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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion fue realizado en el laboratorio de control de calidad
Higienyc Sanitary, teniendo como principal objetivo la confirmacion de uno de los métodos
microbioldgicos mas importantes en el analisis de alimentos, como es el método para la
cuenta de microorganismos Coliformes totales en placa, utilizando un medio selectivo (agar
rojo violeta bilis) en el que se desarrollan bacterias a 35°C en aproximadamente 24 h, dando
como resultado la produccion de gas y acidos organicos. Al mismo tiempo se deja constancia
de los procedimientos como referencia para el correcto uso del método microbioldgico. Para
el desarrollo del objetivo de estudio se empled metodologia analitica como la estandarizacion
del in6culo bacteriano, a partir del cual fueron preparadas soluciones diluidas para los
diferentes niveles de indculo. Para realizar la validacién se llevaron a cabo pruebas en las
que se evaluaron los pardmetros de repetibilidad y reproducibilidad de la técnica, mediante
el desarrollo de este método bajo las mismas condiciones y bajo condiciones alteradas,
variando el tiempo de andlisis; la conformacion del método se llevo a cabo en una muestra
de leche pasteurizada, la cual fue inoculada con una concentracion conocida de la cepa de
referencia. Los resultados obtenidos fueron estudiados mediante el analisis de la desviacion
estandar y del coeficiente de variacion, en las que se determina el grado de concordancia de

las mediciones.



ABSTRACT

The present research was carried out in the Higienyc Sanitary Quality Control Laboratory,
with the main objective being the confirmation of one of the most important microbiological
methods in food analysis, such as the plate count method for total coliforms, using A selective
medium (bile violet red agar) in which bacteria develop at 35 ° C in about 24 h, resulting in
the production of gas and organic acids. At the same time the procedures are registered as a
reference for the correct use of the microbiological method. For the development of the study
objective, analytical methodology was used as the standardization of the bacterial inoculum,
from which diluted solutions were prepared for the different levels of inoculum. In order to
carry out the validation, tests were carried out in which the repeatability and reproducibility
parameters of the technique were evaluated by the development of this method under the
same conditions and under altered conditions, varying the analysis time; The conformation
of the method was carried out in a sample of pasteurized milk, which was inoculated with a
known concentration of the reference strain. The obtained results were studied by the analysis
of the standard deviation and the coefficient of variation, in which the degree of agreement

of the measurements is determined.



1. INTRODUCCION

Diariamente estamos expuestos a una serie de riesgos que pueden mermar o dafiar nuestra
salud, algunos de estos son provocados por consumo de productos insalubres. Por eso es
necesaria la existencia de laboratorios de analisis pablicos y privados que ayuden a prevenir
y proteger a la sociedad contra los riesgos sanitarios. Debido a esto, el desarrollo y realizacion
de analisis de control microbiol6gico es una herramienta que tiene una repercusion decisiva
en el &mbito de la salud publica, de la tecnologia alimenticia y del medio ambiente. En los
ultimos afios las actividades relacionadas con la validacion y confirmacion de métodos
analiticos han cobrado gran importancia debido por un lado al continuo desarrollo y
actualizacion de técnicas y equipos analiticos cada vez més complejos y por el otro lado al

interés de los profesionales en garantizar la calidad de sus procesos y resultados.

El proceso de confirmacion de técnicas microbioldgicas aplica para demostrar que un método
de medida ya validado ha sido implementado de inicio en laboratorio conforme los requisitos
y caracteristicas establecidas. El objetivo de realizar la confirmacion de métodos
normalizados es asegurar la calidad de los resultados y mejorar la credibilidad y confianza
del cliente. Ademés, ayuda a la regulacion y el cumplimiento de la normatividad
gubernamental, a la reduccion de costos en el laboratorio y como requisito para dar
cumplimiento a la norma ISO/IEC 170025 en la que se establecen los requisitos que deben

cumplir los laboratorios de ensayo Yy calibracion.

Para realizar la confirmacién de un método microbioldgico se debe tener en cuenta la
evaluacion de los medios de cultivo a utilizar para la recuperacion de la flora bacteriana
presente en el producto; también se debe llevar a cabo la calibracion y verificaciéon de los
equipos que se utilizan en este tipo de técnicas, asegurar las condiciones ambientales y

cumplir con la trazabilidad metroldgica establecida del método.

