualmente para recoger muestras a diferentes profundidades, y poder pe-
netrar rapidamente hasta la profundidad donde ha de tomarse la muestra o en aquellos
casos en que se necesite obtener un cilindro continuo (muestra inalterada).

Pueden utilizarse sondas y equipos para la toma de muestra denominados de ventana,
continuos o las conocidas sondas controladas.

7.3.4 Excavaciones (pozos de ensayo)

Esta es una técnica ampliamente utilizada para la toma de muestras en emplazamientos
donde se realizan estudios de seguimiento de los niveles de contaminacion. Las ventajas
de este método son entre otras: su aplicabilidad bajo un amplio rango de condiciones del
suelo, la oportunidad de realizar una observacion proxima de los estratos y la velocidad
con la que puede realizarse el trabajo.

Para excavar pozos de ensayo de hasta unos 2 m por excavacion manual, pueden utili-
zarse palas mecanicas, picos y horquillas, y si solamente se necesita un nimero pequeno de
estas excavaciones, ésta puede ser la técnica mas sencilla para la toma de muestras. El pozo
de ensayo deberia tener una superficie plana de aproximadamente 1 m x 1 m para permitir
una facil recogida del suelo o de las muestras, y para la grabacion del perfil del suelo.

7.4 REQUISITOS PARA REALIZAR LA TOMA DE MUESTRA

Dado que el objetivo final del proceso de toma de muestra es la obtencion de muestras
representativas de microorganismos en matriz solida (suelo o sedimento), que pudieran
ser inocuos o patogenos, resulta fundamental la elaboraciéon de un plan de muestreo y
toma de muestra donde se definan los emplazamientos.

Si las condiciones de seguridad lo permiten, y de conocerse los focos de emision, la
ubicacion de los emplazamientos de toma de muestra deberan situarse lo mas préximo
posible a dichos focos de emision. En caso de no disponer de informacion, respecto al
episodio ambiental, la ubicacion de los emplazamientos de toma de muestra respondera a
obtener la mayor representatividad de la zona de estudio.

El aspecto mas relevante a considerar a la hora de realizar una toma de muestra de
suelo o sedimento radica en la planificacion del muestreo, en el estudio de la zona afec-
tada, su historico, identificacion de zonas sensibles, conocimiento del nivel freatico y
existencia de pozos de agua subterraneos, asi como de las caracteristicas fisico quimicas
de la matriz de la que vamos a tomar la muestra en el contexto de estudio y asociado al
comportamiento del microorganismo a identificar. Una inadecuada seleccion de los pun-
tos o sitios para realizar la toma puede conllevar la obtencion de falsos negativos en los
analisis posteriores.

En condiciones normales, los puntos identificados para la toma de muestra deben po-
seer unas caracteristicas representativas, teniendo en cuenta también las variaciones espa-
ciales (verticales u horizontales) y temporales. Se deberan evitar influencias que pudieran
modificar el resultado de la medicion.
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Cuando el terreno esta contaminado con microorganismos potencialmente peligrosos
para la salud humana, puede ser necesario realizar un estudio como parte de la evaluacion
de peligro y/o riesgo, es decir, para determinar la naturaleza y alcance de la contamina-
cion, para identificar los peligros asociados a la exposicion, para identificar los blancos
potenciales y vias de exposicion, y para evaluar los riesgos relativos al uso actual y futuro
del emplazamiento y terrenos vecinos.

Teniendo en cuenta que algunas muestras pueden permanecer almacenadas durante
largos periodos de tiempo, es necesario tener un plan para mantener documentada toda
su informacion relacionada, asi como para mantener la cadena de custodia.

En caso de existir una emergencia biolégica causada por uno o varios agentes alta-
mente patéogenos, debera analizarse toda informacion disponible sobre la zona afectada,
asi como de la naturaleza de la amenaza bioldgica. En el contexto de la alerta, dada la
presunta naturaleza altamente patégena de los microorganismos susceptibles de encon-
trarse presentes en la matriz sélida (suelo o sedimento), nuestra toma de muestras sera
siempre de tipo puntual. Deberian desarrollarse las estrategias de muestreo en base a los
emplazamientos especificos.

Finalizada la emergencia biol6gica por agente altamente patégeno, se procedera a la
evaluacion temporal de la calidad del suelo para este patégeno en el dominio de estudio.

7.5 EQUIPAMIENTO DE TOMA DE MUESTRA

7.5.1 Barrenas Auger

Las barrenas Auger generalmente consisten en una cabeza barrenada tubular con cu-
chillas, un tubo extensor y un agarrador en forma de “T” (Figura 6).

Figura 6 - Dispositivo completo y montado de barrena tipo Auger

Adaptado de: AMS - The world’s finest sampling equipment. http://www.ams-samplers.com/

El Auger se rota girando el asa en forma de “T” hasta que la barrena esta llena. Se re-
cupera el dispositivo, se vacia la barrena y se repite el proceso para tomar mas muestra
hasta que sea suficiente.
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Generalmente las barrenas Auger estan disponibles en acero inoxidable y existen los
tipos que se listan a continuacion:

Normal: Se utiliza para suelo y residuos comunes ademas de para crear un orificio
inicial a partir del cual se puedan tomar muestras inalteradas a una profundidad
determinada (Figura 7a).

Arena: Disefiada para su uso en suelos arenosos y extremadamente secos. El cabe-
zal esta especialmente creado para retener arena dispersa (Figura 7b).

Barro: Se trata de un cilindro abierto para facilitar una facil extraccion de muestras
pesadas, de suelo humedo o arcillas. Las piezas cortantes estin mas separadas de
lo normal que en los Auger normales para facilitar la entrada de suelos pegajosos
(Figura 7¢).

Plana: Se emplea para retirar material disperso de la superficie de un agujero pre-
viamente realizado con otro cabezal Auger de forma previa a una toma de muestra
en profundidad. También puede emplearse para recuperar materiales s6lidos de la
base de tanques (Figura 7d).

Holandesa: Esta disefiada para tomar muestra en suelos con abundante presencia
de raices, elevada presencia fibrosa o zonas pantanosas (Figura 7e).

Figura 7 - Tipos de cabezales para barrenas Auger

(a) (b) (©) (d) (e)
Regular Sand Mud Planer Dutch

Adaptado de: D 6907 — 05 Standard Practice for Sampling Soils and Contaminated Media with Hand-Operated Bucket Augers

Estos equipos presentan la toma de muestra de suelos las siguientes:

Ventajas: Bajo coste, rapida disponibilidad, facil manejo, operable por una o dos perso-
nas, disponible en distintas versiones para adaptarse a distintos tipos de suelos, abundante
cantidad de muestra tomada, obtencion de una muestra cilindrica representativa.

Desventajas: Las muestras de profundidades menores pueden estar contaminadas, las
muestras suelen estar alteradas siendo dificil elaborar un perfil de suelo exacto, general-
mente la toma de muestra se restringe a 1-2 metros, la extraccion de las muestras de las
barrenas cerradas es incomoda, la toma de muestra bajo el agua es dificil.
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7.5.2 Barrenas tipo Core

Este tipo de barrenas permiten realizar tomas de muestra subsuperficiales relativa-
mente inalteradas de suelos a partir de perforaciones previamente realizadas con barrenas
Auger. Se realiza por aplicacion de presion mediante impacto sobre la barrena a la pro-
fundidad deseada, de forma que la muestra de suelo rellena completamente el interior de
la barrena (generalmente ocupado por un cilindro vacio que es posible cerrar hermética-
mente mediante dos tapones ubicados a cada lado).

Figura 8. Barrena tipo Core

Adaptado de: AMS - The world’s finest sampling equipment. http://www.ams-samplers.com/

7.5.3 Cajas de Kubiena

Un método fiable y ampliamente normalizado para obtener muestras de suelo que
estén lo menos alteradas posibles es el uso de cajas o marcos Kubiena. Estos consisten en
un pequefio marco metalico rectangular (de latén, aluminio, acero estanado o galvaniza-
do) (figura 9) con dos tapas, superior e inferior, para proteger la muestra. En un angulo
del marco hay una pestana que lo mantiene cerrado, levantindola, el marco se abre y
puede sacarse la muestra con facilidad sin danarla. El marco puede ser tan grande como
lo requiera el estudio en cuestion, sin embargo, para la mayoria de los trabajos rutinarios
bastan cajas de 4 x 6 x 8 cm.

Figura 9. Caja Kubiena para la toma de muestras orientadas e inalteradas

J Acero galvanizado

Cinta elastica

Adaptado de: Muestreo y Descripcién de Suelos. J.M. Hodgson. Editorial Reverté, 1987
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Las cajas Kubiena no son apropiadas para horizontes muy duros, los cuales deben
muestrearse con un martillo o cuchillo, teniendo cuidado de indicar la orientaciéon en cada
muestra antes de guardarla en la bolsa de plastico convenientemente etiquetada.

7.5.4 Draga de tijera para sedimentos (tipo van Veenhapper)

El sistema consiste en dos cubetas (recipientes de acero inoxidable o galvanizado de
capacidad variable entre 0,5 litros y 25 litros) mutuamente articuladas y con agujeros de
drenaje para permitir la evacuacion de agua que se cierran para llevar a cabo la toma de
muestra del sedimento superficial, que queda retenido dentro de las cubetas cerradas
(figura 10). Su funcionamiento se basa en la liberacion de un bloqueo (generalmente me-
diante gravedad) cuando se ha alcanzado la capa sedimentaria permitiendo que las cube-
tas se cierren. Los modelos pequenos pueden ser operados manualmente sin necesidad de
un cabrestante.

Figura 10. Draga de tijera para sedimentos (tipo van Veenhapper)

Adaptado de: ISO 5667-12:1995

7.6 OTROS MATERIALES
- Contenedores de almacenaje/transporte
- Neveras portatiles y acumuladores de frio
- Marcadores, rotuladores, etiquetas
- Guantes estériles
- Mapas, lista de puntos de muestreo, hojas de muestreo

- Formatos de revision del sitio de medicion, plan de medicion y hoja de toma de
muestra

- Botas de agua (de seguridad)
- Llaves inglesas, alicates, destornilladores, cuter

- Bolsas de cierre hermético o contenedores herméticos de residuos
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7.7 REALIZACION DE LA TOMA DE MUESTRA

7.7.1 Aspectos generales

El proceso consta de dos etapas separadas:

7.7.1.1 Acceso

Al punto de toma de muestra (retirada de la cubierta o capa de sellado, excavacion o
perforacion de un orificio para alcanzar la profundidad deseada de toma de muestra).

7.7.1.2 Toma de muestra de suvelo

Cuando se pretenda realizar toma de mas de una muestra consecutiva, se debera des-
infectar la barrena Auger o la caja Kubiena y cualquier otro tipo de instrumento o material
que haya estado en contacto con la muestra o bien tener disponibles varios cabezales
esterilizados.

Dado que la toma de muestra se realiza para posteriores estudios microbiol6gicos, se
recomienda que, siempre que sea posible, ésta se haga sobre suelos con un contenido de
agua no demasiado elevado, de forma que posteriormente sea posible el tamizado de su
contenido en el laboratorio.

Previamente a la toma de muestra y siempre que el objetivo no sea tomar una
muestra superficial, se deberan haber quitado los primeros centimetros de material
superficial tipo ramas, arena o piedrecitas en un radio de aproximadamente 15 cm en
el punto de toma de muestra. Para proceder con la toma de muestra, se recomienda
comenzar a barrenar rotando el agarrador en “T” mientras se presiona el Auger con-
tra el suelo. En un contexto normal, se pueden desechar los primeros centimetros
(depositandolos en una bolsa dispuesta a tal efecto, nunca sobre el suelo para evitar
problemas de contaminacion). En un contexto de emergencia, las muestras incluiran la
totalidad del material tomado.

La cantidad de muestra de suelo o sedimento necesaria para estudios biologicos,
depende considerablemente de los fines del estudio. La cantidad dependera de las de-
terminaciones a realizar en el laboratorio, y puede ser dificil de calcular. Es por ello
que, a no ser que el material sea muy costoso o la probabilidad de tener que reanalizar
sea muy baja, se recomienda almacenar suficiente material para poder realizar al menos
cinco identificaciones del microorganismo que requiera una mayor cantidad de muestra.

Por dltimo, una vez tomada la muestra, se recomienda rellenar el orificio con material
limpio tipo bentonita, cemento o substrato circundante de acuerdo a la normativa vigente
aplicable.
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7.7.1.2.1 Toma de muestra de suelos superficiales

Dado que para analisis microbiolégicos es necesario tomar muestras de suelo inalteradas,
deberemos emplear el marco Kubiena. Para ello, se pule con un cuchillo una superficie bien
lisa alrededor del punto escogido para obtener la muestra. Se saca una de las tapas y se intro-
duce el marco en el suelo por la cara abierta, presionando con suavidad sobre la superficie del
perfil. A continuacion, con un cuchillo afilado, se corta y separa el suelo alrededor del marco
de manera que éste vaya penetrando deslizindose sobre los bordes de la muestra, producien-
do siempre la minima compresion posible. En condiciones ideales, la caja no deberia forzarse
al penetrar en el suelo. Por fin, la caja se presiona levemente hasta introducirla en todo su
espesor y se saca excavando cuidadosamente con cuchillo y paleta. A continuacion, la mues-
tra se corta nivelandola con el marco, se colocan las tapas y se cierra con bandas elasticas o
cintas adhesivas resistentes al agua. La orientacion de la muestra debe senalarse en el marco
con cuidado y sin ambigiiedad, para ello se utiliza un marcado resistente al agua, con el que
se indican también los nimeros del perfil, del horizonte y la profundidad.

Si no es posible emplear la caja Kubiena, emplearemos las barrenas Auger con el maxi-
mo cuidado para obtener una muestra lo mas inalterada posible. Para ello, se llevara el
Auger a la profundidad deseada y una vez se haya tomado la muestra se depositaran los
cortes realizados en el contenedor adecuado para su posterior procesamiento.

7.7.1.2.2 Toma de muestra de suelos subsuperficiales

Si lo que se necesitan son muestras subsuperficiales inalteradas debe emplearse
en primer lugar una barrena Auger plana (Figura 7d) para limpiar y nivelar la base del
orificio. A continuacion, cambiaremos la barrena Auger por una de tipo Core (Figura
8) y la introduciremos sin tocar las paredes hasta la base del orificio, forzando gra-
dualmente a partir de aqui hasta que se complete la toma de muestra. Posteriormente,
se extrae el dispositivo de toma de muestra, se extruye la misma y se descartan los
primeros 2,5 cm, pues se tratara de material tomado previamente a haber alcanzado la
profundidad requerida.

Si no es posible emplear una barrena tipo Core, de nuevo se empleara las barrenas
Auger con el maximo cuidado para obtener una muestra lo mas inalterada posible.
Lo que haremos sera introducir el Auger hasta la parte superior del intervalo de pro-
fundidad deseada vy retirar cuidadosamente ese cabezal. A continuacion, introducir un
cabezal limpio y rotarlo para tomar la muestra. Una vez tomada, se retira con mucha
precaucion para evitar contaminaciéon de la muestra con material de las paredes del
orificio realizado y se deposita en el contenedor que tendremos preparado a tal efecto.
Si se toma la muestra de una vez directamente con un solo cabezal Auger, se debe des-
echar la parte superficial de la misma hasta la profundidad deseada, pues contendra
material superficial que no es objeto del estudio.

7.7.1.2.3 Toma de muestra de suelos a profundidades moderadas en suelos inestables

Para la obtencion de muestras a profundidades moderadas en suelos inestables, se
recomienda reforzar las paredes del orificio con una carcasa. De este modo se evitara que
este colapse antes de continuar tomando muestra. El diametro interior de la carcasa tendra
que ser ligeramente superior al del cabezal Auger.
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7.7.1.2.4 Toma de muestra de suelos en profundidad

Si es necesario tomar muestras a mayor profundidad, se deberian utilizar equipos me-
canicos para la toma de muestras.

7.7.1.3 Toma de muestra de sedimentos
7.7.1.3.1 Toma de muestra de sedimentos en una masa de agua desde una embarcacién o puente

La draga debera estar bloqueada de forma que las cubetas estén en posicion abier-
ta. Entonces se hace descender en el agua por medio de un pescante y el cabrestante, o
manualmente en funcion de su tamano. El dispositivo de bloqueo se libera al entrar en
contacto con la superficie sedimentaria. Las mandibulas se cierran y levantan mientras el
material de la muestra se recoge en las cubetas. Una vez se ha hecho ascender la draga
a la superficie, se coloca en una bandeja de recepcion en la cubierta para trasvasarla al
recipiente de almacenaje y transporte.

7.7.1.3.2 Toma de muestra de sedimentos en una masa de agua desde la orilla

Preferiblemente, el tomador de la muestra se ubicara en una base firme y sin entrar
en contacto directo con el agua y los sedimentos subyacentes. Si no es posible, se toma-
ra avanzando la minima distancia necesaria hacia el interior de la masa de agua desde la
orilla procurando alterar lo menos posible el medio. Debe emplearse una barrena de tipo
Core (Figura 8) que introduciremos accionando el martillo que sustituye en estos casos
al brazo en forma de T (Figura 8), forzando gradualmente a partir de aqui hasta que se
complete la toma de muestra.

7.8 CONSIDERACIONES ESPECIFICAS POSTERIORES A LA TOMA DE MUESTRA

En este apartado se muestran Unicamente aquellas especificidades que aplican a las
muestras de suelo y sedimento y que las diferencian del capitulo 3, de generalidades.

7.8.1 Tiempo, condiciones de conservacién y transporte de las muestras

Desde la finalizacion de la toma de muestra de suelo o sedimento para la determi-
nacion de microorganismos hasta su analisis en laboratorio, se debera hacer todo lo
posible para:

- Evitar la contaminacion de la muestra

- Reducir al minimo cualquier cambio quimico, fisico o biol6gico de la muestra en
cuestion

Las condiciones fisico-quimicas que tengan lugar durante el almacenamiento pue-
den inducir cambios en las propiedades del suelo o sedimento, por lo que es muy
importante mantenerlas bajo control. Es altamente recomendable consultar con el la-
boratorio de analisis previamente todo lo relativo a estas condiciones para evitar pro-
blemas analiticos posteriores. Entre otras alteraciones, se puede modificar el contenido
en agua, la actividad biolégica, puede tener lugar la evaporacién o precipitacion de
sustancias volatiles y pueden darse reacciones quimicas con la atmoésfera y con el pro-
pio recipiente donde la muestra se encuentre.
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Respecto al tiempo, el periodo transcurrido desde la toma de muestra hasta el analisis
deberia ser lo mas corto posible, y debe reflejarse en los informes de laboratorio. La mayor
parte de los procedimientos analiticos utilizados en el laboratorio de microbiologia reco-
miendan que las muestras se envien al laboratorio inmediatamente después del muestreo.
Deberian evitarse la vibracion u otros danos a las muestras no alteradas a fin de mantener
la estructura original durante el transporte.

Si no existiese alerta sanitaria y se quisieran conservar las condiciones aerobias
de un suelo, las muestras deberian ser transportadas y conservadas de forma que se
minimizasen los cambios en el contenido de agua del suelo. Para ello deberian man-
tenerse en la oscuridad (los constituyentes de suelo sensibles a la luz requieren un
almacenaje en la oscuridad, o al menos en recipientes que absorban la luz) a (4 + 2)
°C vy, cuando fuese posible y no supusiese a un riesgo, con libre acceso de aire. Se
considera adecuado un tipo de recipiente que permita dicho acceso, como una bolsa
de plastico semiabierta (ligeramente atada). Deberia tenerse cuidado para que el sue-
lo no se almacene en cantidades que permitan la compactacion fisica, la rotura de las
bolsas o la existencia de condiciones anaerobias en el fondo de los recipientes (las
bolsas no deben apilarse unas encima de otras de forma que se compacte el material
en ellas contenido o se interrumpa el acceso de aire). Las muestras de suelo deberian
procesarse antes de su conservacion, con objeto de asegurar unas condiciones aero-
bias estables.

Excepto aquellas muestras destinadas a anailisis de ADN o ARN, es esencial que los
suelos no se sometan a congelacion, desecacion o encharcamiento durante su conserva-
cion. Para analisis de ADN, las muestras deben congelarse a (- 20 £ 5 °C) (si no se tratan
inmediatamente). Para analisis de ARN, las muestras deberian congelarse a (- 80 = 5 °C).
Si es necesario almacenar las muestras de suelo durante periodos mayores (> 3 meses)
puede ser apropiada la congelacion de las muestras a (- 20 + 5 °C), (- 80 = 5 °C) o (- 180
+ 5 °C) aunque, generalmente, no se recomienda. Para un ndmero de suelos de climas
templados, se ha visto que el almacenamiento a (- 20 + 5 °C) hasta 12 meses no inhibe la
actividad microbiana.

Es preferible utilizar los suelos tan pronto como sea posible después de haber realiza-
do la toma. Cualquier retraso debido al transporte deberia minimizarse. Si el almacenaje es
inevitable, éste no deberia exceder de 3 meses, a menos que haya evidencia de actividad
microbiana continuada.

En caso de que no se pretenda mantener la aerobiosis en nuestra muestra, los recipien-
tes que contienen las muestras deberian protegerse y sellarse de tal forma que las mues-
tras no se deterioren o se pierda parte de su contenido durante el transporte. El embalaje
deberia proteger los recipientes de una posible contaminacion externa, particularmente
cerca de la boca y no deberia ser él mismo una fuente de contaminacion.
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7.8.1.2 Recipientes de transporte

La eleccion y preparacion de los recipientes, puede ser de una gran importancia. Los
problemas que se encuentran con gran frecuencia son:

adsorcion en las paredes de los recipientes

limpieza inapropiada, lo que da lugar a la contaminacion del recipiente antes del
muestreo

contaminacion de la muestra por el material del que esta hecho el recipiente

reaccion entre los constituyentes de la muestra y el recipiente

El propésito del recipiente es proteger la muestra de las pérdidas por adsorcion, vola-
tilizacion o contaminacion por substancias extranas.

Otros factores que pueden considerarse en la seleccion del recipiente utilizado para
recoger y almacenar la muestra, comprenden:

resistencia a las temperaturas extremas

resistencia a la rotura

impermeabilidad al agua y gases

facilidad para la reapertura

- tamano, forma y masa

- disponibilidad

- posibilidad de limpieza y reutilizacion

Ademas, los recipientes deben ser cuidadosamente elegidos respecto a su material de
construccion, tipo de cerramiento y dimensiones. Otras funciones que deben ser validadas
son la proteccion que ofrecen frente a una posible contaminacion o la capacidad de man-
tener la muestra protegida de la luz o el aire.

7.9 PROTECCION AMBIENTAL

El material expuesto en la superficie puede representar un peligro para el ambiente a
causa de la liberacion de olores, humos, polvo, liquidos contaminantes o agua contamina-
da. Por ejemplo, a las corrientes, lagunas o terreno adyacente pueden llegar polvo o agua
contaminada. Esto puede ser dificil de controlar, y puede solamente minimizarse trabajan-
do cuidadosamente. Esto es igualmente importante al término del estudio; el relleno de
los pozos de exploracion y la limpieza del emplazamiento después del estudio deberian
asegurar que no se produzca tal exposicion.

Cuando estos residuos provienen de taladros o sondeos, la cantidad probablemente
sera pequena y su deposito en el exterior del emplazamiento no creara ningin problema.
Tales residuos deberian recogerse juntos y depositarse, al final del estudio, en un sitio
adecuado.

Si se alcanza la capa freatica, los pozos de exploracion se llenaran con agua que puede es-
tar contaminada o cubierta con fluidos no acuosos tales como aceites. En estas circunstancias,
se debe poner especial cuidado en el relleno a fin de prevenir el escape o dispersion de los li-
quidos contaminantes sobre la superficie del emplazamiento o sobre el suelo no contaminado.
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Si se instalan sondeos o excavaciones que penetren en los estratos impermeables, por
ejemplo arcilla, pueden formarse nuevas vias que dan lugar a un aumento de la dispersion
de la contaminacion. En estas situaciones, deberia evitarse que las excavaciones perforen
el estrato protector impermeable. En los sondeos, es posible perforar hasta el estrato im-
permeable e insertar un tapén de proteccion de bentonita o material similar a través del
cual es posible practicar, a mayor profundidad, un sondeo de menor diametro. De esta
manera se forma un sellado que previene la dispersion de la contaminacion.

