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INTRODUCCION

El diagndstico microbioldgico tiene una repercusidn decisiva en el ambito de aplicacion de la industria,
la salud publica o del medio ambiente. La ejecucidn de los ensayos debe asegurar la confiabilidad de
sus resultados, a través del cumplimento de una serie de requisitos técnicos y garantias, que permitan
entregar resultados trazables y comparables; avalados por un sistema de gestién de calidad.

A partir de la publicacién del estandar ISO/IEC 17025, la validacion y la verificacidon de los métodos
microbioldgicos cobra un papel fundamental y el trabajo de los laboratorios se centra en demostrar,
de manera objetiva, frente a los organismos que otorgan reconocimiento y acreditacién, que el
método o el sistema de medicién seleccionado cumple los pardametros de desempefio establecidos y
que el laboratorio es competente para ejecutarlo.

La importancia de la validacion de métodos de ensayo microbiolégicos se ve reflejada en la
normalizacidn de esta actividad. Internamente, la Organizacién Internacional de Estandarizacion (1SO)
en los Comités Técnicos (CT) elabora documentos para orientar la validacion/verificacidn; por ejemplo,
el Comité Técnico ISO/CT 34 de Productos Alimenticios, publica los estandares de la familia de las ISO
16140, el Comité ISO/CT 147 de Calidad del Agua publica el estandar 1ISO 13843 y el Comité ISO/CT
212 de Ensayos en Laboratorio clinico y tests con sistemas de Diagnéstico in-vitro es responsable del
estdndar ISO 15195. Asimismo, hay publicaciones cientificas de otras organizaciones que pueden ser
consultadas como las de AOAC, FDA, EPA, Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater, las farmacopeas y documentos de Eurachem; asi como también documentacion de
organismos de certificacion tales como AFNOR, NMKL y Microval.

Esta guia intenta recoger la informacion de normas y protocolos internacionales haciendo mas facil el
acceso y entendimiento en lo que se debe hacer, para evaluar el desempefio de los métodos
microbioldgicos en alimentos. La guia esta dirigida a los laboratorios de ensayos microbiolégicos que
estén interesados en evaluar los parametros de desempeio que pueden ser medidos o comprobados
y otorgan datos sobre el desempefio del método en unas determinadas condiciones de ejecucion y
para un uso previsto.

El documento esta organizado en capitulos, los cuales incluyen las consideraciones generales de la
medida en microbiologia y los lineamientos para la validaciéon y la verificacion de métodos
microbioldgicos.

Los lectores deben saber, que no hay un acuerdo universal sobre las definiciones de los términos
usados en la validacién de métodos, por esta razdn la guia no hace énfasis en las definiciones, sin
embargo, como referencia se usan las del VIM, las de las guias AOAC Yy las de la ISO.
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OBIJETIVO

Disponer de un documento que identifique las actividades y consideraciones necesarias para llevar a
cabo la evaluacién de desempefio de los métodos microbiolégicos de cultivo cuantitativos vy
cualitativos, en matrices de alimentos de consumo humano y animal, siguiendo los lineamientos
internacionales, ademds de facilitar la comprensién y el cumplimiento de requisitos para la

competencia de los laboratorios de microbiologia.

ALCANCE

La guia esta dirigida a los laboratorios de ensayo microbioldgicos en alimentos de consumo humano y
animal, que detecten y/o cuantifiguen microorganismos de interés y que estén interesados en evaluar
los parametros de desempefio del método para un uso previsto, bajo condiciones establecidas para

gue entreguen datos confiables y comparables.

ABREVIATURAS

I1SO Organizacion Internacional de Normalizacion

AOAC Asociacidn de Colaboracion Analitica oficial (AOAC) Internacional
ICMSF Comisidn Internacional de Especificaciones Microbioldgicas para Alimentos
VIM Vocabulario Internacional de Metrologia

UFC Unidades Formadoras de Colonia

UFP Unidades Formadoras de Placas

NMP Numero mas probable

CEN Comité Europeo de Estandarizaciéon

uspP Farmacopea de los Estados Unidos

MR Material de Referencia

MRC Material de Referencia Certificado

PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa

WFCC Federacion Mundial de Colecciones de Cultivos

ECCO Organizacién Europea de Colecciones de Cultivos

GTC Guia Técnica Colombiana

NMKL Comité Nordico de Andlisis de Alimentos

AFNOR Asociacidn Francesa de Normalizacion

NEN Instituto de Normalizacidn de los Paises Bajos

DIN Instituto Aleman para la Normalizacién

IDF Federacidn Internacional de Lecheria

FDA Administracion de Medicamentos y Alimentos

BAM Manual Analitico Bacterioldgico

USDA Departamento de Agricultura de los Estados Unidos

OIE Organizacion Internacional de Sanidad Animal

MicroVal Organismo internacional de certificacién para la validacién y aprobacién de métodos
FSIS Servicio de inspeccion y seguridad alimentaria
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DEFINICIONES

Analito: microorganismos o productos (e.j DNA, proteinas, toxinas) medidos o detectados por un
método de andlisis *.

Alcance de la validacidn: analitos, concentraciones y matrices para los cuales un método de analisis
validado puede ser usado satisfactoriamente 2.

Cepa objetivo (target): Cepa, definida de acuerdo con el alcance del método de referencia, que se
espera que pueda ser detectada por el método alternativo?.

Ensayo de aptitud: : Es una evaluacién del desempeiio de los participantes con respecto a criterios
previamente establecidos mediante comparaciones interlaboratorios 3.

Estudio interlaboratorio: Estudio adelantado por varios laboratorios de ensayo con muestras
idénticas en el mismo momento, los resultados pueden ser usados para estimar parametros de
desempefio de un método alternativo 2.

El objetivo del estudio interlaboratorio es determinar la variabilidad de los resultados obtenidos por
diferentes laboratorios en la misma muestra 2.

Estudio colaborativo: Un estudio de validacién realizado por multiples laboratorios para estimar los
pardmetros criticos de rendimiento del método candidato®.

Falsos positivos (Desviacion positiva): Cuando el resultado confirmado del método alternativo es
positivo y el resultado del método de referencia es negativo?.

Falsos negativos (Desviacion negativa): resultado negativo del método alternativo cuando el
resultado del método de referencia correspondiente es positivo 2.

Limite de deteccion (LOD): Concentracion de analito obtenida mediante un procedimiento de
medicion definido, con una probabilidad de deteccién determinada, ejemplo: LOD 50 o LOD 95.

En microbiologia la determinacidn se basa en replicados de analisis con tres niveles de inoculacién del
analito objetivo. Aplica para métodos cualitativos en microbiologia. Para ampliar la informacion,
consultar ISO 16140-1. Vocabulario?.

Limite de deteccion 50 (LODso): concentracion de analito en la cual, la probabilidad de deteccién es
del 50% *.

Método de referencia: método internacionalmente aceptado y ampliamente reconocido 2.

Método normalizado: aquellos publicados como normas oficiales o publicados por organismos de
normalizacidn nacionales o internacionales. Ejemplo FDA, USDA, I1SO, AOAC °.

Método no normalizado: Métodos propios o desarrollados por el laboratorio, obtenidos de
publicaciones cientificas, asi como métodos normalizados que han sido ampliados, modificados o
usados fuera del alcance propuesto °.

Método alternativo: Método de analisis que detecta o cuantifica, en una determinada categoria de
productos, el mismo analito que puede ser detectado o cuantificado por el método de referencia.
Métodos sometidos a validacion 2.
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Método de identificacion: Método utilizado para confirmar la identidad de un analito, por ejemplo,
serotipificacion ©.

Precision: grado de acuerdo entre resultados independientes bajo determinadas condiciones *.
Repetibilidad: Precisién en condiciones de repetibilidad ’.

Condiciones de repetibilidad: Condiciones en las que se obtienen resultados de ensayos
independientes, con el mismo método en elementos de ensayo idénticos, en el mismo laboratorio por
el mismo operario y con el mismo equipo en intervalos cortos de tiempo .

Reproducibilidad: Precision en condiciones de reproducibilidad 7.

Condiciones de reproducibilidad: Condiciones en las que se obtienen resultados de ensayos
independientes, con el mismo método en elementos de ensayo idénticos en diferentes laboratorios,
con diferentes operarios y utilizando diferentes equipos’.

Veracidad relativa: Grado de correspondencia entre la respuesta obtenida por el método alternativo
frente al método de referencia , usando muestras idénticas 2.

Sensibilidad: capacidad del método de referencia o del alternativo para detectar el analito
correctamente en la presunta inspeccién 2.

Selectividad: El grado en el que un método puede ser utilizado para determinar analitos particulares
en mezclas o matrices sin interferencias de otros componentes de comportamiento similar & Se puede
expresar como la relacion entre el nimero de colonias objetivo y el nimero total de colonias en una
muestra %. También se conoce como especificidad analitica.

Trazabilidad: La trazabilidad se refiere a la integridad de la informacién sobre cada paso en una cadena
de proceso. Es la capacidad de verificar el historial, la ubicacién o la aplicacidn de un articulo mediante
una identificacién documentada y registrada °. La trazabilidad en microbiologia es la trazabilidad
documental o rastreabilidad del origen del microorganismo a una fuente o un origen relevante, que
debe garantizar la coleccion bioldgica en la cual esta depositado el espécimen.

Trazabilidad metrolégica: propiedad de un resultado de medida, por el 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®! .ILAC considera que
los elementos necesarios para confirmar la trazabilidad metroldgica son: una cadena de trazabilidad
metroldgica ininterrumpida a un patrén internacional, un patrén nacional, una incertidumbre de
medida documentada, un procedimiento de medida documentado, una competencia técnica
reconocida, al Sl (sistema internacional de unidades) y a los intervalos entre calibraciones %,

Unidades formadoras de colonia (UFC): Las UFC son el nimero minimo de células separables sobre la
superficie o dentro de un medio de agar semisdlido, que da lugar al desarrollo de una colonia visible
del orden de decenas de millones de células descendientes. La UFC es una unidad de medida que no
forma parte del sistema internacional de medida SI.

CAPITULO 1- LA MEDIDA EN MICROBIOLOGIA

1.1 LOS METODOS DE ANALISIS EN MICROBIOLOGIA
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Los métodos de ensayo microbiolégicos son importantes en diferentes ambitos gubernamentales. A
nivel nacional para hacer inspeccidn, vigilancia y control, en el comercio internacional para determinar
la conformidad con los requisitos microbiolégicos, en el comercio nacional para asegurar el
cumplimento de los requisitos acordados, en la industria para garantizar la calidad y el control de los
procesos, en la academia para adelantar procesos de investigacion y en los laboratorios de referencia
para generar datos de vigilancia epidemioldgica 2.

Los laboratorios que ejecutan métodos microbioldgicos, se espera que estén adecuadamente
equipados para que cumplan los requisitos de bioseguridad y que cuenten con personal competente,
asi mismo, es muy deseable que tengan sus métodos acreditados bajo el estandar ISO/IEC 17025 que
les permite demostrar la competencia técnica para ejecutar los ensayos y contar con el
reconocimiento de resultados vélidos en el mundo globalizado 3. En Colombia, el Organismo
Nacional de Acreditacion ONAC, cuenta con acuerdos de reconocimiento internacionales con el
propédsito de facilitar las transacciones comerciales entre los paises firmantes; tanto para las
acreditaciones como para las evaluaciones de conformidad. El reconocimiento internacional le
permite al Subsistema Nacional de la Calidad de Colombia - SICAL, ser comparable con cualquier otra
infraestructura de la calidad en el mundo para la aceptacién de los resultados de evaluacién de
conformidad acreditados. El ONAC cuenta con reconocimientos otorgados por la Cooperacién
InterAmericana de Acreditacion (IAAC por sus siglas en inglés) (cooperacion regional), Cooperacion
Internacional de Acreditacidon de Laboratorios (ILAC por sus siglas en ingles) y Foro Internacional de
Acreditacion (IAF por sus siglas en inglés)®.

Es muy importante que los métodos empleados sean confiables y, por lo tanto, es necesario antes de
realizar el andlisis, determinar o evaluar las caracteristicas de desempefio de los métodos usados, para
asegurar que se estan utilizando métodos debidamente validados y verificados. También, es
importante que las partes interesadas estén de acuerdo con el método empleado para facilitar la
cooperacion entre laboratorios con el reconocimiento mutuo de los métodos utilizados v,
consecuentemente, facilitar el comercio internacional de bienes 2. El continuo desarrollo y
actualizacion de las técnicas y equipos cada vez mas complejos han despertado el interés de los
profesionales en microbiologia en la validacién o verificacion de los métodos microbioldgicos, con el
fin de garantizar la validez y la calidad de los resultados de medicién®®.

Los métodos normalizados en microbiologia han sido desarrollados por organizaciones
internacionales como ISO (International Organization for Standardization), AOAC (Association of
Official Analytical Collaboration International), CEN (Comité Européen de Normalisation), NMKL
(Nordisk Metodikkomitté for Livsmeddel), AFNOR (Association Frangaise de Normalisation), NNI
(Nederlands Normalisatie Instituut), DIN (Deutsches Institut fiir Normung), IDF (International Dairy
Federation), ICMSF (The International Commission on Microbiological Specifications for Foods)?'?,
también algunas entidades regulatorias han publicado sus propios métodos oficiales como FDA BAM
(US Food and Drug Administration, Bacteriological Analytical Manual), USDA (US Department of
Agriculture Food Safety Inspection Service, Microbiology Laboratory Guidebook)®. La intencién
principal de estos métodos, es proveer a los usuarios con metodologias analiticas internacionalmente
aceptadas que permitan obtener resultados equivalentes y comparables en diferentes instalaciones
(laboratorios). En esencia, estos métodos sirven solo como directrices analiticas, sin embargo, han
sido histéricamente recomendados por los gobiernos y agencias de comercio y estan reconocidos
como métodos oficiales para deteccion/enumeracién de organismos en alimentos, por lo tanto son
considerados como los métodos de referencia 2.

Los métodos normalizados pueden ser definidos como aquellos con una metodologia reconocida que
ha sido estudiada de una manera colaborativa y que han sido validados antes de ser aceptados 6. No

7
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todos los métodos normalizados de ISO en alimentos han sido validados, pero a pesar de la falta de
estudios de validacidn extensivos, los métodos de I1SO han sido internacionalmente aceptados como
métodos de referencia. Hace algunos afos la organizacién ha sometido a validacién algunos de sus
métodos y los detalles han sido publicados en anexos 2. Reconociendo esta dificultad, el estandar de
ISO 16140-3 de 2021 presenta un anexo para abordar estos casos y que puede ser Util igualmente para
la verificacion de aquellos métodos AOAC, FDA, USDA, IDF, entre otros, de los cuales no se encuentran
publicados los datos de la validacion.

También estan los métodos no normalizados, los métodos desarrollados por el laboratorio y los
métodos normalizados utilizados fuera de su alcance previsto o modificados, y en estos casos la
ISO/IEC 17025 requiere que se validen estos métodos para demostrar que se puede satisfacer las
necesidades de la aplicacién o del campo de aplicacion dados y que sean pertinentes para las
necesidades del cliente y coherentes con los requisitos especificados /.

Nota 1: Métodos normalizados, son aquellos publicados en normas internacionales, nacionales, regionales o por
organizaciones técnicas reconocidas o en revistas cientificas pertinentes y aceptadas por el sector técnico en cuestion 8.

1.2TIPOS DE METODOS MICROBIOLOGICOS:

Los métodos de ensayo microbioldgicos pueden incluir metodologias convencionales, rdpidas o
alternativas y estar basados en técnicas de cultivo (colonias, turbidez, cambio de color o
fluorescencia), técnicas de microscopia, técnicas moleculares 3, técnicas inmunoenzimaticas, por
citometria o técnicas de identificacion que de manera general pueden dividirse en:

1- Métodos cualitativos: Métodos de andlisis cuya respuesta va a depender de la concentracion
del analito y cuyo resultado final es la presencia o ausencia del analito, el cual es detectado
directa o indirectamente en una determinada cantidad de muestra (por encima de un valor
umbral definido por el propio método) generalmente 25g o mL *°. Para facilitar la recuperacién
de los microorganismos estresados la porcion de muestra se pre-enriquece en un caldo de
enriquecimiento no selectivo, luego pasa a una etapa de enriquecimiento selectivo para
seleccionar el microorganismos objetivo, posteriormente pasa a una etapa de subcultivo para
aislamiento en medio selectivo-diferencial y por ultimo confirmacion de colonias
presuntivas?®®. Esta deteccién puede darse por turbidez, cambios de color, fluorescencia o
presencia de gas.

2- Métodos cuantitativos: método de analisis cuya respuesta es conocer la cantidad de analito
medida directa o indirectamente en una determinada cantidad de muestra '°. En esta
categoria se encuentran:

a. Método de Nimero mas Probable (NMP): Es un método semicuantitativo, donde hay
una estimacidn estadistica basada en la teoria de probabilidades, para definir el
numero mas probable de microorganismos en una muestra por unidad de masa o
volumen ' . Esta enumeracidn se realiza usando un medio liquido y se utiliza cuando
se estima una baja enumeracidn del microorganismo objetivo (<100 UFC/go mL) y una
abundante flora microbiana acompafiante 2.

b. Métodos de enumeracidn o de recuento: Se hace un conteo real del nimero de
unidades formadoras de colonia (UFC) existentes en la porcién de muestra analizada.
En esta categoria se pueden encontrar: el recuento en placa con agar (superficie y
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profundidad), filtracién por membrana, recuento en placa en espiral, recuento sobre
laminas hidratables y recuento sobre pads absorbentes. En general, la enumeracion
en medios sélidos se basa en la capacidad de muchos microorganismos para producir
colonias en o sobre medios de agar que pueden reconocerse como tales a simple vista
o con la ayuda de una lupa .

c. Observacién microscdpica: determinar por observacién directa el numero de células.
Los microscopios utilizan cdmaras de recuento con profundidad y area conocidas
junto con la ayuda de rejillas calibradas, por lo tanto, se puede calcular la
concentracion de las células por unidad de volumen 2, El reporte es el niumero de
células por mm3.

Nota 2: los recuentos en placa estan asociados al concepto de membrana intacta por lo tanto, son células bacterianas que
son metabdlicamente activas y que se dividen y crecen activamente en el medio de cultivo, en otras palabras son células
viables y cultivables.

Hay otros métodos microbioldgicos en los cuales los analitos pueden ser metabolitos, material
genético o antigenos . Por ejemplo, los que utilizan hibridacién fluorescente in situ (FISH por sus
siglas en inglés) o la reaccidn en cadena de la polimerasa PCR que requieren consideraciones
especiales, dependiendo de la forma en cédmo se hace la determinacion del numero de
microorganismos presentes; bien sea con una curva estandar para qPCR o ELISA o el recuento
microscdpico directo en FISH °.

También hay técnicas analiticas mds recientes, como la citometria de flujo que es un sistema
automatizado, multi-paramétrico y cuantitativo que analiza las sefales de luz dispersas y fluorescentes
producidas por una célula al pasar por un haz de luz y que permite diferenciar poblaciones celulares
simultdaneamente, ademas de identificar y cuantificar células. Algunos métodos no incluyen una etapa
de confirmacién por lo cual requieren de una confirmacidn externa usando, por ejemplo, kits de
identificacion bioquimica, serotipificacion, test de composicion quimica (ejemplo, MALDI-TOF) o
pruebas moleculares. En cualquier caso, ésta etapa debe ser considerada dentro de la verificacion/
validacién del método ya que por un lado influencia el resultado de medida, y por el otro define el
microorganismo objetivo °.

1.2.1 LOS METODOS MICROBIOLOGICOS BASADOS EN CULTIVO

La mayoria del trabajo en microbiologia se basa en los métodos de cultivo de microorganismos que
permiten verificar la viabilidad de los mismos usando medios de cultivo para recuento o para
deteccidon de él/los microorganismos objetivo ?°. El cultivo ha existido por més tiempo que otros
métodos de analisis microbiolégicos y por eso se convirtieron en los métodos de referencia para
algunos analitos 2%, y por lo tanto, son los métodos convencionales que mas se utilizan.