A diferencia de las ciencias fisicas y quimicas, en microbiologia se trabaja con
microorganismos que se multiplican por divisién binaria y crecen exponencialmente.
Mientras tanto el grupo de los microorganismos Coliformes es el mas ampliamente utilizado

en la microbiologia de los alimentos como indicador de practicas higiénicas inadecuadas. El



uso de del grupo Coliformes como indicador sanitario puede aplicarse para la deteccion de
précticas sanitarias deficientes en el manejo y en la fabricacion de los alimentos. Debido a
esto, la creciente demanda de las empresas por demostrar y asegurar la calidad de sus
alimentos, se hace tan necesaria la confirmacion de los métodos microbiologicos en los
laboratorios de calidad. Este proyecto esta basado en dos aspectos fundamentales; por una
parte, la capacidad para realizar el andlisis de forma correcta conforme los pardmetros de
calidad del método y por otra la correcta adecuacion de los mismos a las condiciones del
laboratorio.



1.2 Antecedentes de la empresa

En 1980 el Dr. José Alejandro Sepulveda Garcia al inicio actividades en el Hospital General
de Cancun de la Secretaria de Salud realizando la actividad de epidemidlogo, funcién
enfocada a la vigilancia epidemioldgica de enfermedades infecto-contagiosas en la zona norte
del estado de Quintana Roo. Se implementan controles microbioldgicos mediante la
realizacion de analisis de superficies en diferentes areas del hospital (quir6fanos, area de
enfermos infecto-contagiosos) para la deteccién y prevencion oportuna de brotes de
enfermedades en la poblacion asistente al hospital como del personal que laboraen él. Enel
mismo afio se presenta un caso de VIBRIO CHOLERAE en una turista de nacionalidad
americana que visita Cancin de vacaciones y en su retorno a la ciudad de Nueva York,
Estados Unidos, se le diagnostica COLERA, enfermedad de reporte obligatorio por lo cual
las autoridades sanitarias americanas contactan a sus similares en México y se realiza durante
3 meses un trabajo de investigacion epidemioldgica en la ciudad de Cancun con la finalidad
de detectar el punto de origen de contagio, por lo cual con la participacion de un equipo de
investigadores del Centro de Control de Enfermedades de la ciudad de Atlanta, Georgia,
E.E.U.U.; epidemiologos de la Secretaria de Salubridad de la Cd. de México y el Dr.
Sepulveda como epidemidlogo en la Cd. de Cancun, realizaron investigaciones que
comprenden la realizacion de muestreos microbioldgicos de alimentos, agua potable, hielo,
aguas residuales, alimentos preparados en hoteles y andlisis microbiolégicos de enfermos
con cuadros diarreicos en la zona y que asisten a recibir atencion médica tanto en
instituciones del sector salud gubernamental como privados. Con estos antecedentes se toma
la iniciativa en 1982 de implementar en la industria hotelera y restaurantera de Canculn
controles microbioldgicos de los alimentos, personal y equipos para lo cual se realizan
analisis, capacitacion de personal y auditorias sanitarias, actividades que se formalizan en
1990 con la invitacién por parte de la Secretaria de Turismo para participar en la
implementacién del PROGRAMA DISTINTIVO H, programa enfocado a evitar la presencia
de ENFERMEDADES TRASMITIDAS POR ALIMENTOS en turistas nacionales y
extranjeros, seguimientos de seguridad que se convierten en normas y se implementan hasta

1994 por parte de la Secretaria de Salud. Desde 1990 hasta el momento actual el Dr. José



Alejandro Sepulveda Garcia participa activamente como Consultor de Distintivo H de la
Secretaria de Turismo. En abril de 2011 se inauguran las instalaciones de HIGIENYC
SANITARY en la Cd. de Cancin con un laboratorio de CONTROL SANITARIO, empresa
que actualmente ofrece servicios de asesoria y control sanitario en Cancun, Cozumel, Isla
Mujeres, Puerto Morelos, Playa del Carmen, Rivera Maya asi como en otros estados de la
Republica Mexicana. ElI Dr. José Alejandro Sepulveda Garcia participa activamente en
asesorias en paises como CUBA, COSTA RICA, REP. DOMINICANA y en Marzo de
2012 inicia laimplementacion del programa DISTINTIVO H por parte de la SECRETARIA
DE TURISMO en el extranjero y la creacion del PROGRAMA PILOTO EN 2010 DE
PROVEEDORES H.