Puede también producirse un aumento de la dispersion cuando la contaminacion esta
presente debajo de una capa relativamente impermeable, tal como material sintético o un
pavimento duro de hormigon. Si esta capa se rompe y la capa impermeable no se reem-
plaza, la creciente penetracion resultante del agua de lluvia puede dar lugar a una mayor
percolacion y dispersion de la contaminacion en el suelo y en el agua subterranea. En
tales circunstancias, deberia restablecer en el sondeo o excavacién una capa protectora
adecuada de baja permeabilidad y espesor apropiado. También en tales circunstancias, de-
bido al posible asentamiento de los pozos de exploracion rellenados, deberia incorporarse
en cuenta en las especificaciones del estudio, un periodo de mantenimiento a fin de que
puedan corregirse los posibles efectos de cualquier asentamiento.

Procedimiento para la toma de muestra de suelo
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8. REQUISITOS DE CALIDAD SEGUN NORMA UNE-EN ISO/
IEC 17025:2005 PARA LA IMPLANTACION DE UN SISTEMA
DE CALIDAD PARA LA TOMA DE MUESTRAS DE AGENTES
PATOGENOS EN MATRICES AMBIENTALES

Dr. Francisco Javier Sénchez fﬁigo; Diia. Gema Diaz Lépez; D. Miguel Ange/ Lucena lozano
8.1 IDENTIDAD LEGAL Y ORGANIZACION

8.1.1 Identidad legal de la organizacién

El centro debera contar con identidad legal definida y debera definir sus campos de
actividad.

8.1.2 Organizacion

Dentro de la organizacion se encuentran definidos los siguientes puestos en relacion
con el Sistema de Gestion de la Calidad:

I. DIRECTOR/A DE CENTRO
II. RESPONSABLE DE LA UNIDAD DE GESTION DE CALIDAD
III. RESPONSABLE TECNICO

Estos tres puestos se configuran como personal clave para el Sistema de Calidad. Fl
centro definira todos los demas puestos necesarios para el desempeno de su actividad.

Descripcion general de los puestos:

I. DIRECTOR/A DE CENTRO

Es la maxima autoridad ejecutiva del Centro y entre sus funciones cabe destacar las
siguientes:

- Asistir a las reuniones de revision del Sistema de la Calidad.

- Revisar la elaboracion del Manual de Calidad.

- Decidir sobre la emision/actualizacion de los POG.

- Aprobar los POG.

- Designar a los RT.

- Proponer las contrataciones que estime necesarias a sus superiores jerarquicos.
- Aprobar los planes y programas de formacion tanto Técnicos como de Calidad.

- Establecer, negociar y documentar los acuerdos de cooperacién con los clientes y
conservar las copias de los registros de dichas cooperaciones.
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Establecer, negociar y documentar los acuerdos de cooperaciéon con laboratorios
externos con organismos de Normalizacion y Certificacion y con Entidades de
Inspeccion.

Coordinacion técnica externa del Centro o designacion de la persona responsable
en cada caso.

Fijar, junto con el JGC, la periodicidad de las auditorias.

Revisar, aprobar y firmar las propuestas de compra de equipos y materiales que
crea convenientes.

Gestionar su parte en las reclamaciones de los clientes segin procedimiento
establecido

Asegurar el archivo de los registros generados en las subcontrataciones y cooperaciones.

I1. JEFE DE GARANTIA DE CALIDAD DE CENTRO (JGC)

Es el responsable de la implantacion de los Sistemas de Calidad en el Centro, y de la
supervision de dicha implantacion. Sus funciones son basicamente, aunque no en exclusi-
va, las siguientes:

Supervisar la implantacion del Sistema de la Calidad, y controlar su eficacia median-
te su participacion en la Revision del Sistema de la Calidad.

Participar con el Responsable de la Unidad de Gestion de la Calidad en la elaboracion
del Manual de la Calidad y los Procedimientos Operativos de Centro, cuando aplique.

Promover la implantacion de Sistemas de Calidad distintos al implantado cuando se
consideren adecuados a las necesidades detectadas por el Centro.

Prestar soporte técnico a las actividades de ensayo, para el cumplimiento de re-
quisitos de acuerdo al Sistema de Calidad. Colaborar en tareas de validacion, esti-
macion de la incertidumbre, desarrollo de métodos de ensayo y de calibracién de
equipos, con los distintos Responsables Técnicos y Unidades de Laboratorio.

La designacion del Jefe de Garantia de Calidad es funcion y responsabilidad del
Director/a del centro. En su ausencia, el Jefe de Garantia de Calidad sera sustituido por el
Director de Centro.

I1I. RESPONSABLE TECNICO (RT)

El Responsable Técnico (RT) es el responsable maximo de los resultados analiticos y
competencia técnica de las personas que intervienen en el ensayo.

Realizara, entre otras, las siguientes funciones:

- Participar en la revision del Sistema de la Calidad.

- Asegurar la existencia y ejecucion del plan y programa de calibracion, verificacion y

mantenimiento de equipos.

- Asegurar la existencia y ejecucion del plan de formacion y programa de cualificacion

del personal a su cargo.
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- Asegurar el cumplimiento de los requisitos que establezca el sistema de calidad para
los equipos a su cargo: inventario, identificacion, designacion de responsables, man-
tenimiento, calibracion, anomalias, etc.

- Asegurarse de la emision/actualizacion de los PNT especificamente vinculados a su
cargo, asi como de su aprobacion final para posteriormente ser distribuidos por el
JGC.

- Asegurarse de la revision de la documentacion externa que se vaya a incluir en el
Sistema de Calidad y de su aprobacion y control, que garantice que siempre se utiliza
la dltima edicion valida en el caso de que se trate de las normas de ensayo.

- Llevar a cabo la elaboracion o revision de los Procedimientos Operativos Generales,
cuando su experiencia técnica lo recomiende.

- Asegurar la trazabilidad de las medidas con respecto a patrones nacionales o inter-
nacionales, hasta donde sea aplicable y posible.

- Evaluar las propuestas de no conformidad, y en caso de aceptacion, decidir sobre las
acciones correctivas a seguir.

- Asegurar la evaluacion, revision, registro y control de los Trabajos No Conformes en
su ambito de responsabilidad

- Revisar la implantaciéon y adecuacion de las acciones correctivas y preventivas que
le atanan.

Responsabilizarse de la elaboracion y firma de los informes finales de ensayo.

Responsabilizarse de la evaluacion de la calidad de los ensayos.

Responsabilizarse de la validacion de ensayos.

Conocer las funciones y responsabilidades del personal a su cargo, y asegurarse de
su cumplimiento.

Gestionar técnicamente las reparaciones y sustituciones de los equipos a su cargo.

Realizar las gestiones oportunas para asegurar que las condiciones ambientales que
afectan tanto a los ensayos como al personal a su cargo sean las adecuadas.

La designacion del RT es funcion y responsabilidad del Director del Centro. Esta de-
signacion se produce mediante la autorizacion a ciertas personas que por su formacion y
experiencia puedan ser RT.

SISTEMATICA PARA LA DELEGACION DE FUNCIONES EN CASO DE AUSENCIA

Las funciones asignadas a cada puesto seran delegadas, en caso de ausencia. La sis-
tematica para la delegacion de funciones estara definida. Especificamente, estara definido
el sistema de delegaciones por ausencia en los puestos de Director, Jefe de Garantia de
Calidad y Responsable Técnico.
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8.2 CONFIDENCIALIDAD Y SALVAGUARDIA DE LA TOMA DE MUESTRA

ID Ninguno de los laboratorios que realizan actividades amparadas por este Plan de
Calidad realizara ninguna que puedan comprometer su independencia en la tarea
a realizar, garantizando su actuacion como laboratorios libres de intereses distin-
tos a su buen quehacer técnico.

II) El personal que presta servicios en actividades amparadas por este Plan de Ca-
lidad no ejercera actividades de caracter laboral, industrial, comercial, etc., con
organizaciones que pudieran tener influencia sobre el resultado de su actuacion.

III) Toda informacion recibida, relativa a las actividades amparadas por este Plan
de Calidad, independientemente del caracter que tenga (documental, verbal, del
equipamiento, etc.), sera tratada como confidencial.

IV) Se dispondra de politicas y procedimientos que aseguren la proteccion de la in-
formacion confidencial, asi como de procedimientos para proteger el almacena-
miento y la transmisién electronica de los resultados.

V) El acceso tanto a la informacién como a las dependencias del laboratorio (si las
hubiere) sera restringido al personal autorizado.

VD) Los ensayos/estudios se realizaran conforme a procedimientos/documentos escritos.

VIID) No se aceptaran ensayos cuya viabilidad o resultados previsibles puedan poner en
peligro la integridad e independencia de juicio de los laboratorios.

El personal que desarrolle actividades amparadas por este Plan de Calidad debera fir-
mar un modelo de salvaguardia como el definido en el ANEXO 1, comprometiéndose por
esta firma al cumplimiento de los puntos en él definidos.

8.3 CONTROL DE DOCUMENTOS

El término “procedimiento” utilizado en este documento hace referencia, indistinta-
mente, a: Procedimientos Operativos Generales (POG), Procedimientos Normalizados de
Trabajo (PNT) y Planes de Calidad (PO).

Los procedimientos pueden hacer referencia a otros documentos concretos, indicando
los apartados, pero no repitiendo su contenido.

Se emitiran tantos procedimientos como sean necesarios a fin de cubrir las distintas
actividades desarrolladas por el Centro.

Los formatos que emanan de los documentos del Sistema de Gestion se recogeran
como Anexos de los documentos. Los documentos y los formatos se encontraran, por tan-
to, en la misma edicion.
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La responsabilidad de las diferentes actividades relacionadas con la elaboracion y
gestion de los documentos internos se describe a continuacion:

Tabla 5. Cuadro de responsabilidades de gestion de documentos del sistema de la calidad

TIPO DE SISTEMA

TIPO DE
DOCUMENTO

ACTIVIDAD

DOCUMENTOS

DOCUMENTOS GENERALES

MDC

POG

DOCUMENTOS PARTICULARES

PNT,
INSTRUCCIONES

PC

PROPUESTA DE Personal del Personal del Personal del Personal del

ELABORACION/ | Centro al JGCy | Centro al JGCy Centro al RT Centro al RT

MODIFICACION éste al DC éste al DC

DECISION DE DC DC RT RT

ELABORACION/

MODIFICACION

ELABORACION/ DC/JGC DC/JGC/ Persona Persona

MODIFICACION Persona designada por designada por
designada por €l el RT el RT

REVISION DC DC/JGC RT (1) o Persona | RT (1) o Persona

designada (2) designada (2)

APROBACION DC DC RT RT/DC

ASIGNACION JGC JGC JGC JGC

DE CODIGO

DISTRIBUCION JGC JGC JGC JGC

Y CONTROL

DIFUSION JGC, RT JGC, RT RT RT

ARCHIVO JGC JGC JGC JGC

(1) Segun corresponda con el édmbito de aplicacién del PNT/Instruccidn

(2) Persona designada por el responsable correspondiente de la decisién de elaboracién/modificacién del PNT/Formato

8.3.1 Actividades para los Documentos de Elaboracién Interna

Las actividades a realizar tanto para la emisién como para la actualizaciéon de los do-
cumentos de Elaboracion Interna del Sistema de la Calidad son:

a) Propuesta de Elaboracion / modificacion: Podra ser realizada por cualquier per-
sona involucrada en el Sistema de la Calidad. Cuando la propuesta parta de una
persona distinta a la definida en el cuadro de responsabilidades, le sera comu-
nicado esto a la persona sefialada en el cuadro, por escrito, a través de su RT, si
lo hubiere. El receptor de la propuesta la hara llegar al responsable de adoptar

la decision.
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b) Decision de Elaboracion / modificacion: Correspondera a la persona que ocupe
el puesto que se indica en el Cuadro de Responsabilidades. El responsable de la
decision de Elaboracion / modificacion de un documento (que a su vez, coincide
con el responsable de su aprobacion), es también el responsable de la puesta en
circulacion de dicho documento

¢) Elaboracion / modificacion: Consiste en la preparacion del borrador del documen-
to y sus formatos. Independientemente de las personas que hayan colaborado, se
responsabilizara de la misma la persona que ocupe el puesto definido en el Cuadro
de Responsabilidades, firmando y fechando el documento.

En el caso de varios elaboradores, se considerara como elaborador responsable de
un documento al elaborador que figure en primer lugar. La estructura de cada tipo
de documento contemplado estara de acuerdo con los criterios establecidos en el
procedimiento correspondiente.

El responsable de la aprobacién del documento original designara al encargado de
llevar a cabo las modificaciones del mismo o sus formatos derivados.

d) Revision: Consiste en la comprobacion, por persona diferente a la que realizé el
documento o formato, de que éste es completo, adecuado y esta de acuerdo con los
requisitos establecidos en este plan de calidad y los documentos que lo desarrollan.
La persona que lleva a cabo esta actividad firmara, indicando nombre y fecha, en
el documento.

e) Aprobacion: Consiste en la ratificacion del documento y sus formatos, para su in-
clusion e implantacion dentro del centro.

f) Distribucion y Control: Se realiza de acuerdo con lo descrito en el apartado deno-
minado “Distribucién y Control” de este apartado.

g) Difusion: Consiste en dar a conocer el documento o formato a las personas que lo
tengan que aplicar. La difusion de un documento coincide con su distribucion escri-
ta hasta el nivel que permita el acceso a todo el personal que lo precise. No obstan-
te, se efectuara una difusion especifica, bien a toda persona que asi lo solicite por
considerarla necesaria para una mejor comprension del documento y su adecuada
aplicacion, o bien por estimarlo asi el Responsable de Calidad o el Responsable
Técnico.

Cuando sea solicitada difusion personalizada, se realizara de forma oral y/o por
escrito, y siempre que sea posible, convocando una reunién a la que asistan los
interesados, en la que se explique el contenido del documento y responsabilidades
que define.

Cuando la reunién no sea posible o alguna persona no pueda asistir se le informara
de donde se encuentra disponible una copia del documento, como difusién escrita,
para su estudio.

Esta difusion especifica se recogera en el correspondiente formato de registro de difu-
sion (formato correspondiente, ver ANEXO 2), en el que se refleje el titulo, codigo y
edicion del documento, las personas afectadas, la(s) fecha(s) de difusion y, en caso
de reunion, la duraciéon de la misma.

Estos registros seran conservados por el JGC.
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bh) Entrada en vigor: La fecha de entrada en vigor (fecha de edicion) de los documen-

tos coincidira con la fecha de edicion anotada en la portada del mismo.

i) Archivo: El archivo de documentos se realizara segun lo descrito en el apartado

“Archivo de documentos y su conservacion”.

El periodo de conservacion de los documentos y programas informaticos sera de al
menos 5 anos a partir del uso de una nueva edicion, revision; salvo especificacion
distinta establecida en otros reglamentos, normas o bien por imposicién contrac-
tual, siendo de aplicacion siempre el periodo mayor.

8.3.2 Elaboracién de documentos internos

8.3.2.1 Elaboracion del Manual de la Calidad

El Manual de Calidad es un documento de elaboracion interna, por lo que también
se aplicara, en las actividades relacionadas con €1, lo descrito en este apartado. Por otra
parte, es un documento Unico, de él emanan los demas documentos internos y tendra las
siguientes particularidades:

Elaboracion del Manual de Calidad: El Manual de Calidad estara estructurado en ca-
pitulos. Estos contemplaran los diferentes contenidos que aconsejan las Normas en cuyos
requisitos se basa el Sistema de Calidad y que estan referidas en la politica de calidad del
centro, pero no necesariamente la estructura sera idéntica.

Formato del MDC. Al ser el MDC un documento unico, su formato no necesita estar
estandarizado y sera el que se considere mas oportuno en cada edicion por el res-
ponsable correspondiente, pero constarda como minimo de:

- Portada

- Pagina de indice de capitulos

- Pagina de historico de modificaciones

- Paginas de los propios capitulos con el texto

En cada capitulo se resenara su indice, se describira el objeto y alcance del capitulo
y se expondra el resto del contenido estructurado en los apartados que convengan
a su finalidad.

Cada pagina estara identificada inequivocamente. Para ello, en cada una constara
el MDC, la edicion, el capitulo correspondiente, la pagina y el nimero total de
paginas.

Actualizacion del Manual de Calidad: Al ser considerado el MDC como un docu-
mento Unico, la actualizaciéon de algin capitulo implicara el cambio de edicion del
MDC.

Cada actualizacion, por tanto, exigira también la modificacion de la Portada, de la
pagina del Indice de capitulos y de la pagina del Histérico de Modificaciones.

Para la elaboracion de Procedimientos se seguirdn los siguientes apartados:
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8.3.2.2 Estructura de los Procedimientos
La estructura de cualquier Procedimiento estara constituida por:
- Una pagina inicial de Portada (segun formato definido en el ANEXO 3)

- En el formato se hara figurar el nombre y apellidos de la persona que firma y la
fecha de la misma en los apartados de Elaborado, Revisado y Aprobado. El respon-
sable de la aprobacion definira la fecha de entrada en vigor del documento (Fecha
de edicion). Las fechas se escribiran en nimeros arabigos separados por barras con
dos digitos para el dia, dos digitos para el mes y los dos digitos ultimos para el ano
en curso.

- Una segunda pagina (o mas si procede) de Historico de Modificaciones.

- El resto de las paginas del documento (en formato correspondiente, ver ANEXO 5),
encabezadas por un “Indice” en que se muestre la relacién de puntos tratados en el
propio Procedimiento.

Todas las paginas contendran:

- Titulo del procedimiento

- Codificacion del procedimiento

- Paginacién con numero total de paginas

- N° de edicion

8.3.2.3 Redaccién de los Procedimientos
Los procedimientos se redactan de acuerdo a los siguientes apartados:
1. Objeto
2. Alcance
3. Referencias
4. General
5. Descripcion
6. Anexos, si procede

En los anexos de este procedimiento se desarrollan estos apartados definiendo su
elaboraciéon segun sean de ensayo y calibracién o sean de otro tipo.

8.3.3 Identificacion de documentos

8.3.3.1 Identificacién de Procedimientos
Todos los procedimientos se identificaran mediante un titulo y un cédigo.
Titulo

El titulo sera lo mas breve y claro posible, permitiendo identificar inequivocamente
cada procedimiento de forma que no pueda confundirse con ningun otro.
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El titulo comenzara en todos los procedimientos utilizando las siglas: “POG, PNT, PC
(segun corresponda)........... para--------- “. Si es preciso figurara en el titulo el método de
toma de muestra utilizado, matrices a las que es aplicable, o cualquier otro aspecto que lo
distinga de otro procedimiento que trate del mismo tipo de determinacién o tarea.

Codigo
El laboratorio elaborara un sistema inequivoco de codificaciéon de documentos. No po-
dra repetirse ningin cédigo, salvo para las sucesivas ediciones de un mismo documento,

distinguiéndose en este caso por un numero que haga referencia a la edicion en la que el
documento se encuentra.

8.3.3.1.1 Identificacién de Documentos externos
En el caso de Documentos Externos se hara constar:
- La codificacion propia del documento
- La descripcion, nombre, titulo o contenido del mismo

- La fecha de edicion del documento o equivalente (fecha de publicacion, emision, n°
de revision, etc.)

- La entidad emisora
- El ambito de aplicacion
- Lugar y resena de su publicacion, si procede

- En caso de existir un nexo con otro documento, su procedencia

8.3.3.1.2 Identificacién de Formatos

El laboratorio elaborara un sistema inequivoco de codificaciéon de formatos. No podra
repetirse ningun co6digo, salvo para las sucesivas ediciones de un mismo formato, distin-
guiéndose en este caso por un nimero que haga referencia a la edicion a la que pertenece.

8.3.4 Actualizaciéon / modificacion de documentos

La actualizacion o modificaciéon de un procedimiento es el conjunto de actividades que
son necesarias hasta la aprobacion de una modificacion de un documento del Sistema de
la Calidad.

Los documentos del sistema de calidad y los formatos correspondientes se encuentran
en la misma edicion, por lo que cualquier modificacion del procedimiento o del formato
implica una nueva edicion del documento.

El nuevo documento se codificara como el anterior asignandole un nuevo nimero de
Edicién, correlativo con el que tuviese antes de su modificacion. Los cambios realizados y
su naturaleza se indicaran en su “Historico de Modificaciones”, sefialando:

- los parrafos modificados con respecto a la edicion anterior, con letra cursiva

- los parrafos eliminados, con un punto en el margen izquierdo del documento, a la
altura de la separacion entre parrafos.

- si la modificacion es total, se hara constancia de ello
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Si el formato es una hoja de calculo, sus sucesivas ediciones pueden corresponder a
modificaciones del documento que lo genera y del cual es Anexo, y no a cambios en la
hoja. Cualquier modificacion en la hoja de calculo precisa validacion y su modificacion se
recogera en el Historico de Modificaciones del nuevo documento. El registro de validacion
acompanara al documento nuevo.

Modificacion manual
Es posible la modificacion manual de los documentos pendientes de reedicion.

Estas modificaciones estaran claramente marcadas, firmadas y fechadas por el apro-
bador del documento.

El texto obsoleto se cruzara con una linea en rojo, pero dejandolo perfectamente
legible. El nuevo texto se escribira en el margen, en azul y con letra de imprenta.

El original del documento y todas las copias controladas existentes del mismo se
actualizaran con la misma modificacion y sistematica.

El documento modificado ha de reeditarse en un periodo maximo de tres meses.
Causas de actualizacion

Las causas fundamentales que pueden dar origen a una actualizacion de los docu-
mentos del Sistema de la Calidad, o sus formatos, son, entre otras, las siguientes:

- Deteccion de No Conformidades
- Cambio de politica del centro

- Cambios en su organizacion

- Cambios en sus actividades

- Mejora del Sistema de la Calidad

- Revision anual de los documentos del Sistema de la Calidad. (En caso de no
realizarse modificaciones en alguno de los documentos se guardara un regis-
tro indicando que se ha producido la citada actualizacion. Este registro po-
dria ser el acta de la reunion de Revision del Sistema de la Calidad, si fuese
adecuado).

8.3.5 Distribucién y Control de documentos

La distribucion y el control consisten en el envio de los documentos aprobados, inclui-
dos los formatos, a aquellas personas o areas que deben tener copia para su utilizacion o
informacion. Asi mismo, también radican en la existencia de listas por las que se conozca
el estado de edicion y distribucion de los documentos.

8.3.5.1 Documentos elaborados internamente
Responsable de esta actividad es el JGC, que guardara el original de los documentos.
A) Control

El JGC dispondra de una coleccion completa, actualizada, de todos los documentos en
vigor. Para ello, todos los documentos que se vayan a utilizar, en cualquier actividad afectada
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por el Sistema de la Calidad, deberan de ser enviados al JGC, tras su aprobacién y antes de
su entrada en vigor, para su codificacion e inclusion en el listado y coleccion de documentos.

El control de los documentos se realizara mediante:

- Listas de documentos del Sistema de la Calidad (formato correspondiente, ver
ANEXO 7).

- Otros procedimientos equivalentes alternativos de control de documentos (bases
de datos informatizados, aplicaciones informaticas, etc.) que indiquen el estado de
edicion y distribucion de los documentos del Sistema de Calidad.

El JGC mantendran las listas de documentos en vigor.
Las listas se actualizaran cada vez que se modifique un documento.

En caso de generarse listas en papel, el JGC firmara las listas, aprobando asi la actuali-
zacion realizada. Si la lista consta de varias paginas se firmara, al menos, la ultima de ellas.

De cualquier modo, estos listados se encontraran siempre a disposicion del personal
para evitar el uso de documentos no validos u obsoletos.

B) Distribucion

- Hoja de Distribucion y Recepcion de documentos (formato correspondiente, ver
ANEXO 8): la distribucion se realizara a través de ella, siendo devuelta por el des-
tinatario con el acuse de recibo cumplimentado.

- Lista de Control de Distribucion (formato correspondiente, ver ANEXO 9): se man-
tendra esta lista para cada documento, con la relacion de las personas a las que se
les han enviado copias controladas y los nimeros de éstas.

Los documentos de elaboracién interna no se distribuirdan sin que cada uno de los res-
ponsables haya firmado en la casilla correspondiente de realizado, revisado y aprobado.

Cuando algin miembro del centro necesite algin documento, lo solicitara por escrito
(formato correspondiente) al JGC correspondiente, para garantizar el control y actualiza-
cion, en revisiones futuras, de esta documentacion.