Asi mismo, se reconoce que los métodos convencionales basados en crecimiento tienen limitaciones
como la reconocida imposibilidad de los métodos de cultivo para determinar el valor verdadero de
microorganismos viables en una muestra 2°, que han sido reconocidas con el avance tecnoldgico y el
mayor entendimiento cientifico 2’. Por ejemplo, los métodos basados en otras técnicas diferentes a
las de cultivo (marcadores celulares basados en crecimiento, en viabilidad, en acidos nucleicos o en
acidos grasos), son mas adecuadas; porque pueden entregar informacion mas sensible, precisa,

exacta, reproducible, para deteccién de células viables no cultivables (VBNC por sus siglas en inglés)
27
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Es importante mencionar que el estado VBNC de las células representa un problema para los analisis
de rutina en el laboratorio, la razén es que la viabilidad estd asociada al metabolismo y a la membrana
intacta, por lo tanto, si no se detectan UFC, es porque estan muertas o podria tratarse de VBNC donde
su metabolismo no ha permitido la proliferaciéon %. Esto podria incluir: la medicién de la actividad
metabdlica, la activacion de la membrana, el contenido de ARN y/o ADN, la permeabilidad de la
membrana, etc. llegando a determinar la méaxima viabilidad, degradacidn potencial y muerte .

Para comprender esta forma de estado celular, se puede resumir como la diferencia con una célula
muerta; estas Ultimas tienen una membrana dafiada que no puede retener el ADN cromosdmico y
plasmidico y son metabdlicamente inactivas, mientras que las células VBNC tienen una membrana
intacta que contiene informacién genética intacta, se encuentran metabdlicamente activas y realizan
respiracion. Por otro lado, al comparar las VBNC con las células viables, las células VBNC tienen muchas
diferencias fisiolégicas y moleculares con respecto a las células cultivables viables. Estas diferencias
incluyen la morfologia celular, la composicién de la pared y la membrana celular, el metabolismo, la
expresidon génica, las resistencias fisicas y quimicas, las propiedades de adhesién y el potencial de
virulencia. En términos de morfologia celular, una reducciéon en el tamafio de la célula es
probablemente una estrategia para minimizar los requisitos de energia. El estado de VBNC puede
revertirse mediante reanimacion como la reversion del metabolismo y cambios fisioldgicos que
caracterizan a las células VBNC %°.

Asi las cosas, los métodos basados en cultivo para analisis microbioldgicos implican multiples pasos,
que incluyen: la preparacion del medio, preparacién del inéculo, la inoculacidn, posiblemente la
dilucién en serie, la incubacidn, aislamiento e identificacién y el recuento de colonias, cuando el
propdsito es la cuantificacion. El aspecto fundamental, que hace que esta metodologia funcione, es la
multiplicacién de esos microorganismos objetivo que han sido inoculados en medios de cultivo
apropiados e incubados en condiciones y tiempos adecuados %°.

1.2.1.1 CLASIFICACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo pueden clasificar principalmente por su consistencia fisica: sélidos, semisdlidos
o liquidos y tienen presentaciones tales como medios preparados a partir de formulaciones
deshidratadas disponibles comercialmente, medio listos para su uso y medios preparados a partir de
componentes individuales basicos *°.

También se pueden clasificar dependiendo de la funcién que desempefien % 30

Enriquecimiento: cuya funcién es permitir el crecimiento de las células dafiadas o injuriadas.
Selectivos: que contienen en la formula agentes selectivos que inhiben el crecimiento de
microorganismos acompafantes y permiten el crecimiento de un tipo de microorganismo
determinado.

e Diferenciales: que permiten exhibir a los microorganismos reacciones diferentes frente a la
utilizacidn de un sustrato en particular.

e Transporte: para preservar y mantener la viabilidad de los microorganismos minimizando
cambios debido al tiempo entre la recoleccidn de la muestra y el procesamiento.

e Diluyente: para separar los microorganismos de un producto de prueba sélido en una fase
liquida y/o para reducir su concentracion por dilucién.

e Aislamiento: permite el crecimiento de microorganismos objetivo especificos, mientras inhibe
total o parcialmente, otros microorganismos.

e |dentificacion: produce una reacciéon de identificacion especifica que generalmente no
requiere ninguna prueba confirmatoria adicional.
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o Confirmacidn: contribuye a la identificacién o caracterizacidn de un microorganismo después
de una etapa preliminar (enriquecimiento, aislamiento).

e Neutralizador: contienen ingredientes neutralizantes para inactivar detergentes,
desinfectantes u otros agentes biocidas.

e Referencia: es un medio no selectivo, para la evaluacion comparativa del desempefio
independiente de medio de cultivo bajo pruebay es usado como un control.

La clasificacion de acuerdo con su composicién puede ser:

Medios quimicamente definidos

Medio quimicamente indefinido o parcialmente indefinido
Medio de cultivo cromogénico

Medio de cultivo fluorogénico

Los métodos de ensayo convencionales, basados en cultivos para aislar, cultivar o enumerar el
microorganismo objetivo, se reconocen como los métodos analiticos de referencia para el control
oficial por parte de las autoridades reguladoras y se consideran el “método de referencia” en el

diagndstico de alimentos o aguas para el comercio internacional y para las pruebas de conformidad
26

1.2.1.2 METODOS DE CULTIVO PARA RECUENTO O ENUMERACION

Si el objetivo del andlisis es determinar la concentracién de microorganismos en la muestra, entonces
los métodos de cultivo pueden ser usados para enumerarlos, es decir para estimar el nimero de
microorganismos viables en la muestra analizada. Los conteos de viables se pueden asociar con
calidad, la vida util o condiciones de inocuidad del producto muestreado 3. En otros casos, cuando
son alimentos fermentados con altas concentraciones de microorganismos propios de la muestra
(como es el caso de los cultivos probidticos), puede ser necesario contar con mucha precisién la
cantidad de células viables benéficas, ya que de esta manera es que son evaluados estos productos®.

En ocasiones, los ecosistemas microbianos en las muestras analizadas, asi como los tratamientos
aplicados a los productos muestreados, pueden generar los estados celulares “viables no cultivables”
(VBNC), que van a requerir el uso de otras técnicas para una mejor estimacién de los niveles de
contaminantes microbianos en las muestras. Los VBNC representan una clara amenaza para la
seguridad alimentaria, ya que el uso de analisis microbioldgicos tradicionales basados en cultivos

podria dar lugar a una subestimacién o una interpretacién errénea del estado microbiano del producto
31

La técnica estandar para recuento de microorganismos es el recuento en placa que puede ser realizada
en profundidad o superficie y que permite contar microorganismos aerobios y aerobios facultativos.
Hay otras técnicas en medios liquidos, como el Numero Mas Probable (NMP) 26y el recuento directo
de células usando microscopia o con citometria de flujo.

Los recuentos de colonias viables se basan cominmente en el nimero de colonias que se desarrollan
en una placa de agar (medio sélido) que han sido previamente inoculadas con cantidades conocidas
de suspensiones diluidas de la muestra e incubadas en condiciones ambientales determinadas 32. Para
los analisis microbioldgicos tradicionales, la caracteristica viable cultivable esta relacionada con la
propiedad de membrana intacta que hace posible la evidencia de la colonia en la placa de agar. Las
etapas de dilucién son un requerimiento bdsico para la enumeracidon de microorganismos, de manera
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gue se puedan alcanzar poblaciones contables en las cajas de Petri, idealmente entre 25 y 50 UFC.
Para alcanzar esta concentracién se hacen diluciones seriadas, generalmente 1:10. Se hacen tantas
diluciones como sean necesarias para poder contar las UFC en las cajas de Petri 3.

De otro lado, el método del nimero mas probable (NMP), es un ensayo estadistico de multiples pasos
qgue consta de fases presuntivas, confirmativas y complementarias. Por lo tanto, a diferencia del
recuento de aerobios en placa, el NMP no proporciona una medida directa del recuento bacteriano,
es decir no es una medida precisa. EIl NMP es particularmente atil para concentraciones bajas de
organismos (<100/g), especialmente en leche y agua, y para aquellos alimentos cuyas particulas
pueden interferir con el recuento exacto de colonias?. En el ensayo, se inoculan diluciones seriadas
de una muestra en medio liquido. Se cuentan los tubos positivos (cambio de color, gas, fluorescencia)
a partir de los cuales se realizan las otras fases del ensayo segun el método, y luego utilizan las
combinaciones de resultados positivos para consultar una tabla estadistica y asi estimar el nimero de
organismos ¥,

La automatizacion de los métodos de enumeracion basados en cultivo reduce el tiempo necesario
para realizar estos procedimientos analiticos, ademds han permitido reducir las necesidades de mano
de obra, el costo de los materiales y mejorar el rendimiento 2. Las maquinas de preparacidn de agar,
los diluidores automaticos, los dispositivos de recuento y los dispositivos de placa en espiral para el
esparcido, son algunos ejemplos de equipos que han hecho posible que los laboratorios procesen mas
muestras con mayor eficiencia %°.

1.2.1.3 METODOS DE CULTIVO PARA DETECCION

Los métodos de cultivo de deteccidn permiten determinar la prevalencia de los patégenos en la
muestra. La deteccidon en medios de cultivo liquido puede observarse como un cambio de color o de
conductividad, impedancia y turbiedad en el caldo de cultivo. En medios de cultivo sélidos (agar) las
UFC visibles indican crecimiento de células. La apariencia de los indicadores de crecimiento, es
suficiente para que una persona competente pueda deducir la presencia de microorganismos viables
en la muestra %,

Estos métodos constan de cuatro etapas: enriquecimiento; que puede incluir un enriquecimiento
selectivo, screening (pruebas de deteccion), aislamiento y confirmacidn. Se explica brevemente cada
etapa.

El enriquecimiento, también llamado pre-enriquecimiento, es el primer paso del cultivo y el objetivo
es permitir la amplificaciéon de la concentracion del patdgeno, sobretodo con la recuperacion de
microorganismos dafiados o estresados (resucitacién). Se realiza en medios liquidos donde se
introduce la muestra y se lleva a incubacion a la temperatura éptima de crecimiento. En esta etapa se
resuelven algunos desafios: convierte las muestras sélidas en suspensiones acuosas, aumenta la
concentracién del microorganismo objetivo y homogeniza la distribucién. Ademas, asegura que el
éxito en las etapas siguientes de screening y aislamiento, no dependa de la probabilidad de que las
alicuotas de la suspensidn de la muestra contengan el patdgeno objetivo 6. Asimismo, para detectar
la presencia de células con dafios, en mayor o menor grado, que pueden ser provocados por
calentamiento, congelacién, deshidratacién, irradiacién, acidificacion, exposicion a agentes
desinfectantes, entre otros, es necesario introducir una etapa de revitalizacién o enriquecimiento 2.
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El enriqguecimiento selectivo, que procede al anterior, promueve el desarrollo del microorganismo
objetivo mientras que suprime o inhibe el desarrollo de los microorganismos competidores y flora
acompanante, por ende la selectividad del medio esta provista de agentes o condiciones las cuales
son antagonistas o inhibitorias de la flora acompanante. Estos agentes selectivos incluyen por
ejemplo, temperatura, condiciones de pH, antibiéticos, sales, dcidos y metales 3*.

La siguiente etapa puede ser el screening que va seguida del aislamiento. Las pruebas de screening,
en el caldo de enriquecimiento no son obligatorias, se hacen para detectar la presencia de moléculas
o de secuencias de genes del patégeno en cuestidn, pero el objetivo del screening es reducir el nimero
de muestras que necesitan continuar a la etapa de aislamiento, separando aquellas negativas para el
patégeno. La finalidad de esta etapa no es la deteccion del patégeno en si, ya que el caldo de
enriquecimiento contiene una poblacion mixta y se pueden producir falsos positivos que van a ser
eliminados durante la etapa de aislamiento, la cual si es obligatoria °. Generalmente, estas pruebas
corresponden a técnicas cualitativas rapidas para detectar presuntivamente un microorganismo
objetivo.

Posteriormente estd la etapa de aislamiento que como se mencionaba, es obligatoria y busca
establecer un cultivo puro del patdégeno de interés con UFC aisladas y separadas de los
microorganismos acompafiantes, de manera que no puedan provocar interferencia en la
interpretacidn de los resultados durante la identificacién (que serd abordada en el numeral 1.2.2) ¢,
La etapa de aislamiento comienza con un primer aislamiento en un medio de cultivo selectivo
intentando obtener cultivos puros (aunque también pueden ser cultivos mixtos) y la misma se
completa al conseguir un cultivo puro tras un segundo (o mas) aislamiento para obtener colonias puras
presuntivas separadas del patégeno de interés en medio de cultivo no selectivo *°.

Finalmente, a los cultivos no selectivos, aislados y puros se les efectian las pruebas de identificacion
y confirmacion. Los resultados de estos métodos se informan como ausencia/presencia o detectado
/no detectado del microorganismo de interés en la porcién de muestra analizada.

1.2.2 METODOS DE IDENTIFICACION O DE CONFIRMACION

Una tarea fundamental de los laboratorios de microbiologia es la identificacion de los
microorganismos asociados con infecciones en humanos o animales, asociados a procesos clinicos de

infeccidn y enfermedad. Un pilar primordial es la asignacién de especie a un aislamiento microbiano
35

Como se menciond anteriormente, la confirmacion es importante cuando se estiman parametros de
desempefio como falsos positivos o falsos negativos, sensibilidad y especificidad, especialmente en
los métodos cualitativos, porque esta etapa confirma o rechaza los resultados obtenidos con el
método evaluado® .

Una vez las colonias de los presuntivos han sido aisladas, se procede con la etapa de la confirmacion
o identificacién a los sub-cultivos purificados, a los cuales se aplica un método para confirmar la
identidad del microorganismo, el cual generalmente es el patdgeno de interés. Los métodos de
confirmacién pueden ir desde confirmacion al nivel de familia y género, hasta métodos para
confirmacién / tipificacién a nivel de género, especie y de serovares 3. Hay varios métodos de
identificacion o confirmacidn, pero los mas usados son: los de identificacién fenotipica o tradicional y
serotipificacion, los métodos genotipicos y los métodos basados en proteémica 3>. Cada uno de los
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métodos escogidos tienen diferente sensibilidad, lo cual es determinante para la correcta asignacion
de la identidad del presuntivo y que, a su vez, va a repercutir en la sensibilidad del método analitico
bajo estudio.

Los métodos tradicionales fenotipicos, se basan fundamentalmente en la comparaciéon de las
caracteristicas fenotipicas (observables como morfologia, desarrollo y propiedades bioquimicas y
metabdlicas) de bacterias desconocidas con aquellas de cultivos tipo (de referencia). Es de gran
relevancia la experiencia del microbiélogo, encargado de la eleccién de la o las pruebas, la ejecucion
de manera secuencial de las mismas, asi como la interpretacidn de los resultados®®. En ningun caso,
los métodos de identificacion fenotipica pueden proporcionar una certeza absoluta, Unicamente
indicaran cudl es el género y/o la especie a la que el microorganismo identificado tiene mayor
probabilidad de pertenecer *.

Los métodos genotipicos, por su parte, permiten superar las limitaciones de los métodos fenotipicos
(por ejemplo, no todas las cepas de una misma especie presentan caracteristicas homogéneas)
identificando genes conservados para establecer relaciones entre bacterias y genes que permitan
mayor diferenciacién intra-especies en grupos, biovariedades, genovariedades, etc.%. Estos métodos
genotipicos se basan en la amplificacion gendmica y/o en la secuenciacidon de esos genes o sus
fragmentos y son muy usados cuando hay dificultades con el aislamiento, crecimiento lento, baja
actividad en las pruebas bioguimicas, baja efectividad en las pruebas serolégicas, entre otras. Ademas,
permiten obtener resultados reproducibles y en ocasiones mas rapidos que los tradicionales %,

El otro grupo de métodos son los proteédmicos, se basa en el estudio y la caracterizacidon de un
conjunto de proteinas expresadas por el microorganismo bajo estudio. Segun el objetivo del estudio,
hay técnicas para analizar globalmente el proteoma, como la electroforesis, técnicas para analizar
individualmente las proteinas, como espectrometria de masas (Ejemplo MALDI-TOF)®, los
inmunoensayos, entre otros.

1.3 EL MATERIAL DE REFERENCIA EN MICROBIOLOGIA

Un material de referencia (MR) se define como un material suficientemente homogéneo y estable con
respecto a propiedades especificadas, establecido como apto para su uso previsto en una medicién o
en un examen de propiedades cualitativas (VIM 5.13), por otro lado, un material de referencia
certificado (MRC) corresponde a un material de referencia acompafiado por la documentacién emitida
por un organismo autorizado, que proporciona uno o varios valores de propiedades especificadas, con
incertidumbres y trazabilidades asociadas, empleando procedimientos validos (VIM 4.14). Los valores
de propiedad se obtienen a través de la caracterizacidon como se describe en las Guias 1ISO 17034:2016
y ISO Guide 35: 2017 ¥'.

Si bien es cierto que en el campo de las mediciones en fisica y quimica es donde existen MR y MRC
bien entendidos y caracterizados, las necesidades de garantizar la comparabilidad de los resultados
de medicion en diferentes campos, entre ellos microbiologia, ha hecho necesario el desarrollo de
materiales que garanticen dicha comparabilidad. Sin embargo, en microbiologia se presentan algunos
desafios adicionales, teniendo en cuenta que los analitos de interés son organismos vivos, por lo que,
como se ha mencionado previamente, las referencias de medicién deben estar orientadas a garantizar
las caracteristicas de la identidad del microorganismo (en el caso de ensayos cualitativos) y de cantidad
o concentracidn (en el caso de ensayos cuantitativos). A continuacion, algunas definiciones para
ampliar el entendimiento de estas caracteristicas en microbiologia 3
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1. Cepa: células que descienden de un unico aislamiento de un cultivo puro, por lo general a
partir de una sola colonia, aunque no necesariamente de una sola célula (es decir, no
necesariamente un clon).

2. Autenticacion: proceso de comparacién de las caracteristicas de una cepa para determinar o
verificar la identidad.

3. ldentidad: es la identificacion de un microorganismo y proporciona el nombre del
microorganismo (a nivel de género o especie)

4. Caracterizacion o tipificacion: esto agrupa organismos que comparten patrones de
fragmentos de ADN o perfiles antigénicos similares. Es el proceso de someter una cepa a una
serie de pruebas morfoldgicas, fisioldgicas, moleculares o/y otras.

5. Cantidad: es la enumeracién o recuento del microorganismo (directo/ indirecto. Individual o
en masa)

Al igual que con los MR fisicos o quimicos, se requiere que los MR microbiolégicos sean adecuados
para: i) demostrar la exactitud de los resultados de medicidn, ii) calibrar equipos de laboratorio, iii)
monitorear el desempefio del laboratorio, iv) validar métodos, v) permitir la comparacion de métodos,
vi) demostrar la calidad de los medios de cultivo o vii) demostrar el desempefio de los kits de ensayo®.

En microbiologia, los MR son las cepas o cultivos de referencia que provienen de colecciones de
microorganismos certificadas, las colecciones de cultivos microbianos se centran en la adquisicion,
autenticacién, produccidn, conservacidén, catalogacion y distribucion de cultivos viables de
microorganismos de referencia, lineas celulares y otros materiales para la investigacion. La coleccion
de cultivos también son depdsitos de cepas tipo. Estas colecciones deben estar reconocidas y
registradas como miembro de la Federacion Mundial de Coleccién de Cultivos (WFCC) o de la
Organizacion de Colecciones de Cultivo Europea (ECCO), las cuales garantizan que el material esté bien
caracterizado en diferentes niveles (género, especie, subespecie e incluso serotipo), catalogado y
descrito acorde con sus caracteristicas 3. La WFCC es una comisién multidisciplinar de la Unidn
Internacional de Ciencias Bioldgicas (UICB) y una federacién dentro de la Unién Internacional de
Sociedades de Microbiologia (IUMS). La WFCC se ocupa de la recogida, autentificacion,
mantenimiento y distribucién de cultivos de microorganismos y células cultivadas. Su objetivo es
promover y apoyar la creacion de colecciones de cultivos y servicios relacionados, proporcionar un
enlace y establecer una red de informacidn entre las colecciones y sus usuarios, organizar talleres y
conferencias, publicaciones y boletines informativos y trabajar para garantizar la perpetuacion a largo
plazo de las colecciones importantes.