1.3 Planteamiento del problema

El laboratorio de calidad Higienyc Sanitary necesita confirmar sus métodos de prueba
microbioldgicos para cumplir con los requerimientos en el sistema de gestion de calidad,
conforme la NMX-EC-17025-IMNC-2006, en la que se establecen los criterios que deben
cumplir los laboratorios de ensayo y calibracion, asi también necesita eliminar las no
conformidades para cumplir con todos los requisitos de la norma. Dentro de los anélisis de
calidad realizados se encuentra el grupo Coliformes totales, los cuales contintian siendo el
indicador de eleccion que manifiesta contaminacion fecal reciente o condiciones
higiénicas inadecuadas. Este grupo de bacterias es de gran importancia como indicadores de
la calidad sanitaria en el procesamiento de alimentos, por tal razon la demanda de los hoteles
por cumplir con estos analisis de calidad se vuelve cada vez mayor, por lo que el laboratorio
Higienyc Sanitary debe asegurar la veracidad de sus resultados ante las crecientes demandas,
debido a esto se hace necesario la adopcion de organismos normativos actualizados que
presenten las competencias y métodos adecuados para la realizacion de ensayos. Se trabajara
en la confirmacion del método microbiol6gico de recuento en placa para Coliformes totales
en muestras de leche pasteurizada. Dichos métodos se confirmaran con procedimientos de
mediada y analisis conforme la NOM-242-SSA1-2009, asi también para establecer los
lineamientos y criterios necesarios del protocolo de confirmacién y documentacion de las
técnicas se utilizara la guia para evaluacion de desempefio de métodos de pruebas
microbioldgicas CCAYAC-P-062, con la finalidad de comprobar el correcto funcionamiento

de los metodos en el laboratorio de analisis microbioldgicos Higienyc Sanitary.


http://200.57.73.228:75/pqtinformativo/GENERAL/Carpeta_2_Criterios_evaluacion/MP-FE005_Criterios_de_aplicacion_NMX-EC-17025-IMNC-2006_2.pdf

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

» Confirmacion del procedimiento de cuantificacion de Coliformes totales para cumplir
con los requerimientos especificados en la NMX-EC-17025-IMNC-2006.

1.4.2 Objetivos Especificos

» Realizar una evaluacion del cumplimiento de la 1ISO-EC-17025-2006 en el proceso de
andlisis del método en el laboratorio, para eliminar las no conformidades dentro del area
de microbiologia.

» Desarrollar un protocolo de confirmacion del método de analisis mediante la norma
CCAYAC-P-062.

» Evaluar el parametro de repetibilidad de la técnica de recuento en placa en muestras de
leche mediante 9 repeticiones sucesivas realizadas en las mismas condiciones de
medicion.

» Evaluar el parametro de reproducibilidad de la técnica de recuento en placa en muestras
de leche mediante 9 repeticiones sucesivas realizadas en diferentes condiciones de
medicion.

» Evaluar los parametros estadisticos obtenidos de la confirmacion de la técnica de recuento
en placa, mediante lo establecido en la norma CCAYAC-P-062.

» Elaborar un protocolo de resultados para verificar el cumplimiento del método utilizado
mediante lo establecido en la norma CCAYAC-P-062.