Las copias controladas de documentos se identificaran de la siguiente manera:
- Copias en soporte papel

Con un sello con la cumplimentacion de los siguientes datos en la portada

COPIA CONTROLADA N°
ASIGNADA A ................

- Copias en soporte informatico

Si fuera posible, se identificaran con los mismos datos que las restantes copias
controladas.
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Si no fuera posible, la Hoja de Distribucion y Recepcion de documentos (formato co-
rrespondiente) actuara como comprobante de las copias enviadas.

Una copia controlada de todos los documentos del Sistema de la Calidad se encontrara
a disposicion de todo el personal que proceda.

Las copias No Controladas, cuya utilidad se restringira a aquellos casos en que resulte
imprescindible por el uso que se vaya a hacer de ellas, no tendran por qué ser actualizadas
cuando se revisen los documentos.

A los receptores de copias controladas de documentos se les enviaran las nuevas Edi-
ciones de los mismos, debiendo destruir las copias obsoletas.

Como alternativa a la destruccion de las copias obsoletas, y para asegurar que, en
cualquier caso, se evita el uso de documentos no validos u obsoletos, se marcaran clara-
mente con la leyenda: “OBSOLETO” aquellos documentos que, tras haber sido sustituidos
por una nueva edicion de los mismos, se conserven por motivos legales o para preservar
cierta informacion.

8.3.6 Documentos procedentes de fuentes externas

Para los restantes documentos, sometidos en su control y distribucion a los requisitos
de este apartado, se aplicara lo definido en los documentos especificos que les afecten.

El control de los documentos procedentes de fuentes externas se realizara de forma
analoga al control de los documentos elaborados internamente y se basara en los siguien-
tes criterios:

- El sistema de control se realizara segin sean documentos generales o documentos
técnicos externos.

- En ambos casos existird una lista de documentos externos en vigor que estara en
posesion del responsable procedente:

- El JGC del Centro si el documento concierne a toda el centro
- El RT del laboratorio si el documento atane solo a su area de influencia

El responsable de la unidad correspondiente controlara la documentacion externa de
acuerdo con los requisitos especificados.

En el caso especifico de documentacion externa que se utilice para realizar un ensa-
yo, como normas de ensayo, la Unidad de Garantia de Calidad controlara y mantendra
archivado un ejemplar que tendra la consideracion de Documento Original, archivandose
como se indica en este documento Se emitiran las correspondientes copias controladas a
las unidades donde se efectie el ensayo.

Cada RT debe responsabilizarse de utilizar la dltima edicion valida de cada norma, sal-
vo cuando no sea apropiado o posible. En caso necesario, la norma se complementara con
la informacién adicional para asegurar su correcta aplicacion y, en este caso, se generara
el correspondiente PNT.
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8.3.7 Comunicacién de cambios en procedimientos de ensayo a ENAC

En el caso de entidades acreditadas es responsabilidad del JGC la comunicacion a la
Entidad de Acreditacion de los cambios que afecten a procedimientos internos que se ha-
llen en el alcance de acreditacion.

8.3.8 Recepcién y envio de documentos

Las solicitudes de ensayo recibidas y los informes de ensayo y sus modificaciones en-
viados deberan quedar registrados. Con este fin existiran registros de entrada y salida de
correspondencia que deberan contener los siguientes datos:

- Fecha de entrada o salida.

- Procedencia y remitente o destino y destinatario.

- Clase de documento e identificaciéon del mismo.

- Breve extracto de su contenido y/o observaciones.

El resto de los documentos seran controlados por el RT correspondiente que manten-
dra en la carpeta de ensayo el original o una copia de todos los documentos recibidos o
enviados. Esta correspondencia tendra caracter confidencial y s6lo estara disponible para
aquellos usuarios a los que les sea necesaria para desarrollar su actividad.

8.3.9 Archivo de documentos y su conservacién.

Los documentos del Sistema de la Calidad se archivaran de forma que cada archivo esté
identificado con el concepto genérico de su contenido. Existiendo estos archivadores en po-
der del JGC. Los documentos deben ser conservados durante un periodo de al menos 5 anos.

NOTA: Para el archivo de las copias controladas se utilizara el mismo criterio
Los documentos se clasificaran de la siguiente forma:
Archivador de ORIGINALES CALIDAD

En este archivador se guardara el original y la copia controlada, en su caso, de los si-
guientes documentos:

- Lista de documentos en vigor (MDC, POG segun proceda)
- Manual de Calidad.

- Procedimientos Operativos Generales.

Archivador de HISTORICO DE CALIDAD

En este archivador se guardarin los documentos que hayan quedado obsoletos
como consecuencia de las revisiones de los documentos archivados como ORIGINALES
DE LA CALIDAD.

Archivador de ORIGINALES TECNICOS
En este archivador se guardara el original de los siguientes documentos:
- Lista de documentos técnicos en vigor, si procede

- Procedimientos Normalizados de Trabajo.
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- Listado documentos en vigor relacionados con los documentos técnicos
- Todos los documentos en vigor recogidos en la anterior lista de formatos
- Planes de Calidad, etc.

Archivador de HISTORICOS TECNICOS

En este archivador se guardaran los documentos que hayan quedado obsoletos como
consecuencia de las revisiones de los documentos archivados como ORIGINALES TECNICOS.

Archivador de DOCUMENTACION EXTERNA

En este archivador se guardaran todos los documentos externos que se consideren
incluidos en el Sistema de la Calidad.

8.3.10 Elaboracién de procedimientos de ensayo / calibracién
Los procedimientos de ensayo/calibracion constaran de los siguientes apartados:
1. OBJETO
Expondra claramente el asunto del procedimiento de ensayo / calibracion
2. ALCANCE
Establecera:
— la descripcion del tipo de objetos sometidos al ensayo / calibracion y salvedades
— el campo de aplicacion
— los parametros o magnitudes y los rangos a determinar

Ejemplos: Este procedimiento se aplicara a: “todos los equipos de toma de muestras de

”, », «

tipo borboteador”; “todas las muestras de aguas continentales”; “todas las sondas térmicas
o termémetros inventariados en el centro; etc.
3. REFERENCIAS

Se indicaran los documentos utilizados como referencia para elaborar el procedimien-
to, asi como otros documentos que lo complementen. Siempre que sea aplicable, se agru-
paran las referencias en los siguientes subapartados:

* Documentos utilizados en la elaboracién del procedimiento
En todos los casos se hara referencia a este documento.

Ademas, se referiran todos aquellos documentos externos (normas, reglamentos, ma-
nuales, etc.) que hayan sido utilizados como referencia, o que se hubieran utilizado/con-
sultado durante la elaboracién, indicando su revision.

* Documentos a utilizar conjuntamente con el procedimiento

Se indicaran todos aquellos documentos internos o externos que se deben utilizar con-
juntamente con el procedimiento para desarrollar la actividad en él descrita.

4. GENERAL

Cuando sea necesario, este apartado detallara toda aquella informacion que se considere
atil o ayude a la utilizacion y comprension del procedimiento como definiciones, abreviatu-
ras, antecedentes, introduccion tedrica, fundamento del ensayo / calibracion, etc.

Requisitos de calidad segin norma une-en iso/iec 17025 para la implantacién de un sistema
de calidad para la toma de muestra de agentes patégenos altamente patégenos en matrices ambientales

89



90

Metodologia para la toma de muestra de microorganismos altamente patégenos en las matrices ambientales aire, agua y suelo/sedimento

Las medidas de seguridad que tengan que adoptarse en la aplicacion del procedimien-
to se incluiran también en este apartado.

5. DESCRIPCION
Se estableceran, como minimo los siguientes subapartados:
* Aparatos y equipos

En este apartado se relacionaran los aparatos, equipos de medida y ensayo / calibra-
cion, instalaciones, material auxiliar, materiales fungibles, reactivos, soporte l6gico (soft-
ware), etc, necesarios para la realizacion del procedimiento.

La relacion se podra elaborar mediante descripcion que incluya las especificaciones
técnicas cuando sea necesario (p.e., la exactitud minima suficiente, grado de calidad del
vidrio, grado de calidad de los reactivos incluida el agua, etc.), o mediante indicacion de
su codigo especifico, sea el de la propia entidad o el del fabricante (cuando el equipo rese-
fiado pueda ser sustituido por otro similar o equivalente sin afectar al ensayo/calibracion,
asi se hara constar). Asi mismo, se detallaran las recomendaciones concretas que deben
observarse en su preparacion o utilizacion.

La relacion de aparatos y equipos, elaborada segun lo descrito en este apartado, podra
incluirse como ANEXO al procedimiento.

* Patrones y materiales de referencia

En este apartado se incluiran los patrones y materiales de referencia, haciendo men-
cion de sus especificaciones técnicas cuando se considere necesario. Asi mismo, se hara
referencia a los requisitos de manipulacién, transporte y almacenamiento para evitar cual-
quier deterioro, contaminacion o pérdida de sus caracteristicas.

* Preparativos

Se incluiran todas las tareas previas que sea preciso realizar o comprobar antes de em-
pezar el propio ensayo/calibracion. Como minimo, se contemplaran las siguientes tareas:

— colocacion de marcas de identificacion, transporte y almacenamiento de los objetos
de ensayo/calibracion

— condiciones ambientales, acondicionamiento y periodos de estabilizacion
— controles previos al inicio del trabajo

— control del correcto funcionamiento de los equipos y, cuando proceda, calibraciones
y ajustes previos

— recopilacion de documentos necesarios, etc.
* Realizacion

En este apartado se describira la secuencia de operaciones para llevar a cabo el propio
ensayo / calibracion. Se podra subdividir en apartados, dependiendo de la complejidad
del procedimiento

En el caso de que exista una norma o documento que describa suficientemente los
trabajos, podra hacerse referencia a ella indicando claramente la identificacion, titulo y
revision de la misma. En este caso se incluiran todas aquellas aclaraciones a la norma que
sean necesarias para asegurar la reproducibilidad y repetibilidad de la actividad objeto del
procedimiento. El documento se incluira como ANEXO.
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Asi mismo, se hara referencia a:
— los datos que deban registrarse

— los métodos de registro de observaciones y resultados (p.e., hojas o formatos para
toma de datos, bases de datos informaticas, hojas de calculo, etc.), que podran ser
incluidos, siempre que sean especificos, como anexo.

Optativamente, en el caso de que se considere necesario para la correcta comprension
del procedimiento, se podra incluir un diagrama o esquema del procedimiento.

* Tratamiento de resultados
En este apartado se incluiran:

— métodos de calculo, analisis y presentacion de los resultados precisos para llegar al
resultado final del ensayo / calibracion.

- la incertidumbre o procedimiento para estimar la incertidumbre cuando se trate
de una actividad cuantitativa o cuyo resultado dependa de medidas cuantitativas
realizadas. Para ello se incluira, en su caso, un analisis de incertidumbres maximas
asociadas a la actividad, considerando los equipos, condiciones ambientales, etc.
fijadas por el procedimiento.

* Evaluacion de la calidad del ensayo / calibracion

En este apartado se resefaran:

— Controles de calidad

— Criterios o requisitos de aceptacion/rechazo para dichos controles de calidad
— Acciones a tomar tras evaluar dichos controles de calidad

6. ANEXOS

Contendran todos aquellos documentos, planos, fotos, graficos, etc., que se consideren
necesarios para usar, interpretar y evaluar la utilizacion del procedimiento o de los resul-
tados obtenidos.

8.3.11 Elaboracién de procedimientos diferentes de los de ensayo / calibracién

Pueden ser los de Utilizacion de equipos, Mantenimiento de equipos, Procedimientos
operativos generales.

Los procedimientos diferentes de los de ensayo y calibracion podran tener, cuando sea
necesario y pertinente, los siguientes apartados:

1. OBJETO

Expondra claramente el asunto del procedimiento, como, p.e., definir el sistema de...,
establecer los criterios para la realizacion de..., describir las instrucciones para..., etc.

2. ALCANCE

Establecera:

— el campo de aplicacion

— la descripcion del tipo de objetos sometidos a la actividad y salvedades, cuando proceda

— los parametros o magnitudes y los rangos a determinar, cuando proceda
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Ejemplos: Este procedimiento se aplicara a: “todas las auditorias internas de calidad a reali-

», « ”, «

zar...”; “todos los equipos de toma de muestras de tipo borboteador...”; “todas las muestras de

», «

aguas continentales...”; “todo el personal del centro...”; “los cursos de formacion y seminarios
que se imparten en el centro...”; “los albaranes de pedidos llegados a la unidad...”, etc).

3. REFERENCIAS

Se indicaran los documentos utilizados como referencia para elaborar el procedimien-
to, asi como otros documentos que lo complementen. Siempre que sea aplicable, se agru-
paran las referencias en los siguientes subapartados:

* Documentos utilizados en la elaboracion del procedimiento
En todos los casos se hara referencia a este documento.

Ademas, se referiran todos aquellos documentos externos (normas, reglamentos, ma-
nuales, etc.) que hayan sido utilizados como referencia, o que se hubieran utilizado/con-
sultado durante la elaboracion, indicando su revision.

* Documentos a utilizar conjuntamente con el procedimiento

Se indicaran todos aquellos documentos internos o externos que se deben utilizar con-
juntamente con el procedimiento para desarrollar la actividad en €l descrita.

4. GENERAL

Cuando sea necesario, este apartado detallara toda aquella informacion que se considere
atil o ayude a la utilizacion y comprension del procedimiento como definiciones, abreviatu-
ras, antecedentes, introduccion teodrica, etc.

Las medidas de seguridad que se considere necesario adoptar en la aplicacion del pro-
cedimiento se incluiran también en este apartado.

5. DESCRIPCION

Detallara, siempre que sea posible y aplicable:

- la secuencia de actuacion de la actividad

— los medios necesarios para llevarla a cabo

— las responsabilidades

— los registros a generar

— los criterios de aceptacion o rechazo, si procede

— el archivo de los registros generados

8.4 REVISION DE SOLICITUDES, OFERTAS Y CONTRATOS

Las politicas y procedimientos de las revisiones de solicitudes, ofertas y contratos que
pueden llevar a la firma de un contrato de ensayo y o calibracion, aseguraran que:

a) Se definan, documenten e interpreten correctamente los requisitos, incluidos los
métodos a analizar.

b) El centro tenga la capacidad y los recursos necesarios para cumplir los requisitos.

¢) Los métodos de ensayo y/o calibracioén seleccionados sean los apropiados y capaces
de atender las necesidades de los clientes.
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Antes de iniciar trabajo alguno se resolveran todas las diferencias que existan entre las
solicitudes o las ofertas y los contratos. Cada contrato sera aceptable tanto por el centro
como por los clientes.

La revision de la solicitud, la oferta y el contrato se realizaran de forma practica y efi-
caz, teniendo en cuanta la influencia de aspectos financieros, legales y de tiempo. En caso
de clientes internos, la revision de las solicitudes, las ofertas y los contratos se podran
realizar de manera simplificada.

El analisis de la capacidad determinara que el centro posee los recursos financieros,
humanos e informaticos necesarios, y su personal posee las aptitudes y la experiencia ne-
cesarias para realizar los ensayos y/o calibraciones en cuestion. El analisis podra abarcar
también los resultados de una participacion anterior en una intercomparacion de labora-
torios o ensayos de aptitud y/o en la gestion de programas experimentales de ensayo o
calibracion utilizando materiales de referencia certificados con el fin de determinar incer-
tidumbres de medida, limites de deteccion, limites de confianza, etc.

Se entiende por contrato cualquier acuerdo por escrito o verbal para prestar servicios de
ensayo y/o calibracién a un cliente. Debera quedar constancia de la aceptacion de los tér-
minos contratados por el cliente para todo tipo de contrato, ya sea por escrito o de palabra

La revision abarcara también cualquier trabajo subcontratado.

8.5 SUBCONTRATACION

Se podra considerar conveniente subcontratar parte de un ensayo, que no pueda realizarse
por los propios medios del centro. En los ensayos para los que se encuentre acreditado un
laboratorio, la subcontratacion debe ser circunstancial y con las limitaciones del organismo
acreditador. En el caso de una subcontratacion se deberan cumplir las siguientes condiciones:

Cuando los laboratorios subcontraten trabajo, ya sea por motivos imprevistos (por
ejemplo carga excesiva de trabajo, necesidad de otros expertos o incapacidad temporal) o
con caracter permanente (por ejemplo acuerdos de subcontratacion permanentes, repre-
sentacion o franquicia), el trabajo podra asignarse a un subcontratista acreditado por la
Entidad de Acreditacion o por entidad que haya suscrito acuerdo con EA (European Acre-
ditation Laboratory) para realizar los ensayos subcontratados.

Los laboratorios informaran por escrito a los clientes de la situacion y, cuando proceda,
obtendran la aprobaciéon de estos, preferentemente por escrito. Asi mismo, los laborato-
rios seran responsables ante los clientes del trabajo de los subcontratistas, salvo cuando
sea el cliente o una autoridad reglamentaria quien especifique el subcontratista que debe
utilizarse.

Los laboratorios mantendran un registro de todos los subcontratistas que utilizan para
ensayos y/o calibraciones y un registro de las evidencias de los cumplimientos de esta
norma internacional para el trabajo en cuestion.

En los informes de ensayo se identificaran claramente los ensayos subcontratados.

8.5.1 Implantacién

Una vez acordada la subcontratacion, se exigira al laboratorio subcontratado la acep-
tacion de los requisitos descritos en la presente seccion.
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8.5.2 Registros

El JGC sera responsable de los registros emitidos como consecuencia de la evaluacion
del laboratorio subcontratado y, en su caso, del programa de auditorias realizado. El DC
sera responsable de los registros de los acuerdos de subcontratacion efectuados. El tiempo
de conservacion de estos registros sera, al menos, el mismo que el de la documentacién
del ensayo global a la que pertenece la parte subcontratada.

8.6 COMPRA DE SERVICIOS Y SUMINISTROS

Los RT o el JGC, segun proceda, son los responsables de la gestion de la compra de
servicios y suministros de su area de influencia.

Entre los servicios y suministros que pueden adquirirse se encuentran:
- Participacion en Ensayos Interlaboratorio

- Auditorias externas

- Auditorias internas

- Calibracién y mantenimiento de equipos

- Cursos de formacion

- Suministro de: aparatos e instrumentos de medida, reactivos, patrones y materiales
de referencia, material volumétrico y material fungible

8.6.1 Deteccion de necesidades

Los RT o el JGC - segun proceda -, seran los responsables de detectar las necesidades
de compras de sus areas de influencia.

8.6.2 Seleccién de proveedores

Los proveedores de los servicios y suministros que el laboratorio va a adquirir, deben
cumplir con los requisitos minimos exigidos a cierto producto/servicio.

La preferencia de uno (Proveedor preferente) frente a otros que también cumplan los
requisitos (Proveedor autorizado) puede ser por ser un proveedor utilizado histéricamen-
te, por la rapidez del servicio, por evidencias de problemas técnicos asociados a otros
proveedores o por cualquier otra circunstancia.

Normalmente, los pedidos de ese producto/servicio se realizaran a dicho proveedor
preferente. En determinados casos, las Unidades de Laboratorio podran optar por imponer
como requisito de compra la pertenencia a determinada marca comercial.

Cada RT o JGC, segun proceda, elaborara un listado de proveedores, donde se reco-
gera los productos/servicios y los proveedores (preferentes y autorizados) para cada uno
de ellos.
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8.6.3 Tramitacién de la compra
Cada RT o JGC, segun proceda, o en quien deleguen, efectuara la propuesta de compra.

En la propuesta de gasto se indicara el producto o servicio requerido con las referen-
cias adecuadas, de acuerdo con los criterios de calidad aplicables (normativos, de PNT,
etc.). La solicitud de una referencia determinada se considerara como especificaciones
técnicas.

La propuesta de gasto es firmada por el RT o JGC, segun proceda, que la envia al DC
para su firma de V°B°; del DC.

8.6.4 Recepcidn de los servicios y suministros

A la recepcion del servicio o suministro adquirido por el centro se procedera a su re-
vision — comprobacion que cumple los requisitos especificados — y aprobacion, dejando
registros de la misma

La recepcion, revision y aprobacion de los Aparatos e Instrumentos de Medida se re-
gistra en el Anexo “Ficha de Aparatos e Instrumentos de medida” (ANEXO 10).

La recepcion, revision y aprobacion de Materiales de Referencia, se considera realizada
cuando se registra en la “Ficha de Materiales de Referencia“ (ANEXO 11) un nuevo lote re-
cibido, tras darle su aprobacién en el ANEXO 12 “Verificacion de Patrones y Materiales de
Referencia”.

La recepcion, revision y aprobacion de los Reactivos, Medios de Cultivo, Material Vo-
lumétrico y Fungibles, se considera realizada cuando se registra en la “Ficha de Reactivos
y Medios de Cultivo” (ANEXO 13) y “Ficha de Material Volumétrico y Fungible” (ANEXO
14) el lote recibido.

La recepcion, revision y aprobacion de los Certificados de Calibracion Externa se deja re-
gistrada al cumplimentar “Verificacion de Certificados de Calibracion Externa” (ANEXO 15).

8.6.5 Almacenamiento de suministros

Los responsables de los productos adquiridos deben almacenarlos identificados en
areas o locales designados para evitar el dano o deterioro de los mismos.

8.7 QUEJAS Y RECLAMACIONES

La sistematica de las actividades a realizar sera la siguiente:

8.7.1 Recepcion

El DC y los RT pueden tener entre sus competencias la de ser los interlocutores del
centro con los clientes, siendo por tanto suya la responsabilidad de recibir las quejas
y/o reclamaciones presentadas y cumplimentar la “Hoja de Quejas y/o Reclamaciones”
(ANEXO 10).
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8.7.2

Tramitacidn

Cada reclamacion se identificara por el JGC con un cédigo inequivoco.

A

D

2)

3)

4)

8.7.3

partir de este momento los pasos a seguir y las acciones a tomar son las siguientes:

Las personas que recepcionan la queja y/o reclamacion evalian, con las personas
implicadas, la queja y/o reclamacion y determinan si es procedente o no, sometien-
do la decision a la aprobacion del DC. En caso negativo el DC comunicara la deci-
sion al cliente por escrito, y con explicacion razonada de la misma. En caso positivo
se continua con las siguientes acciones.

Cuando la reclamacion afecte a la Unidad de Garantia de Calidad, su valoracion la
realizara el JGC con las personas implicadas. El DC aprobara la decision y comu-
nicara, en caso negativo, la decision al cliente con una explicaciéon razonada de la
misma. En caso positivo se continia con las siguientes acciones.

En caso necesario, el JGC o el RT, segun corresponda, emite un informe de Trabajo
No Conforme dandole, a partir de este momento, el tratamiento descrito en el apar-
tado correspondiente. Si se toman acciones inmediatas para satisfacer la reclama-
cion, podra dejarse registro de ello en el propio formato de reclamacion, no siendo
en este caso necesario abrir Trabajo No Conforme.

Si el DC o el JGC, lo estima oportuno, se iniciaran los tramites para realizar una
verificacion (auditoria) a las partes del Sistema de la Calidad afectadas.

Cuando proceda, el interlocutor inicial con el cliente informara a éste de las accio-
nes correctoras propuestas para resolver el problema. Si el encargo de realizacion
del ensayo estuviera ya finalizado y el informe emitido se procedera a una modifi-
cacion del mismo.

Registros

En cualquier caso, todas y cada una de las quejas y/o reclamaciones (sean aceptadas

0 No)

, estaran debidamente documentadas. Sus registros seran remitidos al JGC que los

archivaran adecuadamente.

RESPONSABLE

| RECEPCION DE UNA RECLAMACION | DC/RT
| CUMPLIMENTACION DEL FORMATO | DC/RT
CODIFICACION JGC
EVALUACION DE RECLAMACION DC/RTJIGC
No
APROBACION POR DC DC
I
Si COMUNICACION A CLIENTE DC/RT
SE ABRE EL INFORME DE TRABAJO
NO CONFORME JLES
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8.8 CONTROL DE TRABAJOS NO CONFORMES. ACCIONES CORRECTIVAS
— No Conformidad (NC)
Incumplimiento de un requisito especificado
— Accion Correctiva (AC)

Accion tomada para eliminar las causas de una No Conformidad, de un defecto o cual-
quier otra situacion indeseable existente, para impedir su repeticion.

— Accion Preventiva (AP), segun UNE-EN ISO/IEC 17025:2005

La accion preventiva es un proceso activo para identificar oportunidades de mejora,
mas que un proceso reactivo a la identificacion de problemas o reclamaciones.