La trazabilidad (referida a la rastreabilidad) de estos materiales estd dada hacia la identidad del
microorganismo, que es una propiedad cualitativa. Por lo anterior, el MR es trazable al cultivo de
origen (cultivo de coleccidn), el cual posee una identidad confirmada (genotipica y fenotipica),
caracteristicas bien definidas, asi como una cadena de custodia totalmente documentada. Cuando no
se dispone de cultivos de referencia trazables, es posible emplear derivados comerciales trazables a
estos, siempre y cuando las propiedades relevantes para el uso previsto hayan sido demostradas
equivalentes por el laboratorio 8.

Cuando la trazabilidad metrolégica no es técnicamente posible al sistema internacional de unidades
(SI) , como es el caso de microbiologia, la forma de satisfacer satisfactoriamente este requerimiento
es: a) usando valores certificados de materiales de referencia certificados producidos por proveedores
competentes, b) documentar los resultados de la medicién a métodos de referencia adecuados,
especificos o definidos por consenso que entreguen resultados ajustados al uso previsto. (la evidencia
de comparacién de esta medicidn serd solicitada por el organismo de acreditacién competente)*.
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Se considera que la trazabilidad de una medicién microbiolégica se puede demostrar de manera
indirecta a través de la trazabilidad de los equipos empleados y del aseguramiento de la calidad de los
resultados, a través del uso de cepas de referencia o cultivos de colecciones microbioldgicas de
referencia.

Las cepas de referencia son necesarias para demostrar que los medios poseen unas caracteristicas
aceptables, para validar métodos y para controlar que se mantienen sus caracteristicas. La trazabilidad
es necesaria, por ejemplo, al establecer las caracteristicas de los medios utilizados en kits de andlisis
y validaciones de métodos. Para demostrar la trazabilidad, el laboratorio debe utilizar cepas de
referencia de microorganismos obtenidos directamente de una coleccién nacional o internacional
reconocida, cuando exista alguna. Alternativamente también podrian utilizarse cepas comerciales
siempre que el laboratorio pueda demostrar en el momento de su uso que todas las propiedades
relevantes son equivalentes 18,

Por otro lado, los MRC empleados en ensayos cuantitativos, disponen de un valor de concentracién
(usualmente en UFC) y una incertidumbre declaradas, estos pueden ser caracterizados para identidad
y cantidad (concentracién), esta ultima la puede hacer el proveedor con sus métodos de ensayo, o a
partir de ejercicios interlaboratorio donde el valor de consenso, posterior al tratamiento estadistico,
corresponde al valor asignado. La trazabilidad en este caso, si se denomina trazabilidad metrolégicay
estd dada al procedimiento de medicidn empleado para la asignacion del valor del material . La
trazabilidad metrolégica es una caracteristica de un resultado de medicién y consta de dos partes: la
identidad claramente definida del mensurando y la trazabilidad de los valores de propiedad de ese
mensurando. Por lo tanto, establecer la trazabilidad incluye tanto la prueba de identidad de la
propiedad medida como la comparacion de los resultados con una referencia declarada apropiada. La
comparacion se establece asegurando que los procedimientos de medicidn se validen de manera
adecuada, que el equipo de medicién se calibre de manera adecuada y que las condiciones de
medicion (como la preparacién del material de prueba, las condiciones ambientales, etc.) estén bajo
control suficiente para proporcionar un resultado confiable 42,

Todos los materiales deben venir acompanados de un documento, en el caso de los MR no certificados
es una hoja de informacidn y en el caso de los MRC es el certificado. La minima informacién que debe
contener el certificado de acuerdo con la Guia 31 es *: i) Nombre del material, donde generalmente
se debe especificar la identidad del microorganismo, ii) Cédigo y nimero de lote, iii) Valor certificado
y su incertidumbre, iv) uso previsto, v) instrucciones de uso, vi) métodos analiticos empleados en su
caracterizacién, vii) trazabilidad, entre otros. Para informacidn detallada del certificado revisar ISO
Guide 31 de 2000.

Nota: no todos los productores de material de referencia siguen los lineamientos de las guias relacionadas, por
lo que aln se encuentra una heterogeneidad en la informacién que presentan en sus certificados.

Existen otras alternativas, en relacién con el acceso a materiales que se pueden emplear como control
de calidad, o en los procesos de validacidon pueden ser:

e jtems de ensayo provenientes de ensayos de aptitud o ejercicios interlaboratorio, que le
permite comparar los resultados del laboratorio contra el valor asignado para el item de
ensayo en el ensayo de aptitud, empleando el mismo método de ensayo para evitar sesgos no
corregidos por diferencias en los métodos de medicién.

Muestras fortificadas con cantidades conocidas de cepas / cultivos de referencia.

Materiales de referencia in house: aquellos preparados por el laboratorio, donde se ha
demostrado que son lo suficientemente homogéneos y estables para ser empleados como
herramientas de control de la calidad en el flujo de trabajo del laboratorio **.
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Sin embargo, vale la pena aclarar que los MRC son producidos por productores de materiales de
referencia establecidos y estan disponibles comercialmente, los materiales para control de calidad
(MCC) se suelen preparar por un laboratorio para su propio uso interno. Con frecuencia, los MCC se
caracterizan soélo para un alcance limitado (un nimero limitado de valores de propiedad) y para
aplicaciones especificas del laboratorio. Dichos materiales no requieren una caracterizacién mediante
procedimientos metrolégicamente vélidos, y se pueden preparar “internamente” (in-house), es decir,
por personal del laboratorio familiarizado con su comportamiento, para cumplir con los requisitos

especificos del control de calidad.

En relacion con la disponibilidad de MR/MRC microbioldgicos, existen diferentes bases de datos que

se relacionan en la tabla (ver tabla 1.1) a continuacion:

Nombre de la base de
datos

La Division Técnica de
Materiales de Referencia
(TDRM por sus siglas en
inglés)

Cddigo de Indexacion de
Materiales de Referencia —
COMAR (por sus siglas en
francés)

El Centro de Investigacion
adjunta (JRC por sus siglas
en inglés) de la Unién
Europea

FAPAS

La Oficina de Referencia
Alemana para Ensayos de
Aptitud y Materiales de
Referencia (DRRR por sus
siglas en Aleman)

LGC Standards es wuna
divisiéon de LGC Group

Coleccion Americana de
Cultivos Tipo (ATCC por sus
siglas en inglés)
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Descripcion

Filial de AOAC, dispone de una base de datos con MR
provenientes de Institutos Nacionales de Metrologia asi
como productores acreditados en I1SO 17034

Es una de las bases mas grandes, creada por el
Laboratorio Nacional de Metrologia francés en 1970,
actualmente administrada por el Instituto Federal de
Investigaciones y Ensayo de Materiales (BAM) aleman.
Dispone de un listado de mas de 7000 materiales de
referencia indexados por nombre, descripcidn,
propiedades fisicas, convencionales, campos de
aplicacidn, formay composicidn. La consulta en la base de
datos requiere de un registro previo

dispone de un listado de mas de 800 MRC producidos por
este centro, entre los cuales se encuentran varios MRC
microbioldgicos, a nivel de identidad asi como para
propiedades cuantitativas.

Uno de los proveedores de programas de ensayos de
aptitud (EA) mas reconocidos a nivel mundial dispone de
un catdlogo de materiales de referencia y materiales
control de calidad, los primeros con incertidumbres y
trazabilidades establecidas, los segundos a partir de los
materiales empleados en diferentes EA, donde disponen
de un valor asignado y un intervalo de desempefio en
términos de Z score.

Ofrece materiales de referencia similares a los controles
de calidad de FAPAS, producto de los item de ensayo
empleados en los Ensayos de Aptitud ofrecidos.

de LGC Group que es el Instituto Nacional designado del
Reino Unido para mediciones quimicas y bioanaliticas.
Son fabricantes y proveedores de servicios de
herramientas de investigacion y para control de calidad
como materiales de referencia y ensayos de aptitud. Son
materiales acreditados segun 1SO 17034.

dispone de un listado de MR a nivel tanto de los
microorganismos como de metabolitos de interés como
los son &cidos nucleicos.

Sitio web

http://tdrmdb.aoac.org/

https://rrr.bam.de/RRR/N
avigation/EN/Reference-
Materials/COMAR/comar

https://crm.jrc.ec.europa.
eu

https://fapas.com/shop/b
rowse/2

https://drrr.de/en/referen
ce-
materials/microbiology/

https://www.lgcstandards
.com/PL/en/Food-and-
Beverage/Microbiology/ca
t/279643

https://www.atcc.org/mic
robe-products/collections-
and-projects/certified-
reference-
materials?matchtype=&ne
twork=g&device=c&adpos
ition=&keyword=8&gclid=C
jwKCAiA24SPBhBOEiwA]Bg



http://tdrmdb.aoac.org/
https://rrr.bam.de/RRR/Navigation/EN/Reference-Materials/COMAR/comar
https://rrr.bam.de/RRR/Navigation/EN/Reference-Materials/COMAR/comar
https://rrr.bam.de/RRR/Navigation/EN/Reference-Materials/COMAR/comar
https://crm.jrc.ec.europa.eu/
https://crm.jrc.ec.europa.eu/
https://fapas.com/shop/browse/2
https://fapas.com/shop/browse/2
https://drrr.de/en/reference-materials/microbiology/
https://drrr.de/en/reference-materials/microbiology/
https://drrr.de/en/reference-materials/microbiology/
https://www.lgcstandards.com/PL/en/Food-and-Beverage/Microbiology/cat/279643
https://www.lgcstandards.com/PL/en/Food-and-Beverage/Microbiology/cat/279643
https://www.lgcstandards.com/PL/en/Food-and-Beverage/Microbiology/cat/279643
https://www.lgcstandards.com/PL/en/Food-and-Beverage/Microbiology/cat/279643
https://www.atcc.org/microbe-products/collections-and-projects/certified-reference-materials?matchtype=&network=g&device=c&adposition=&keyword=&gclid=CjwKCAiA24SPBhB0EiwAjBgkhljdFNUDq2NErydTO6Fsl17u0HC576PjMWVwZ0zAwSsZ2rgmWuIfwhoC-fgQAvD_BwE#t=productTab&numberOfResults=24
https://www.atcc.org/microbe-products/collections-and-projects/certified-reference-materials?matchtype=&network=g&device=c&adposition=&keyword=&gclid=CjwKCAiA24SPBhB0EiwAjBgkhljdFNUDq2NErydTO6Fsl17u0HC576PjMWVwZ0zAwSsZ2rgmWuIfwhoC-fgQAvD_BwE#t=productTab&numberOfResults=24
https://www.atcc.org/microbe-products/collections-and-projects/certified-reference-materials?matchtype=&network=g&device=c&adposition=&keyword=&gclid=CjwKCAiA24SPBhB0EiwAjBgkhljdFNUDq2NErydTO6Fsl17u0HC576PjMWVwZ0zAwSsZ2rgmWuIfwhoC-fgQAvD_BwE#t=productTab&numberOfResults=24
https://www.atcc.org/microbe-products/collections-and-projects/certified-reference-materials?matchtype=&network=g&device=c&adposition=&keyword=&gclid=CjwKCAiA24SPBhB0EiwAjBgkhljdFNUDq2NErydTO6Fsl17u0HC576PjMWVwZ0zAwSsZ2rgmWuIfwhoC-fgQAvD_BwE#t=productTab&numberOfResults=24
https://www.atcc.org/microbe-products/collections-and-projects/certified-reference-materials?matchtype=&network=g&device=c&adposition=&keyword=&gclid=CjwKCAiA24SPBhB0EiwAjBgkhljdFNUDq2NErydTO6Fsl17u0HC576PjMWVwZ0zAwSsZ2rgmWuIfwhoC-fgQAvD_BwE#t=productTab&numberOfResults=24
https://www.atcc.org/microbe-products/collections-and-projects/certified-reference-materials?matchtype=&network=g&device=c&adposition=&keyword=&gclid=CjwKCAiA24SPBhB0EiwAjBgkhljdFNUDq2NErydTO6Fsl17u0HC576PjMWVwZ0zAwSsZ2rgmWuIfwhoC-fgQAvD_BwE#t=productTab&numberOfResults=24
https://www.atcc.org/microbe-products/collections-and-projects/certified-reference-materials?matchtype=&network=g&device=c&adposition=&keyword=&gclid=CjwKCAiA24SPBhB0EiwAjBgkhljdFNUDq2NErydTO6Fsl17u0HC576PjMWVwZ0zAwSsZ2rgmWuIfwhoC-fgQAvD_BwE#t=productTab&numberOfResults=24
https://www.atcc.org/microbe-products/collections-and-projects/certified-reference-materials?matchtype=&network=g&device=c&adposition=&keyword=&gclid=CjwKCAiA24SPBhB0EiwAjBgkhljdFNUDq2NErydTO6Fsl17u0HC576PjMWVwZ0zAwSsZ2rgmWuIfwhoC-fgQAvD_BwE#t=productTab&numberOfResults=24

La Agencia Nacional de
Alimentos de Suecia.

EL Comité Adjunto para
Trazabilidad en
Laboratorios Clinicos
(JCTLM por sus siglas en
inglés)

NSI Lab Solutions

Institutos nacionales
de metrologia
Instituto Nacional de

Tecnologia Industrial de
Argentina- INTI

Biosisto

Proveedores
comerciales
Merck (Sigma Aldrich)
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Ofrece servicios de Ensayos de Aptitud y Materiales de
Referencia

Dispone de una base de datos con Materiales de
referencia, métodos de medicién y servicios de medicion
orientados a los laboratorios clinicos, aunque no se listan
MR microbioldgicos, disponen de MR aplicables a nivel de
quimica clinica que eventualmente podrian emplearse
para estudios de comparacion.

Productor de Materiales de referencia certificados (CRM)
para quimica y microbiologia de alimentos: materiales de
referencia  cultivos de  patdégenos  (STEC, L.
monocytogenes, Salmonella), indicadores
microbiolégicos CRM para métodos Petrifiim™ y BAM y
materiales de referencia para alérgenos. Hisopos de
cultivo SNAP-Stick™. Programa acreditado de pruebas de
competencia en quimica y microbiologia de alimentos ISO
17043.

con capacidad para desarrollar materiales de
referencia de ésta naturaleza

El Laboratorio Nacional de Referencia y su Sistema
Integrado conformado por el Sistema Centralizado de
Calibracion (SICECAL) y la Red Argentina de Laboratorios
Lacteos de Calidad Asegurada (REDELAC), proveen a los
laboratorios distintas herramientas y servicios para el
aseguramiento de la validez de los resultados.

El SICECAL es nuestro sistema de produccidon de
materiales de referencia (MR) y materiales de referencia
certificados (MRC) en distintas matrices

Biosisto es un laboratorio designado del gobierno parala
Autoridad de Seguridad de Alimentos y Productos de
Consumo del Gobierno Holandés.

Se centra en la producciéon de material de referencia
microbiolégico (RM), materiales de referencia
certificados (CRM) y un sistema de software de analisis en
linea (BiosistoChart) utilizado por laboratorios de
alimentos, lacteos y agua para fines de control de calidad.

quienes distribuyen MR y controles de calidad

provenientes de productores acreditados
Distribuye discos VITROIDS™ y LENTICULE® de Supelco®
que estan especialmente desarrollados para controles
microbioldgicos. Tiene licencia de la Coleccién Nacional
de Cultivos Tipo (NCTC®)/Coleccién Nacional de Hongos
Patégenos (NCPF®) y la Coleccion de Cultivo Tipo
Espafiola (Coleccion Espariola de Cultivos Tipo, CECT®).

khlidFNUDg2NErydTOG6Fs|
17u0HC576PiMWVWZ0zA
wSsZ2rgmWulfwhoC-
fgQAvD BwE#t=productTa
b&numberOfResults=24

https://www.livsmedelsve
rket.se/en/business-
legislation-and-
control/laboratory-
activities-and-scientific-
support/microbiological-
reference-
materials#Reference mat
erial Food

https://www.bipm.org/jctl

m/home.do

https://www.nsilabsolutio
ns.com/product-
category/food/microbiolo
gical-

food/single strain crm-
microbiological-food/

https://www.inti.gob.ar/a

reas/metrologia-y-

calidad/metrologia-
quimica/sicecal/mrc-mr

https://www.biosisto.com

https://www.sigmaaldrich
.com/CO/es/products/ana
lytical-
chemistry/reference-
materials/microbiology-
standards?gclid=CjwKCAIA
24SPBhBOEiwAjBgkhu80jK
YGRP1bFnkS2TGlhBgmZY6
SwoH9JIXEnH P66ExXJNMi