2. MARCO TEORICO

2.1 Acreditacion

Acreditacion es el acto por el cual una entidad de acreditacion reconoce la competencia
técnica y confiabilidad de los organismos de certificacion, de los laboratorios de ensayo
(prueba), de los laboratorios de calibracion y/o de las unidades de verificacion (organismos
de inspeccion) para la evaluacion de la conformidad. De acuerdo a la norma NMX-EC-
17011-1IMNC-2005, acreditacion es la atestacion de tercera parte relativa a un organismo de
evaluacion de la conformidad (OEC) que manifiesta la demostracion formal de su
competencia para llevar a cabo tareas especificas de evaluacion de la conformidad. (LFMN
Y 17011)

2.2 Norma ISO/IEC 17025

Es una normativa internacional desarrollada por la Organizacién Internacional de
Normalizacion (ISO) en la que se establecen los requisitos que deben cumplir los laboratorios
de ensayo y calibracion. Se trata de una norma de calidad que tiene base en la serie de
normas 1ISO 9000, aunque introduce una serie de requisitos técnicos imprescindibles para
lograr la acreditacion de los laboratorios de ensayo y calibracién. La norma ISO/IEC
17025 es aplicada por los laboratorios de ensayo y calibracion con el objetivo de demostrar
que son técnicamente competentes y que sus resultados son veraces. Los laboratorios de
ensayo y/o prueba demuestran su competencia técnica, asegurando la calidad de los informes
de resultados que emiten a través la comprobacion del cumplimiento con los requisitos sobre
estructura y organizacion, ética e imparcialidad, sistema de gestion de la calidad, personal,
equipo, procedimientos técnicos, validacion de métodos, calibracion, trazabilidad, etc.,
establecidos en la norma NMX-EC-17025-IMNC-2006/ISO 17025:2005. (‘'EMA", 28 de
febrero de 2017)

La norma 1SO-17025 propone una serie de requisitos para laboratorios interesados en
demostrar que estan operando de acuerdo con los requerimientos establecidos por este
documento. (ISO/IEC 17025:2005).



2.3 Validacién:

Proceso por el cual se establece por estudios de laboratorio que el método por sus
caracteristicas de desempefio cumple con los requerimientos que se pretenden para el método.
Confirmacion mediante el suministro de evidencia objetiva de que se han cumplido requisitos
para una utilizacion o aplicacion especifica, es una herramienta usada para proporcionar las
evidencias de que un método de ensayo conlleva a resultados confiables y adecuados a la
calidad y finalidad pretendidas”. Para microbiologia “El que se refiere a detectar o cuantificar
un microorganismo especificado, o un grupo microbiano, con precision y exactitud
adecuadas” (ISO/TR 13843:2000).

Una validacion aplica cuando se crea un método de medida y sirve para demostrar que
cumple con los requisitos para los cuales se requiere. También aplica cuando un método de
medida, ya validado, se modifica. Conceptualmente el disefio de un método de medida parte

de una serie de requisitos que deben ser cumplidos.
2.3.1 Validacion primaria:

La validacion primaria es un proceso exploratorio que tiene la meta de establecer los limites
operacionales y caracteristicas de desempefio de un método nuevo, modificado o
caracterizado en forma inadecuada. Debe dar origen a especificaciones numéricas y
descriptivas para el desempefio e incluir una descripcion una descripcion detallada y precisa
del objeto de interés. Caracteristicamente, la validacion primaria procede mediante el uso de
esquemas de ensayo especialmente disefiados. Los laboratorios que desarrollan un método o
una variante de una norma existente deben realizar los pasos de la validacion primaria (GTC
94, 2003).

2.3.2 Validacion secundaria:

Demostracion por experimento que un método establecido funciona de acuerdo con las
especificaciones en las manos del usuario. Suele llamarse verificacion y es la confirmacion,

mediante el aporte de pruebas objetivas, que se han cumplido los requisitos establecidos (ISO
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9000:2000). La validacion secundaria tiene lugar cuando un laboratorio procede a
implementar un método desarrollado en otra parte. Se centra en la reunion de evidencia
acerca de que el laboratorio esta en capacidad de cumplir las especificaciones establecidas

en la validacion primaria.

Es importante para los laboratorios de andlisis, validar sus técnicas para asi optimizar sus
procesos, lo cual implica reducir sus gastos, el tiempo de desarrollo de la técnica y generar
confiabilidad en los resultados que se emiten. Asi mismo sirve para dar cumplimiento a las
normas legales pertinentes o al logro del cumplimiento de normas que, aunque no son de
obligatorio acatamiento contribuyen a la credibilidad del laboratorio y a obtener altos niveles

de calidad que generen confianza dentro de sus clientes (PDA suggested revision, 2000).