Las Acciones Preventivas, estin orientadas por una parte a evitar desviaciones en las
actividades sujetas al Sistema de Calidad, de ahi el elevado grado de exigencia que han de
implicar en cuanto a su implantacion, y, por otro lado, a identificar areas y oportunidades
de mejora. Estas oportunidades de optimizacion del Sistema de Calidad implantado, han
de contemplarse desde la politica y recursos de la propia organizaciéon y como medio de
conocimiento de sus necesidades y carencias.

— Trabajo No Conforme de ensayo/calibracion (TNC), segin UNE-EN ISO/IEC 17025:2005

El trabajo de ensayo/calibracion en el que alguno de sus aspectos o sus resultados no
se ajustan a los propios procedimientos o a los requisitos acordados con el cliente.

Con el fin de controlar el cumplimiento de todos los requisitos del Sistema de Calidad,
tanto los Técnicos (ensayo/calibracion) como los de Gestion de la Calidad y los acordados
con el cliente, se entendera como Trabajo No Conforme (TNC) el incumplimiento de cual-
quier tipo de requisito en cualquier trabajo. Por tanto, el término Trabajo No Conforme
sera sinonimo del anterior “No conformidad”

Siempre que en los procedimientos se disponga de una sistematica para abordar un
problema dado y éste se resuelva de acuerdo a dichos procedimientos, se entendera que
el trabajo es conforme. Por ello, para tratar de ajustarse en todo momento a los propios
procedimientos, y por tanto evitar los TNC, es conveniente que las instituciones prevean
en sus procedimientos el mayor nimero de posibles incidencias y las acciones a tomar en
caso de que ocurran.

Una Accion Correctiva no es la simple correccion circunstancial de un problema, sino
un proceso que se emprende para comprender las causas que lo han motivado y evitar
que pueda repetirse. Por esta razon, cuando un TNC pueda volver a ocurrir o cuando
haya dudas del cumplimiento de requisitos, deben emprenderse lo antes posible Acciones
Correctivas.

8.8.1 Control de trabajos no conformes

El centro designara responsabilidades y autorizaciones para el tratamiento de los Tra-
bajos No Conformes, evaluara la importancia de los TNC, adoptara inmediatamente me-
didas que corrijan el problema y analizara la aceptabilidad del trabajo. En caso necesario
informara al cliente e interrumpira el trabajo, y, en este caso, designara al responsable de
autorizar su reanudacion.
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El sistema interno de identificaciéon de Trabajos No Conformes y problemas se basa en
las siguientes fuentes:

— Reclamaciones de clientes externos o internos.
— Auditorias, internas o externas.
— Revision del Sistema de la Calidad por la Direccion.

— Incumplimiento de los requisitos establecidos en los documentos del Sistema de la
Calidad.

— Control de las actividades mediante supervision y revision de las mismas.
— Autocontrol del personal sobre sus actuaciones diarias.
— Controles de calidad: evaluacion de la calidad, ensayos de intercomparacion.
— Calibracion de instrumentos.
— Control de equipos.
- Informes de resultados de ensayo; Certificados de calibracion.
— Falta de eficacia del Sistema de la Calidad que se haya definido.
— Otras causas
El proceso para el tratamiento de un posible TNC sera el siguiente:
Deteccion
Analisis de causas y consecuencias
Acciones inmediatas
Cierre de TNC (si no proceden Acciones Correctivas)
Acciones Correctivas
Cierre del TNC (si proceden Acciones Correctivas)
Archivo del Informe de TNC

El proceso se registrara en el formato “Informe de Trabajo No Conforme (TNC )/
Accion Correctiva (AC)”. Es responsabilidad del JGC) la codificacion del “Informe de Tra-
bajo No Conforme (TNC ) / Acciéon Correctiva (AC)” (ANEXO 17) generado en la gestion
del proceso. Por tanto, se ha de solicitar a la JGC dicho c6digo antes de cumplimentar el
informe.

La JGC asignara un coédigo que identifique inequivocamente al informe.

1. DETECCION

Los TNC pueden ser detectados por cualquier persona relacionada con las actividades
dependientes del centro.

La persona que detecta, segun su criterio, un posible TNC es responsable de informar
a su RT a través de su superior jerarquico, y de cumplimentar, fechar y firmar el apartado
DETECCION del Informe de Trabajo No Conforme (TNC)/Accién Correctiva (AC). Si esta
deteccion se produce en el transcurso de un ensayo, se registrara ademas en la Hoja de
toma de datos.
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Datos a cumplimentar:

ACTIVIDAD: Actividad, trabajo o proceso correspondiente (o su referencia).

ITEM: se procedera a identificar el ITEM afectado por el TNC. Se referira al apartado

de la norma UNE-EN ISO/IEC 17025:2005 afectado:
REQUISITOS DE GESTION

4.1
4.2
4.3
4.3.1.
4.3.2
4.3.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9
4.10
4.11
4.11.1
4.11.2
4.11.3
4.11.4
4.11.5
4.12
4.13
4.13.1
4.13.2
4.14
4.15

Organizacion

Sistema de gestion

Control de los documentos

Generalidades

Aprobaciéon y emision de los documentos
Cambios a los documentos

Revision de los pedidos, ofertas y contratos
Subcontratacion de ensayos y de calibraciones
Compras de servicios y de suministros
Servicios al cliente

Quejas

Control de trabajos de ensayos o de calibraciones no conformes
Mejora

Acciones correctivas

Generalidades

Analisis de las causas

Seleccion e implementacion de las acciones correctivas
Seguimiento de las acciones correctivas
Auditorias adicionales

Acciones preventivas

Control de los registros

Generalidades

Registros técnicos

Auditorias internas

Revisiones por la direccion

REQUISITOS TECNICOS

5.1
5.2
5.3
5.4
5.4.1
5.4.2
5.4.3
5.4.4
5.4.5
5.4.6
5.4.7
5.5
5.6
5.6.1
5.6.2
5.6.3

Generalidades

Personal

Instalaciones y condiciones ambientales
Métodos de ensayo y de calibracion y validacion de los métodos
Generalidades

Seleccion de métodos

Métodos desarrollados por el laboratorio
Métodos no normalizados

Validacion de los métodos

Estimacion de la incertidumbre de la medicion
Control de los datos

Equipos

Trazabilidad de las mediciones

Generalidades

Requisitos especificos

Patrones de referencia y materiales de referencia
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5.7 Muestreo
5.8 Manipulacion de los items de ensayo o de calibracion
5.9 Aseguramiento de la calidad de los resultados de ensayo y de calibracion

5.10  Informes de resultados

5.10.1 Generalidades

5.10.2 Informes de ensayos y certificados de calibracion

5.10.3 Informes de ensayos

5.10.4 Certificados de calibracién

5.10.5 Opiniones e interpretaciones

5.10.6 Resultados de ensayo y calibracion obtenidos de los subcontratistas

5.10.7 Transmision electronica de los resultados

5.10.8 Presentacion de los informes y de los certificados

5.10.9 Modificaciones a los informes de ensayo y a los certificados de calibracion

— DESCRIPCION/REGISTRO: Breve explicacién del problema detectado, o referencia
a su registro (p.e., la hoja de toma de datos del ensayo).

— ORIGEN: se indicaran las fuentes que han originado la deteccion (quejas de los
clientes, control de calidad, calibracion instrumentos, control de materiales consu-
mibles, la observacion o supervision del personal, la verificacion de los informes de
ensayo, las revisiones por la direccion y las auditorias externas o internas constitu-
yen ejemplos).

— REQUISITO AFECTADO: se indicara si el requisito afectado es Técnico o de Gestion.

Si el TNC es detectado en el ambito de responsabilidad del JGC, la gestion del mismo
la realizara el JGC.

2. ANALISIS DE LAS CAUSAS Y CONSECUENCIAS DEL PROBLEMA

El RT iniciara una investigacion rigurosa de todas las causas potenciales del problema,
ya que, con frecuencia, la verdadera causa no resulta obvia. Esta es la parte esencial y a
veces la mas dificil del proceso.

Por otra parte, se asegurara de que se analicen las posibles consecuencias del proble-
ma detectado.

3. ACCIONES INMEDIATAS

Las Acciones Inmediatas son acciones de remedio rapido (como son el aplazamiento
del trabajo, la informacion al cliente, la retencion del Informe de ensayo/calibracion, la
repeticion del ensayo u otras).

Las acciones encaminadas a evitar la repeticion de los problemas se consideran Accio-
nes Correctivas y necesitan un tratamiento diferente que se indica en el apartado Acciones
Correctivas. Si el TNC precisa de estas acciones, estas no se pueden considerar acciones
inmediatas y por lo tanto no pueden reflejarse ni ellas ni su gestion en el apartado Accio-
nes Inmediatas.
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Si se toman Acciones inmediatas se cumplimenta el apartado correspondiente tal como
se indica a continuacion.

Este apartado sera cumplimentado (y tomadas las decisiones preliminares que en ella
se contemplan), fechado y firmado, por el RT, o en su ausencia o por razones de urgen-
cia, por quien esté autorizado por el RT o, en altimo caso, por quien detecte el TNC, si su
cualificacion lo permite.

Si el TNC es del ambito de responsabilidad del JGC, es este el responsable de tomar
decisiones, cumplimentar, fechar y firmar este apartado. En su ausencia o por razones de
urgencia, por quien esté autorizado por el JGC.

Se dejara constancia de las Acciones Inmediatas a tomar, de los responsables de llevar
a cabo estas acciones y el plazo de realizacion.

NOTA: Una tarea, trabajo, actividad o proceso no podra aplazarse cuando, a juicio de
quien toma la decision, su aplazamiento implique un problema mayor que el que su-
pondria su continuidad una vez adoptadas las acciones inmediatas que se consideren
oportunas en ese momento. Por ejemplo, el deterioro o pérdida de una muestra o de
reactivos irrecuperables.

4. CIERRE DEL TRABAJO NO CONFORME (si no proceden Acciones Correctivas)

Si tras la implantacion de las Acciones Inmediatas el problema se resuelve, el RT o JGC,
seguin el ambito de responsabilidades afectado, revisara y aprobara el Informe de TNC,
dandolo por cerrado con fecha y firma.

5. ACCIONES CORRECTIVAS

Si el problema no se soluciona con las Acciones Inmediatas tomadas, se emprende un
proceso de implantacion de Acciones Correctivas.

Las fases del proceso para la gestion de una Accion Correctiva sera el siguiente:
a) Inicio del proceso

b) Seleccion de acciones

¢) Implantacion de acciones

d) Seguimiento y revision de la acciones implantadas

5.a INICIO DEL PROCESO

El RT o JGC, segun el ambito de responsabilidades, firmara y fechara la conformidad
de inicio del proceso de tratamiento de Acciones Correctivas y designara al responsable
del tratamiento de la AC, el cual con fecha y firma acepta la responsabilidad en €l delegada.

5.b SELECCION DE LAS ACCIONES CORRECTIVAS

La persona designada para el tratamiento de la AC se asegurara de que se identifiquen
las acciones correctivas posibles y se seleccionen las acciones correctivas que mas proba-
bilidades tengan de eliminar el problema y evitar que se repita. Las acciones correctivas
deben ser apropiadas a la magnitud y riesgo del problema.
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5.c IMPLANTACION DE LAS ACCIONES CORRECTIVAS

La persona designada para el tratamiento de la AC designara a los responsables de la
implantacion de las acciones correctivas y los plazos de implantacion.

Cualquier cambio que se haga necesario como resultado de las investigaciones relacio-
nadas con la accion correctiva debe ser llevado a cabo y documentado.

El RT/JGC (el mismo responsable del Inicio del proceso) revisara y dara el V°B° a estas
decisiones.

En el caso de discrepancias entre los intervinientes o cuando la accién correctiva selec-
cionada exceda las competencias de éstos (por ejemplo, si supone un desembolso econo-
mico considerable), su aprobaciéon debera contar también con el V°B° del DC.

5.d SEGUIMIENTO Y REVISION DE LAS ACCIONES IMPLANTADAS

La persona designada para el tratamiento de la AC coordinara el seguimiento y revision
de las acciones a implantar.

El responsable de la implantacion de cada accion registrara la fecha en la que se con-
sidera implantada.

La persona designada para el tratamiento llevara a cabo la revision de las acciones
implantadas, firmando y fechando la revision como maximo a la finalizacién del plazo de
implantacion previsto, pudiendo realizar seguimientos intermedios o parciales.

En caso de incumplimiento de plazos de implantacion, la persona designada para el
tratamiento de la AC y el RT/JGC (segun el ambito de responsabilidad correspondiente),
examinaran si el incumplimiento esta justificado, anotaran las causas, posibles modifica-
ciones a las acciones correctivas y nuevos plazos en el apartado de Seguimiento.

6. CIERRE DEL TNC (si proceden Acciones Correctivas)

Finalizada la implantacion y el seguimiento/revision de la Accion Correctiva, el RT con
el JGC o el JGC, segun el ambito de responsabilidades, llevara a cabo su cierre con un
V°B°, que supone su evaluacion global y conformidad.

Previamente, el RT realizara un analisis de la extension del problema detectado, con
objeto de comprobar las unidades de su ambito de responsabilidad afectadas por la des-
viacion. El JGC realizara un analisis de la extension del problema detectado, con objeto de
comprobar si resulta afectado por la desviacion el ambito de responsabilidad de otros RT.

La eficacia de la Accion Correctiva llevada a cabo se pondra de manifiesto si no se vuel-
ve a producir el problema que la origin6. En caso contrario, se tendran en cuenta todos los
antecedentes para establecer una nueva accion correctiva.

En la Revision del Sistema anual, se evaluara la eficacia de las Acciones Correctivas
implantadas.

7. ARCHIVO DEL INFORME DE TNC
El archivo de los TNC se efectuara en el archivador correspondiente.

Responsables del Archivo: Los originales de los Informes de TNC seran custodiados
por los respectivos RT/JGC, que deberan remitir copia de cada Informe de TNC a la UGC
al término del proceso, para control y evaluacion global de la actividad.
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8.8.2 Acciones correctivas

Una Accion Correctiva es un proceso de analisis de causas y consecuencias de los Tra-
bajos No Conformes y problemas que pueden surgir en los diversos aspectos del Sistema
de Calidad con el fin de acometer las operaciones necesarias para evitar su repeticion o
de solventar todas las dudas que puedan surgir sobre el cumplimiento de los requisitos
especificados.

La AC se empezara con una investigacion rigurosa de todas las causas potenciales del
problema, ya que, con frecuencia, la verdadera causa no resulta obvia. Esta es la parte
esencial y a veces la mas dificil del proceso.

Entre las posibles causas pueden incluirse los requisitos del cliente, las muestras y sus
especificaciones, métodos y procedimientos, aptitudes y formacion del personal, equipos
y su calibracion, etc.

Por otra parte, se asegurara de que se analicen las posibles consecuencias del proble-
ma detectado, y las acciones a tomar en cada caso. Entre estas acciones estara la notifica-
cion al cliente, inmediatamente y por escrito, de cualquier circunstancia que pudiera poner
en duda la validez de los resultados de los ensayos recogidos en un informe emitido.

En caso necesario, esencialmente si se identifica un problema grave, se realizaran Au-
ditorias adicionales sobre las areas de actividad correspondiente para asegurar el cumpli-
miento de requisitos.

8.8.3 Acciones preventivas

Las Acciones Preventivas, como oportunidades de mejora, estan orientadas por una
parte a evitar desviaciones en las actividades sujetas al Sistema de Calidad, de ahi el ele-
vado grado de exigencia que han de implicar en cuanto a su implantacion; por otro lado
estas oportunidades de mejora, u optimizacion del Sistema de Calidad implantado, han
de contemplarse desde la politica y recursos de la propia organizaciéon y como medio de
conocimiento de las necesidades y carencias de la misma.

La sistematica para identificar oportunidades de optimizacion puede ejercerse en multi-
tud de procesos dentro del Sistema de la Calidad, como por ejemplo:

— Revision y analisis de los Documentos del Sistema de la Calidad orientado a la op-
timizacion de los procesos (MDC, POG, PNT, etc.)

— Analisis de datos y de tendencias de los mismos (resultados de laboratorio, contro-
les de calidad, graficos de control, etc.)

— Anilisis de los resultados de los Ensayos de Intercomparacion.
— Analisis de riesgos.
— Otros.

Las medidas preventivas se gestionan elaborando Planes de Acciéon que deben implan-
tarse y supervisarse mediante la aplicacion de controles para comprobar su eficacia.

La identificacion de Acciones Preventivas podra ser realizada por cualquier persona
relacionada con las actividades dependientes del centro.
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El proceso para el tratamiento de una posible AP (ANEXO 18) sera el siguiente:
1) Identificacion y Propuesta

2) Designacion del Responsable del Analisis

3) Analisis de la propuesta y Plan de Acciones

4) Seguimiento y Revision

5) Cierre de la AP

6) Archivo del Informe de AP

El proceso se registrara en el “Informe de Accion Preventiva”.

Es responsabilidad del JGC la codificacion del “Informe de Accion Preventiva (AP)” ge-
nerado en la gestion del proceso. Por tanto, se ha de solicitar a la UGC dicho c6digo antes
de cumplimentar el informe.

El JGC asignara un cédigo que identifique de forma inequivoca al informe.

1) IDENTIFICACION Y PROPUESTA

La persona que propone una AP es responsable de informar a su RT, a través de su
superior jerarquico, y de cumplimentar, fechar y firmar el apartado IDENTIFICACION Y
PROPUESTA del Informe de Accion Preventiva.

En este apartado indicara:
— la fuente a través de la cual ha detectado la posible AP
— el objetivo de ésta (mejora o evitacion de NC)

— una descripcion breve de la propuesta de AP (no de las acciones a implantar para
conseguirlo)

El RT firmara y fechara el enterado.

Si la AP es detectada en el ambito de responsabilidad de la UGC, la gestion de la misma
la realizara el JGC.

2) DESIGNACION DEL RESPONSABLE DEL ANALISIS

La designacion del responsable del analisis de la AP sera llevada a cabo por el RT o
JGC, dentro del ambito de sus responsabilidades.

Si el RT considera que la AP puede afectar a unidades del ambito de varios RT (p.e.,
equipos o instalaciones comunes, servicios generales, requisitos de los procedimientos o
MDC, etc), lo senalara en la casilla correspondiente y remitira el informe de AP al JGC.
El JGC firmara el enterado y resenara las unidades que estime implicadas y designara al
responsable del analisis.

3) ANALISIS DE LA PROPUESTA DE AP Y PLAN DE ACCIONES
El responsable del analisis designado cumplimentara, fechara y firmara este apartado.

Examinara y resenara la repercusion y viabilidad de la propuesta y decidira si es acep-
tada o no.
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En caso de rechazo de la propuesta de AP, el responsable del analisis dara una expli-
cacion razonada.

Si acepta la propuesta, describira la AP que definitivamente se propone con las modi-
ficaciones que considere necesarias (si no cree necesario cambiar la redaccion de la AP,
resefiara la misma) y expondra un Plan de Acciones para llevarla a cabo.

Asi mismo, definira las acciones a implantar, y designara a los responsables de llevarlas
a cabo y los plazos de implantacion.

El RT/JGC (la misma persona que designé al responsable del analisis) revisara y dara el
V°B°, en su caso, a estas decisiones. En el caso de discrepancias entre los intervinientes o
cuando la accién preventiva exceda las competencias de éstos (por ejemplo, si supone un
desembolso econémico considerable), su aprobacion debera contar también con el V°B°
del DC.

4) SEGUIMIENTO Y REVISION

El responsable del analisis de AP coordinara el seguimiento e implantacion de las ac-
ciones a implantar.

El responsable de la implantacién de cada accion describira la accion implantada y la
fecha en que la considera implantada.

El responsable del anilisis de AP llevara a cabo la revision de las acciones implantadas,
firmando y fechando la revision como maximo a la finalizacion del plazo de implantacién
previsto, pudiendo realizar seguimientos intermedios o parciales.

En caso de incumplimiento de plazos de implantacion, el responsable del analisis de
AP y el RT/JGC (segun el ambito de responsabilidad correspondiente), examinaran si el in-
cumplimiento esta justificado, anotaran las causas, posibles modificaciones a las acciones
a implantar y nuevos plazos en el apartado de Seguimiento.

5) CIERRE DE LA AP

Finalizada la implantaciéon y Seguimiento/Revision de la Accién Preventiva, el respon-
sable de la misma (RT/JGC, segin el ambito de Responsabilidad), llevara a cabo su cierre
con un V° B°, que supone su evaluacion global y conformidad.

La eficacia de la Accion Preventiva llevada a cabo se pondra de manifiesto si no se
produce la posible no conformidad que previno o si se produjo la mejora del proceso,
consiguiendo los objetivos previstos para la Accion Preventiva.

6) ARCHIVO DEL INFORME DE AP
El archivo de las AP se efectuara en el archivador correspondiente.

Responsables del Archivo: Los originales de los Informes de AP seran custodiados por
los respectivos RT/JGC, que deberan remitir copia de cada Informe de AP al JGC al térmi-
no del proceso, para control y evaluacion global de la actividad.
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8.9 REGISTROS DE LA CALIDAD

Para la evidencia objetiva del cumplimiento de requisitos de la calidad y de la eficien-
cia del Sistema, es necesaria la trazabilidad tanto de las actividades del Sistema de Gestion
de la Calidad como de los trabajos técnicos. Para ello es preciso contar con procedimien-
tos sistematicos que aseguren que se obtiene y conserva toda la informacion relacionada
directa o indirectamente con las actividades de ensayo.

Los registros para la Toma de muestras seguiran los formatos definidos en “Hojas de
medicion / Toma de muestras matriz aire” (ANEXO 19) y “Hojas de toma de muestras.
Otras matrices ambientales (ANEXO 20)”, en funcion de la matriz afectada.

8.10 AUDITORIAS INTERNAS

Las instituciones realizaran peridodicamente, segin un calendario y un procedimien-
to predeterminados, auditorias internas de sus actividades para comprobar que siguen
cumpliendo los requisitos del sistema de gestion de la calidad y de la Norma UNE-EN
ISO/IEC 17025:2005.

El JGC, planificara y organizara las auditorias. Las auditorias se llevaran a cabo, al me-
nos, una vez al afio y éstas abarcaran a las Unidades del Centro Nacional y tanto a los as-
pectos técnicos como de gestion de calidad del Sistema de Gestion de la Calidad definido,
pudiendo realizarse auditorias parciales.

Son objetivos a cubrir de una auditoria:

Verificar la implantacién del Sistema de la Calidad.

Controlar periédicamente su funcionamiento.

Evaluar la eficiencia del Sistema.

Detectar las No Conformidades.

Controlar el seguimiento y cierre de las No Conformidades.

Cuando los resultados de la auditoria pongan en duda la eficacia de las operaciones o
la fiabilidad o validez de los resultados de los ensayos o calibraciones del laboratorio, se
adoptaran inmediatamente las acciones correctivas oportunas y se informara a los clientes
por escrito siempre que las investigaciones demuestren que los resultados del laboratorio
pueden haberse visto afectados

Definiciones
Auditoria

Examen metodico e independiente que se realiza para determinar si las actividades y
los resultados relativos a la calidad cumplen las disposiciones previamente establecidas y
si estas disposiciones estan implantadas de forma efectiva y son adecuadas para alcanzar
los objetivos.

Las auditorias internas comprenderan tanto auditorias horizontales como auditorias
verticales.
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Auditoria horizontal

Esta auditoria implica un examen detallado de uno o varios elementos del Sistema de
la Calidad, tales como formacion de personal, equipos de medida y ensayo, actividades de
evaluacion de la calidad de los ensayos/calibraciones procedimientos de ensayo o calibra-
ciones, etc.

Auditoria vertical

En esta auditoria se seleccionaran al azar un namero representativo de ensayos o ca-
libraciones que hayan sido recientemente realizados por el laboratorio. Cada aspecto de
las actividades asociadas con los ensayos o calibraciones seleccionados se verificara inclu-
yendo al menos:

a) identificaciéon y manejo de muestras

b) personal involucrado, adecuadamente cualificado

¢) calibracién y mantenimiento de equipos

d) métodos de ensayo/validacion y procedimientos utilizados
e) validacion de métodos

f) condiciones ambientales durante el ensayo/calibracion

g) informes y registros

h) control y archivo de la documentacion

i) evaluacion de la Calidad de los ensayos/calibraciones (plan, implantacion, resulta-
dos obtenidos, conclusiones y acciones posteriores)

Para llevar a cabo una auditoria del Sistema de Gestion de la Calidad es necesario con-
siderar los siguientes aspectos:

— Planificacion
— Preparacion
— Realizacion

— Informe

— Seguimiento

— Registros

8.10.1 Planificacién

A propuesta del JGC se establece un plan anual de auditorias con arreglo a un
calendario.