https://www.atcc.org/microbe-products/collections-and-projects/certified-reference-materials?matchtype=&network=g&device=c&adposition=&keyword=&gclid=CjwKCAiA24SPBhB0EiwAjBgkhljdFNUDq2NErydTO6Fsl17u0HC576PjMWVwZ0zAwSsZ2rgmWuIfwhoC-fgQAvD_BwE#t=productTab&numberOfResults=24
https://www.atcc.org/microbe-products/collections-and-projects/certified-reference-materials?matchtype=&network=g&device=c&adposition=&keyword=&gclid=CjwKCAiA24SPBhB0EiwAjBgkhljdFNUDq2NErydTO6Fsl17u0HC576PjMWVwZ0zAwSsZ2rgmWuIfwhoC-fgQAvD_BwE#t=productTab&numberOfResults=24
https://www.atcc.org/microbe-products/collections-and-projects/certified-reference-materials?matchtype=&network=g&device=c&adposition=&keyword=&gclid=CjwKCAiA24SPBhB0EiwAjBgkhljdFNUDq2NErydTO6Fsl17u0HC576PjMWVwZ0zAwSsZ2rgmWuIfwhoC-fgQAvD_BwE#t=productTab&numberOfResults=24
https://www.atcc.org/microbe-products/collections-and-projects/certified-reference-materials?matchtype=&network=g&device=c&adposition=&keyword=&gclid=CjwKCAiA24SPBhB0EiwAjBgkhljdFNUDq2NErydTO6Fsl17u0HC576PjMWVwZ0zAwSsZ2rgmWuIfwhoC-fgQAvD_BwE#t=productTab&numberOfResults=24
https://www.atcc.org/microbe-products/collections-and-projects/certified-reference-materials?matchtype=&network=g&device=c&adposition=&keyword=&gclid=CjwKCAiA24SPBhB0EiwAjBgkhljdFNUDq2NErydTO6Fsl17u0HC576PjMWVwZ0zAwSsZ2rgmWuIfwhoC-fgQAvD_BwE#t=productTab&numberOfResults=24
https://www.livsmedelsverket.se/en/business-legislation-and-control/laboratory-activities-and-scientific-support/microbiological-reference-materials#Reference_material_Food
https://www.livsmedelsverket.se/en/business-legislation-and-control/laboratory-activities-and-scientific-support/microbiological-reference-materials#Reference_material_Food
https://www.livsmedelsverket.se/en/business-legislation-and-control/laboratory-activities-and-scientific-support/microbiological-reference-materials#Reference_material_Food
https://www.livsmedelsverket.se/en/business-legislation-and-control/laboratory-activities-and-scientific-support/microbiological-reference-materials#Reference_material_Food
https://www.livsmedelsverket.se/en/business-legislation-and-control/laboratory-activities-and-scientific-support/microbiological-reference-materials#Reference_material_Food
https://www.livsmedelsverket.se/en/business-legislation-and-control/laboratory-activities-and-scientific-support/microbiological-reference-materials#Reference_material_Food
https://www.livsmedelsverket.se/en/business-legislation-and-control/laboratory-activities-and-scientific-support/microbiological-reference-materials#Reference_material_Food
https://www.livsmedelsverket.se/en/business-legislation-and-control/laboratory-activities-and-scientific-support/microbiological-reference-materials#Reference_material_Food
https://www.livsmedelsverket.se/en/business-legislation-and-control/laboratory-activities-and-scientific-support/microbiological-reference-materials#Reference_material_Food
https://www.bipm.org/jctlm/home.do
https://www.bipm.org/jctlm/home.do
https://www.nsilabsolutions.com/product-category/food/microbiological-food/single_strain_crm-microbiological-food/
https://www.nsilabsolutions.com/product-category/food/microbiological-food/single_strain_crm-microbiological-food/
https://www.nsilabsolutions.com/product-category/food/microbiological-food/single_strain_crm-microbiological-food/
https://www.nsilabsolutions.com/product-category/food/microbiological-food/single_strain_crm-microbiological-food/
https://www.nsilabsolutions.com/product-category/food/microbiological-food/single_strain_crm-microbiological-food/
https://www.nsilabsolutions.com/product-category/food/microbiological-food/single_strain_crm-microbiological-food/
https://www.inti.gob.ar/areas/metrologia-y-calidad/metrologia-quimica/sicecal/mrc-mr
https://www.inti.gob.ar/areas/metrologia-y-calidad/metrologia-quimica/sicecal/mrc-mr
https://www.inti.gob.ar/areas/metrologia-y-calidad/metrologia-quimica/sicecal/mrc-mr
https://www.inti.gob.ar/areas/metrologia-y-calidad/metrologia-quimica/sicecal/mrc-mr
https://www.biosisto.com/
https://www.sigmaaldrich.com/CO/es/products/analytical-chemistry/reference-materials/microbiology-standards?gclid=CjwKCAiA24SPBhB0EiwAjBgkhu80jKyGRP1bFnkS2TGIhBgmZY6SwoH9JJxEnH_P66ExJNMimVjrcRoCX4oQAvD_BwE#bacteria
https://www.sigmaaldrich.com/CO/es/products/analytical-chemistry/reference-materials/microbiology-standards?gclid=CjwKCAiA24SPBhB0EiwAjBgkhu80jKyGRP1bFnkS2TGIhBgmZY6SwoH9JJxEnH_P66ExJNMimVjrcRoCX4oQAvD_BwE#bacteria
https://www.sigmaaldrich.com/CO/es/products/analytical-chemistry/reference-materials/microbiology-standards?gclid=CjwKCAiA24SPBhB0EiwAjBgkhu80jKyGRP1bFnkS2TGIhBgmZY6SwoH9JJxEnH_P66ExJNMimVjrcRoCX4oQAvD_BwE#bacteria
https://www.sigmaaldrich.com/CO/es/products/analytical-chemistry/reference-materials/microbiology-standards?gclid=CjwKCAiA24SPBhB0EiwAjBgkhu80jKyGRP1bFnkS2TGIhBgmZY6SwoH9JJxEnH_P66ExJNMimVjrcRoCX4oQAvD_BwE#bacteria
https://www.sigmaaldrich.com/CO/es/products/analytical-chemistry/reference-materials/microbiology-standards?gclid=CjwKCAiA24SPBhB0EiwAjBgkhu80jKyGRP1bFnkS2TGIhBgmZY6SwoH9JJxEnH_P66ExJNMimVjrcRoCX4oQAvD_BwE#bacteria
https://www.sigmaaldrich.com/CO/es/products/analytical-chemistry/reference-materials/microbiology-standards?gclid=CjwKCAiA24SPBhB0EiwAjBgkhu80jKyGRP1bFnkS2TGIhBgmZY6SwoH9JJxEnH_P66ExJNMimVjrcRoCX4oQAvD_BwE#bacteria
https://www.sigmaaldrich.com/CO/es/products/analytical-chemistry/reference-materials/microbiology-standards?gclid=CjwKCAiA24SPBhB0EiwAjBgkhu80jKyGRP1bFnkS2TGIhBgmZY6SwoH9JJxEnH_P66ExJNMimVjrcRoCX4oQAvD_BwE#bacteria
https://www.sigmaaldrich.com/CO/es/products/analytical-chemistry/reference-materials/microbiology-standards?gclid=CjwKCAiA24SPBhB0EiwAjBgkhu80jKyGRP1bFnkS2TGIhBgmZY6SwoH9JJxEnH_P66ExJNMimVjrcRoCX4oQAvD_BwE#bacteria
https://www.sigmaaldrich.com/CO/es/products/analytical-chemistry/reference-materials/microbiology-standards?gclid=CjwKCAiA24SPBhB0EiwAjBgkhu80jKyGRP1bFnkS2TGIhBgmZY6SwoH9JJxEnH_P66ExJNMimVjrcRoCX4oQAvD_BwE#bacteria
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Microbiologics

Emerald scientific

Distribuye MR y MRC. Epower® MRC viene con un
certificado de analisis integral que detalla la identidad, las
caracteristicas y la desviacidn estandar de las cepas.

Distribuye MR y MRC proveniente de NSI Lab Solutions y
The Emerald Test™, y el programa de prueba de
competencia de comparacion entre laboratorios
desarrollado especificamente para laboratorios de
prueba de cafiamo y cannabis

mVircRoCX40QAvD BwE#
bacteria
https://www.microbiologi
cs.com/item-
type/Product/product-
format/Epower-CRM
https://emeraldscientific.c
om/reference-
materials/microbiology/ce
rtified-reference-

materials/

https://www.culturecollec
tions.org.uk/products/ind
ex.aspx

Coleccién  nacional de
cultivos Tipo (NCTC) del
Reino Unido

Dispone de un listado de MR procariotas, DNA bacteriano,
bacteriéfagos, entre otros.

1.4 CONSIDERACIONES PARTICULARES DE LA MEDIDA EN MICROBIOLOGIA

Al igual que otros procesos de medida, en microbiologia hay algunas caracteristicas particulares que
deben ser consideradas al momento de medir:

1.4.1 Naturaleza del analito: El analito u objeto de medida o examen es un ser vivo, cuya implicancia
en una muestra de alimento por ejemplo, constituye un riesgo para la salud de las personas si
es clasificado como un microorganismo patdgeno, productor de toxinas que puede provocar
una enfermedad transmitida por los alimentos o es microorganismo indicador de inocuidad
que afecta principalmente a la calidad y vida util de alimento ya sea deteriorando o
produciendo cambios no deseables. Es por ello, por lo que se deben considerar algunas
particularidades, por ejemplo: taxonomias imprecisas que pueden conducir a la separacién o
agrupamiento impreciso de microorganismos (desde el punto de vista taxondémico); el
comportamiento de los individuos de un grupo, ya que generalmente se evaltan los individuos
con comportamientos tipicos pero no se debe obviar la existencia de los individuos no tipicos;
dificultades para garantizar la estabilidad de las muestras por largos periodos de tiempo,
debido tanto al crecimiento o a la muerte de los microorganismos en las muestras; la
presencia o ausencia de microorganismos acompafiantes en las muestras; las concentraciones
pequefias de microorganismos en las muestras y la distribucién de estos *°, ademés, de la
considerable capacidad de variaciones genéticas y mutaciones 2%, entre otras.

1.4.2 Distribucién de la poblacion: La distribucién de los microorganismos no es uniforme, es decir,
es heterogénea, caracterizandose como una distribucion de Poisson. Dada la dificultad de
realizar recuentos por encima de 300 UFC (ver ISO 7218), es necesario garantizar una
concentracion inferior en las placas de cultivo, sin embargo, los recuentos en microbiologia
no siempre tienen una distribucién normal, asi que, para obtener una distribucién mas
cercana a la normal, los recuentos son transformados a logaritmo decimal 1. Para conteos
pequerios (<20 UFC), no es aplicable el modelo de distribucién normal, por lo que se requiere
aplicar funciones de distribucién de Poisson o binomial negativa®, lo que hace necesario el
uso de tratamientos estadisticos diferentes para establecer valor de poblacién y sus limites de
confianza. En lo posible, la ISO 13843 recomienda que independientemente del método de
preparacion de las muestras, se debe prestar atencion a la practica de homogeneizacidon para
facilitar la distribucién aleatoria de los microorganismos en la muestra °.
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Tabla 1.2: Relacidn entre las distribuciones espacial y de frecuencia 47 48

Distribucidn espacial
(relativa al azar
uniforme)

Distribucion de frecuencias (relativa a Poisson)

Ejemplo

Mds espaciado (casi
regular)

mas concentrado| sub-dispersién

varianza < media

Un patrén de contaminacion
regular puede ser el resultado de
eventos de contaminacion en el
proceso de produccién, por
ejemplo, un cabezal de llenado
fontaminado. Como consecuencia,
la contaminacidn regular se
caracteriza por una alta
prevalencia de unidades
rontaminadas en el lote y una baja
variabilidad en la concentracién.

Uniforme aleatorio

Poisson

varianza = media

Un patrén de contaminacion
aleatorio suele ser el resultado
de una mezcla completa o
cuando los eventos de
contaminacion ocurren al azar
(contaminacion homogénea)

Mds agrupado

mas sesgado a | sobre-dispersién

la derecha

varianza > media

Un patrdén de contaminacion
agrupada puede ser el
resultado de un evento de
contaminacion seguido de
cierto crecimiento del
organismo y mezcla limitada
del producto. Como resultado,
las células individuales no se
distribuyen ampliamente a
través de los alimentos. Como
consecuencia, la prevalencia
de unidades contaminadas en
el lote puede ser bajayla
variabilidad en la
concentracidn puede ser alta

143

Sistemas de deteccion: En los métodos de ensayos microbioldgico, el sistema de deteccion

esta definido por los medios de cultivo (detectores) y, en ocasiones, estos pueden presentar
resultados inesperados causados por los organismos vivos o pueden ser provocados por
efectos de la matriz, por ingredientes del sustrato de crecimiento o por los microorganismos
acompafiantes. Los microbiélogos deben ser capaces de reconocer y entender estos cambios
en los medios de cultivo *¢, de alli que es obligatorio evaluar el desempefio de los detectores
30y es aconsejable conocer el efecto de las matrices para disminuir esas interferencias. Otro
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1.4.5

punto importante, es tener presente que cuando el nimero de microorganismos es muy bajo,
no es la capacidad del método para detectar el microorganismo lo que determina el resultado
del ensayo, sino la probabilidad de que una célula estuviera realmente presente en la unidad
analitica analizada, por ende independiente de la homogeneizacion , la selecciéon de una
alicuota implica un elemento de aleatoriedad y, por lo tanto, una probabilidad de que se
encuentre un numero diferente de organismos en cada muestra o submuestra.

Muestreo o toma de muestra: Etapas anteriores a la medicién, como el muestreo o toma de
muestra, han demostrado que influyen fuertemente sobre los resultados de los analisis, por
ejemplo, los microorganismos patdgenos son dificiles de detectar porque se encuentran en
bajas concentraciones, tienen una distribucidn heterogénea en la muestra y en algunos casos
pueden estar dafados o estresados a causa de las condiciones de produccién de los alimentos
o de tratamientos aplicados a la muestra. Esta es la principal razén para someter las muestras
a etapas de “enriquecimiento” o “revitalizacion” que mejoren la deteccién y es anterior a las
etapas de enumeracion, si es el caso 3. El muestreo y transporte debe ser realizado
apropiadamente, las muestras de laboratorio deben ser representativas del lote entero,
deben protegerse contra la contaminacion externa y el manejo inadecuado, especialmente a
las temperaturas que pueden alterar significativamente la microbiota. Las muestras
recepcionadas en el laboratorio deben ser analizadas dentro de los tiempos establecidos
segln el tipo de producto 3.

Reporte de resultados: En el caso de los métodos cualitativos, el resultado se informa como
detectado o no detectado, en el caso de los métodos cuantitativos son las Unidades
Formadoras de Colonia (UFC) o el Nimero mas Probable (NMP). Las unidades deben referir a
una unidad de volumen (mL) o de masa (g) segun corresponda. Estos son en realidad una
aproximacién al nimero de unidades reales de la muestra, a diferencia de los métodos
directos como microscopia o citometria de flujo que cuentan células individuales; Células de
Bacteria Individuales (IBC por sus siglas en inglés), y donde los resultados se expresan como
numero de bacterias (células) por gramo o mililitro o por unidad de muestra *. Sin embargo,
no hay un consenso aun sobre una equivalencia entre UFC y Células por unidad de volumen,
gue contribuya a armonizar los resultados obtenidos por diferentes técnicas, los resultados
son método dependientes, y que obliga a hacer trazables los resultados de medicién a un
procedimiento de mediciéon antes que a una referencia mas general, como una unidad del
Sistema Internacional.

CAPITULO 2 - ADECUACION DE USO DE LOS METODOS
MICROBIOLOGICOS.

La adecuacidn de uso de los métodos estd relacionada con el grado en que los requisitos analiticos
establecidos y las caracteristicas de desempefio evaluadas permiten garantizar el cumplimiento del
propdsito definido para el método de ensayo, por ejemplo, frente a los requisitos de un cliente.

En general, la guia de adecuacion de uso de los métodos analiticos plantea seis principios que vale la
pena recordar  :
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1. Las medidas analiticas deberian realizarse para satisfacer un requisito acordado” (ej.: con un
objetivo definido).

2. Las medidas analiticas deberian realizarse con métodos y equipos que previamente han sido
probados para asegurar su adecuacién al uso.

3. El personal que realiza medidas analiticas deberia estar calificado y ser competente para
realizar sus tareas (y demostrar que pueden realizar correctamente los andlisis).

4. Deberia existir una evaluacidn periddica e independiente del desempeiio técnico de un
laboratorio.

5. Las medidas analiticas realizadas en un lugar deberian ser consistentes con las realizadas en
otros lugares.

6. Las organizaciones que realizan medidas analiticas deberian definir procedimientos
adecuados de control y de aseguramiento de calidad.

En el caso de los ensayos microbioldgicos, el propdsito generalmente esta dirigido a la deteccion,
identificacion y/o cuantificacion de un microorganismo o conjunto de microorganismos, a nivel de
género, especie o serotipo. Por lo tanto, antes de aplicar un método de ensayo, es necesario garantizar
que se cumplen los requisitos analiticos con la evaluacién de los pardmetros y caracteristicas de
desempefio y demostrar asi, que el método es adecuado para el uso que va a tener en el laboratorio
y cumplir con los requisitos del cliente °.

En este sentido, antes de que un método pueda ser usado en el laboratorio, con el objeto de producir
resultados confiables y adecuados para el propdsito™, se requiere realizar la validaciéon o la
verificacion del método (Tabla 2.1).

Tabla 2.1: Definiciones de validacidn y verificacion

Vim 1 ISO 16140 2 FDA®

Validacion Una verificacion que los | EI  establecimiento de las | Confirmacion por examinacion

requisitos caracteristicas de desempefio | y  provision de evidencia
especificados son | de un método y la aportacion | objetiva de que los requisitos
adecuados para un uso | de evidencia objetiva que los | particulares para el uso previsto
previsto (2.45) requisitos de desempefio para | se han cumplido (1.6)

un uso previsto se cumplen

(2.81)

Verificacion | La  aportacion de | La demostracion que el | Confirmacion por examinacion
evidencia objetiva de | desempefio del método | y la provision de evidencia
que un elemento dado | validado, en el laboratorio del | objetiva que los requisitos
satisface los requisitos | usuario, estd de acuerdo con | especificados para el
especificados (2.44) las especificaciones | desempefio de un método se
determinadas en el estudio de | han cumplido por  un
validacion y que se ajusta al | laboratorio individual. (4.1.2)
propdsito del uso previsto
(2.83)

Si bien el lenguaje es diferente, es claro que la validacion como primera etapa, esta dirigida a
establecer los requisitos analiticos que van a definir las caracteristicas de desempefio que el método
debe estar en capacidad de cumplir para cubrir los requisitos especificados o el fin previsto, y una vez
comprobados, constituirdn esa evidencia objetiva requerida. Por otro lado, la verificacion, como
segunda etapa, solo puede ser aplicada sobre métodos que ya han sido validados, obedece a
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demostrar su rendimiento de manera objetiva, es decir, a través de algun tipo de trabajo experimental
en una extension menor que el requerido en la validacién y demostrara que el laboratorio esta en
capacidad de ejecutar el método de ensayo cumpliendo con los requisitos establecidos en la etapa de
validacién.

Una caracteristica importante en la definicion de FDA es el término “examination” en espaiiol
“examen”, que VIM en la versidén 3, también aconseja el uso para referirse a propiedades cualitativas,
aquellas que no se expresan en cantidad, por ejemplo, cambios de color. De manera que, una medida
de “examen” aplica para referirse a las propiedades nominales que se examinan a través de métodos
cualitativos®® .

Por otro lado, la norma ISO 15189 e ISO Guia 35, usan la expresion tanto para propiedades nominales
como para mediciones de cantidades (métodos de medicidon), de igual manera que es abordado por
FDA lo que estd muy relacionado con ensayos microbioldgicos cuantitativos y cualitativos.

2.1 ¢ VALIDAR O VERIFICAR?
2.1.1. Validacion

De acuerdo con ISO/IEC 17025 (numeral 7.2.2.1) Y7 Ia validacién se debe hacer en el caso en que el
laboratorio use:

® Meétodos no normalizados, como, por ejemplo:
o métodos descritos en publicaciones cientificas, empleados a nivel experimental como
parte de proyectos o actividades de investigacidn
o métodos desarrollados en otras organizaciones, guias sectoriales con el objetivo de
ser implementadas por los laboratorios de ese sector.
o métodos reconocidos a nivel nacional, ejemplo: método de recuento de esporas de
clostridium sulfito reductores de INVIMA (Libro de métodos INVIMA)

e Métodos desarrollados por el laboratorio.
® Meétodos normalizados utilizados fuera de su alcance previsto o modificados de otra forma.

o métodos que estdn implementados y en ocasiones acreditados dentro de los
laboratorios y por solicitud de los clientes se usan con matrices que no estan dentro
del alcance de la validacién, ejemplo:

= Recuento de Bacillus cereus en jugos UHT
= Listeria monocytogenes en agua

Esta debe ser tan amplia como sea necesaria para satisfacer las necesidades de aplicacién dadas.
También debe validarse cuando es necesario demostrar la equivalencia de los resultados obtenidos
por dos métodos, por ejemplo, un método recientemente desarrollado y un método normalizado
existente 8, En resumen, la validacién es la verificacion de que los requisitos especificados son
adecuados para un uso previsto®?.

2.1.2. Verificacion

El laboratorio debe verificar, es decir, aportar evidencia objetiva que un elemento dado satisface los
requisitos especificados !, por tanto, que el laboratorio puede llevar a cabo apropiadamente los
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métodos antes de utilizarlos, asegurando que se pueda lograr el desempefio requerido (ISO
17025:2017.7.2.1.5). Por otro lado, la ISO 15189 hace hincapié en que “los procedimientos de examen
usados sin modificaciones deben estar sujetos a una verificacion independiente antes de ser usados
como métodos de rutina”, en este sentido, los métodos a verificar son:

® Los métodos normalizados
® Los métodos alternativos validados

Nota 3: La verificacidn sdlo es aplicable a los métodos que han sido validados mediante un estudio entre laboratorios 30 sin
embargo, como alternativa para métodos que no han sido completamente validados y que no disponen de datos de
interlaboratorio propone la “verificacion de item” (ver anexo F, ISO 16140-3) Ver capitulo 4 de esta guia.