A propuesta del JGC se establece el calendario y alcance de la auditoria, de acuerdo
con el DC y el RT correspondiente.
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8.10.2 Preparacion

El JGC definira el equipo auditor y lo propondra al DC y RT, que lo aprobara y comu-
nicara a los diferentes RT implicados y a las personas designadas.

El equipo auditor estara formado por personas debidamente cualificadas acerca del
Sistema de la Calidad que se va a auditar: deben acreditar formacion suficiente en la norma
17025 y experiencia en la realizacion de auditorias; y no han de tener responsabilidades
directas en los aspectos del sistema que se van a auditar.

Recopilacion y estudio de la documentacion aplicable (incluidas auditorias anteriores
si existen y aplican).

Preparacion del cuestionario de auditoria:

— El equipo auditor preparara previamente un cuestionario de auditoria adaptado al
alcance de la misma.

— Este cuestionario incluira las preguntas o verificaciones concretas a realizar, asi
como referencias al documento que establece el requisito (cuando se crea necesa-
rio) y espacio para anotar las observaciones y los registros consultados que presen-
tan la evidencia que da respuesta a la pregunta.

— No obstante la auditoria no se debe limitar al cuestionario, sino que, ademas, el au-
ditor se debe extender a aquellas areas que a su juicio merecen atencion en funcion
del desarrollo de las comprobaciones.

Notificacion a los responsables del area a auditar, por escrito y con al menos 1 semana:
— Alcance de la auditoria.

— Dia y hora.

— Duracion.

— Programa o agenda.

— Requisitos necesarios (presencia responsable del area auditada, etc.).

— Equipo auditor.

8.10.3 Readlizacién

La realizacion de la auditoria consiste en verificar, mediante el examen y estimacion de
pruebas objetivas, que se observan y cumplen de forma eficaz los requisitos del Sistema
de la Calidad.

8.10.3.1 Reunion previa

Dependiendo de la estructura del area auditada, puede ser necesario realizar una
reunion previa entre el equipo auditor y el responsable del area a auditar, teniendo en
cuenta como obijetivo:

— presentacion equipo auditor
— comentario a la agenda, si procede

— coordinar la forma de actuacion
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8.10.3.2 Comprobaciones

Se seguiran los cuestionarios de auditoria y se profundizara en aquellos aspectos que
se crea necesario. Se anotaran todas las observaciones y No Conformidades detectadas,
indicando los registros en los que se basan.

Para verificar el cumplimiento del Sistema de la Calidad o de un procedimiento con-
creto, se utilizara una conjuncién de auditoria vertical y horizontal. Por ejemplo, para una
auditoria horizontal se puede seleccionar uno o varios registros y comprobar que se han
cumplido todos los aspectos del sistema relacionados con el mismo. Y para una auditoria
vertical se puede elegir un informe y seguir documentalmente todos los pasos hasta, por
ejemplo, el registro de entrada del equipo, comprobando los certificados de calibracion
correspondientes a los equipos de medida utilizados, registros de almacén, el marcado del
equipo, si aun se encuentra alli, etc.

Siempre que se detecte durante la auditoria una No Conformidad que pueda poner en
peligro los resultados de los ensayos, la actividad debera suspenderse hasta que se hayan
llevado a cabo las acciones correctivas correspondientes.

8.10.4 Informe

Una vez terminada la fase de comprobacion, se debe generar un informe sobre los
resultados de la auditoria. Este tiene la finalidad principal de aportar un conocimiento
detallado y util al responsable del area auditada. Sera elaborado por el Responsable de la
auditoria en colaboracién con el resto de su equipo. Este informe contendra como minimo
los siguientes datos:

— Identificacion inequivoca del informe de auditoria.

— Breve declaracion del alcance y finalidad de la auditoria.
— Equipo auditor.

— Fecha de realizacion.

— Unidades y personas entrevistadas.

— Documentacion aplicable.

— Comprobaciones realizadas (se incluiran las observaciones y No Conformidades
detectadas).

- Conclusiones.
— Firma del responsable de la auditoria
— Se adjuntaran como anexo, los Informes de No Conformidad.

El JGC enviara una copia del informe al RT correspondiente del laboratorio auditado
y al DC.

8.10.5 Seguimiento

Se investigaran las causas y los efectos de las No Conformidades detectadas durante
la auditoria y se propondran, por el RT o JGC, segun proceda, las acciones correctivas a
tomar.
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8.10.6 Registros

La auditoria es una actuacion fundamentalmente documental, por tanto deben obte-
nerse y conservarse registros escritos de todas las acciones realizadas durante la misma,
incluidas listas de comprobacion, referencias de la documentacion solicitada en apoyo de
las verificaciones, observaciones, No Conformidades, acciones correctivas, etc.

Deberan existir y estaran controlados, al menos, los siguientes documentos:
- Plan y Programa de auditorias.

- Comunicaciones de auditoria.

- Cuestionarios de auditoria.

- Informes de No Conformidad.

- Informes de Auditoria.

El archivo de estos registros es responsabilidad del JGC.

8.11 REVISIONES POR LA DIRECCION

Se realizara, al menos una vez al ano, una revision del Sistema de la Calidad, con el fin
de asegurar su eficiencia permanente y, en caso necesario, iniciar las acciones correctivas
correspondientes para la mejora.

La fecha de la reunion sera propuesta por el JGC al DC. A la reunion asistiran, al me-
nos, el DC, el JGC, y los RT, asi como todas las personas que se consideren necesarias para
esta revision.

En el orden del dia se incluiran al menos los siguientes puntos:

— Asuntos pendientes de revisiones anteriores

— Informes del personal directivo y supervisor.

— Resultados de auditorias internas recientes.

— Acciones correctivas y preventivas.

— Auditorias realizadas por organismos externos

— Resultados de comparaciones interlaboratorios o de ensayos de aptitud.
— Cambios en el volumen o en el tipo de trabajo

— Retorno de informacion de los clientes

— Reclamaciones.

— Otros factores relevantes, como actividades de control de calidad, recursos y forma-
cion de personal

— Idoneidad de los recursos humanos y equipamiento existentes
— Idoneidad de las politicas y procedimientos.

Ademas, en cada una de las Revisiones del Sistema se abordara la necesidad de modi-
ficar los documentos que definen el Sistema de la Calidad. Cada reunién de Revision del
Sistema tiene capacidad de decision sobre cualquier modificacion de dichos documentos.
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De cada reunion se levantara un acta en la que se reflejen los asistentes, asuntos tra-
tados y acuerdos adoptados y citando especificamente, o adjuntando como anexos, los
documentos analizados. Asi mismo las acciones correspondientes se llevaran a cabo en un
plazo de tiempo adecuado y acordado en las propias reuniones.

La Direccion debe asegurar que esas acciones se llevan a cabo en el plazo de tiempo
adecuado acordado.

Los resultados de la Revision por la Direccion deben introducirse en el sistema de
planificacién del centro incluyendo las metas, los objetivos y los planes de accion para el
ano siguiente.

8.12 PERSONAL
PROCESO DE CUALIFICACION, RECUALIFICACION Y AUTORIZACION

Se entiende por cualificacion del personal el reconocimiento formal de su capacidad
para realizar tareas (actividades, operaciones, etc.) especificas dentro del Sistema de Ca-
lidad, basado en una formacion teérica y practica adecuada, en la experiencia o en unas
aptitudes demostradas, segin sea necesario y bien de forma curricular o impartida.

Se entiende por recualificacion el mantenimiento de la cualificacion adquirida por una
persona para desarrollar una tarea dentro del Sistema de Calidad.

El personal que realice tareas especificas debe poseer la debida cualificacion. Todo el
personal implicado en las actividades amparadas por este Plan de Calidad debe ser cua-
lificado y recualificado de acuerdo con la sistematica que se desarrolla en este punto del
procedimiento.

El RT es el responsable de la adecuada cualificacion y recualificacion del personal a su
cargo, para las tareas especificas de su area de influencia.

El JGC es el responsable de la adecuada cualificacion y recualificacion del personal a
su cargo, para las tareas especificas de su area de influencia.

EL DC debe autorizar al personal para la realizacion de tareas especificas reconociendo
formalmente su competencia técnica mediante los Registros de Autorizacion.

* Programa de Cualificacion

La cualificaciéon necesaria para realizar tareas dentro del Sistema de Calidad se reali-
zara tras superar un Programa de Cualificacion personalizado para el individuo a cualifi-
car (en funcién de sus conocimientos, aptitudes, experiencia, etc.), teniendo en cuenta el
periodo minimo y el nimero de ensayos minimos a realizar determinados previamente
por el responsable. El Programa de Cualificacion se recoge en el “Registro de programa
de Cualificaciéon/Recualificacion” (ANEXO 21). El modelo de tabla a cumplimentar, “Tabla
para establecer el periodo minimo y el n° de ensayos minimos necesarios para cualificar
al personal”, se recoge en el ANEXO 22.

El Programa de Cualificacion puede quedar definido por actividades diversas -desde la
simple difusion del Procedimiento de Trabajo donde se recoge la sistematica de la tarea a
cualificar hasta ser necesaria la realizaciéon de pruebas de aptitud- con plazos previstos de
ejecucion y la adecuada supervision durante la cualificacion.
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En lineas generales, un Programa de Cualificacion personalizado recogera, conforme
proceda en cada caso:

a) La formacion tedrica (curriculum vitae, difusion especifica de la metodologia)

b) La formacion practica (participacion/ realizacion supervisada en/de la tarea a cuali-

ficar), sustentada en los respectivos registros documentales.

El proceso de elaboracion del Registro de Programa de Cualificacion / Recualificacion
(ANEXO 21) sera el siguiente:

Se identificarda con precision la tares a cualificar, haciendo referencia al procedi-
miento de ensayo u otro procedimiento a seguir.

El RT designa al Responsable de elaborar el programa de cualificacion de la persona
a cualificar. Dicho responsable cumplimentara las casillas del Registro de Programa
de Cualificacion/Recualificacion donde se relacionen las “Actividades a realizar” y
los plazos “previstos” para ello. Por ultimo, el responsable del programa fechara y
firmara en la casilla del mismo habilitada al respecto.

Seguidamente, la persona que se va a cualificar firma en enterado y conforme, acep-
tando el programa de cualificacion establecido por el responsable del programa.

El siguiente paso es la realizacion de las actividades del programa de cualificacion
por la persona a cualificar. Una vez realizadas las actividades de cualificacion, la
persona Responsable / Supervisor de cada actividad anota la fecha de realizacion
de la misma y firma el CONFORME a la realizacion y buen hacer de las actividades.
De ellas se dejaran registros pues la cualificacion/recualificacion debe ser trazable
hasta los registros primarios en los que se base.

Una vez realizadas todas las actividades previstas, el RT/DC como responsable ul-
timo del Registro lo fechara y firmara, quedando desde ese momento cualificada
y autorizada la persona para desarrollar las tareas para las que ha sido cualificada
dentro del ambito de responsabilidad técnica del RT que firmoé el Registro.

El RT remitira el original del Registro de Programa de Cualificacion / Recualificacion
al JGC para su control y archivo, conservando copia del mismo.

El JGC sera el responsable de la cualificacion del personal de la Unidad de Gestion
de Calidad.

* Tipos de Tareas a Cualificar

Las tareas a cualificar podran ser:

a) Procedimientos de Ensayo completos: Identificados con nombre y cédigo

b) Etapas de Procedimientos de Ensayo, que implican la cualificacion para distintas

operaciones y la utilizaciéon de diferentes equipos para los cuales, en su caso, ten-
dran que tener la correspondiente cualificaciéon independiente (ver ¢ y d).

¢) Procedimientos Normalizados de Trabajo de Utilizacion de Equipos, para aquellos

equipos que, por su complejidad, el RT estime necesaria la cualificacion.

d) Actividades/Operaciones concretas de cada Secciéon/Unidad.
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8.12.1 Proceso de recualificacion

La recualificacion del personal para mantener la cualificacion alcanzada se podra llevar
a cabo mediante dos sistematicas:

1. Definiendo un Programa de Recualificacién, de forma analoga a como se genera un
Programa de Cualificacion, adaptandolo a las caracteristicas particulares de la per-
sona que se va a recualificar y recogiendo el proceso en el ANEXO 21 “Registro de
Programa de Cualificacion/Recualificacion”.

2. Utilizando los Registros de Actividad generados por la persona cualificada y reco-
giendo el proceso en el ANEXO 23 “Registro de Recualificacion por Registros de
Actividad Supervisados”.

Se entiende por Registros de Actividad:

a) Los registros generados por un individuo durante el desempeno de dicha actividad,
incluidos los generados en los procesos de aseguramiento de la calidad. Los regis-
tros de actividad que van a utilizarse para la recualificacion del individuo, deberan ser
supervisados y evaluados. La supervision de la actividad y la evaluacion de los regis-
tros generados (existentes en los Libros de Trabajo o en los archivos del laboratorio)
se constataran mediante la correspondiente firma y conforme del supervisor de la ac-
tividad junto al registro primario, y la firma del RT en la casilla habilitada al respecto
en el ANEXO 23, como registro de la evaluacion global efectuada.

En las casillas del Registro de Recualificaciéon correspondiente a la tarea a recua-
lificar, se senalara “r” (recualificaciéon por registro) y la indicacion que permita
la trazabilidad de la supervision/evaluacion efectuadas (por ejemplo: fecha del
registro de actividad, pagina del Libro de Trabajo donde se conserva dicho re-
gistro, etc.).

b) Los registros generados durante Jornadas de actualizacion de criterios, como por
ejemplo las utilizadas para difusion especifica y puesta en comin de normativa,
procedimientos, etc., que se exigen en el mantenimiento de cualificaciones especifi-
cas en el Sistema de Calidad. Las Actas o resimenes de los puntos tratados en estas
jornadas conformaran los registros de actividad que evidencien esta recualificacion.

La recualificacion debera llevarse a cabo durante el ano siguiente al de la recualifica-
cion precedente. El RT remitira el original de los registros de recualificacion al JGC para
su control y archivo, conservando copia del mismo.

8.12.2 Proceso de autorizaciéon

Los RT son responsables de asegurar la cualificacion especifica del personal a su cargo
para realizar tareas en su ambito de responsabilidad técnica. En este sentido, se asimila la
cualificacion con la autorizacion para realizar la tarea cualificada en su ambito de respon-
sabilidad, por lo que el registro de cualificacion, que pone de manifiesto el reconocimien-
to formal de capacidad para realizar tareas especificas dentro del Sistema de Calidad es,
también, el registro de autorizacion respectivo.

En los siguientes supuestos, el registro de autorizacion tendra el mismo valor de re-
conocimiento formal de capacidad para realizar tareas especificas dentro del Sistema de
Calidad que el registro de cualificacion respectivo:
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a) NOMBRAMIENTO PARA EJERCER ACTIVIDADES DE RESPONSABLES TECNICOS

(RT), y JEFE DE GARANTIA DE CALIDAD (JGC)

El DC es responsable de las autorizaciones pertinentes para ejercer actividades de
RT en las actividades asi determinadas, y JGC. El DC autoriza a ciertas personas a
ejercer esas funciones por su formacién y experiencia.

El DC comunica por escrito estas autorizaciones al interesado y al JGC, para su ano-
tacion en el correspondiente “Registro de Autorizaciones”. En el registro, se sefiala la
actividad para la que esta autorizado, la persona que autoriza y la fecha de entrada
en vigor de dicha autorizacion. El registro lo firma el titular de la autorizacion mani-
festando con ello su enterado/conforme. El registro lo archiva el JGC.

Los formatos de los registros a cumplimentar son, “Registro de Autorizacion para
ejercer tareas de RT“ (ANEXO 24), y “Registro de Autorizacién para ejercer tareas de
JGC* (ANEXO 25).

b) AUTORIZACIONES EXPRESAS, POR DELEGACION DE FUNCIONES

Pueden existir autorizaciones expresas para ejercer funciones por delegacion, basa-
das en la formacion y experiencia de la persona que recibe la delegacion. Es el DC
el responsable de estas autorizaciones.

La delegacion de funciones sélo se producira en casos de ausencia o necesidad, se
realizara por escrito especificando funciones y plazo durante el cual se van a realizar
y se comunicara al interesado, con copia a la Unidad de Garantia de Calidad para su
anotacion en el correspondiente “Registro de Autorizaciones” (ANEXO 20).

El DC comunica por escrito estas autorizaciones al interesado y al JGC, para su ano-
tacion en el correspondiente “Registro de Autorizaciones”. En el registro, se sefiala
la tarea para la que esta autorizado, la persona que autoriza y la fecha de la auto-
rizacion. El registro lo firma el titular de la autorizacion manifestando con ello su
enterado/ conforme. El registro lo archiva el JGC.

Existira una sistematica para que en caso de ausencia de alguno de los RT o del JGC
éstos sean sustituidos de forma automatica, ejerciéndose la asuncién de funciones
de RT, y JGC por parte de la persona indicada en el diagrama de sustitucion siguien-
te. Los formatos utilizados para este tipo de autorizacion son, formato “Registro de
Autorizacion para ejercer funciones de RT” (ANEXO 24), “Registro de Autorizacion
para ejercer funciones de JGC” (ANEXO 25).

¢) REGISTRO DE AUTORIZACION PARA EJERCER TAREAS CUALIFICADAS POR UN

RT DISTINTO AL QUE EXTIENDE LA AUTORIZACION

Cualquier RT podra, tras evaluar el Registro de Cualificacion/Recualificacion de una
persona, otorgado por otro RT, autorizar a dicha persona para ejercer todas o parte
de las tareas cualificadas en su ambito de responsabilidad técnica. El RT comunica
por escrito estas autorizaciones al interesado y a la Unidad de Garantia de Calidad,
para su anotacion en el correspondiente Registro de Autorizaciones (ANEXO 206).
En el registro, se senala: el tipo de tarea para la que esta autorizado, la persona que
autoriza y la fecha de la autorizacion. El registro lo firma el titular de la autorizacion
manifestando con ello su enterado/conforme. El registro lo archiva la UGC.
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8.13 LOCALES Y CONDICIONES AMBIENTALES

8.13.1 Areas de ensayo, calibracién interna

Los ensayos se llevaran a cabo, normalmente, en sus instalaciones permanentes, las
cuales seran adecuadas y estaran en perfecto estado.

En el caso de actividades que se realizan en otras instalaciones o “in situ”, se compro-
bara que las condiciones son adecuadas, registrando éstas.

Ademas los locales seran lo suficientemente espaciosos para limitar los riesgos de dano o
peligro y para permitir al personal del laboratorio facilidad y precision en sus movimientos.
Se deberan establecer areas de ensayo separadas, o dispositivos equivalentes, para aquellas
medidas que pudieran producir contaminacion o afectar a otros equipos de ensayo.

Se debera mantener un estado adecuado de orden y limpieza de los equipos e
instalaciones.

8.13.2 Condiciones Ambientales

Cuando se realicen ensayos y medidas en el laboratorio, las condiciones ambientales
seran tales que se asegure el correcto funcionamiento de los equipos intervinientes, y que
no se sobrepasen los limites de temperatura, humedad, etc., permitidos en las normas y
procedimientos para los ensayos, calibraciones y/o medidas particulares.

Al respecto:

I) Las distintas areas de ensayo estarin acondicionadas (temperatura, humedad, renova-
cion, etc.), en funcion del tipo de actividad que en ellas se realiza y de los requisitos
aplicables. Si fuese necesario cada area/zona especificara las condiciones ambientales
que le son aplicables, lo cual quedara registrado en los documentos correspondientes.
Las condiciones ambientales criticas se registraran, si fuera necesario, de forma continua.

ID El centro dispondra, si procede, de los equipos de medida (p. €j.: temperatura y hu-
medad) que permitan comprobar y controlar el mantenimiento de las condiciones
necesarias. En las hojas de toma de datos se registraran las condiciones ambientales
cuando asi esté previsto en el procedimiento correspondiente.

ITD Si al comenzar un ensayo, las condiciones o parametros ambientales no estuvieran
dentro de los limites establecidos para los ensayos, calibraciones internas o medi-
das a realizar, se situaran dichos parametros dentro de los limites por medio de los
acondicionadores disponibles o alternativamente se pospondra el trabajo hasta que
las condiciones sean las adecuadas.

IV) En el caso de no poder cumplir lo antedicho y que durante la realizacion del trabajo
las condiciones ambientales no se ajusten a los limites establecidos, el RT estudiara
su repercusion en los resultados obtenidos.

V) En el resto de los locales las condiciones ambientales seran las normales de un local
cerrado para uso publico.

En cualquier caso, los procedimientos especificos de calibracién haran mencién a las
condiciones ambientales requeridas, y se verificara su cumplimiento en el laboratorio y en
los ensayos in situ.
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8.13.3 Seguridad Personal

Se seguiran las normas establecidas en las Leyes de Prevencion de Riesgos Laborales
aplicables.

Se tomaran las medidas necesarias para garantizar la seguridad del personal en aque-
llas actividades y ensayos que comporten un riesgo especial. En cualquier caso, el personal
técnico velara por que se cumplan las condiciones de seguridad establecidas en los proce-
dimientos aplicables. Estas medidas seran obligatorias.

8.13.4 Acceso a dreas de ensayo

El acceso a las distintas areas de ensayo estara limitado y controlado segun los siguien-
tes criterios:

D) Areas de ensayo, archivo, despachos, etc.: el acceso estara limitado al personal que
esté debidamente autorizado. Este personal debera haber firmado la “Declaracion
de salvaguardia” (ANEXO 2). Se prestara especial atencion al mantenimiento de las
condiciones ambientales y a las restricciones originadas por motivos de seguridad
o contaminacion (explosivo, radioactivos, carcinégenos, andlisis de trazas, etc.).

Cuando existan restricciones por motivos de seguridad y/o contaminacion el per-
sonal debe conocer:

- El uso preestablecido de una determinada area/zona.

- Las restricciones impuestas en relacion al trabajo desarrollado en dichas areas/
ZONas.

- Las razones para imponer dichas restricciones.

- La indumentaria necesaria para evitar posibles contaminaciones (batas, zapatos
especiales, guantes, mascaras, etc.).

- La necesidad de mantener las mas estrictas condiciones de higiene personal (fu-
mar, comer, mascar chicle, etc.).

ID) No se permitira la estancia a personal ajeno al centro si no es acompanado por una
persona autorizada.

ITD) Las distintas dependencias, archivos, sistemas informaticos, etc. dispondran de los
correspondientes sistemas de seguridad que permitan garantizar un acceso restrin-
gido a los mismos.

8.14 EQUIPOS

Esta descripcion considerara las actividades a realizar por el centro en la gestion de sus
equipos - tras su recepcion- y los registros generados como consecuencia de las mismas.

Actividades a realizar

Recepcion de equipos

Codificacion e Identificacion de equipos

Listado de equipos

Ficha de equipos
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Utilizacion de equipos
Equipos propios

Equipos ajenos

Control de equipos
Mantenimiento

Verificacion

Calibracion

Anomalias y reparaciones
Etiquetado de la situacién del equipo
Entradas y salidas de equipos
Baja de equipos

Archivo de documentacion

Como consecuencia de las actividades realizadas, el centro generard los registros
correspondientes.

8.14.1 Recepcién de equipos

A la recepcion del equipo, el centro:

Comprueba: que se adecua lo recibido a las condiciones del pedido, su integridad
fisica, la documentacion que le acompana y su funcionamiento. Deja registros de la
actividad realizada

Le adjudica un cédigo que permita diferenciarle en todo momento
Lo incluye en el listado de equipos del laboratorio
Realiza la ficha de equipo, en la que incluye los datos pertinentes

Realiza los procedimientos aplicables en el uso, la calibracién/verificacion y el man-
tenimiento (PNU, PNC y PNM)

Lo incluye en el Plan/Programa de Calibracion/Verificacion/Mantenimiento
Le abre un Historial de Mantenimiento y un Historial de Calibracién/Verificacion

Cuando proceda, realiza la calibracion/verificacion del equipo previa al uso, para
comprobar que cumple con los requisitos especificados por el laboratorio y las es-
pecificaciones contenidas en las normas aplicables. Deja registros de la actividad
realizada

Lo pone en uso si las comprobaciones realizadas lo permiten
Dispone toda la documentacion relacionada con el equipo de manera conjunta

Procede a la instalacion definitiva o almacenamiento (si se trata de reactivos, o sus-
tancias materiales de referencia)
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8.14.2 Codificacién e identificacion de equipos
Codificacion
El RT sera el responsable de la asignacion de un cédigo a cada equipo.

Para los MR y RR se podra mantener el nimero de cédigo salvo que varie el fabrican-
te, la composicion tipo o la calidad del producto. Asimismo, se podra dar un solo cédigo
para cada tipo de material volumétrico (p.e. pipetas 10 ml clase A), material de vidrio no
volumétrico u otros materiales o equipos auxiliares (vasos, calentadores, etc.).

Identificacion

Todos los equipos se identificaran mediante una etiqueta con su codigo, situado de
forma indeleble sobre él. Cuando no sea posible o conveniente identificarlo de esta ma-
nera (p.e. por su tamano, por su utilizacion, por su mantenimiento o calibracion, etc), se
procedera a su identificacion de forma inequivoca (p.e. situando la etiqueta con el codigo
sobre el envase que lo contiene, en el lugar del almacenamiento, etc). Es recomendable
que la identificacion del equipo incluya, ademas del codigo, la descripcion/nombre del
mismo. Las descripciones deberan ser uniformes y acordes con las de las fichas, cuando
sea posible, con denominaciones normalizadas.

En el caso de RR y MR quimicos o biol6gicos preparados internamente se identificaran
con una etiqueta con el siguiente contenido minimo:

— Producto

— Concentracion, si procede
— Disolvente, si procede

— Conservacion

— Fecha de preparacion

— Fecha de caducidad

— Preparado por:

Para aquellos materiales en los que el c6digo no es necesario o no es posible que
vaya sobre ellos y sea necesario diferenciarlos de otros del mismo tipo (p.e. material
de vidrio en funcién de trazas) se tomaran medidas para evitar, cuando sea necesa-
rio su uso, el que puedan utilizarse equivocamente (p.e. localizaciones diferentes,
marcas, etc). En la localizacion definida de los mismos se colocara la etiqueta de
identificacion correspondiente.

La identificacion de los equipos es responsabilidad del RT correspondiente.

8.14.2.1 Listado de equipos

Se establecera un sistema que permita disponer de un listado de todos los equipos, y
se mantendra actualizado.

Es responsabilidad del RT el mantenimiento actualizado de los listados y el que todos
los equipos hayan sido incluidos en el inventario administrativo del Instituto.

El Listado de Equipos (AA) contendra los datos recogidos en el formato correspondien-
te del ANEXO 27.
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El Listado de Materiales de Referencia (MR) contendra los datos recogidos en el forma-
to correspondiente del ANEXO 28.El Listado de Reactivos (RR) y Medios de Cultivo (MC)
contendra los datos recogidos en el formato correspondiente del ANEXO 29. El Listado de
Material Volumétrico y Fungible (MV) contendra los datos recogidos en el formato corres-
pondiente del ANEXO 30.

8.14.2.2 Ficha de equipos

Cada uno de los equipos dispondra de su Ficha de Equipo, que recogera uno u otros
datos en funcion del tipo de equipo.

El software utilizado para realizar ensayos y calibraciones que influyan en los resulta-
dos debe tener, en la medida de lo posible, la consideracion de equipo a todos los efectos,
identificarse como AA y recibir una codificaciéon unica. Si forma parte de un equipo, se
codificara como un accesorio del mismo.

La Ficha de Aparatos e Instrumentos de medida (AA), contendra los datos recogidos en
el formato correspondiente del ANEXO 10.

La Ficha de Materiales de Referencia (MR) contendra los datos recogidos en el formato
correspondiente del ANEXO 11.

La Ficha de Reactivos (RR) y Medios de Cultivo (MC) contendra los datos recogidos en
el formato correspondiente del ANEXO 13.

La Ficha de Material Volumétrico y Fungible (MV) contendra los datos recogidos en el
formato correspondiente del ANEXO 14.

8.14.2.3 Utilizacién de equipos
Equipos propios

Los equipos se utilizaran correctamente de acuerdo con la experiencia y con las instruccio-
nes del fabricante. En el caso de aparatos e instrumentos (AA) se dispondra en el centro bien
de copia de las instrucciones del fabricante (manual del usuario) o bien de un PNT para utiliza-
cion del equipo, accesibles al personal del centro para su consulta siempre que sea necesario.

En general, los materiales de referencia (patrones fisicos, etc.) no podran utilizarse
para fines distintos a los de calibracion, salvo cuando pueda demostrarse que su uso alter-
nativo no los invalida como material de referencia. Se encontraran en un lugar adecuado,
identificados convenientemente y de forma que se garantice su uso restringido.

En los procedimientos de calibracion se incluiran, si procede, las instrucciones de uso.

Equipos Ajenos

En el caso de ser necesaria la utilizacion de equipos ajenos, el centro debe asegurar
que dicho equipo cumple con los requisitos establecidos en la norma UNE-EN ISO/IEC
17025:2005 que les sea aplicable, cuando esta aplique. Como minimo se verificara:

— Adecuacioén del equipo a los requisitos de la norma de ensayo.

— Cumplimiento de la norma UNE-EN ISO/IEC 17025:2005 y de los requisitos aplica-
bles el Sistema de la Calidad.
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— Existencia de instrucciones de uso, si procede.
— Existencia de certificado de Calibracion en vigor, si procede.

De estas comprobaciones se dejaran registros que se archivaran junto a los resultados
del ensayo, si la utilizacion es circunstancial, o en el expediente del equipo, si se conside-
rase mas conveniente.

8.14.2.4 Control de equipos
Comprende las actividades y registros relacionados con:

Mantenimiento

Calibracion / Verificacion

Etiquetado de la situacion de los equipos

Entrada y salida de equipos

Anomalias

8.14.3 Mantenimiento de equipos
Mantenimiento Preventivo

El RT decidira si un equipo debe someterse a mantenimiento preventivo interno (rea-
lizado por el personal del centro), externo (realizado por personal ajeno al centro) o no
procede. Esta decision se indicara en la Ficha del Equipo.

Cada Unidad elaborara anualmente un Plan/Programa de Mantenimiento periédico
de los equipos, que recoja:

— Coddigo del equipo

— Descripcion/Nombre del equipo

— El tipo de mantenimiento a realizar: Externo (E) o Interno (I)

— Periodicidad del mantenimiento

— Fecha prevista de mantenimiento

— Fecha de realizacion del mantenimiento

El RT sera responsable de asegurar la existencia del Plan/Programa de Mantenimiento
periodico.

El Plan/Programa de Mantenimiento se recoge en el Formato correspondiente (ANEXO
31) “Plan/Programa de Mantenimiento/Verificacion/Calibracién de equipos”.

Las actividades de mantenimiento interno se llevaran a cabo de acuerdo con instruc-
ciones escritas en un PNT (PNM) o, alternativamente, con las descritas en el Manual del
Usuario (instrucciones del fabricante).

Si las actividades se realizan por una empresa externa, en su oferta o en el contrato
que se firme, se deberan especificar las actividades a realizar y de cada intervencion debe-
ran facilitar un documento que indique las actividades realizadas, fecha y firma.
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Cada equipo tendra un Historial de Mantenimiento donde se anotaran las actividades
de mantenimiento realizadas, indicando:

— El n° de registro de la actividad

— La actividad realizada

— La periodicidad planificada

— La fecha de realizacion

— La persona o empresa que la realiz6

El Formato correspondiente (ANEXO 32) “Historial de Mantenimiento” recoge los da-
tos a cumplimentar de las actividades de mantenimiento realizadas.

Las actividades de mantenimiento pueden, si asi se prefiere, registrarse en el Formato
correspondiente “Historial de Operaciones”, (ANEXO 33) donde se pueden anotar todo
tipo de operaciones realizadas sobre el equipo (mantenimientos correctivos y preventivos,
calibraciones, verificaciones, etc.).

Mantenimiento Correctivo (Reparaciones)

Se realizara un mantenimiento correctivo de los equipos cuando se detecte o sospeche
que un equipo no esta dentro de los limites del buen funcionamiento.

Se indicara convenientemente que el equipo no puede ser utilizado.

Se seguira una politica de Mantenimiento Correctivo (reparaciones) para todos aque-
llos equipos cuya reparacion sea posible y conveniente, y asi lo decida el RT.

Todas las reparaciones del equipo se indicaran en el Historial de Mantenimiento del equipo,
Formato “Historial de Mantenimiento (ANEXO 32)”, o en el Formato “Historial de operaciones”
(ANEXO 33), indicando que es una reparacion. Si la reparacion la realiza una empresa externa,
se anotara el nimero del informe que realiza la empresa y si la reparacion es interna, se seiala.

Tanto los informes de reparacion externa como los de reparacion interna recogeran las
operaciones realizadas.

Si la reparacion comporta la salida del equipo, se registrara la salida y entrada del
equipo en el Registro de Entrada/Salida de equipos (ANEXO 34).

Una vez realizada la reparacion del equipo, este sera sometido a inspeccién, chequeo
funcional y calibracion/verificacion, si procede, para comprobar su estado, dejando regis-
tro del mismo.

8.14.4 Calibracién / Verificacién de equipos

El RT decidira si un equipo debe someterse a calibracion/verificacion interna (realiza-
do por el personal del centro), externa (realizada por personal ajeno al laboratorio) o no
procede. Esta decision se indicara en la Ficha del Equipo.

Cada Unidad elaborara anualmente un Plan/Programa de Calibracion/Verificacion
periodico de los equipos, que recoja:

— Codigo del equipo

— Descripcion/Nombre del equipo
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El tipo de calibracion/verificacion a realizar: Externo (E) o Interno (I)

Periodicidad de la calibracion/verificacion

Fecha prevista de la calibracion/verificacion

Fecha de realizacion de la calibracion/verificacion

Los Patrones, Materiales de Referencia y Material Volumétrico del laboratorio, seguiran
el mismo proceso que los aparatos e instrumentos de medida.

El RT sera responsable de asegurar la existencia del Plan/Programa de Calibracion/
Verificacion periédico.

El Plan/Programa de Calibracion/Verificacion se recoge en el Formato correspondiente
(ANEXO 31) “Plan/Programa de Mantenimiento/Verificacién/Calibracion de equipos”.

Cada equipo tendra un Historial de Calibraciones/Verificaciones (ANEXO 35) donde
se anotaran las actividades de calibracion/Verificacion realizadas, indicando:

— El n° de registro/Certificado de la actividad
— La periodicidad planificada

— La fecha de realizacion

— La persona o empresa que la realizo

— La evaluacion del resultado

El Formato correspondiente “Historial de Calibraciones/Verificaciones” (ANEXO 35)
recoge los datos a cumplimentar.

Las actividades de calibracion pueden, si asi se prefiere, indicarse en el Formato “His-
torial de operaciones”, donde se pueden anotar todo tipo de operaciones realizadas sobre
el equipo (mantenimientos correctivos y preventivos, calibraciones, verificaciones, etc.).

El centro establecera, a priori, criterios de aceptacion/rechazo de los resultados de las
calibraciones, basados en la correccion o incertidumbre de calibracién, o en ambas. El
formato correspondiente del ANEXO 36 “Criterios de aceptacién/rechazo de los resulta-
dos de las calibraciones” recoge los datos a cumplimentar. El RT evaluara los registros de
calibracion interna o los certificados de calibracion externa con el fin de comprobar que
el equipo cumple con los criterios establecidos y determinar asi su idoneidad para el uso
previsto. Dispondra también de criterios de aceptacion/rechazo de los resultados de las
verificaciones.

Verificaciones

Las verificaciones internas se llevaran a cabo de acuerdo con instrucciones escritas en
un PNT o, alternativamente, con las descritas en el Manual del Usuario (instrucciones del
fabricante).

De estas actividades de verificacion interna se dejara un registro codificado y se anota-
ran en el Historial de Calibraciones/Verificaciones o en el Historial de Operaciones; si son
actividades que se realizan diariamente o a cada uso no precisan codificacion y pueden ser
registradas en la libreta de trabajo.
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Si las actividades las realizan una empresa externa, en su oferta o en el contrato que
se firme, se deberan especificar las actividades a realizar y de cada intervencion deberan
facilitar un documento que indique las actividades realizadas, fecha y firma. Estas activida-
des de verificacion seran registradas en el “Historial de Calibraciones/Verificaciones” o en
el “Historial de operaciones”.

Calibraciones internas

Las actividades de calibracion interna se efectuaran de acuerdo con instrucciones es-
critas en un PNT.

En las calibraciones internas se utilizaran Patrones y Materiales de Referencia Certifi-
cados, de la maxima calidad metrolégica disponible. Deberan ser calibrados y certificados
por entidades que garanticen la trazabilidad de las calibraciones a patrones nacionales e
internacionales, con expresion de los valores certificados y su incertidumbre; en la docu-
mentacion que lo acompane figurara, adicionalmente, como minimo, los resultados de las
medidas o valor medio y desviacion tipica, siendo muy recomendable que incluyan ade-
mas los métodos analiticos utilizados y los laboratorios participantes.

Cuando no se disponga de un Material de Referencia Certificado se puede emplear un
Material de Referencia que haya sido sometido a ejercicios de intercomparacion con otros
laboratorios o analizado por otros métodos.

Si no es aplicable lo anterior pueden adquirirse materiales de referencia sin certificar a
proveedores cuyos procesos de fabricacion estén registrados de acuerdo con los criterios
establecidos en las normas de la Serie UNE-EN-ISO 9000.

En caso de que no fuese posible garantizar la trazabilidad de alguna de las formas an-
teriores, se comparara el equipo con otro u otros (de laboratorios que realicen el mismo
tipo de medidas, laboratorios externos, etc.) emitiendo un documento, que se conservara
junto a los resultados obtenidos, en el que se explique el proceso seguido.

El RT verificara los certificados de los Materiales de Referencia y Patrones dejando un
registro. El formato correspondiente “Verificacion de Patrones y Materiales de Referencia”,
recoge los datos a cumplimentar (ANEXO 12).

Cada vez que se lleve a cabo una calibracion interna se elaborara un Registro de Cali-
bracion, cuyo contenido minimo sera:

N° de Registro de Calibracion: Estara compuesto por el cédigo del equipo separado
por guion bajo y por “Cal” y un nimero correlativo de dos digitos (01, 02, ...). En el caso
de verificaciones no sera exigible el N° de registro del certificado de verificacion, debido
al elevado numero de verificaciones de algunos equipos como las balanzas. Asi mismo, y
con caracter excepcional, no sera exigible identificar mediante un c6digo a los registros de
calibracion de aquellos equipos que presentan una alta frecuencia de calibraciones, como
los pH-metros

Identificacion del equipo calibrado/verificado: Cédigo y descripcion/nombre

Identificaciéon de patrones

Condiciones ambientales, cuando proceda

Trazabilidad (n° de Certificado de los patrones, MR)
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— Procedimiento utilizado (c6digo o breve descripcion)

— Resultados incluyendo, cuando se hayan repetido medidas, la media y la desviacion
tipica de la media.

— Correccion para cada punto calibrado

— Incertidumbre expandida asociada a la calibracién (indicando el factor k utilizado),
calculada o estimada segun el procedimiento correspondiente

— Indicacion de si el equipo CUMPLE / NO CUMPLE con los criterios de aceptacion/
rechazo de los resultados de las calibraciones establecidos — que se indicaran en el
registro —, tras la evaluacion de los mismos

— Limitaciones de uso, si procede

— Indicacion de fuera de uso, si procede

— Fecha de proxima calibracion/verificacion

— Fecha y Firmas (Ejecutor de la calibracién/verificacion y del RT)

El estado del equipo tras la calibraciéon (calibrado, limitacién de uso, fuera de uso) se
indicara adecuadamente con la etiqueta correspondiente.

Estas actividades de calibracion seran registradas en el “Historial de Calibraciones/
Verificaciones” o en el “Historial de operaciones”.

Calibraciones Externas

Las calibraciones externas seran realizadas por laboratorios acreditados por la Entidad
de Acreditacion o por cualquiera de los organismos de acreditacion firmantes del acuerdo
EA, para la magnitud y rango precisado con la incertidumbre necesaria.

Las operaciones de calibracion externa deben quedar documentadas en un Certificado
de Calibracion. El RT revisara los certificados de calibracion con el fin de comprobar que
contienen los datos minimos necesarios (codificacion del registro, correcta identificacion
de los datos del equipo, medida en el rango y en los puntos de calibracion solicitados,
trazabilidad...) y de conocer el resultado de la calibracion para determinar si el equipo
cumple o no cumple con la tolerancia de los criterios de aceptacion / rechazo de los re-
sultados de las calibraciones. El formato correspondiente “Verificacion de Certificados de
Calibracion Externa”, recoge los datos a cumplimentar (ANEXO 15).

El estado del equipo tras la calibracion (calibrado, limitaciéon de uso, fuera de uso) se
indicara adecuadamente con la etiqueta correspondiente.

Estas actividades de calibracion seran registradas en el “Historial de Calibraciones/
Verificaciones” o en el “Historial de operaciones”.

Revision de los intervalos iniciales de calibracion/verificacion.

El centro puede revisar el periodo de calibracion/verificacion de un equipo, basando-
se en los resultados de anteriores calibraciones/verificaciones. Para aquellos equipos que
presenten mayor estabilidad y menor deriva en el tiempo, se podran dilatar los periodos
de calibracion/verificacion; para los equipos que presenten mayor inestabilidad y deriva
en el tiempo, se podran acortar los periodos de calibracién/verificacion.
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8.14.5 Anomalias de equipos

Cuando se detecte, por medio de una calibracién/verificacion, mantenimiento u obser-
vaciones durante la utilizacién o preparacion de un equipo que éste da resultados sospe-
chosos o incorrectos o ha sido sometido a sobrecarga o manejo inadecuado, el responsa-
ble lo identificara de manera adecuada.

Una vez identificado el equipo en lugar claramente visible para el usuario y separado
de su ubicacion habitual, si es posible, se informara al RT correspondiente. El RT, o per-
sona en quien delegue, analizara el estado del equipo a partir de los datos disponibles
o de los adicionales que sea necesario tomar, para posteriormente fijar las acciones a
realizar sobre el equipo: reparacion, calibracion/verificacion, puesta en servicio, retirada,
etc. Asimismo, revisara la posible incidencia de la anomalia detectada sobre los ensayos o
calibraciones realizados anteriormente con el equipo y si es necesario tomar acciones al
respecto, abrira un Informe de Trabajo No Conforme.

El analisis realizado se documentara en el formato correspondiente Informe de equipo
con anomalias” (ANEXO 38) que recoge los datos a cumplimentar. El informe se identifi-
cara con el codigo del equipo seguido por IA_TT donde:

IA: se corresponde con “Informe de anomalia del equipo”

TT: es el numero correlativo de informe de anomalia de ese equipo (01, 02,...)

8.14.6 Identificacién del estado de los equipos

El estado de los equipos se identificara por medio de etiquetas que se fijaran sobre el
propio equipo, su funda o cualquier otro medio que cumpla la misma funcion.

Existiran las siguientes etiquetas:
— Etiqueta de calibracion

— Etiqueta de limitacién de usos
— Etiqueta de fuera de uso

La etiqueta de calibracion se utilizara cuando no exista restriccion alguna para el uso
del equipo. Sera de color verde y su contenido minimo sera:

— Calibracion (titulo)

— Codigo del equipo

— Descripcion/Nombre del equipo

— Numero de Registro de Calibracion
— Fecha de calibracion

— Fecha de la préoxima calibracion

La etiqueta sera sustituida por otra nueva cada vez que el equipo sea sometido a una
nueva calibracion.

La etiqueta de limitacion de uso se colocara sobre el equipo, funda, etc., cuando
pueda ser utilizado con alguna restriccion (no usar en algin rango, exactitud o clase di-
ferente a la especificacion, calibrado s6lo para unos valores o rangos concretos, corregir
las lecturas de acuerdo con el certificado de calibracion, calibracion antes de uso, etc.).
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Sera de color amarillo y su contenido minimo sera:
- Limitaciones de uso (titulo)
- Codigo
- Descripcion/Nombre
- Numero de Registro de Calibracion, si procede
- Fecha de calibracion, si procede
- Proxima calibracion, si procede
- Limitacién de uso (descripcion)

Las etiquetas seran sustituidas por otras nuevas cada vez que el equipo sea sometido
a una nueva calibracion.

La etiqueta de fuera de uso se colocara sobre el equipo, funda, etc., cuando no pueda
ser utilizado por alguna razén (como consecuencia del resultado no favorable de la cali-
bracion, por averia, etc.). Sera de color rojo y su contenido minimo sera:

- Fuera de uso (titulo)

- Codigo

- Descripcion/Nombre
- Causa de fuera de uso

- Fecha de fuera de uso

8.14.7 Almacenamiento y control de entradas/salidas de equipos

Los equipos, cuando no se estén utilizando para los ensayos, dispondran de una ubi-
cacion definida. Esta ubicacién debera ser adecuada para las condiciones minimas de al-
macenamiento especificadas por el fabricante del mismo.

Se llevara un control de las Entradas/Salidas de los equipos de las instalaciones del
laboratorio, cumplimentando para ello los datos del Formato correspondiente “Registro de
Entrada/Salida de equipos” (ANEXO 34). Este registro sera cumplimentado por la persona
que realiz6 el envio o la recepcion, segun proceda.

Ningan equipo que no haya sido incluido en el inventario administrativo podra sa-
lir de las instalaciones hasta que se le asigne el correspondiente cédigo del inventario
administrativo.

8.14.8 Baja de equipos

El RT puede decidir la baja de un equipo, en tal caso, se anotara en el apartado previs-
to de la ficha del equipo, indicandose la causa de la baja.

Puede ser necesaria la aprobacion del DC para producirse oficialmente la baja.

El equipo podra dejar de aparecer en el inventario (si no fuera asi aparecera como baja).
Su documentacion permanecera en el archivo al menos hasta 5 afios después de la fecha
de baja, o el tiempo que establezca la reglamentacion aplicable o requisitos contractuales.
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8.14.9 Archivo de documentacién

Cada laboratorio dispondra de los archivos donde se recogera la documentacion de
todos los equipos. Para cada equipo inventariado se dispondra de los siguientes documen-
tos o registros:

— Actividades de la recepcion

— Manual del equipo

— Fichas del equipo

- Plan / programa de Mantenimiento / Verificacion / Calibracion

— Historial de mantenimiento y registro de las actividades realizadas
— Historial de calibraciones / Verificaciones

— Informes / Certificados de calibracion/verificacion externos o los registros de resultados
de calibracion/verificacion interna/Verificacion de certificados de calibracion externa

— Verificacion de Certificados de Materiales de referencia y Patrones Fisicos
— Registros de entrada / salida de equipo
— Informes de anomalias de equipos

Para los RR y MR se guardaran los certificados o registros de las sucesivas partidas que
se vayan incorporando.

El RT sera el responsable del mantenimiento del archivo de equipos a su cargo.

8.15 TRAZABILIDAD

Segun define el Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM), TRAZABILIDAD es “la
propiedad de un resultado de medida por la cual el resultado puede relacionarse con una
referencia mediante una cadena ininterrumpida y documentada de calibraciones, cada una
de las cuales contribuye a la incertidumbre de medida.

La importancia del parametro “trazabilidad” se justifica en tanto que asegura la com-
parabilidad entre resultados (por ejemplo, con los de otros laboratorios que muestren una
trazabilidad semejante).

En el caso de medidas fisicas, la verificacion de la trazabilidad casi siempre puede aca-
bar trazandose a su respectiva unidad del Sistema Internacional (SD).

En estos procesos (ensayos) de medida, el proceso de verificacion de la trazabilidad
suele efectuarse de forma global, considerando el proceso como un todo y sin entrar en la
verificacion de cada una de las diferentes etapas en las que tedricamente pudiera descom-
ponerse dicho ensayo. En estos casos, un concepto clave para asegurar la trazabilidad es el
concepto de “patron de referencia”, que puede tener distinta “calidad metrologica”, como:

1° Métodos definitivos o absolutos

2° Materiales de Referencia Certificados (MRC).
3° Ejercicios Interlaboratorios.

4° Métodos de Referencia.