Los métodos normalizados, o de referencia, son aquellos publicados por organismos internacionales,
ampliamente reconocidos y aceptados; en microbiologia incluyen aquellos métodos publicados por
ISO, AOAC, NMKL, CEN, DIN, métodos normalizados de entidades regulatorias como USDA, FDA, OIE;
asi como otros métodos normalizados equivalentes regional o nacionalmente °°. También se
consideran normalizados aquellos métodos investigados a fondo, los cuales describen las condiciones
y procedimientos para la medicion de una o mas propiedades, son el resultado de ejercicios
colaborativos donde se han evaluado las caracteristicas de desempefio del método por un conjunto
de laboratorios competentes para el ensayo; por lo que sirven como referencia para evaluar el
desempefio de otros métodos para la misma medicién 1.

Por otro lado, dados los requerimientos de muchos de los ensayos normalizados para su
implementaciéon en un laboratorio independiente, especialmente en términos de reactivos, muestras,
tiempo de implementacion y ejecucion entre otros, dié lugar al desarrollo de métodos alternativos
por parte de organizaciones comerciales, con marcas registradas, denominados “proprietary method”
por su traduccidn del inglés 2, éstos a menudo resultan mds rapidos, més faciles de usar y susceptibles
de automatizacidn, los cuales se distribuyen comercialmente como métodos rapidos o kits
diagndsticos, que reducen el tiempo para la obtencién del resultado y optimizan la eficiencia del
flujo y el manejo de muestras multiples. Estos son métodos de andlisis, comerciales o no, que
detectan o cuantifican, en una determinada categoria de matrices, el mismo analito que es detectado
y cuantificado por el método de referencia 2 y cuyo proceso de validacion fue realizado por el
fabricante que lo produce, y ha sido reconocido por un tercero, como AFNOR (AFNOR - NF Validation
https://nf-validation.afnor.org/en/nf-validation/), AOAC - AOAC Research Institute
(https://www.aoac.org/scientific-solutions/research-institute-ptm/), DIN, ENNAS, CEN MicroVal -
https://microval.org/, NMKL - NordVal https://nmkl.org/index.php/nb/nordval, entre otros) para el
analito y alcance de aplicacion.

La introduccion de los métodos alternativos para deteccidn o cuantificacidon; que son generalmente
mas baratos de usar, producen resultados mas rapido que los métodos de cultivo tradicionales y son
mas simples de realizar ya que requieren menos habilidades técnicas, hicieron que se tornaran muy
populares en la industria de alimentos y en los laboratorios de control y que sean preferidos sobre los
métodos de referencia tradicionales para los andlisis de rutina. En este sentido, es importante que el
laboratorio revise para cada uno de los métodos alternativos en uso el certificado de validacion de
tercera parte y el método de referencia.

El laboratorio entonces puede seleccionar un procedimiento normalizado, publicado como norma o
adquirir un sistema de medicién comercial, si bien, en estos casos el procedimiento de validacién ya
ha sido realizado, estos se deben verificar para confirmar la capacidad del laboratorio de ejecutar el
método. Esto implica que debe realizarse algun trabajo experimental para demostrar que el método
funciona adecuadamente en el laboratorio 8.
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La ISO 16140-3 reconoce que en la actualidad hay algunos métodos de referencia ISO o CEN que no
estdn totalmente validados, por lo cual, como una medida temporal (hasta 2027-12-31), incluye un
protocolo especifico (anexo F) para su verificacidon por parte de los laboratorios, mientras se espera
que los comités respectivos de I1SO y CEN los validen 2.

2.2 REQUISITOS PREVIOS PARA LA EVALUACION DEL DESEMPENO DE LOS METODOS DE
ENSAYO MICROBIOLOGICOS

Antes de iniciar la evaluacion de desempefo del método es importante que las précticas de control
de calidad estén disefiadas para garantizar que los procesos del laboratorio estdn bajo control, es
decir, disponer de un protocolo de aseguramiento de la validez de los resultados, que corresponde a
un requisito normativo de la ISO 17025. Todos los laboratorios tienen algunas practicas de control de
calidad intralaboratorio que han evolucionado a partir del sentido comdn y de los principios de
experimentacion controlada, para indicar la eficacia del método y el rendimiento del laboratorio. El
sistema de control de calidad de un laboratorio establece las politicas o el programa de control de
calidad y las actividades de control de calidad necesarias para minimizar los errores sistematicos y
aleatorios resultantes de las variaciones en el personal, la instrumentacién, el equipo, los reactivos,
los suministros, los métodos de muestreo y analisis, el manejo de los datos y la presentacion de los
mismos 20. [Standard Methods, Ed. 23 Cap. 9020]. A continuacion se detallan algunos:

® Personal: Las pruebas microbioldgicas deben ser realizadas por un microbidlogo o técnico
profesional con un nivel adecuado de educaciéon, formacién y experiencia en las técnicas
microbioldgicas generales que se emplean en el laboratorio, lo que se evidencia en las
competencias del personal. Dentro de este contexto, la competencia se define como la
aplicacion de los conocimientos, habilidades o comportamientos que se utilizan al realizar las
tareas de un trabajo especifico, de manera que éstas puedan ser definidas, autorizadas y
monitoreadas en el tiempo. Sino se dispone de dicho personal, un microbidlogo profesional
debe proporcionar formacion en técnicas especificas y estar disponible para revisar el trabajo.

® Bioseguridad: La bioseguridad es una preocupacion para todos los laboratorios
microbioldgicos para prevenir la exposicion al riesgo bioldgico. Un programa de seguridad en
el laboratorio abarca un proceso continuo de reconocimiento, evaluacién y mitigacion de
riesgos asociado a acciones que aseguren que el proceso sea sostenible en el tiempo, lo que
se conoce como Gestion de Riesgos en el laboratorio, y tiene como objetivo principal el control
de éstos. Hay tres elementos a tener en cuenta: las practicas de laboratorio, el equipo de
seguridad y el disefio de las instalaciones. El personal debe estar capacitado en técnicas
asépticas y usar equipo de proteccion personal (EPP) (gafas de seguridad, ropa de proteccidn,
guantes, etc.).

e Instalaciones: El laboratorio debe disponer de un disefio de las areas que faciliten el flujo de
las actividades de manera segura, considerar control de acceso, infraestructura y mobiliario
gue cumpla con los requerimientos de un laboratorio de ensayo microbioldgico, disponer de
una ventilaciéon libre de polvo y que evite temperaturas extremas o fuera del rango
establecido por el area analitica. Los servicios y suministros deben abastecer de manera
segura la iluminacidn, alimentacion eléctrica de los equipos, y un abastecimiento adecuado
de agua. Desarrollar protocolos de control ambiental para garantizar que las condiciones

25



897
898
899
900
901
902
903
904
905
906
907
908
909
910
911
912
913
914
915
916
917
918
919
920
921
922
923
924
925
926
927
928
929

930
931

932
933

934
935
936
937
038

ambientales no invaliden los resultados, perjudiquen la calidad de las mediciones o dafien al
personal. Los controles ambientales incluyen limpieza y desinfecciéon, temperaturay humedad
y nivel de contaminacién bioldgica con el monitoreo del control del aire del laboratorio y
superficie de los mesones.

Equipos e instrumentos de laboratorio: Identificar el equipo por su nimero de serie o por su
numero de referencia Unico de laboratorio. Verificar, mediante una supervisidon constante, un
mantenimiento rutinario y preventivo, asi como un programa de calibracidn regular de que
cada elemento satisface las necesidades de precisidon, minimizacidon de sesgo y trazabilidad.
Proporcionar procedimientos escritos sobre el uso, el funcionamiento, la calibracién y el
mantenimiento de los equipos e instrumentos pertinentes, junto con los criterios de
aceptacion de control de calidad adecuados. Asegurarse-que el laboratorio dispone de todo
el equipo, los softwares actualizados y los suministros necesarios para realizar los ensayos.
Suministros de laboratorio: Adquirir y demostrar por medio de registros y los certificados de
analisis, trazabilidad, pureza o nivel de tolerancia del fabricante (si se suministran) de todos
los suministros de laboratorio.

Procedimientos normalizados de trabajo (PNT): Los PNT genéricos y especificos, constituyen
la columna vertebral de un laboratorio analitico y deberian estar disefiados para evitar
desviaciones debidas a un proceso o método malinterpretado. Cada PNT especifico describe,
paso a paso, los detalles de una tarea o procedimiento rutinario adaptado al equipo, la
instrumentacion y los tipos de muestra propios del laboratorio, vale la pena aclarar que para
tener PNT el laboratorio debe haber hecho una seleccién del método que va a implementar.
Asegurarse de utilizar las versiones vigentes con el contenido actualizado. El uso coherente
de los PNT ayuda a garantizar la uniformidad de las operaciones. También son una
herramienta de formacién eficaz y un medio para determinar la competencia cuando se
realiza una evaluacion.

Hay al menos cuatro etapas de alistamiento determinantes previo a la evaluacién del desempefio del

método de medicién en microbiologia:

Seleccion del método.

Preparacion del indculo.

La seleccién de las muestras para los ensayos.
Evaluacién de los medios de cultivo.

A continuacidn, se describen las caracteristicas mas importantes de cada una de estas etapas.

2.2.1 SELECCION DEL METODO

Frente a un requerimiento o necesidad por parte de un cliente, la primera actividad que debe
adelantar el laboratorio es la seleccidon del método de medicion mas apropiado, en este punto las
alternativas pueden ser un método cualitativo cuyo objeto es determinar el valor de la propiedad de
interes (identidad o deteccidon) o cuantitativo para establecer la cantidad o concentracion del
microorganismo de interés. En seguida, el laboratorio debe establecer si dispone de métodos
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normalizados adecuados, no normalizados o si es necesario desarrollar o modificar un método de
manera tal que se esté en capacidad de cumplir con los requisitos de uso previsto.

Algunos elementos que pueden orientar al laboratorio en la mejor seleccién del método se basan en
identificar si el método %:

Se basa en principios cientificos subyacentes sélidos.

Es aplicable para analisis de rutina de muestras.

Presenta alto nivel de reproducibilidad.

Puede detectar analitos en el intervalo de concentracion de interés.

Tiene suficiente especificidad y sensibilidad para el uso previsto.

Puede cumplir con los criterios especificos de rendimiento del método.

Se puede realizar con equipo facilmente disponible.

Se puede realizar a un costo razonable. Efectividad tiempo /costo.

Aborda el nivel de experiencia requerido (por ejemplo, éhay areas sensibles a la técnica? ¢Se

requiere capacitacién especializada?).

o Contiene aspectos necesarios de aseguramiento de la calidad (por ejemplo, equipo calibrado,
calidad de los medios, condiciones de incubacidn).

o Aborda los problemas de bioseguridad (por ejemplo, éExisten practicas especificas de

bioseguridad necesarias para manejar los patégenos de prueba?)

O O 0O O O O O O O

o ¢El método requiere validacion o verificacion?

Es recomendable tomar el tiempo necesario para seleccionar el método mds apropiado segun el
propésito. Por ejemplo, las detecciones de bajas concentraciones deben estudiarse por razones de
salud publica y de otro lado, siempre es deseable escoger el método que mejor recuperacion tenga,
sin embargo, puede ser mejor escoger uno con baja recuperacion pero que no requiera validacidn
confirmacidn .

Aunque no todas las caracteristicas de validacién son aplicables a todos los tipos de ensayo, las
caracteristicas tipicas de validacidn son:

Especificidad

Linealidad

Exactitud

Precision (repetibilidad, precisidn intermedia y reproducibilidad)
Rango

Limite de cuantificacion

Limite de deteccidn

2.3 PREPARACION DEL INOCULO

La preparacién del indculo, que generalmente es de manera artificial, es una etapa clave durante la
validacion y/o verificacion de un método, se usa para la adicion de las muestras y para el calculo de
algunos parametros de desempefio (como precision, limite de deteccion, sesgo, entre otros). Para esto
se pueden usar cepas de coleccién propia del laboratorio siempre y cuando estén bien caracterizadas,
cepas de coleccién y MR incluidos MR comerciales. En este sentido, es importante garantizar que los
microorganismos de interés se encuentren distribuidos de manera homogénea en las muestras de
analisis, lo que algunas veces es un desafio en los métodos microbioldgicos, por lo que se recomienda
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el uso de materiales de referencia. Estos adicionalmente permiten establecer de manera rapida,
segura y confiable, el valor de la dilucion a preparar, para obtener la concentracidn de
microorganismos (en UFC) esperada. De lo contrario, se requiere que el laboratorio estandarice muy
bien la preparacion del indculo, bajo las condiciones del ensayo (tipo de microorganismo, matriz, tipo
de ensayo) para garantizar dentro de unos limites de confianza adecuados, la dilucidn a preparar para
obtener la concentracidn deseada.

Nota 4: La preparacion del indculo, se realiza mediante diluciones seriadas, las que pueden ser decimales o no, segun las
indicaciones del protocolo, y en un diluyente apropiado para conseguir el nimero de organismos deseados (UFC) en un
volumen determinado. También es importante indicar que las suspensiones o indculos se utilizan dentro de un tiempo
definido.

Si la recuperacién del analito es una caracteristica de desempefio a evaluar, los niveles de
contaminacién de la muestra deberan ser adecuados y ajustados en el laboratorio con los indculos
preparados 2. Es permitido trabajar con muestras artificialmente contaminadas y la concentracion
adicionada debe estar dentro del intervalo de trabajo seleccionado °. El trabajo con las
concentraciones altas del microorganismo no es util, se prefiere trabajar en concentraciones bajas que
ademas para algunos métodos es lo mas deseable. En este punto es importante tener en cuenta la
distribucién de los microorganismos, que ya no es normal o lognormal, sino que puede seguir una
distribucién de Poisson, e incluso, debido a la variabilidad natural de los microorganismos que genera
una varianza mayor a la esperada (sobredispersidn), una distribucidon binomial negativa®® . En
cualquier caso, la adicion debe garantizar homogeneidad en la contaminacién de la muestra®, las
cuales se inoculan en condiciones asépticas, preferiblemente dentro de una cabina de seguridad
biolégica.

La preparacion de los indculos se puede llevar a cabo por medio de los siguientes métodos:

e Turbidimétricos: Se usan principalmente cuando el laboratorio no cuenta con un MR de
concentracién conocida. A partir del MR se preparan diluciones seriadas y se puede estimar
la concentracion a partir de lecturas por densidad dptica, en especial por absorbancia. Dentro
de estos estan:

O Patrén de McFarland: Estandar de turbidez para ajustar la densidad de una suspensién
bacteriana. La densidad celular se ajusta en comparacién simple con el estandar. Esto
se puede realizar directamente visualmente o midiendo con un espectrofotometro a
una longitud de onda especificada por el fabricante.

o Densimetros: Permiten calcular valores de McFarland de forma automatica de la
suspension del microorganismo.

e Conteo de células viables: Este método permite determinar la concentracién de células que
se encuentran vivas. Se realizan diluciones seriadas y una alicuota es sembrada por
esparcimiento en superficie o bien realizar siembra en profundidad sobre una placa de medio
de cultivo sdlido. Luego de la incubacion, se desarrollaran colonias aisladas a partir de cada
una de las células viables sembradas y se realiza el conteo para estimar la concentracion de
acuerdo a la dilucion.

e (Cdlculo o férmula: A partir de una suspension inicial conocida de microorganismos, se puede
preparar una concentracion deseada empleando la férmula:

V1*C1 =V2*C2

Ejemplo: Se requiere preparar 50 mL de una suspension bacteriana con 80 UFC/mL a partir de una suspensién de
150 UFC/mL.

Vi=¢? V2 =50mL
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C1 =150 UFC/mL C2=80mL
Despejando la féormula seria: V1 = (V2*C2)/C1
V1 = (50 mL*80 UFC/mL)/150 UFC/mL
V1=26,67mL

Es decir, que se requiere tomar 26,67 mL de la suspension inicial y completar hasta 50 mL para obtener una concentracion de
80 UFC/mL.

Las diluciones del MR se preparan de acuerdo con el procedimiento de trabajo de cada laboratorio;
sin embargo algunos documentos de consulta para esta etapa son:

e SO 16140-2, anexo C: Presenta un protocolo para contaminacion artificial de las muestras
e ISO 11133: Preparacion, produccién, conservacién y ensayo de rendimiento de los medios de
cultivo, numeral 5.4.2.3 3,

La tabla 2 presenta un resumen de los niveles de los indculos requeridos en ejercicios de validacion o
verificacion, de acuerdo con la serie ISO 16140 asi como en AOAC, los cuales pueden servir como guia
en los procedimientos a implementar en los laboratorios.

Tabla 2. Niveles de contaminacidn para evaluacién de desempeifio de los métodos microbioldgicos de alimentos.

Referencia

1SO 16140-2

1SO 16140-3
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Preparacion del indculo

Métodos cualitativos
Para el estudio de sensibilidad se prepara un
indculo en nivel de recuperacion fraccional,
(idealmente 50% positivos y 50% negativos).
Para célculo del Limite de deteccidn relativa
se deben preparar al menos tres niveles de
contaminacién. El primer nivel es negativo,
el segundo es el nivel de deteccidn tedrico y
el tercero estd justo encima del nivel de
deteccion tedrico. El segundo nivel deberia
tener, al menos, una recuperacién fraccional
del método de referencia (la recuperacidn
fraccional en el nivel inferior deberia ser
entre 25% y 75% del nimero de muestras
analizadas).
Para inclusividad el nivel del inéculo debe ser
de 10 a 100 veces mayor que el nivel de
deteccién minimo del método alternativo
que se esta validando y el protocolo del
método alternativo debe usarse incluyendo
todos (enriquecimientos) los detalles en las
instrucciones del método alternativo.
Para exclusividad la inoculacién de un medio
de crecimiento apropiado se realiza con una
dilucion de un cultivo puro en cada cepa de
prueba. El cultivo puro deberia crecer en un
caldo no selectivo bajo condiciones éptimas
de crecimiento para proporcionar
poblaciones celulares altas en una etapa
estacionaria.
De acuerdo con el disefio experimental
seleccionado, se dispone de cuatro niveles:
alto (9 veces el limite de deteccion

Métodos cuantitativos

Para el estudio de veracidad relativa y para
el estudio perfil de exactitud, las muestras
deben estar contaminadas a un nivel que sea
representativo de la variacion natural del
nivel de contaminacion.

Para el estudio de precisién y el de limite de
cuantificaciéon se requiere contar con
muestras contaminadas en nivel alto, medio
y bajo.

El nivel de contaminacion debe estar dentro
del rango de contaminaciéon natural del
alimento. Se presenta un ejemplo de
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esperado), intermedio (3 veces el limite de = preparacion a partir de cepas no
deteccion) y bajo (1 vez el limite de @ cuantificadasy también incluye la opcion de
deteccidn) y el cuarto nivel, entre 3y 5 UFC = usar material de referencia cuantitativo. (
cuando de conoce la concentracidn inicial = ver 6.1.5.2 de ISO 16140-3)
del indculo con el que se va a trabajar (se
trabaja con MRC). Ver tabla 4 en ISO 16140-
3.
1SO 16140-4 Preparar tres niveles de contaminacion, uno Se requiere contar con  muestras
cero (blanco), uno bajo (L1) con contaminadas en nivel alto, medio y bajo
recuperacion fraccional y uno alto con 100% para el estudio de precision y el de limite de
positivos para calcular sensibilidad y limite = cuantificacion.
de deteccidn relativo.
AOAC, Al igual que I1SO 16140-4, considera tres niveles de contaminacién: un blanco o nivel cero,
apéndice J un nivel fraccional que genere entre un 25% y 75% de positivos, y un tercer nivel con una
contaminacion que asegure 100 % de positivos.

2.4 SELECCION DE LAS MUESTRAS

El material 6ptimo de ensayo lo constituyen muestras contaminadas naturalmente, sin embargo, en
la practica no siempre es posible. En algunos casos, es posible tener muestras con microorganismos
acompafiantes en bajas o medianas concentraciones las cuales se pueden usar y se recomienda
mantener la carga microbiana natural de la muestra, pero teniendo en cuenta que se pueden
presentar inhibiciones propias de la matriz, ausencia del microorganismo de interés, estrés microbiano
o lesién de los microorganismos, es necesario realizar una contaminacion artificial o fortificaciéon con
el microorganismo objetivo °.