5° Muestras adicionadas / Patrones analiticos.
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No obstante, también se establecen criterios para verificar la trazabilidad en medidas
parciales que pudieran obtenerse durante un ensayo (calibraciéon de equipos, etc.)

Todos los equipos utilizados para ensayos y/o calibraciones, incluidos los equipos para
realizar mediciones secundarias (por ejemplo de las condiciones ambientales), que tengan
un efecto significativo en la exactitud o validez de los resultados de ensayo, calibraciones
o toma de muestra, se calibraran antes de ponerse en funcionamiento.

En este sentido, se estableceran los oportunos planes, programas y procedimientos de
calibracion de los equipos. En ellos se incluiran, entre otros y segin proceda, los patrones
de medida, los materiales de referencia utilizados como patrones de medida y los equipos
de medida y ensayo utilizados para realizar ensayos y calibraciones. En dichos planes/pro-
gramas se recogeran especificaciones relativas al mantenimiento, calibracion, verificacion,
etc. de los equipos en ellos incluidos.

8.15.1 Requisitos especificos para calibraciones

Los programas de calibracion de los equipos se disenaran y aplicaran de forma que se
pueda asegurar la trazabilidad de las calibraciones y medidas efectuadas por el laboratorio
con respecto a las unidades del Sistema Internacional (SD).

Un laboratorio que lleve a cabo calibraciones internas demuestra la trazabilidad de
sus propios patrones de medida e instrumentos de medida con respecto al SI por medio
de una cadena ininterrumpida de calibraciones o comparaciones que los relacionan con
los correspondientes patrones primarios de las unidades de medida del SI. La relacién
con el SI puede conseguirse por referencia a patrones nacionales de medida. Estos pa-
trones pueden ser primarios, que son realizaciones primarias de las unidades del SI o
representaciones acordadas de unidades del SI basadas en constantes fisicas fundamen-
tales, o pueden ser secundarios, que son patrones calibrados por un instituto nacional
de metrologia.

En la Guia ISO 35:20006 se llama la atencion sobre los problemas especialmente ligados
al analisis quimico, en el sentido de que la trazabilidad de la especie quimica es de una
importancia igual o superior a la trazabilidad de la calibracién de los instrumentos utiliza-
dos en el analisis.

Cuando se utilicen servicios externos de calibracion, la trazabilidad de las medidas se
asegurara mediante el uso de servicios de calibracion de laboratorios que puedan demos-
trar competencia, capacidad de medida y trazabilidad. El certificado de calibracion emitido
por estos laboratorios (servicios externos de calibracion) debe indicar los resultados de las
medidas, entre ellos la incertidumbre de medida.

Los certificados de calibracion externa deberan haber sido emitidos por laboratorios
de calibracion acreditados por la Entidad de Acreditacion o por cualquier organismo de
acreditacion con que dicha Entidad haya firmado un acuerdo de reconocimiento (EA,
ILAC,...) o por un Instituto Nacional de Metrologia. Dichos certificados deberan incluir el
logotipo del acreditador o referencia a su condicion de acreditado, y es prueba suficiente
de la trazabilidad de los datos de calibracién presentados.
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Por otra parte, en los casos en que algunas calibraciones no puedan expresarse en
unidades del SI, la calibracion proporcionara la confianza en las medidas estableciendo la
trazabilidad a patrones de medida apropiados tales como:

— Uso de materiales de referencia certificados, proporcionados por un suministra-
dor competente para conseguir una caracterizacion fisica o quimica fiable de un
material.

— Uso de métodos especificos y/o normas consensuadas que se describan claramente
y sean aceptados por todas las partes implicadas.

Siempre que sea posible, se exigira la participacion de un programa de intercompara-
cion de laboratorios adecuado.

8.15.2 Requisitos especificos para ensayos

En el caso de los laboratorios de ensayo, los requisitos establecidos en el apartado
anterior se aplicaran a los equipos de medida y ensayo que realicen funciones de medida,
salvo que se haya demostrado que la contribuciéon asociada a la calibracion influye poco
en la incertidumbre total del resultado del ensayo. Cuando se produzca esta situacion, el
laboratorio se asegurara de que el equipo utilizado puede proporcionar la incertidumbre
de medida necesaria.

Cuando no sea posible o aplicable la trazabilidad de las medidas a unidades de medi-
da del SI, se cumpliran los mismos requisitos de trazabilidad con relacion a, por ejemplo,
materiales de referencia certificados, métodos acordados y/o normas consensuadas, etc.

8.15.3 Patrones y materiales de referencia
Patrones de Referencia

El centro dispondra de un programa y un procedimiento para la calibracion de
patrones de referencia. Estos patrones estaran calibrados por un organismo que pueda
proporcionar la trazabilidad. Estos patrones de referencia mantenidos por el laborato-
rio se utilizaran exclusivamente para calibraciones y no para otros fines, salvo cuan-
do pueda demostrarse que su uso para otros fines no los invalida como patrones de
referencia.

Los patrones de referencia se calibraran antes y después de realizar cualquier ajuste.

Materiales de Referencia

Siempre que sea posible, los materiales de referencia deben seran trazables a unidades
de medida del SI, o a materiales de referencia certificados. Los materiales de referencia
internos se controlaran hasta donde sea técnica y econémicamente factible.

El centro dispondra de la siguiente informacion de cada uno de los patrones de refe-
rencia que utilice:

— Valor de la propiedad.

— Incertidumbre, desviacion estandar o cualquier otra informaciéon que acote el inter-
valo de variacion del valor de la propiedad.
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— Fecha de caducidad.
— Método/s de analisis utilizado/s (para establecer el valor de la propiedad).

— Cuando sea aplicable, informacion sobre los laboratorios que hayan participado en
la intercomparacion.

Controles Intermedios

Los controles (verificaciones) necesarios para mantener la confianza en el estado de ca-
libracion de los patrones de referencia, primarios, de transferencia o de trabajo, y materia-
les de referencia, se realizaran de acuerdo con programas y procedimientos establecidos.

Transporte y Conservacion

El centro dispondra, cuando sea necesario, de procedimientos para la manipulacion
segura, el transporte, la conservacion y el uso de patrones y materiales de referencia, con
objeto de evitar su contaminacion y deterioro y para proteger su integridad.

8.16 MANIPULACION

Las instituciones dispondran de procedimientos para el transporte, la recepcion, la
manipulacion, la proteccion, el almacenamiento o la destruccion de los objetos de ensayo
o calibracion, incluidas todas las disposiciones necesarias para proteger la integridad de
dichos objetos de ensayo, asi como los intereses del centro y del cliente.

Las instituciones dispondran del correspondiente sistema para identificar los objetos
de ensayo y calibracion, esta identificacion se mantendra todo el tiempo que el objeto per-
manezca en el centro. El sistema estara disefiado y aplicado de forma que resultara impo-
sible confundir los objetos, ni fisicamente ni cuando se haga referencia a ellos en registros
u otros documentos. Asi mismo, el sistema incluira, cuando proceda, una subdivision de
grupos de objetos y la transferencia de los objetos de ensayo dentro y desde el centro.

Una vez recibido el objeto para un ensayo o calibracion, se registrara cualquier ano-
malia o desviacion de las condiciones normales o especificadas en el método de ensayo o
calibracion. Cuando existan dudas sobre la idoneidad de un objeto para un ensayo o cali-
bracién, o cuando un objeto no se ajuste a la descripcion dada o cuando no se especifique
con detalle suficiente el ensayo o calibracién que tiene que efectuarse, el centro consultara
al cliente para recibir instrucciones adicionales antes de proseguir, registrandose la con-
versacion mantenida.

Las instituciones dispondran de procedimientos e instalaciones apropiadas para evitar
el deterioro, la pérdida o el dano de los objetos de ensayo o calibracién durante su almace-
namiento, manipulacion o preparacion. Se seguiran las instrucciones de manipulacion que
se entreguen junto con el objeto. Cuando los objetos tengan que conservarse o adaptarse
a determinadas condiciones ambientales, se mantendran, controlaran y registraran dichas
condiciones. Cuando el objeto utilizado para un ensayo o calibracioén, o una parte del mis-
mo, tenga que mantenerse en un lugar seguro, el centro tomara las medidas oportunas de
almacenamiento y de seguridad para proteger el estado y la integridad del objeto o de las
partes del mismo.
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8.17 INFORME DE ENSAYO
General

Se informara de los resultados de cada ensayo y series de ensayos con exactitud y
claridad, sin ambigiiedades, objetivamente y de acuerdo con las instrucciones especificas
contenidas en los métodos de ensayo.

Los resultados se notificaran generalmente en un informe de ensayo y contendra toda
la informacion solicitada por el cliente y necesaria para la interpretacion de los resultados
del ensayo y la informacion requerida por el método utilizado.

En el caso de ensayos realizados por clientes internos, o en el caso de haberse llegado a
un acuerdo por escrito con el cliente, los resultados se podran notificar de una forma simpli-
ficada, sin perjuicio de dejar constancia de la informacion requerida en la norma. La informa-
cion no facilitada estara facilmente disponible en los laboratorios que realizaron los ensayos.

Los informes de ensayo se denominan a veces certificados de ensayo.

Pueden emitirse en papel o mediante transferencia electronica de datos, siempre que
cumplan los requisitos de la norma.

Cuando los resultados de ensayos se transmitan por teléfono, télex, fax u otros medios
electrénicos o electromagnéticos, deben cumplirse los requisitos de la norma.

Cuando el informe de ensayo contiene resultados de ensayos realizados por subcontra-
tistas, dichos resultados se identificaran claramente como tales. El subcontratista notificara
los resultados por escrito o por medios electronicos.

Emision de informes de resultados

La emision y firma de los informes de ensayos sera responsabilidad de los RT que
intervengan.

Contenido de los informes de resultados

Los informes de ensayo incluiran, al menos, la siguiente informacion, salvo razones
justificadas:

a) un titulo (por ejemplo “Informe de ensayo”)

b) el nombre y la direccion del laboratorio, y lugar donde se realizaron los ensayos, si
es diferente a la direccion del laboratorio

¢) una identificacion unica del informe de ensayo (como por ejemplo el nimero de
serie)

d) una identificacion en cada pagina que permita reconocerla como parte del informe
de ensayo, y una indicacion clara del final del informe de ensayo

e) el nombre y la direccion del cliente
f) la identificacion del método utilizado

g) la descripcion, el estado y la identificacion sin ambigiiedades del objeto u objetos
sometidos a ensayo

h) la fecha de la recepcion de los objetos de ensayo cuando sea critica para la validez
y aplicacion de los resultados

i) la fecha de realizacion de cada ensayo
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j) la referencia al plan de muestreo

k) la referencia a los procedimientos utilizados por el laboratorio u otras entidades
cuando influyan en la validez o aplicacién de los resultados

D los resultados del ensayo, junto con las unidades de medida cuando proceda

m) nombre(s) o cargo(s) y firma(s) o identificacion equivalente de la(s) persona(s) au-
torizando el informe de ensayo

n) cuando proceda, una declaraciéon de que los resultados se refieren inicamente a los
objetos sometidos a ensayo

0) declaracion en la que se hara constar que las reproducciones parciales de los mis-
mos requieren la autorizacion por escrito del centro

Las copias en papel indicaran también el nimero de pagina y el nimero total de

paginas.

Ademas de los requisitos indicados, los informes de ensayo incluiran, cuando asi sea

necesario para la interpretacion de los resultados del ensayo:

— desviaciones, adiciones o exclusiones respecto al método de ensayo

— informacion sobre las condiciones especificas de ensayo, tales como las condiciones
ambientales

— cuando proceda, una declaracion de la conformidad/no conformidad con determi-
nados requisitos y/o especificaciones

— cuando sea aplicable, la incertidumbre de medida estimada. La informacion relativa
a la incertidumbre es necesaria en los informes de ensayo cuando esta influya en
la validez o aplicacion de los resultados de los ensayos, cuando asi lo requieran las
instrucciones del cliente, o cuando la incertidumbre afecte al cumplimiento de los
limites de una especificacion

— cuando sea apropiado y necesario, opiniones e interpretaciones

— informacién adicional requerida por métodos especificos, clientes o grupos de
clientes.

Ademas de los requisitos citados anteriormente, los informes de ensayo que contengan

resultados de muestreos incluirdn lo siguiente, cuando asi sea necesario para la interpre-
tacion de los resultados del ensayo:

— fecha del muestreo

— identificacion, sin ambigiiedades, de la sustancia, material o productos muestreados
(incluyendo el nombre del fabricante, el modelo, o tipo de designacion y los nime-
ros de serie, segun proceda)

— lugar del muestreo, adjuntando diagramas, croquis o fotografias
- referencia al plan de muestreo y a los procedimientos utilizados

— detalles de las condiciones ambientales durante el muestreo que puedan influir en
la interpretacion de los resultados del ensayo

— cualquier norma u otra especificacion relativa al método o procedimiento de muestreo,
asi como desviaciones, adiciones o exclusiones respecto a la especificacion en cuestion
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Estructura bdsica del Informe de ensayo

El informe se disenara de forma que se reduzca al minimo la posibilidad de que se
produzcan malentendidos o usos incorrectos.

Se prestara atencion a la estructura de los informes de ensayo, sobre todo en lo que se
refiere a la presentacion de los datos de ensayos y a la facilidad de asimilacion por el lector.

Los encabezamientos estaran normalizados siempre que sea posible.

En los informes de ensayo, el centro habra de distinguir de forma clara, entre los
ensayos realizados por el mismo y los subcontratados, asi como los amparados por una
acreditacion y los que no lo estan.

En el caso de informes que incluyan resultados tanto amparados como no amparados
por la acreditacion el centro seguira uno de los siguientes métodos:

— Senalara las actividades No amparadas por la acreditacion mediante un asterisco
o similar. Asi mismo, se debera incluir con el mismo tamafo de letra que el usado
en el cuerpo del documento, en un lugar visible y cercano a la marca de la Entidad
Acreditadora la siguiente leyenda:

“Los ensayos marcados no estan amparados porlaacreditacion de (Entidad Acreditadora)”

— Senalara junto a cada uno de los resultados amparados por la acreditacién y con el
mismo tamano de letra la leyenda: “Amparado por la acreditacion de (Entidad Acre-
ditadora)”. Asi mismo, se debera incluir con el mismo tamano de letra que el usado
en el cuerpo del documento, en un lugar visible y cercano a la marca de la Entidad
Acreditadora la siguientes leyenda:

“Solamente estin amparados por la acreditacion los ensayos expresamente identifica-
dos como tales”

Cuando un informe contenga el resultado de otras actividades no cubiertas por la acredi-
tacion (p.e. opiniones o interpretaciones en un informe de un laboratorio, recomendaciones,
etc) se senalara lo No amparado por la acreditacion mediante un asterisco o similar. Asimis-
mo, se debera incluir, con el mismo tamano de letra que el usado en el cuerpo del documen-
to y en un lugar visible y cercano a la marca de la Entidad Acreditadora la siguiente leyenda:

“Las actividades marcadas no estin amparadas por la acreditacion de (Entidad
Acreditadora)”.

Unidades

Normalmente las unidades empleadas en los informes seran las del “Sistema Inter-
nacional” (SI), salvo que la normativa indique el uso de otras, en cuyo caso se aceptaran
también estas ultimas.

Modificaciones a los Informes de Ensayo

Las modificaciones de informes de ensayo después de su emision solo se realizaran
mediante un nuevo documento, o una transferencia de datos, que incluira la declaracion:

“Suplemento del informe de ensayo, nimero de serie... (0 segun se identifique)”, o una
frase equivalente.
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Estas modificaciones cumpliran todos los requisitos de la norma.

Cuando sea necesario elaborar un nuevo informe de ensayo, éste debe tener una iden-
tificacion tnica y debe contener una referencia del original al que sustituye.

La responsabilidad de evaluar y aprobar la modificacion de un informe de ensayo sera
del RT. Una vez admitida la necesidad de modificacion, el RT investigara la causa que la ha
podido motivar y la registrara tomando en consecuencia las medidas necesarias.

Archivo

Los responsables del archivo de las copias de los Informes de resultados y de sus co-
rrespondientes modificaciones seran los RT.
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ANEXO 1: DECLARACION DE SALVAGUARDIA PARA EL PERSONAL

136

DECLARACION DE SALVAGUARDIA PARA
EL PERSONAL

Declaracion de salvaguardia

D/Dha.

que presta sus servicios en ,
DECLARA:

1)

1)

V)

V)

)

Vi)

Anexos

Que no ejerce actividades de caracter laboral, industrial, comercial, etc., con
organizaciones que pudieran tener influencia sobre el resultado de su actuacion.

Que toda informacion recibida, relativa a los ensayos, independientemente del
caracter que tenga (documental, verbal, del equipamiento, etc.), sera tratada como
confidencial.

Que mantendra el acceso a la informacion, como a las dependencias del laboratorio,
de forma restringida al personal autorizado

Que en los casos en que sea posible el tratamiento e identificacion de las muestras,
se hara de forma que se desconozca su procedencia por el personal del laboratorio.

Que no reproducira total o parcialmente ninguna informacion, para fines distintos de
los propios del ensayo, sin su autorizacion expresa.

Que los ensayos/estudios se realizaran conforme a los procedimientos/ documentos
escritos.

Que solo realizara aquellos ensayos cuya viabilidad o resultados previsibles no
puedan poner en peligro la integridad e independencia de juicio del laboratorio.

En ,a de de 20

Fdo.: D/Dna.
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ANEXO 2: REGISTRO DE DIFUSION

REGISTRO DE
DIFUSION INTERNA

TiTULO DOCUMENTO:

Caodigo:

Ed.:

Fecha: [entrada en vigor]

DESTINATARIOS

FECHA (*)
ENTREGA

FECHA (*)

RECEPCION FIRMA

RESPONSABLE DIFUSION:

FECHA: (**)

HORA INICIO/ FINAL

*) Se cumplimentaran en caso de difusion escrita.
(**) Se cumplimentaran en caso de difusion oral.

Anexos
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ANEXO 3: PORTADA DE PROCEDIMIENTO

[ TITULO]

[CODIGO]

Edicion n°:
Fecha de edicion:

Elaborado: Revisado: Aprobado:
Fdo: Fdo: Fdo:
Fecha: Fecha: Fecha:
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ANEXO 4: HISTORICO DE MODIFICACIONES

[CODIGQ]
[TITULO]
Ed..
Pagina de
HISTORICO DE MODIFICACIONES
. . RECUALIFICACION

ED.N° | FECHA | APARTADOS | PAGINAS CAUSAS DE LA MODIFICACION NECESARIA
SI/NO (1)

(1) sLlas modificaciones efectuadas en la nueva edicién del procedimiento exigen la recudlificacién del personal que lo aplique?

Anexos
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ANEXO 5: HOJA DE PROCEDIMIENTO

[CODIGO]
[TITULO]

Ed..

Pagina de
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ANEXO 6: LISTADO DE DOCUMENTOS EN VIGOR DEL SISTEMA DE
CALIDAD

Pagina de
OBSERV.

Ed.:
Fecha:

FECHA

Firma: [en ultima pagina]

LISTA DE DOCUMENTOS EN VIGOR
DEL SISTEMA DE LA CALIDAD
TITULO

Ed.

DOCUMENTO

Cadigo
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ANEXO 7: HOJA DE DISTRIBUCION/RECEPCION DE DOCUMENTACION

HOJA DE
DISTRIBUCION / RECEPCION DE
DOCUMENTACION
REMITENTE Y CENTRO: FECHA ENVIO:
DESTINATARIO: EMPRESA/CENTRO:

Muy Sr.(es) nuestro(s), se adjunta para su:

I:l Revision
|:| Correccion

|:| Utilizacion |:| Aprobacion

|:| Comentarios |:| Informacion

la documentacion que se indica a continuacion:

CcODIGO / TITULO

Copia

(]
=3 Controlada N°

OBSERVACIONES:
Firma del remitente
| DEVOLVER ORIGINAL AL REMITENTE, COMO ACUSE DE RECIBO
Recibida la informacion arriba referenciada,
Nombre: Fecha y Firma:
OBSERVACIONES:

142
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ANEXO 8: CONTROL DE DISTRIBUCION DE DOCUMENTOS

LISTA DE CONTROL
DE DISTRIBUCION DE DOCUMENTOS
TiTULO DOCUMENTO: Cdédigo:
Ed.:
Fecha:
. COPIA Fecha
Num.. de Asignadals a N/ num. Fecr’Ia acuse Observaciones
copias envio :
) recibo
(*) Indicar: N = Copia no controlada
0 el n° de copia controlada
Anexos
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ANEXO 9: FORMATO FICHA DE APARATOS / INSTRUMENTOS DE
MEDIDA (AA)

FICHA DE APARATOS / INSTRUMENTOS DE MEDIDA (AA)

Area: Servicio: cODIGO:
Seccion: Unidad:

CARACTERISTICAS DEL EQUIPO

Nombre/Descripcion: Fabricante/Distribuidor:

Marca:

Modelo/Referencia:

N° serie:

Ubicacion:

Caracteristicas técnicas (clase, exactitud, resolucion, | Software especifico:  No [ ] Si ]
etc): Descripcion:

INCORPORACION AL LABORATORIO
ACTIVIDADES PREVIAS A LA PUESTA EN SERVICIO

Expediente de adquisicion N°:

Comprobaciones:  Conforme pedido C[] NcL]:
Realizadas por: Inspeccién visual cd Nc[:

Funcionamiento cl] Ncl:

Fecha de recepcion: [/ /
Fecha: /| |/ Calibracién Cc[ NC[J Np[] Certificado n°:
' Verificacion C[] NC[] Np[ Certificado n°:

Cddigo de inventario administrativo:
Documentacion Manual Instrucciones [ |  Especificaciones técnicas [ | Garantia[ ] hasta: / /
disponible: Certificaciones [_] PNT utilizaciéon [] cédigo:

PUESTA EN SERVICIO

VeB° RT

Fecha de puesta en servicio: [

ACTIVIDADES A CONTROLAR TRAS LA PUESTA EN SERVICIO

Calibracion: In[] Ex[] Np[] |Verificacion: In[] Ex[] Np[] [Mantenimiento: In[_] Ex[] Np[]

Procedimiento interno. Procedimiento interno. Procedimiento interno.
Cadigo: Cédigo: Cadigo:

BAJA EN LA UNIDAD

Causa: VeB° RT Fecha baja:
T

VV°B° JA/DC (si procede):

RESPONSABLE DEL EQUIPO

Unidad: Nombre/Siglas y cargo:
Ext. Telefonica: Fechay Firma: / /
Observaciones:
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ANEXO 10: FORMATO FICHA DE MATERIALES DE REFERENCIA (MR)
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ANEXO 11: FORMATO VERIFICACION DE PATRONES Y MATERIALES DE
REFERENCIA

VERIFICACION DE PATRONES Y MATERIALES DE REFERENCIA

CERTIFICADO n°:
CERTIFICADO POR:

FECHA EMISION CERTIFICADO:
MATERIAL DE REFERENCIA:
CODIGO:

FABRICANTE:

IDENTIFICACION:

VALOR:

VALIDO HASTA:

RESULTADO

El Responsable Técnico Conforme: Responsable de Unidad de
Laboratorio

Fdo.: Fdo.:
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ANEXO 12: FORMATO FICHA DE REACTIVOS (RR) Y MEDIOS DE

CULTIVO (MC)
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4

ANEXO 13: FORMATO FICHA DE MATERIAL VOLUMETRICO Y FUNGIBLE

(MV)
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ANEXO 14: FORMATO VERIFICACION DE CERTIFICADOS DE

CALIBRACION EXTERNA

VERIFICACION DE CERTIFICADOS DE CALIBRACION EXTERNA

CERTIFICADO DE CALIBRACION Ne:

LABORATORIO DE CALIBRACION:

INSTRUMENTO:

FABRICANTE:

MODELO:

N° DE SERIE:

CODIGO:

MAGNITUD A CALIBRAR:

FECHA DE CALIBRACION:

RESULTADO

El Responsable Técnico

Fdo.:

Conforme: Responsable de Unidad de
Laboratorio

Fdo.:
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ANEXO 15: HOJA DE QUEJAS Y/O RECLAMACIONES

HOJA DE RECLAMACION

NO

FORMULADA POR:

FECHA:

CORRESPONDIENTE A:

BREVE DESCRIPCION DEL OBJETO DE LA RECLAMACION:

ACTIVIDADES, ITEMS Y/O DOCUMENTOS AFECTADOS:

INTERLOCUTOR QUE RECIBE LA RECLAMACION (DC/RT)
NOMBRE, FECHA Y FIRMA:

SOLUCION PROPUESTA
(NOMBRE DEL DOCUMENTO GENERADO, CODIGO, FECHA, ED.)

EL/LOS PROPONENTE/S Vv°B° DC

Firma/s y Fecha Firma y Fecha

OBSERVACIONES/SEGUIMIENTO: (Auditoria de partes afectadas, Informar al cliente, Informe(s) de No
Conformidad abierto(s),....)
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ANEXO 16: INFORME DE TRABAJO NO CONFORME (TNC) / ACCION
CORRECTIVA (AC)

INFORME DE TNC_

TRABAJO NO CONFORME (TNC)/ACCION CORRECTIVA (AC) Pag 1 de 2

ACTIVIDAD / ITEM (apartado de la norma UNE-EN I1SO 17025 afectado): ORIGEN
[ ] observacion / supervision

[] controles de calidad

DESCRIPCION / REGISTRO: [] ensayos intercomparacion

[] reclamacion

[] revision por la direccion
[ ] auditoria interna

[] auditoria externa

[] Otros:

DETECTADO POR: REQUISITO AFECTADO
[] Técnico

[] Gestién

Firma y fecha:

[] control de equipos/calibracion

ANALISIS DE LAS CAUSAS Y CONSECUENCIAS DEL PROBLEMA

CAUSAS:
CONSECUENCIAS:

Firma y fecha

ACCIONES INMEDIATAS/RESPONSABLES

DESCRIPCION RESPONSABLE

Firma y fecha:

CIERRE DEL TNC ( si no proceden Acciones Correctivas)

Revisado y aprobado (segun proceda) (fecha y firma)

[IRT []JGe

ACCIONES CORRECTIVAS [ ] Proceden

1) INICIO DEL PROCESO

Conforme (seguin proceda): [ |RT [ ]JGC
Firma y fecha:

Persona designada para el tratamiento de la AC: Firma y fecha:

Anexos

151



Metodologia para la toma de muestra de microorganismos altamente patégenos en las matrices ambientales aire, agua y suelo/sedimento

ANEXO 16: INFORME DE TRABAJO NO CONFORME (TNC) / ACCION
CORRECTIVA (AC) (CONTINUACION)

INFORME DE TNC_
TRABAJO NO CONFORME (TNC)/ACCION CORRECTIVA (AC)
Pag. 2 de 2
2) SELECCION DE LAS ACCIONES CORRECTIVAS
ACCIONES CORRECTIVAS POSIBLES:
ACCIONES CORRECTIVAS SELECCIONADAS:
3) IMPLANTACION, SEGUIMIENTO Y REVISION DE LAS ACCIONES CORRECTIVAS
IMPLANTACION SEGUIMIENTO REVISION
Descripcion de la Accién a Implantar | Responsable | Plazo Fecha implantacion Fecha/firma

Firma responsable implantacién y fecha:

V° B (segun proceda) [ |RT [ ]JGC [ ]DC

Firma y fecha

Incumplimiento de los plazos de implantacion. Justificacion, modificaciones a las AC y ampliacion de plazos:

CIERRE DEL TNC (si proceden Acciones Correctivas)

¢ SE VEN AFECTADAS POR LA DESVIACION OTRAS UNIDADES DEL RT?

CNo

1 sI, acciones a tomar
¢ SE VEN AFECTADOS POR LA DESVIACION OTROS RT?

CNo

1 s!, acciones a tomar

Revisado y aprobado (fecha y firma):

Ve B° [ ]RT [ ]JGC
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ANEXO 17: INFORME DE ACCION PREVENTIVA (AP)

INFORME DE ACCION PREVENTIVA

AP_

IDENTIFICACION Y PROPUESTA

DESCRIPCION:

FUENTE DE DETECCION: [ | Revisién de procedimientos | | Analisis de datos y tendencias

[ ] Analisis de riesgos [ ] Evaluacién de ejercicios de intercomparacion

[ ] Otros:

IDENTIFICADO POR: Fecha y firma

Enterado (segun proceda): O RT ©0JGC

OBJETIVO: D Prospeccion de Mejora D Evitacién De Trabajos No Conformes

(fecha y firma)

DESIGNACION DEL RESPONSABLE DEL ANALISIS

Responsable del analisis:

[]RT []JGC

(segun corresponda) firma y fecha

[ ] Pueden verse afectadas unidades del ambito de varios RT:

Enterado: JGC
(firma y fecha)

ANALISIS DE LA PROPUESTA Y PLAN DE ACCIONES

[ ] ACEPTADA

Repercusion y viabilidad:

[ ] NO ACEPTADA (Explicacién razonada):

ACCION PREVENTIVA DEFINITIVA:

PLAN DE ACCIONES:

Descripcion de la Accién a Implantar

Responsable | Plazo

(firma y fecha)

Responsable del analisis:

(firma y fecha)

\V° B° (segun proceda) [ |RT [ ]JGC [ ]DC

Anexos

153



Metodologia para la toma de muestra de microorganismos altamente patégenos en las matrices ambientales aire, agua y suelo/sedimento

ANEXO 17: INFORME DE ACCION PREVENTIVA (AP) (CONTINUACION)

INFORME DE ACCION PREVENTIVA AP_
SEGUIMIENTO Y REVISION
ACCION IMPLANTADA REVISION
Descripcion/Referencia Fecha Firma Fecha Observaciones

Incumplimiento de los plazos de implantacion. Justificacion, modificaciones a las AP y ampliacion de plazos:

CIERRE DE LA AP

(firma y fecha)

V° B° (seglin corresponda) OrT [JceC
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ANEXO 18: HOJAS DE MEDICION / TOMA DE MUESTRAS MATRIZ

IIAIRE 1 /4
HOJAS MEDICION / TOMA DE MUESTRA “MATRIZ AIRE” Hoja 1/2
1 Realizacion de la medicion
Parametro Metodo Desviacion frente al método Equipo Fech_a_qe
medicion (PNE) (Cédigo Interno) medicion

(Hora de inicio y fin)

2 Personal involucrado

Nombre/s y Apellido/s

Puesto de Trabajo

Anexos
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ANEXO 18: HOJAS DE MEDICION / TOMA DE MUESTRAS MATRIZ
“ AIRE” (CONTINUACION)

HOJAS MEDICION / TOMA DE MUESTRA “MATRIZ AIRE” Hoja 2/2
3. Localizacién del punto de medicion / toma de muestra (Coordenadas geograficas)
4. Condiciones de cabina (mediciones ”in situ”)
Temperatura (°C)
5. Condiciones ambientales
Temperatura (°C) Humedad Relativa (%) Presion (atm) Precipitacion/tipo
(si/no)

6. Equipos Manuales

Volumen de aire

(m’)

Vol. Solucion captadora

(mi)

Tipo de soporte de muestreo

7. Observaciones (Indicar obligatoriamente las desviaciones respecto al plan de medicion)

Elaborado

Fdo:
Fecha:

Elaborado

Fdo:
Fecha:

156 Anexos




Metodologia para la toma de muestra de microorganismos altamente patégenos en las matrices ambientales aire, agua y suelo/sedimento

ANEXO 18: HOJAS DE MEDICION / TOMA DE MUESTRAS MATRIZ
“ AIRE” (CONTINUACION)

Instrucciones cumplimentacion formato “Hojas de medicion / Toma de muestras “Matriz Aire*

Una vez en elllos sitio/s elegido/s para la medicion, y colocados los equipos (toma de
muestra/captacion y/o medicion) previstos, se procede al inicio de la actuacién de acuerdo al
plan de medicion inicial, cumplimentandose el anexo 3.

Dénde:

1 Realizacién de la medicién

Parametro: El que corresponda.

Método de medicion (PNE/procedimiento interno): El que corresponda.

Desviacion frente al método: La que proceda indicando la desviacion.

Equipos (codigo interno): Se indican los coédigos internos de los equipos de toma de
muestra/captacion y/o analisis que se estan utilizando para determinar los mensurandos
elegidos.

Fechas de medicidn: Se indican las fechas de inicio y finalizacion (si procede) en las que se
realiza la toma de muestra/captacion y/o medicién, con la hora de inicio y fin.

2 Personal involucrado

Personal involucrado: Se incluyen los nhombres y apellidos del personal involucrado en la
toma de muestras/captacion y/o medicion, asi como el puesto de trabajo.

3 Localizacion de la toma de muestras: El codigo que corresponda

4 Condiciones de la cabina mediciones ‘in situ”

Temperatura (°C): La correspondiente a su valor medio en el interior de la cabina

5 Condiciones ambientales

Temperatura (°C): La correspondiente a su valor medio en el aire ambiente

Humedad relativa (%): La correspondiente a su valor medio en el aire ambiente

Presion (hPa): La correspondiente a su valor medio en el aire ambiente

Precipitacion /Tipo: Tachar la que corresponda e indicar su tipo

6 Equipos manuales

Volumen de aire (m®): El correspondiente, en condiciones reales, al periodo de toma de
muestras realizado

Volumen de la solucién captadora (ml): El correspondiente a la solucién captadora
Utilizada

Tipo de soporte de muestreo: El que corresponda

7 Observaciones: Se incluye en observaciones, cualquier informacion adicional que se considere
pertinente.

Elaborado: Este registro tiene que ser firmado por la persona que lo elabora y esté
cualificada para la misma.

Aprobado: El plan de medicion es aprobado por el RT autorizado.
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altamente patégenos en las matrices ambientales aire, agua y suelo/sedimento

ANEXO 19: HOJAS DE TOMA DE MUESTRAS. OTRAS MATRICES
AMBIENTALES

Matriz AGUA [  sueLo [

SEDIMENTO [

1 Equipos manuales utilizados

Volumen (I)/Peso

Tipo de Envase
(kg) P

Conservacion de la muestra

2 Observaciones (Indicar obligatoriamente las desviaciones respecto al plan de

medicion)
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ANEXO 19: HOJAS DE TOMA DE MUESTRAS. OTRAS MATRICES

AMBIENTALES (CONTINUACION)

Cddigo de la
muestra

Coordenadas

Parametros)

Observaciones

4 Personal involucrado

Nombre/s y Apellido/s Puesto de Trabajo
Elaborado Aprobado

Fdo: Fdo:

Fecha: Fecha:

Anexos
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ANEXO 19: HOJAS DE TOMA DE MUESTRAS. OTRAS MATRICES
AMBIENTALES (CONTINUACION)

Instrucciones cumplimentaciéon formato

“Hojas de medicion/toma de muestras. Otras matrices ambientales*

Una vez en el/los sitio/s elegido/s para la medicion, y colocados los equipos
(toma de muestra/captacion y/o medida) previstos, se procede al inicio de la
actuacion de acuerdo al plan de medicion inicial, cumplimentandose el anexo
4.

Matriz. Indicar la matriz

1. Equipos manuales utilizados

Volumen: El correspondiente, en condiciones reales, al periodo de toma de
muestras realizado

Tipo de envase: El que corresponda

Conservacion de la muestra: método empleado que permita conservar la
muestra sin alteraciones como resultado de reacciones fisicas, quimicas o
biolégicas que pudieran tener lugar entre el momento de la toma de
muestra y el inicio del analisis.

2 Observaciones: Se incluye en observaciones, cualquier informacion adicional
que se considere pertinente.

3 Realizacion de la medicion "in situ”

Codigo de la muestra. El codigo que corresponda de localizacion de la

misma
Coordenadas
Parametro: El que corresponda.

Observaciones

4 Personal involucrado Se incluyen los nombres y apellidos del personal
involucrado en la toma de muestras/captacioén y/o medicién, asi como el puesto
de trabajo.

Elaborado: Este registro tiene que ser firmado por la persona que lo elabora y
esté cualificada para la misma.

Aprobado. Este registro tiene que ser firmado por el RT autorizado.
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ANEXO 20: REGISTRO DE PROGRAMA DE CUALIFICACION /

RECUALIFICACION

REGISTRO DE PROGRAMA DE
CUALIFICACION/RECUALIFICACION

Tarea a
Cualificar/Recualificar

Titular

Nombre y Apellidos:

Cualificacion/Recualificacion

Puesto:

Fecha/Firma

PLAZO Fdo.
El
Actividad/es a realizar ) . Responsable
Previsto Realizado /Supervisor
actividad'
Responsable del Programa:? Enterado y conforme:?

Fecha/Firma

REGISTRO
Quede constancia de que se ha llevado a cabo el programa de cualificacion /
recualificacion establecido en este documento por la persona (titular) indicada, siendo
apto para la realizacion de la/s tareas que se indica/n.

El DC/RT/RUGC*

FAO: e
Nombre/Fecha/Firma

' Responsable/supervisor de la actividad.- Persona encargada por el DC/RT/RUGC o el Responsable del Programa

para supervisar la actividad concreta en cada caso .Esta casilla se cumplimentara evaluando (por €j., con un

“CONFORME”") cada una de las actividades previstas y ya realizadas, y firmando a continuacion el
Responsable/supervisor (firma corta o larga, iniciales de calidad, etc.)

2 Responsable del programa.- Persona encargada por el DC/RT/JGC para elaborar el programa de cualificacion
® Enterado y conforme de la persona que se va a cualificar

* Persona responsable de la cualificacion

Pag. de | | | | [ ||
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ANEXO 21: TABLA PARA ESTABLECER EL PERIODO MINIMO Y EL N° DE
ENSAYOS MINIMOS NECESARIOS PARA CUALIFICAR AL PERSONAL

Numero minimo de ensayos cualificacion
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Tabla para establecer el periodo minimo y el n° de ensayos minimos necesarios para cualificar al personal

Areal/Servicio/Unidad:

Ensayo / Técnica de ensayo / Otras actividades
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ANEXO 22: REGISTRO DE RECUALIFICACION POR REGISTROS DE
ACTIVIDAD SUPERVISADOS

REGISTRO DE RECUALIFICACION

POR REGISTROS DE ACTIVIDAD SUPERVISADOS

Nombre y Apellidos:

TITULAR
U Puesto Tipo (a): Unidad destino (b):
o RECUALIFICACION
N TAREA
Orde (d)
n(c) Registro Registro Registro Registro
Actividad Actividad Actividad Actividad
RESPONSABLE REG.
CUALIFICACION (e)
FECHA / FIRMA
Pag. de ‘ ‘ ‘ ‘
Anexos
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ANEXO 23: REGISTRO DE AUTORIZACION PARA EJERCER FUNCIONES
DE RESPONSABLE TECNICO

164

REGISTRO DE AUTORIZACIONES PARA EJERCER ACTIVIDADES DE
RT
Nombre y Apellidos:
TITULAR
Puesto Tipo: Unidad destino:
TAREA PARA LA QUE ESTA AUTORIZADO PERSONA QUE AUTORIZA | ENTERADO/ CONFORME
TITULAR AUTORIZACION
Firma y Firma y Siglas
Fecha Siglas Caxlli da%
Calidad
Para ejercer actividades de Responsable Técnico (RT).

ACTIVIDADES DE RESPONSABLE TECNICO (RT)

El Responsable Técnico (RT) es el responsable maximo de los resultados analiticos y competencia técnica de las personas que intervienen
en el ensayo.

Realizara, entre otras, las siguientes funciones:

Participar en la revision del Sistema de la Calidad.
Asegurar la existencia y ejecucion del plan y programa de calibracion, verificacion y mantenimiento de equipos.

Asegurar el cumplimiento de los requisitos que establezca el sistema de calidad para los equipos a su cargo: inventario, identificacion,
designacion de responsables, mantenimiento, calibracion, anomalias, etc.

Asegurar la existencia y ejecucion del plan de formacion y programa de cualificacion del personal a su cargo, cuando ésta se pueda
llevar a cabo sin concurrencia externa. Proponer al Jefe de Area el plan de formacién y programa de cualificacion del personal a su
cargo cuando se requiera concurrencia externa.

Asegurarse de la emisién/actualizacion de los PNT especificamente vinculados a su cargo, asi como de su aprobacion final y puesta en
circulacion.

Asegurarse de la revision de la documentacién externa que se vaya a incluir en el Sistema de Calidad y de su aprobacién y control, que
garantice que siempre se utiliza la Ultima edicion valida en el caso de que se trate de las normas de ensayo

Asegurar la trazabilidad de las medidas con respecto a patrones nacionales o internacionales, hasta donde sea aplicable y posible.
Evaluar las propuestas de no conformidad, y en caso de aceptacion decidir, junto con el JGC, sobre las acciones correctivas a seguir.
Asegurar la evaluacion, revision, registro y control de los Trabajos No Conformes en su ambito de responsabilidad

Revisar la implantacion y adecuacion de las acciones correctivas y preventivas que le atafian.

Responsabilizarse de la elaboracion y firma de los informes finales de ensayo.

Responsabilizarse de la evaluacion de la calidad de los ensayos

Responsabilizarse de la validacion de ensayos

Conocer las funciones y responsabilidades del personal a su cargo, y asegurarse de su cumplimiento.

Gestionar técnicamente la adquisicién de nuevos equipos, incluyendo programas informaticos, cuyas caracteristicas técnicas se ajusten
a las necesidades requeridas.

Gestionar técnicamente las reparaciones y sustituciones de los equipos a su cargo.

Realizar las gestiones oportunas para asegurar que las condiciones ambientales que afectan tanto a los ensayos como al personal a su
cargo sean las adecuadas.
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Metodologia para la toma de muestra de microorganismos altamente patégenos en las matrices ambientales aire, agua y suelo/sedimento

COMO JEFE DE GARANTIA DE CALIDAD

; ENTERADO/
TAREA PARA LA QUE ESTA AUTORIZADO PERSONA QUE AUTORIZA CONFORME
TITULAR
AUTORIZACION
Firma y Siglas Firma y Siglas
Fecha Calidad Calidad

REGISTRO DE AUTORIZACION PARA EJERCER FUNCIONES DE JGC

Nombre y Apellidos:

TITULAR Puesto Tipo: Unidad destino:

ACTIVIDADES DEL RESPONSABLE DE LA UNIDAD DE GESTION DE LA CALIDAD

Es el responsable de la gestion del Sistema de la Calidad de acuerdo con la norma UNE-EN ISO/IEC 17025, siendo independiente de la
actividad analitica o de ensayo. Sus funciones son, basicamente aunque no en exclusiva, las siguientes:

Actuar como interlocutor del Centro ante la Entidad de Acreditacién en lo que se refiere a la acreditacion segun UNE-EN ISO/IEC

17025.

Convocar las reuniones de revisiéon del Sistema de la Calidad y elaborar, distribuir y archivar los informes de dichas reuniones.
Participar en la elaboracion del Manual de la Calidad.
Elaborar o actualiza los POG.

Asegurar el mantenimiento y custodia del original de todos los documentos generales (MDC, POG) del Sistema de Calidad, tanto en
vigor como histéricos.

Asegurar el mantenimiento y custodia del original de todos los documentos particulares del Centro. (PC, PNT, etc.) del Sistema de
Calidad, tanto en vigor como histéricos.

Distribuir y controlar todos los documentos en vigor del Sistema de la Calidad, en su Centro.

Elaborar y promover, en colaboracién con la Unidad de Formacion, los planes de formacién en calidad del personal del Centro.
Realizar y participar en la formacién en Sistemas de Calidad del personal.

Gestionar los Trabajos No Conformes, las Acciones Correctivas y las Acciones Preventivas segun lo descrito en el MDC.

Asegurar el archivo de los originales de los siguientes registros de personal: declaracion de salvaguardia, curricula vitae, registros de
cualificacion/recualificacion, registros de autorizacion y fichas descriptivas de puesto tipo

Asegurar el archivo de los registros generados en la cooperacion con Organismos de Acreditacion y/o Certificacion.

Fijar, junto con los Responsables Técnicos y el Director de Centro, la periodicidad de las Auditorias Internas de acuerdo a la norma
UNE-EN ISO/IEC 17025, programarlas, coordinarlas y dirigirlas.

Asegurar el archivo de los registros generados en las Auditorias Internas y externas de acuerdo a la norma UNE-EN ISO/IEC 17025.
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ANEXO 25: REGISTRO DE AUTORIZACIONES

REGISTRO DE AUTORIZACION PARA EJERCER TAREAS CUALIFICADAS POR UN RT
DISTINTO AL QUE EXTIENDE LA AUTORIZACION

Nombre y Apellidos:

166

TITULAR
Puesto Tipo: Unidad destino:
TAREA PARA LA QUE ESTA AUTORIZADO PERSONA QUE AUTORIZA ENTERADO/ CONFORME
TITULAR AUTORIZACION
Firma y Siglas Firma y Siglas
Fecha Calidad Calidad
Area/Unidad: Fecha:
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ANEXO 26: FORMATO LISTADO DE EQUIPOS (AA)

LISTADO DE
APARATOS / INSTRUMENTOS DE MEDIDA (AA) Hoja de
Cédigo Nombre Marca/Modelo N° de serie
Area/Unidad: Fecha:
Anexos
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ANEXO 27: FORMATO LISTADO DE MATERIALES DE REFERENCIA (MR)

LISTADO DE
MATERIALES DE REFERENCIA (MR) Hoja de
Codigo Descripcion/Nombre Localizacion
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ANEXO 28: FORMATO LISTADO DE REACTIVOS (RR) Y MEDIOS DE

CULTIVO (MC)

LISTADO DE
REACTIVOS (RR) Y MEDIOS DE CULTIVO (MC)

Hoja de

Area/Unidad

Fecha:

Codigo

Descripcion/nombre

Localizacion

Anexos
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ANEXO 29: FORMATO LISTADO DE MATERIAL VOLUMETRICO Y

FUNGIBLE (MV)

LISTADO DE

MATERIAL VOLUMETRICO Y FUNGIBLE (MV) |Hoja de

Area/Unidad:

Fecha:

Cadigo

Descripcion/Nombre

Marca/Suministrador
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Metodologia para la toma de muestra de microorganismos altamente patégenos en las matrices ambientales aire, agua y suelo/sedimento

ANEXO 30: FORMATO PLAN/PROGRAMA DE MANTENIMIENTO /

VERIFICACION

171
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ANEXO 31: FORMATO HISTORIAL DE MANTENIMIENTO

de
Observaciones

Pagina

CODIGO INVENTARIO:

Realizado
por

Fecha

Periodicidad
planificada

HISTORIAL DE MANTENIMIENTO

Actividad

Nombre/Descripcion:

N° registro (int. o0 ext.)

Unidad:
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ANEXO 32: FORMATO HISTORIAL DE OPERACIONES
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ANEXO 33: FORMATO REGISTRO DE ENTRADA/SALIDA DE EQUIPOS

REGISTRO DE ENTRADA / SALIDA DE EQUIPOS

[J SALIDA 0 ENTRADA (Téachese lo que no proceda)
Fecha de salida/entrada:

Cédigo de identificacion(si se trata de material propio):
Cddigo de inventario administrativo:
Descripcion/Nombre:

Causa razonada de la salida/entrada:

Periodo estimado de ausencia:
Depositario:

Institucion a la que pertenece el depositario (si procede):

Firma y fecha del Responsable Técnico Firma y fecha del Depositario:
Fdo.: Fdo.:
Fecha: Fecha:

Fecha de devolucién:

Estado a la devolucion:

Observaciones:

Firma y fecha de la persona que recibe la devolucion:

Fdo.:

Fecha:
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ANEXO 34: FORMATO HISTORIAL DE CALIBRACIONES/VERIFICACIONES
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ANEXO 35: FORMATO CRITERIOS DE ACEPTACION/RECHAZO DE LOS
RESULTADOS DE LAS CALIBRACIONES

CRITERIOS DE ACEPTACION/ RECHAZO DE LOS
RESULTADOS DE LAS CALIBRACIONES

Rev.:
Fecha:

Equipo

Rango de calibracion

|Correccion|

[Incertidumbre|

|Correccion|+|Incertidumbre|
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ANEXO 36: FORMATO INFORME DE EQUIPO CON ANOMALIAS

INFORME DE EQUIPO CON ANOMALIAS N°

DATOS DEL EQUIPO

CcODIGO: DESCRIPCION/NOMBRE:
FABRICANTE: MARCA:
MODELO: N° SERIE:

ANALISIS DEL ESTADO EQUIPO

Anomalia detectada:

Persona:

Actividad:

Fecha:

Incidencia en las actividades de ensayo o calibracion realizadas con anterioridad

ACCIONES A TOMAR

Se abre(n) Informe(s) de Trabajos No Conformes Nos.:

Realizado por: Enterado RT.

Fdo. Fecha: Fecha/Firma:
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