La etapa de preparacién de las muestras para la ejecucion de los estudios es sumamente importante,
la cual varia dependiendo del método y tipo de muestras a analizar. La variedad y el nimero de
muestras seleccionadas debe ser apropiado; al respecto, el Anexo A de ISO 16140-2 incluye una tabla
de clasificacién de muestras de alimentos por tipos, ademds de sugerir algunos microorganismos que
se puedan considerar para la preparacién de las mismas. La seleccién de los alimentos incluidos en el
estudio debe garantizar aquellos con microbiota propia (natural) alta y baja, diferentes tipos de estrés
debido al procesamiento, asi como, elementos crudos (sin procesar) >*.

Para el caso de los protocolos de ISO 16140, cada parte detalla cémo se hace la seleccidon de muestras,
y en el caso de AOAC, ésta reconoce las categorias de alimentos y las matrices validadas con éxito en
el estudio del desarrollador del método o en el estudio colaborativo, donde el nimero de matrices
requeridas depende de la aplicabilidad del método y las cuales deben estar incluidas en el estudio de
validacidn. En la tabla 3, se recogen algunas indicaciones puntuales de los protocolos de 1SO.

Tabla 3. Seleccién de muestras para adelantar la evaluacién de desempefio de los métodos microbioldgicos.

Referencia Seleccion de muestras
Métodos cualitativos Métodos cuantitativos
Si el alcance va a ser para amplia gama de alimentos, entonces al menos cinco categorias de
ISO 16140-2 | alimentos deben ser evaluadas.
Si el método va a ser para un restringido nimero de categorias, solo se evallan esas
categorias.
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1SO 16140-3

Para cada categoria al menos 60 muestras
individuales de alimentos deben ser
probadas.( Ver 5.1.3.2. de ISO 16140-2)

Verificacion de implementacion: Escoger un
tipo de alimento (necesario incluir un tipo de
alimento que haya sido evaluado durante la
validacién) que esté dentro del alcance del

Para cada categoria minimo 15 muestras en
al menos tres tipos de alimentos por
categoria ( ver 6.1.2.2. de I1SO 16140-2)
Verificacion de implementacion: Escoger un
tipo de alimento (no necesariamente
evaluado dentro del estudio de validacion)
que esté dentro de la categoria de los

alimentos incluidos en el estudio de
validacion.

método validado.

Nota: En los tipos de métodos para la verificacién de alimento, si el alcance es “amplia gama de
alimentos” se deben incluir al menos 5 categorias o, segun el alcance de la aplicacion del método en
el laboratorio, verificar el nimero de categorias a incluir en la verificacién.

AOAC reconoce las muestras incluidas y validadas exitosamente en el Estudio de validacién
del desarrollador del método (PTM) o el estudio colaborativo (CS) o el estudio pre-
colaborativo (PCS) también denominado validacion en un solo laboratorio.

Las superficies ambientales se pueden incluir y el director del estudio puede seleccionarlas,
todas las superficies declaradas deben estar en el PCS y en PTM. Ver 4.1.3.3. para algunas
superficies.

AOAC,
apéndice J

Otra forma de seleccionar las muestras es teniendo en consideracién la informacidon sobre las matrices
0 muestras mas frecuentemente procesadas en el laboratorio para el microorganismo en cuestién, y
aquellas, que por su naturaleza y composicién presentan carga bacteriana para el aislamiento. Asi
mismo, se pueden considerar alimentos que hayan sido reportados en brotes de enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA) o en retiros del mercado, la informacién de estos eventos puede ser
consultada en fuentes oficiales del Ministerio de Salud y Proteccién social (SIVIGILA, Boletines
epidemioldgicos del Instituto Nacional de Salud, INVIMA).

2.5 SELECCION DE MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo, también denominados detectores en microbiologia, se encuentran en
presentacion liquido, sélidos o semisdlidos, son usados para enumeracion, deteccién o identificacion.
El control de calidad y de desempeiio de los medios es una actividad previa al andlisis de las muestras,
bien sea durante la rutina analitica o para la validacién/verificacidn.

Para algunos métodos se usan conjuntos de detectores, como es el caso de NMP en series de 305
tubos o las placas de microtubos o microplacas en las cuales puede ser un pozo o toda la placa
considerada como el conjunto detector. Todas las formas de validacidn en microbiologia se centran
en el desempefio de los detectores %,

La calidad de los medios depende de la calidad de las materias primas usadas, asi como de la
preparacion segun las instrucciones de los fabricantes y el adecuado almacenamiento y manipulacion
de estos 3°. La evaluacién de calidad de los medios se puede hacer siguiendo los criterios de
desempeiio establecidos en la norma ISO 11133: 2014, asi como en las farmacopeas donde se pueden
consultar las instrucciones para hacer las pruebas de desempefio de los medios de cultivo (ver capitulo
61) .

De acuerdo con ISO 11133, las caracteristicas minimas de calidad que debe proporcionar un medio de
cultivo son: i) la aceptabilidad de cada lote de medio preparado, ii) la aptitud para el propdsito vy iii) la
consistencia en los resultados que el medio puede producir; las cuales, en conjunto con los
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procedimientos de validaciéon, le permitirdn al laboratorio garantizar la calidad de los resultados
proporcionados.

CAPiTULO 3- VALIDACION

La validacion exitosa de cualquier método analitico no es posible sin una planificacidn y preparacion
exhaustivas y sistematicas. Se debe preparar un plan de validacidn escrito para cada etapa del proceso
gue incluya un disefo experimental y someterlo a una revisién adecuada antes de la implementacién.
Por otro lado, se espera que el laboratorio cuente con un sistema o un programa de aseguramiento
de la calidad para garantizar la estandarizacién y armonizacién de cada una de las operaciones del
laboratorio % . Ver numeral 2.2.

Como se ha mencionado previamente, el procedimiento a seguir en relacidn con las actividades de
validacion/verificacién de un método, dependera de la necesidad del cliente, a partir de la cual se
establece el fin previsto del método vy, por lo tanto, los requisitos analiticos que éste debe cumplir,
por ejemplo, el tipo de método (cuantitativo o cualitativo), su seleccién (normalizado, no normalizado
o desarrollados por el laboratorio), asi como el contar con personal técnico calificado y entrenado, las
instalaciones y el equipamiento adecuado.

En los casos en los que el laboratorio requiere desarrollar o modificar un método que dé respuesta a
la necesidad del cliente, en cuanto a su capacidad de deteccion, identificacidn y/o cuantificacidn, el
laboratorio deberia evaluar una o varias caracteristicas de desempefio del método, por lo cual es
conveniente validar y demostrar la capacidad de éste para cumplir con el requisito, si el requisito no
se cumple, significa que el método necesita un mayor grado de desarrollo 8 En este sentido la
validacién debe cubrir >:

Todo el proceso analitico
Todo el intervalo de aplicacion del método, entendido como el intervalo de concentracidn de
microorganismos que rutinariamente se somete a medicion mediante el método (alto, medio
y bajo)

e Las matrices de interés sobre las cuales se va a aplicar el método.

Asi, de acuerdo con el uso previsto definido para el método, lo que se pretende a través del estudio
de validacién es demostrar que el método puede detectar, identificar y/o cuantificar un analito o
grupo de analitos ©:

- Enunaomas matrices a ser analizadas (ejemplo: derivados lacteos, frutas y productos frescos,
derivados cérnicos, etc.)

- En uno o mas instrumentos o plataformas de medicién (ejemplo: ensayos de deteccién
tradicionales, plataformas de PCR, microscopia, etc.)

- Con una sensibilidad, especificidad, exactitud, precision, reproducibilidad, veracidad vy
robustez demostradas que permita asegurar que los resultados son utiles y apropiados para
tomar una decisién.

- Confiable para el uso previsto, como pueden ser: de emergencia o contingencia, screening
rapido, pruebas de alto rendimiento o para analisis confirmatorios.

32



1135
1136

1137
1138
1139
1140
1141

1142
1143
1144
1145
1146
1147
1148
1149
1150
1151
1152

1153

1154
1155

1156
1157

1158
1159
1160
1161

1162
1163
1164
1165
1166

1167
1168

1169
1170
1171
1172
1173
1174
1175
1176

- Una vez determinadas o verificadas las caracteristicas de desempefio, estas son utiles para
definir o cuantificar el desempefio del método °.

Aunque hay varias referencias técnicas reconocidas para estudios de validacion de métodos, dos de
las mds conocidas en microbiologia de alimentos son, la guia AOAC Apéndice J: Directrices del Comité
de Métodos de la AOAC INTERNACIONAL para la validacion de métodos microbioldgicos para
alimentos y superficies alimentarias y ambientales ' y los protocolos de la familia ISO 16140 especificos
para la validacién de métodos de ensayo microbiolégicos de alimentos >*57-%¢ [|SO 16140 partes 5].

Vale la pena aclarar que, los protocolos citados (guia AOAC Apéndice J y la ISO 16140 partes 2 y 6)
definen inicialmente lineamientos dirigidos a los desarrolladores o proveedores de métodos
alternativos de casas comerciales que estén interesados en demostrar la equivalencia y desempefio
de éstos frente a los métodos de referencia. En este sentido, los protocolos de validacion establecen
los requisitos en términos de tipo y nimero de muestras, matrices, niveles de contaminacion, nimero
y tipo de microorganismos, desarrollo de estudios interlaboratorio, etc. Requisitos que no siempre se
ajustan al alcance de aquellos laboratorios que prestan servicios de ensayo a diferentes clientes. Sin
embargo, si un laboratorio desea desarrollar un método propio o adecuarlo para otro alcance
diferente del fin previsto establecido inicialmente, debe validar el método teniendo en cuenta los
lineamientos definidos en la parte 4 de la ISO 16140 la cual esta orientada a la validacion en un solo
laboratorio, o la validacion en un solo laboratorio (SLV) de la Guia AOAC apéndice J.

A continuacion, se van a describir brevemente las alternativas para la validacién de los métodos
microbioldgicos, con dos de las referencias mas tradicionales en microbiologia de alimentos.

Guia AOAC Apéndice

La guia para validacion de AOAC (apéndice J), aplica para cualquier método (disefiado por un
proveedor o casa comercial o no) que va a ser sometido a evaluacién por AOAC con el objeto de que
sea publicado como un método de analisis oficial o certificado como un método alternativo bajo el
programa de evaluacién del desempefio de métodos (PTM Program) 1.

Los requisitos de AOAC, también han sido armonizado por la agencia de alimentos y medicamentos
de los Estados Unidos (FDA por sus siglas en inglés), que dispone de una guia particular para la
validacién de métodos analiticos usados en la deteccidn de patdgenos microbioldgicos en alimentos y
piensos ®, cuyo alcance aplica para los laboratorios de la FDA que desarrollan y validan métodos con
fines regulatorios (un alcance diferente al de AOAC).

En la AOAC se definen tres diferentes niveles de validacion de acuerdo con el alcance:

- Validacion en un solo laboratorio (SLV por sus siglas en inglés o estudio pre colaborativo): Se
realiza en el laboratorio donde se origina el método, su objetivo es evaluar algunos
parametros de desempenfio incluyendo inclusividad, exclusividad y probabilidad de detecciodn,
esta etapa permite definir la aplicabilidad del método y constituye la fase previa a un estudio
colaborativo, en el camino hacia el reconocimiento como un método de anlisis oficial para
AOAC o como el primer paso en el proceso de validacién para un método para aplicaciones
regulatorias de rutina para FDA.
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Validacion en un laboratorio independiente (ILV por sus siglas en inglés): el propdsito de esta
validacién es evaluar o corroborar si el método puede ser ejecutado exitosamente en un
laboratorio diferente al laboratorio de origen del método. Para AOAC, permite verificar en
particular la probabilidad de deteccidn del método por un tercero y constituye un requisito
para la aprobacién como un método de analisis oficial o para la certificacion como un método
alternativo; mientras que FDA especifica que puede ser usado para la modificacién o
extension de un método que no requiere una validacion intra-laboratorio, especificamente en
los siguientes casos:

o Meétodos nuevos o modificados que no han sido completamente validados a través de
un estudio interlaboratorio.

o Métodos validados completamente a través de un estudio interlaboratorio en donde
se ha hecho algliin cambio en la preparacion de la muestra para una o varias matrices.

Estudio colaborativo o Validacion multi-laboratorio (CS o MLV por sus siglas en inglés): Es un
estudio interlaboratorio donde multiples laboratorios usan un método de analisis definido
para analizar porciones idénticas de un material homogéneo con el objeto de evaluar
caracteristicas de desempefio del método, la mas comun, la reproducibilidad. Para AOAC
constituye un requisito para los métodos de andlisis oficial; para FDA este estudio incluye
criterios de inclusividad/ exclusividad, niveles de contaminacién del analito, cepas
competidoras y comparacién del método con un método reconocido de referencia, si este
existe.

Dado el alcance sobre la aplicacién de los métodos validados, en relaciéon con las actividades de
vigilancia y regulacion, FDA hace una aclaracién sobre el fin previsto que se puede dar a los métodos
segln el tipo de estudio de validacién al que es sometido el método de anilisis ®°:

“La validacion en un solo laboratorio y la validacion por un laboratorio independiente, aplican
solo para situaciones de emergencia, mientras que la validacion multi-laboratorio (estudios
interlaboratorio) se acepta para todos los fines regulatorios. Por ejemplo: andlisis de
confirmacion, estudios de brotes, andlisis de rutina para vigilancia y control”.

Serie Normas ISO 16140

ISO cuenta con la serie de normas 16140 para microbiologia de alimentos, la cual contiene un conjunto
de protocolos técnicos para la validaciéon de métodos, tanto cualitativos como cuantitativos, entre los
que se incluye la comparacidn con métodos de referencia, estudios interlaboratorios y recientemente
directrices para la verificacion y validacion de métodos en un solo laboratorio. Incluye ademas
recomendaciones especificas para el disefio de los estudios, calculos y andlisis de datos; la serie esta
constituida por 6 partes:

O
O
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Parte 1 (2016): Vocabulario

Parte 2 (2016): Protocolo para la validacion de un método alternativo (de marca comercial)
frente a uno de referencia

Parte 3: (2021) Protocolo para la verificacion de un método de referencia y un método
alternativo validado en un solo laboratorio.

Parte 4 (2020): Protocolo para la validaciéon de un método en un solo laboratorio

Parte 5 (2020): Protocolo para la validacién factorial inter-laboratorio de métodos alternativos
gue no son de marca comercial (denominados en inglés “non-proprietary”)
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o Parte 6 (2019): Protocolo para la validaciéon de un método alternativo (de marca comercial)
para la confirmacién microbioldgica y los procedimientos de tipificacion

Con el desarrollo de las nuevas versiones de la serie 16140, la organizacion tuvo en cuenta que no
todos los métodos ISO para analisis microbioldgico estdan completamente validados, asi como la
necesidad que puede tener un solo laboratorio para validar un método (in- house) y no se tiene acceso
a un estudio interlaboratorio. La figura 1. es un diagrama que orienta el uso de la serie de normas
16140 donde especifica en qué parte se debe consultar segln el propdsito del estudio que se va a
adelantar, ademas presenta la relacidn existente entre las diferentes partes de la norma :

Figura 1. 1SO 16140. Diagrama para la seleccion del protocolo de evaluacién del desempefio a realizar.
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Traduccion de figura de ISO 16140 por INM, 2022

Para un laboratorio de ensayo, una vez definida la necesidad del cliente y establecidos los requisitos
del método, es el momento de identificar los métodos disponibles y en primera instancia, seleccionar
el o los métodos normalizados de referencia (de acuerdo con ISO 17468) para implementar en sus
instalaciones.

Antes de usarlos en el laboratorio, es necesario demostrar que se puede alcanzar el desempefio
requerido ¥/, por lo cual, los métodos deben ser previamente verificados (ISO 16140-3) o validados
(Ver figura 1). En el escenario de la validacion, el laboratorio puede orientar sus esfuerzos hacia la
validacién en un solo laboratorio (ISO 16140-4), debido a que las otras partes de la norma para este
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tipo de estudio son exigentes en cuanto al nimero de muestras y recursos necesarios, ademas, van
mas dirigidas a organizaciones dedicadas a desarrollar métodos alternativos con fines comerciales.

3.1 PARAMETROS O CARACTERISTICAS DE DESEMPENO PARA VALIDACION

Los pardmetros de desempefio a evaluar en una validacidon, corresponden a caracteristicas
cuantificables del método, que indican su nivel de calidad y cumplimiento respecto de los requisitos
analiticos establecidos, y a partir de los cuales, se establecen los criterios de desempeno frente a los
que se declarara el método como adecuado o no para el propdsito (deteccidn, cuantificacién o
identificacion) en relacién con un método de referencia. La figura 2 resume algunos de los parametros
de desempefio mds importantes en relacion con el tipo de método, y la tabla 3 presenta su definicién.

Figura 2. Relacion de los parametros de desempefio para los métodos microbioldgicos.

Limite de deteccion 50

Recuperacién
fraccional

Exclusividad Linealidad

Limite de
deteccién (LOD)

Nivel de Especificidad
deteccion

Inclusividad

Limite de
cuantificacion

Fal iti Sensibilidad
also positivo Veracidad

Robustez

Falso negativo
Limite deteccién
relativo

Precision

Cualitativos Cuantitativos

Fuente propia INM, 2021.

Tabla 3. Parametros de desempefio para validacion de un método de ensayo microbioldgico.

Parametro Definicion

Exclusividad Estudio que involucra cepas puras no objetivo, que pueden tener una reaccién cruzada
potencial, pero no se espera que sean detectadas o enumeradas por el método alternativo 2.
Al menos 30 cultivos puros de microorganismos no blanco deben ser probados 4.

Inclusividad Estudio que involucra cepas diana puras para ser detectadas o enumeradas por el método
alternativo 2. Al menos 50 cultivos puros del microorganismo blanco ( 100 cultivos para el
caso de métodos de Salmonella) deben ser probados 4.

Limite de deteccién (LOD) Minima cantidad de organismos cultivables que pueden ser detectados de manera confiable
en la muestras mediante un procedimiento de medicion definido, con una probabilidad de
deteccidn determinada, ejemplo: Para el caso de métodos cualitativos, se define como el
menor numero de organismos cultivables que son detectados el 50% de las ocasiones por el
método de referencia y el método alternativo 54

En microbiologia la determinacion se basa en replicados de analisis con tres niveles de
inoculacién del analito blanco. Aplica para métodos cualitativos en microbiologia 2.
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Nivel de deteccidn

(Métodos cualitativos) Minima concentracion de organismos que produce evidencia de
crecimiento en un medio liquido con una probabilidad P=0.95 cuando es inoculado en un
medio de cultivo definido e incubado bajo condiciones determinadas 2.

Limite de deteccidn relativo

(RLOD)

Relacion entre el limite de deteccion del método de referencia y el método alternativo 34

Limite de deteccién 50
(LOD50)

Concentracién del analito con una probabilidad de deteccién (POD) del 50% !

El término "nivel de deteccidn" se utiliza para métodos cualitativos en microbiologia basados
en analisis repetidos con tres niveles de inoculacion diferentes del analito objetivo en una
matriz analizada. Se analizan las réplicas y se registra el nimero de resultados positivos (por
ejemplo, 20 %, 70 % y 100 %) respectivamente en cada nivel de inoculacién. Luego, estos datos
se utilizan para determinar el nimero de células que darian un 50 % positivo utilizando un
modelo lineal generalizado (ver ISO 16140-2) 2.

Limite de cuantificaciéon
(LOQ)

Limite de determinacidn: Menor concentracidn de analito que puede ser cuantificado con un
nivel adecuado de precisidn y veracidad bajo las condiciones del ensayo. 2

Linealidad Métodos cuantitativos: Evaluado en una matriz particular, corresponde a la habilidad del
método de producir resultados proporcionales a la concentracion de analito presente en la
muestra. Un incremento en la cantidad de analito, corresponde a un incremento proporcional
en el resultado 2.

Precision grado de acuerdo entre resultados independientes bajo determinadas condiciones?.

Probabilidad de deteccidn
(POD)

Método cualitativo: Proporcidn de resultados positivos para una matriz determinada, para un
determinado nivel o concentracién del analito. CITA

Robustez

Sensibilidad del método a pequefios cambios en las condiciones ambientales o factores
metodoldgicos durante la ejecucidén (tiempo, temperatura de incubacidn, origen de los
ingredientes, pureza, entre otros) 12,

Veracidad (sesgo)

Grado de concordancia entre el valor verdadero o valor de referencia aceptado y el promedio
de un conjunto de resultados obtenido cuando el método de ensayo es aplicado un nimero
amplio de veces.

Se puede obtener a partir de materiales de referencia certificados o en su ausencia materiales
de referencia fortificados. 12

Veracidad relativa

Razdn entre los resultados verdaderos (positivos + negativos) sobre el total de resultados 2

Falso positivo (FP)

Cuando el método alternativo da un resultado positivo sin confirmacién y el método de
referencia da un resultado negativo. El resultado verdadero es negativo °.

Falso negativo (FN)

Cuando el método alternativo da un resultado negativo sin confirmacién y el método de
referencia da un resultado positivo. El resultado verdadero es positivo °.

Recuperacion fraccional

Muestras replicadas del método alternativo o de referencia que producen 50% (rango 25% -
75%) de respuestas positivas 2

Sensibilidad

Proporcidn de organismos objetivo/diana que el método puede detectar en una poblacién
conocida.
S= Verdaderos positivos (VP) / VP + FN 12

Especificidad

Capacidad del método de establecer los verdaderos negativos, se calcula como la razén entre
los verdaderos negativos y la suma de los verdaderos negativos y las muestras clasificadas
como falsos positivos E = VN / (VN + FP) 12
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3.1.1 PROTOCOLO PARA VALIDACION DE UN METODO EN UN SOLO LABORATORIO

La validacién en un solo laboratorio constituye la primera etapa en el esquema de validacién de un
método de ensayo, previo al desarrollo de un estudio interlaboratorio, cuando asi procede. Por tanto,
la validaciéon en un solo laboratorio o in-house solo permite evaluar el desempefiio del método en ese
laboratorio particular, en este sentido, los resultados de medicién sdlo seran validos en ese
laboratorio.

Uno de los elementos novedosos en la familia de las normas I1SO 16140, es la publicacidn de la parte
4, la cual define los lineamientos para la validacién de un método de ensayo (tanto cualitativos como
cuantitativos) en un solo laboratorio; es aplicable para la ampliacion del alcance de un método
validado con ISO 16140-2, o modificaciones de los métodos existentes. El procedimiento depende de
si dicha validacion se hace frente a un método de referencia o no.

En cada caso, ISO contempla dos aproximaciones para la ejecucidn de la validacién del método de
ensayo:

- Una aproximacién factorial, que permite la evaluacién simultanea de un conjunto de factores
en determinados niveles de manera que refleje las condiciones de variacién normal en un
laboratorio, por lo que requiere un menor esfuerzo en términos de la cantidad de muestrasy
ensayos a realizar, o

- Una aproximacion convencional, donde la evaluacion de los pardmetros de interés se hace
uno a la vez, por lo que requiere contar con un mayor nimero de muestras y de ensayos.

La tabla 4 resume las diferentes alternativas contempladas en 1ISO 16140-4 para la validacion de
métodos en un solo laboratorio, junto con el nimero de ensayos requeridos.

Tabla 4. Alternativas para la validacion de un método en un solo laboratorio.

Se dispone de método de referencia No se dispone de método de referencia

Estudio factorial Estudio convencional Estudio factorial Estudio convencional

Cuantitativo Cualitativo Cuantitativo Cualitativo Cuantitativo Cualitativo Cuantitativo Cualitativo

176 236 215 260 128 336 165 460

Fuente, I1SO 16140-4

3.1.1.1 ESTUDIO DE VALIDACION EN UN SOLO LABORATORIO

A continuacién se presentan los elementos mas importantes de la validacién en un solo laboratorio
bajo la aproximacién factorial y convencional, sin pretender ir al detalle de la implementacion, ya que
estos elementos estdn descritos en la norma.

3.1.1.2 CON APROXIMACION FACTORIAL
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El término diseno factorial o experimento factorial o arreglo factorial, se refiere a la seleccién de
diferentes factores o tratamientos de interés que se desean comparar (temperatura, tiempo, etc) en
dos o mas niveles (34°C - 37°C, 30 min - 60 min etc), el objeto en principio es evaluar todas las
posibilidades (o permutaciones) dadas por la combinacion de los diferentes factores y sus niveles, para
establecer el efecto de cada uno de los factores y eventualmente de la interaccion entre factores >,

Si se estudia un factor en forma separada, el resultado puede ser diferente al que resultaria de un
estudio conjunto, y es mas dificil describir el comportamiento general o encontrar la combinacion
dptima de niveles cuando se hace de forma separada °8.

Un disefio factorial permite incluir condiciones especiales (factores) que ocurren (pueden variar) en
los laboratorios rutinariamente: técnicos, medios de cultivo, matrices de alimentos, tiempos,
temperaturas, entre otros. La seleccidn de los factores debe estar basada en el conocimiento del
proceso (ver 5.1.1.2.2 de ISO 16140-4) >, Al investigar el método en una variedad de condiciones al
mismo tiempo, el enfoque factorial permite la generalizacidon de la validacion a las condiciones que se
encuentran comunmente en el laboratorio y no se limita a una sola condicién *’.

El documento propone, para la evaluacion de una categoria de alimentos (definidas en ISO 16140-2),
seleccionar 3 tipos, y para cada tipo 4 items, cada uno de los cuales se debera inocular en 3 niveles de
concentracion (LO: blanco, L1: recuperacién fraccional 25% - 75% de positivos por el método de
referenciay L2: nivel alto, 100% de positivos). Disponer los 12 items en 4 bloques de manera aleatoria
garantizando que en cada bloque se cuente con un item proveniente de cada uno de los tipos
seleccionados, cada bloque serd evaluado en 2 condiciones diferentes de acuerdo con el disefo
teniendo en cuenta los niveles de cada uno de los factores estudiados (Figura 3).

Figura 3. Representacion disefio factorial para la validacion de un ensayo cualitativo frente a un método de
referencia.
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Corresponde: 1 a nivel LO, 2 a nivel L2 y 3 a nivel L3

Fuente propia INM, 2022.

En relacion con las mediciones:

e Para el nivel LO, seleccionar un item de cada tipo de alimento (puede ser un solo bloque), y
medir por duplicado, para tener un total de 6 ensayos.

e Para el nivel L1, cada uno de los 12 items se evalta por duplicado bajo las dos condiciones
establecidas por el modelo, para un total de 48 ensayos.

w
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e Para el nivel L3 se evalla sélo una réplica en los 12 items, bajo las dos condiciones, para un
total de 24 ensayos.

De esta manera, esta metodologia sugiere 78 ensayos con el método alternativo a validar y 78 ensayos
por el método de referencia, para un total de 156 ensayos. La evaluacion de la inclusividad y la
exclusividad se realiza de manera independiente, por lo tanto, se requiere por lo menos 50 muestras
con diferentes serotipos puros del microorganismo objetivo a evaluar para determinar la inclusividad,
y por lo menos 30 cultivos puros de microorganismos no objetivo, para determinar la exclusividad.
Asi, el estudio requiere un total de 236 ensayos.

El andlisis y expresion de los resultados se basa en los resultados obtenidos a partir de las tablas de
frecuencia que permiten establecer las tasas de verdaderos y falsos resultados, tanto positivos como
negativos y a partir de estos, determinar caracteristicas de rendimiento tales como la sensibilidad,
inclusividad, exclusividad, LOD, RLOD, veracidad relativa, entre otras (Figura 4)

Figura 4. Tabla de contingencia para andlisis de resultados obtenidos en la validaciéon del método alternativo,
frente a uno de referencia.

Método de referencia

Positivo Negativo
. Verdadero positivo .
Positivo Falso positivo (PD
Método (PA) positivo (PD)
alternativo i
Negativo | Falso negativo (ND) Verdad?;) Ar;egatwo

La evaluacion del método de ensayo frente al de referencia se hara por categoriay tipo seleccionados,
con base en el efecto calculado para cada uno de los factores evaluados, de acuerdo con los RLOD
calculados y unos umbrales establecidos para definir los criterios de aceptacion.

Sin un método de referencia, la validacién del método varia ligeramente, en lugar de un estudio de
comparacion basado en el RLOD, todos los cdlculos se basan Unicamente en los valores LOD50
correspondientes a cada configuracion del disefio ortogonal factorial. En este caso, el estudio se
realiza utilizando muestras con niveles de contaminacién conocidos y el inéculo debe enumerarse
utilizando un medio no selectivo *’.

En la tabla 5, estan los parametros que se determinan y el detalle de como hacer los célculos se puede
consultar en la parte 2 de ISO 16140 (ver numeral 3.1.1):

Tabla 5. Estudio de validacion en un solo laboratorio usando la comparacidn factorial ortogonal .

Factorial ortogonal
Cualitativo

Con método de Parametros Sin método de Parametros
referencia referencia

40



1355
1356
1357

1358
1359
1360

Disefio experimental:
- Total de 12

productos por
categoria. Tres
niveles de

contaminacion
(cero, bajo y alto) y
4 jtems de alimento
de cada tipo.

- Se distribuyen al
azar los cuatro
items en 4 bloques
diferentes y por
cada bloque se usa
una cepa diferente
o la misma cepa en

diferentes
condiciones de
estrés seglin la
relevancia para el
alimento.

Ver5.1.1.2.3 ISO 16140-
4 Ver Anexo D

Con método de
referencia

Disefio experimental:

- Total de 12 productos
por categoria. (4
productos con baja
concentracion, 4
media
concentracidony 4 en
alta concentracion)

- Cada grupo es una
combinacion de los
niveles por los
cuatro factores a
variar.

Estudio de sensibilidad
Nivel de deteccion relativo

(RLOD)

Inclusividad/exclusividad

Disefio experimental: -
- 16 items (tipos de @ -
alimentos) de cada | -

categoria de
alimentos.

- Cada item se
contamina

artificialmente con
dos niveles bajo
(fraccional) y alto,
asi como, una
muestra blanco para
cada item.

- Cada item se analiza
bajo 2 condiciones
diferentes, es decir,

combinando los
niveles y los 4
factores

Ver 5.1.2.2 de ISO 16140-
4 Ver Anexo E

Factorial ortogonal
Cuantitativo

Parametros

Veracidad relativa y se
calcula una total y una
separada para cada nivel
de cada bloque.

Estudio de precision: se
determina la
repetibilidad in-house 'y
la reproducibilidad In-
house.

Inclusividad /
exclusividad

La parte 4 de 16140 es muy util para cuando:

Sin método de referencia

Los resultados son

comparados con los niveles
de contaminacion artificial
inoculada en la muestra.

Si no se conocen los niveles, se
hace evaluacion de |Ia
proporcionalidad es decir los
resultados de diferentes
niveles de dilucion deben ser
inversamente
proporcionales a el nivel de
dilucion.

El protocolo de evaluacion de
la precisidn in-house se hace
con pasos de dilucién
adicionales.

La seleccion de muestras y
métodos es igual al protocolo
cuando se cuenta con
método de referencia

- No se requiere una comparacion inter-laboratorio
- Cuando se hace el estudio previo del método antes de someterlo a la validacion frente a un
método de referencia (si aplica).
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Estudio de sensibilidad
Célculo de LODsg
Inclusividad/exclusividad

Parametros

- Veracidad relativa
- Estudio de Precision

- Repetibilidad y
reproducibilidad in-
house

- Inclusividad/
Exclusividad



1361
1362
1363

1364
1365

1366
1367

1368
1369
1370

1371
1372

1373

1374

1375
1376
1377

1378
1379
1380

1381
1382
1383

- Cuando se requiere ampliar el alcance del método ya validado, por ejemplo, la extension de
las categorias de alimentos o modificar el tamafo de la porcién para analizar
- Sise necesita hacer modificaciones a un método existente.

El inconveniente es la alta cantidad de ensayos requeridos para proceder con la validacion

3.1.1.3 ESTUDIO DE VALIDACION EN UN SOLO LABORATORIO CON APROXIMACION CONVENCIONAL

Esta aproximacion estd basada totalmente en el protocolo de la parte 2 de ISO 16140. En el caso de
contar con un método de referencia, la validacién consiste en comparar frente a este la sensibilidad y
el LOD50 (RLOD).

Cuando hay disponible un método de referencia, estimar los pardmetros relacionados en la tabla 6,
cuando no hay método de referencia ver la tabla a continuacion:

Tabla 6. Validacion en un solo laboratorio de un método alternativo sin método de referencia.
Cualitativos Especificidad: Cuantitativos Estudio de veracidad

Nota: Este se debe hacer relativa
antes de calcular LODsg

Limite de deteccidn Estudio de precision
LODso relativa

Estudio de Limite de cuantificacion:
inclusividad/exclusividad Esto se hace siempre sin

método de referencia.
Estudio de precision in-
house:

Se calcula desviacidn
estandar de repetibilidad y
reproducibilidad in-house
Estudio de
inclusividad/exclusividad

En el caso de una validacion de un método de ensayo cualitativo, sin contar con un método de
referencia, la norma propone evaluar primero la especificidad del método (empleando un conjunto
de muestras no contaminadas como blancos), y en una etapa posterior el LODso.

El LODso se evalua siguiendo un esquema similar al del estudio factorial: por cada categoria se
seleccionan 12 items que representan 3 tipos de alimentos, cada item se evallua en dias diferentes
siguiendo un disefio como el de la Figura 5.

Figura 5. Evaluacion LODso para un método de ensayo cualitativo sin método de referencia.
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Cada item se analiza en un dia diferente

Q0000 () Blancos
U O ddddJJdAddddd (D Concentracion fraccional
00000 @ Concentracion alta

Fuente propia INM, 2022

Por dia se requieren 30 muestras: 5 blancos, 20 muestras en concentracion fraccional y 5 muestras en
concentracion alta, para un total de 360 ensayos.

CAPITULO 4 - VERIFICACION

La verificacion es un proceso en el que, mediante evaluacién y aportacion de evidencia objetiva, un
laboratorio establece si esta en capacidad de cumplir con los requisitos particulares de un método de
ensayo (de referencia o alternativo), para poder implementarlo de manera confiable, de acuerdo con
su uso previsto ©. Es un estudio de una sola vez, destinado a demostrar que el método funciona en el
laboratorio, siempre que se usa de acuerdo a las especificaciones del desarrollador del mismo *°. Tal
como se menciond en el capitulo 2 de este documento, es importante tener en cuenta el tipo de
ensayo que el laboratorio va a implementar (identificacidn, deteccidén, enumeracién), ver 2.2.1. para
confirmar los requisitos que se deben verificar y el desempefio que se debe alcanzar durante la
verificacion.

Los requisitos particulares estdn asociados tanto con el alcance, asi como con las caracteristicas de
desempefio del método de referencia (o alternativo) (precisién, sesgo, limites de deteccién, entre
otras), obtenidos a través de su validacién, por lo que previo al ejercicio de verificacién es importante
conocerlos. Estos normalmente estan disponibles con el método de ensayo o a través de su informe
de validacion. Sin embargo, algunos métodos de referencia no han publicado los datos de validaciéon
o no han sido validados, por lo que no se dispone de un valor de referencia para hacer la verificacion
0, En esta situacion, la parte 3 de la serie 16140 publicada en 2021, en el anexo F presenta el
“protocolo para la verificacién en un unico laboratorio de métodos de referencia no validados”

Como se menciond anteriormente (ver numeral 2.1.2), ISO propone un tiempo de transicidn hasta el
31 de diciembre de 2027 para dar tiempo a las organizaciones de validar los métodos que aun no se
encuentran completamente validados *2.

A propdsito, el comité técnico ISO/TC 34 de Productos alimenticios, division de microbiologia (SC9) y
el comité técnico CEN/TC 463 de Microbiologia de la cadena alimentaria, propusieron un tiempo de
transicién hasta 31 de diciembre de 2027 con la intencidn de dar tiempo a las organizaciones de
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estandarizacion, como ISO, de validar los métodos que aun no se encuentran completamente
validados *2.

Previo al proceso de verificacidn, se requiere tener suficiente informacidon del método de referencia,
por ejemplo, es muy importante conocer el alcance y los alimentos con que fue validado; aquellos que
incluyen al menos 5 categorias declaradas son para “amplia gama de alimentos” y aquellos con menos
categorias tienen limitado el alcance a las categorias declaradas. La verificacién, por tanto, se centra
en los items que se encuentran dentro del alcance de la validacién y que se encuentren incluidos en
la aplicacion del laboratorio que lo va a usar. De esta forma, el laboratorio puede escoger si quiere
definir el alcance de la verificacion para “amplia gama de alimentos” o para las categorias
seleccionadas.

De acuerdo con la norma ISO 16140-3, la verificacion de un método de ensayo para alimentos, se
puede adelantar en dos partes: la verificacion de implementacion y la verificacion del tipo (item) de
alimento. Sin embargo, la aplicacidon de una o de las dos partes va a depender de la disponibilidad de
informacién de los datos de validacion del método (de referencia o alternativo) seleccionado. Al
respecto, las opciones son:

- Sicuenta con los datos de validacién publicados, se hace una verificacion del tipo de
alimento y de la implementacioén.

- Si por el contrario, no es un método validado o no se encuentran los datos de
validacidn publicados, se hace la verificacion solo de tipo de alimento (ver anexo F de
ISO 16140-3:2021).

- Verificacidn de implementacién: precede a la verificacién de tipo de alimento. El propdsito
de esta verificacion es que el laboratorio pueda demostrar su competencia para ejecutar el
método de referencia seleccionado de manera confiable o eficiente, el proceso varia segun el
tipo de método:

o Cualitativos: El laboratorio debe seleccionar un tipo de alimento de los empleados en
la validacidn, que en lo posible esté dentro del alcance de la aplicacion del laboratorio,
empleando ademas la misma cantidad de muestra tal como lo establece el método
de referencia.

NOTA: la verificaciéon de implementacion solo aplica para métodos validados con datos
publicados (ver Tabla 9).

o Cuantitativos: El laboratorio puede seleccionar un tipo de alimento que esté incluido
en el alcance de la validacién , pero que no necesariamente se haya probado en la
validacion.

- Verificacion del tipo de alimento: el propdsito de esta implementacion es que el laboratorio
pueda demostrar que puede ejecutar el método correctamente con los alimentos que son
evaluados en el laboratorio, por lo que el laboratorio debe:

o Seleccionar un alimento (que representen un desafio para el laboratorio) de cada una
de las categorias incluidas en el alcance de la validacién que también corresponda a
una de las categorias incluidas en el alcance de aplicacién del laboratorio, empleando
el mismo tamafio de muestra o menor (si asi lo mide en la rutina el laboratorio)
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En relacién con los parametros de desempefio a verificar, la familia ISO 16140 define algunos en
funcién del tipo de verificacidn y la disponibilidad o no de un método de referencia con datos de
validacién (Tabla No 7).

Tabla. 7 Parametros de desempefiio para la verificacion de métodos microbioldgicos seglin ISO 16140 parte 3.

Tipo de método Parametros de desempefio Tipo de verificacion
Verificacion (parte 3) Verificacion de Verificacion de
implementacion tipo de alimento
Métodos validados
Métodos Limite de deteccion (LOD so) si si
cualitativos
Métodos Desviacidn estandar de la si no aplica
cuantitativos reproducibilidad intra-laboratorio
Sesgo estimado no aplica si
Métodos no validados
Métodos Limite de deteccion (LOD so) no aplica si
cualitativos
Métodos Sesgo estimado no aplica si

cuantitativos

Respecto a las versiones previas, esta nueva version establece como pardmetro de evaluacién el LODsgo
para métodos cualitativos, y la desviacion estandar de reproducibilidad dentro del laboratorio y el
sesgo como parametros de precision y veracidad para métodos cuantitativos, simplificando el proceso,
a la situacién cuando solo se disponia de documentos para validacién, y donde quedaba a criterio de
los laboratorios los parametros de verificacion.

En relacion con la verificacion de los kits o ensayos comerciales (métodos alternativos), como se
menciond previamente, la validacion se hace por un tercero reconocido (AFNOR, NordVal, Microval,
AOAC,entre otros) por lo que el informe y datos de validacion normalmente estan disponibles. En
este sentido, la FDA, por ejemplo, recomienda que la verificacion in-house (interna) del método
alternativo sea para las matrices incluidas en el estudio colaborativo y que se seleccionaron para la
verificacion interna de primer uso del kit. Una extensién de la matriz requiere un estudio de validacion
del método ©, asi como cambios en las diluciones a trabajar o tiempos de incubacién *°.

Instrucciones para la verificacion de kits de diagndstico microbiolégicos segiin FDA °°:

® Inocular cualquier matriz incluida dentro del alcance del método, con un nivel de inéculo
cercano al limite de deteccidn . Se sugiere trabajar con la matriz o matrices mas frecuentes en
el laboratorio usuario.
Hacer 6 replicados de la matriz inoculada y 6 de no inoculada.
Registrar resultados falsos positivos y falsos negativos observados y verificar el desempefio
frente a los datos reportados.

® Sino se obtienen falsos positivos o falsos negativos se entiende verificado el método para el
laboratorio usuario para cualquier matriz declarada en el alcance del kit.

Si no hay datos disponibles del sistema de prueba comercial (kit), el laboratorio usuario es responsable
de completar la validacién del método 8 ; razén por la cual, es importante seleccionar un kit adecuado
a la necesidad, y que haya surtido el proceso de validacion por un ente competente.
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4.1PARAMETROS DE DESEMPENO

4.1.1 CUALITATIVOS

41.1.1 NIVEL DE DETECCION CINCUENTA ESTIMADO (ELOD so).

El limite de deteccion cincuenta estimado (eLODso por sus siglas en inglés) es uno de los parametros
mas relevantes en cuanto a la verificaciéon de los métodos microbiolégicos se refiere (Tabla 9). Dado
que emplea un menor niumero de muestras con respecto a lo indicado para el LOD en la validacion
(ISO 16140-2), por este motivo se denomina “estimado” (ISO 16140-3) 0. elLODs, es el Unico
parametro que se estima para los métodos cualitativos y se hace tanto en la verificacidon de
implementaciéon y como en la verificacidn de tipo de alimento

El objeto de la evaluacién de este parametro, consiste en estimar el nivel de deteccién, con una
probabilidad de deteccidn del 50%, es decir aquel nivel de concentracion del analito, para el cual el
50% de las muestras (réplicas) produciran un resultado positivo (habra deteccidn); y compararlo con
el LODso del método de referencia, de manera que se pueda demostrar que el ensayo realizado en el
laboratorio se desempefia (detecta) dentro de los limites adecuados con respecto al método de
referencia.

La norma propone tres protocolos para determinar el eLODso estimado, dependiendo de la habilidad
del laboratorio en la preparacion del inéculo y por tanto, en conseguir el nivel deseado de
contaminacion o de la disponibilidad de materiales de referencia cuantificados:

e Los dos primeros aplican cuando se usan cepas sin concentracidon conocida, por lo que el
laboratorio debe establecer la concentracién del inéculo:

o En el primero, se propone preparar muestras de ensayo contaminadas en 3 niveles de
concentraciéon: 9, 3y 1 vez el LODso del método de referencia, y un blanco, evaluando
1 réplica para el nivel mas alto, 4 réplicas para los mas bajos y una para el blanco por
defecto es el que el laboratorio debe evaluar primero.

o En el segundo, se preparan solo dos niveles de concentracién: 3 y 1 vez el LODs, del
método de referencia, y el blanco, evaluando 3, 4 y 1 réplicas respectivamente. La
norma recomienda emplear éste por si no resulta como se esperaba el desempefio
con el primer protocolo.

e La aplicacién del tercer protocolo depende de la disponibilidad de MR cuantificados, ya que
requiere preparar una muestra contaminada entre 3 -5 UFC/ porcidn de ensayo, en 7 réplicas.
Usando este protocolo, no se calcula el eLODsg, la verificacion del LODsy del método de
referencia se cumple sial menos 6 de las 7 réplicas son positivas, obteniendo conteos menores
o iguales a 5 UFC /porcidn de ensayo.

Como se expone anteriormente, de manera general, la norma propone evaluar diferentes niveles de
concentracién (los niveles son multiplos del LODs, del método de referencia) y un blanco, con un
numero de réplicas determinado y a partir de los resultados obtenidos; positivos y negativos para cada
uno de los niveles evaluados, se aplica una regresion logistica que calcula el valor de concentracion
que produciria una fraccién de resultados positivos equivalente al 50%, y establece este valor como el
eLODso. Por facilidad, la norma trae tabulados los valores del eLODsg, de acuerdo a la combinacién de
positivos obtenidos para cada nivel evaluado, dato que debe ser multiplicado por el nivel mas bajo
inoculado (LIL por sus siglas en inglés) para calcular el valor del eLODs, facilitando asi su calculo.
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El criterio de aceptacién definido es que el eLODsy debe ser menor a 4 veces el LODsp del método
validado.

eLODsp < 4*LODsg EC.1

Cuando la verificacion del item/ alimento no se puede hacer con un alimento igual al utilizado en la
validacidn, es necesario tener en cuenta que el criterio de aceptacidén se asume como maximo 4 UFC/
por porcién de ensayo.

La evaluacion del eLODs se hace en UFC/ porcion de ensayo, por lo que es importante verificar las
unidades con las que se reporta el LODso del método de referencia (UFC/mL, UFC/g), de manera que
estas sean transformadas en unidades por porcidn de ensayo, para poder establecer la comparacién
de la ecuacién 1 (EC.1).

Ejemplo:

En la verificacion de un método para la deteccion de Campylobacter spp (ISO 10272-1:2017), se establece como
LODso de 2.2 UFC/ 10 g de carne de res picada (Porcion de ensayo)

Siguiendo el protocolo 1, para la estimacion del eLODso, se prepararon muestras con niveles de contaminacion
de 9, 3y 1 vez el LODsg, obteniendo los resultados descritos en la tabla 10:

Tabla 8: Cdlculo del LODso estimado para el método de Campylobacter spp (ISO 10272-1:2017).

Nivel alto Nivel medio Nivel bajo (LIL) Blanco eLODsp
9 * LODsp 3 *LODsp 1 *LODsp

Concentracion 18 6 2 0

UFC/ 10 g muestra

Numero de Réplicas 1 4 4 1

Resultados Positivos 1 4 2 0 0.7 x LIL

De acuerdo con la norma, para esos resultados, el eLODso corresponde al valor de concentracion del nivel mds
bajo inoculado (LIL = 2 UFC/10 g) multiplicado por 0.7, dando como resultado 1.4 UFC/10 g de muestra.

De acuerdo con la ecuacion 1, el eLODso cumple con el criterio de aceptacion establecido, de ser menor a 4 veces
el LODso del método de referencia. De esta forma, el laboratorio demuestra que es competente para realizar el
meétodo de referencia para la deteccion de Campylobacter spp. (ISO 10272-1) en carne de res picada de manera
confiable.

Como se ha mencionado previamente, la evaluacién del eLODs, requiere la preparacion vy
estandarizacién de inéculos de cepas (cuando no se dispone de MR cuantificados); en matrices y
niveles de concentracién de acuerdo con los métodos de referencia seleccionados. La preparacion de
los indculos se hace a partir de un cultivo del microorganismo objetivo, confirmando la concentracion
del inéculo por recuento en placa, o por NMP (ver ISO 11133 numeral 5.4). Para el caso de los MR
cuantificados, se preparan las concentraciones haciendo las diluciones necesarias dependiendo de la
contraccion inicial de la cepa.

La seleccion de los items y la cantidad de éstos va a depender del tipo de verificacién que se va a hacer,
asi las cosas:
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en la verificacidn de implementacidn, seleccionar al menos 1 item de una categoria validada.
para la verificacién de alimento, seleccionar el nimero de items segun las categorias a verificar
que deben estar dentro del alcance de validacién del método escogido por el laboratorio
(ejemplo: si el alcance de la verificacién es de 3 categorias, se escoge minimo 1 alimento
“dificil o desafiante” por cada categoria) *°.

e Escoger y seguir el protocolo escogido para determinar eLODso.

Las muestras de alimentos se inoculan directamente en la suspension inicial de cada muestra y se
escogen cepas de microorganismos, ojald de las recuperadas de las categorias de alimentos escogidas.
Paralelo a la inoculacién, la norma sugiere sembrar en agar plate count para confirmar la
concentracién del indculo adicionado, en este punto, las réplicas de cada inéculo deben ser suficientes
para estimar la concentracién védlida porque se esta trabajando con niveles bajos de concentracién de
microorganismos *°.

En el caso que no se dispone de método de referencia, y por lo tanto de un valor de LODso, la norma
sugiere emplear como valor de referencia 1 UFC / porcidn de prueba, aplicando el mismo criterio de
aceptacion de la ecuacion 1. Asi mismo, hay unos criterios de aceptacién para esta categoria de
métodos definidos que permiten orientar al laboratorio en la evaluacién del método verificado *°.

Plan de verificacién

Es muy deseable contar con un plan de verificacion en el laboratorio, que cuente con la aprobacion
del director técnico. Al menos debe incluir > :

Tipo de verificacién y propdsito del estudio
Propdsito del método y descripcidn del mismo
Detalles del disefio del experimento:
o Numero y tipo de muestras
o Numero de réplicas ( incluyendo cuantos dias y cuantos analistas)
o Caracteristicas de desempefio que van a ser evaluadas
o Criterios de aceptacién
Materiales y equipamiento necesario
Consideraciones de bioseguridad
Tiempo estimado para ejecutar el experimento

Algunos parametros de desempefio evaluados en la verificacion se ven influenciados por el tipo de
cepa, los medios de cultivo de enriquecimiento o las matrices de alimento a evaluar ¢, por esto es
especialmente necesario, al planificar los estudios de verificacidn, obtener toda la informacion posible
del método y se debe contar con un profesional capacitado para supervisar el proceso con la
competencia para definir la ruta de implementacién, especialmente cuando no es claro que
microorganismos usar, que muestras escoger o cémo interpretar los resultados con microorganismos
dificiles como Campylobacter spp. (ejemplo: prueba de identificacidn, serotipificacidn)

En dltima instancia, los laboratorios deben crear un proceso continuo para monitorear y re evaluar el
ensayo y determinar si la prueba continda cumpliendo con el propésito deseado. Comprender la
poblacién de muestras que analiza, por qué se realiza la prueba, asi como los costos, el control de la
calidad y la capacitacidn que estan asociados con la prueba que son igual de importantes para
garantizar la confiabilidad del laboratorio.
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4.1.2 CUANTITATIVOS

De acuerdo con la tabla No 9, en el caso de los métodos cuantitativos los pardmetros a evaluar
dependen del tipo de verificacién, asi como de la disponibilidad de datos de validacién del método de
referencia. Son éstos: un pardmetro de dispersion; la desviacion estandar de reproducibilidad
intralaboratorio y un parametro de veracidad; el sesgo.

En relacidn con el parametro de dispersidn (precision), normalmente el concepto de reproducibilidad
se emplea para referirse al maximo grado de variacién al que puede ser sometido un método de
ensayo que puede incluir diferentes sistemas de medicién, analistas, dias, diferentes laboratorios. En
este caso, se emplea el término “reproducibilidad intralaboratorio” y se refiere al sometimiento del
método de ensayo a diferentes condiciones de variacion pero evaluadas dentro del mismo
laboratorio, como son operadores, equipos, reactivos, dias; por lo que se podria asimilar al concepto
de precision intermedia mds conocido en los ensayos quimicos.

4.1.2.1 DESVIACION ESTANDAR DE REPRODUCIBILIDAD INTRA-LABORATORIO

Aplica para la verificacién de la implementacion del método, el objetivo es calcular la variabilidad del
método bajo el efecto de diferentes factores de variacion en el laboratorio y compararlo con la menor
variabilidad obtenida en el estudio interlaboratorio para la validacién del método.

Como su nombre lo indica, se mide a través de la desviacion estandar de reproducibilidad dentro del
laboratorio (SIR), es calculada a partir de los recuentos obtenidos por muestras pareadas medidas bajo
diferentes condiciones. El criterio de aceptacién estd dado en la ecuacion 2:

sir(método verificado) < 2 x sigr (método validado) EC.2

El disefio del estudio incluye como minimo 10 muestras del mismo item (alimento) que esté incluido
en el alcance de la validacion del método de referencia, que representen la variabilidad natural de la
poblacion (ejemplo diferentes lotes, diferentes proveedores, etc) y que cubran el intervalo de
concentracién de las muestras naturales, para lo cual se pueden fortificar.

Cada muestra debe ser homogeneizada y a partir de esa se divide en dos porciones iguales (Réplicas
Ay B), las cuales seran medidas por el método de ensayo a verificar pero bajo diferentes condiciones
(que pueden ser: analistas - a, equipos - b, lotes de reactivos/medios de cultivo - ¢, entre otras) de
manera que cubran la variabilidad normal que podria tener el método en el laboratorio. Ver figura 5.

Figura 6. Proceso para determinacion sir del un alimento en un laboratorio
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donde:

i :indice de las muestras del laboratorio, i=1 hasta n (n 210)

n: numero de muestras

Yia, Vig: logio de los recuentos de las muestras A y B respectivamente obtenidos por el método de ensayo con las condiciones
a, by caplicadas.

La Sik (ecuacion 3) se calcula a partir de la raiz de la suma de las diferencias cuadraticas entre los log10
de los recuentos obtenidos para cada una de las réplicas, esto para cada una de las 10 muestras
(alimentos) seleccionadas. Ver figura 5, EC 3.

Dado que el criterio de aceptacidn requiere comparar los valores del laboratorio contra los obtenidos
en la validacién del método, este pardmetro no aplica para la verificacién de métodos cuantitativos
no validados.

4.1.1.2 SESGO ESTIMADO

Generalidades sesgo en microbiologia
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El valor verdadero no se puede probar con el resultado de un método microbioldgico, por eso, la mejor
forma de obtener el valor de referencia es por medio de consenso y se puede hacer: comparando los
resultados con otro método de medicién, con el promedio del valor de un material de referencia
certificado dado por el productor o con el promedio de las observaciones en diferentes laboratorios
en trabajos de aseguramiento de la calidad °. Sin embargo, las anteriores no son aproximaciones
practicas. En los laboratorios se puede aproximar al valor verdadero es a través de cultivos de cepas
puros o con muestras esterilizadas adicionadas y usando un método no selectivo para estimar el valor
verdadero (ver numeral 5.4 de ISO 16140-3, o ver numeral 5 de ISO 11133).

Se debe aclarar, que el célculo de la recuperacidn absoluta en microbiologia no es factible, la mejor
forma de estimar cuantitativamente el sesgo es a través de la recuperacidn relativa . En los métodos
de medicidn microbiolégicos cuantitativos, las unidades usadas para informar los resultados son UFC,
estas unidades son en realidad una aproximacién al nimero de particulas real de la muestra lo que se
convierte en una limitacién en la capacidad de conocer la verdadera cantidad de analito en la muestra
o porcidn analizada. La recuperacion es relativa.

De otro lado, la recuperacién usando MRC con concentraciones conocidas de microorganismos
permite comparar los resultados con un valor asignado como “verdadero”, certificado por el
productor de material. Ver numeral (1.3) para buscar materiales de referencia disponibles.

Determinacion

El sesgo estimado aplica para la verificacidon del tipo de alimento, tanto para métodos validados como
no validados, y evalla el sesgo, diferencia o proximidad entre los resultados de los recuentos
obtenidos para un conjunto de muestras inoculadas y el inéculo, sin muestra, en tres niveles de
concentracién. Como criterio de aceptacién de tiene que este debe ser menor o igual a 0.5 log.

De manera general el disefio experimental propuesto en la norma para su evaluacién contempla las
siguientes etapas:

- Seleccionar al menos una muestra (un item) de alimento, preferiblemente la mas desafiante
técnicamente de cada una de las categorias de alimentos requeridas, teniendo en cuenta
tanto el alcance del método, asi como el alcance de la aplicacion del laboratorio.

- Contaminar artificialmente por duplicado la muestra de alimento en tres niveles de
concentracién representativos de los niveles de contaminacién natural de las muestras que
van a ser analizadas en el laboratorio. Se recomienda emplear materiales de referencia, cepas
de colecciones reconocidas.

- Hacer el recuento con el método a verificar, tanto de las muestras contaminadas como de las
diluciones del inéculo usado .

- Analizar con el método a verificar un blanco o control negativo: una muestra con diluyente
pero sin indculo, esto con el objeto de determinar el recuento de la microbiota con que viene
la muestra seleccionada.

- Se evaluan los resultados expresados como la diferencia absoluta entre la concentracién del
inéculo usado y la concentracidn en la muestra artificialmente contaminada

La figura 7, presenta un esquema del proceso para la evaluacion del sesgo:

Figura 7. Proceso para evaluar el sesgo del método en el proceso de verificacion de un método
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El criterio de aceptacion es que el sesgo b, debe ser menor oigual a 0.5 Logio(ver figura 7, Ecuacién

4). Se expresa como valor absoluto.

O en términos relativos en porcentaje (Ecuacion 5):

b(%) = % x 100

x= media de los resultados

Xref - Valor de referencia adecuado

EC6

Para el calculo del sesgo, se comparan los resultados obtenidos a partir de la concentracién del inéculo
(en Log10 UFC /mL) con el de las muestras analizadas (Logl0 UFC / Porcién de ensayo).

La preparacion de los indculos y los calculos de la concentracidn de bacterias inoculadas en las
muestras son actividades relevantes para hacer las estimacién de los parametros. A continuacion un

ejemplo para ilustrar:

® [ndculo de E.coli preparado en el laboratorio:

1115 UFC/g ( 3.05 log 10 UFC/g)

® Muestra (item) de alimento contaminado:

1200UFC/10g ( 3.08 log 10 UFC/10 g)

EL cdlculo del Sesgo estimado es :

3.05 log 10 UFC/g - 3.08 log 10 UFC/10 g = 0.03 log 10 UFC/10 g
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Finalmente, la verificacién de un método puede ser vista como una oportunidad de demostrar que
efectivamente el método funciona de la manera adecuada cuando es ejecutado por el laboratorio que
lo va a implementar, incluso para items no evaluados en la validacion inicial.

Cuando la verificacion del método (cualitativo o cuantitativo) no cumple con los requisitos
establecidos en términos de su sensibilidad; medida como su nivel de deteccién 50, de su precision;
medida a través de la desviacidn estdndar de reproducibilidad intralaboratorio , o de su veracidad,;
medida por su sesgo, se requiere hacer un andlisis que permita establecer las causas que pueden
estar ocasionando este comportamiento. Algunas de las que podrian estar asociadas a:

e Personal: entrenamiento y conocimiento del ensayo
e Errores asociados a la estandarizacion del inéculo, de modo que el laboratorio alcance los
niveles de contaminacién lo mas cercanos a los definidos en la planeacion del ensayo.

Una vez se han identificado las posibles causas del fallo, se sugiere repetir la verificacién del método
de referencia y, en lo posible, contrastarlo con un tercer método para definir si el alimento se
comporta de la misma forma en los dos métodos.

Cuando la verificaciéon “no cumple” con los requisitos establecidos, la norma recomienda que el
laboratorio lo reporte al normalizador o al proveedor.
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