2.3.3 Conformacién

Esta aplica para demostrar que un método de medida ya validado ha sido implementado de
inicio en laboratorio o en campo conforme los requisitos y caracteristicas establecidas en la
validacién. Es una prueba inicial cuando se implementa un método ya validado, el
laboratorio adquiere la responsabilidad de demostrar que el procedimiento y los errores de

las medidas que realiza estan conforme a lo descrito y establecido en el método.
Para esto debe considerar lo siguiente:

e Contar con instalaciones y areas de trabajo conforme el método.

e Contar con equipos e instrumentos cuyas caracteristicas cumplan con lo indicado en
el método.

e Asegurar que las condiciones ambientales cumplan los requisitos del método.

e Cumplir con la trazabilidad metroldgica establecida en el método.

e [Etc.

La confirmacion sirve para asegurar que el comportamiento del método implementado por
primera vez cumple con lo establecido. La confirmacion se realiza en las siguientes

situaciones:
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e Cuando por primera vez se establece un método de medida normalizado en un
laboratorio.

e Cuando se adquiere un nuevo equipo o instrumento que sustituye a uno en uso y puede
afectar el desempefio de las mediciones o ensayos.

e Cuando se tenga duda de los resultados.

e Por aseguramiento de la calidad de las mediciones.
2.4 Método de recuento en placa para Coliformes Totales

El método de recuento en placa en general es el mismo para algunas normas o procedimientos
como es el caso de la NOM-242-SSA1-2009. Esta Norma Oficial Mexicana establece el
método microbioldgico para determinar el nimero de microorganismos Coliformes totales
presentes en productos alimenticios por medio de la técnica de cuenta en placa. EI método
permite determinar el nimero de microorganismos Coliformes presentes en una muestra,
utilizando un medio selectivo Agar-rojo- violeta-bilis-lactosa (RVBA) en el que se
desarrollan bacterias a 35°C en aproximadamente 24 h, dando como resultado la produccion

de gas y acidos organicos, los cuales viran el indicador de pH y precipitan las sales biliares.
2.5 Definiciones
Medio de cultivo: Agar rojo violeta bilis lactosa (RVBA)

Siembra: Sembrar por duplicado 1 ml de la muestra liquida o 1 ml de la dilucién madre en
placas estériles. Repetir esta operacion con cada una de las diluciones decimales preparadas.
Verter 15 ml.

de agar RVBA a 45°C +/- 2 horas. Dejar solidificar. Después volver a verter 4 ml del medio
a 45°C +/- 2 horas en la superficie del medio inoculado. Dejar que solidifique. Invertir las

placas y colocarlas en la incubadora a 35°C, durante 24 + 2 horas.

Recuento: Seleccionar las placas que contengan entre 15y 150 colonias. Las colonias tipicas

son de color rojo oscuro, generalmente se encuentran rodeadas de un halo de precipitacion
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debido a las sales biliares, el cual es de color rojo claro o rosa, la morfologia colonial es

semejante a lentes biconvexos con un didmetro de 0,5 a 2,0 mm.

2.5 Grupo Coliformes:

El grupo Coliforme constituye un grupo heterogéneo con habitat primordialmente intestinal
para la mayoria de las especies que involucra, es constante, abundante y casi exclusivo de la
materia fecal, su capacidad de sobrevivencia y multiplicacion fuera del intestino también se
observa en aguas potables, por lo que este grupo se utiliza como indicador de contaminacion
fecal del agua. Para su estudio, se dividen en dos grupos. El grupo de bacterias Coliformes
totales el cual comprende a todos los bacilos Gram-negativos aerobios o anaerobios
facultativos, no esporulados, que fermentan lactosa con producciéon de gas en un lapso
maximo de 48 hrs a 35+ 1 °C. Este grupo esta conformado por 4 géneros principalmente:

Enterobacter, Escherichia, Citrobacter y Klebsiella.

El grupo de Coliformes fecales, esta constituido por bacterias Gram- negativas capaces de
fermentar lactosa con produccion de gas a las 48 hrs de incubacién a 44.5 +/- 0.1°C. Este
grupo no incluye una especie determinada, sin embargo, la mas prominente es Escherichia

coli.

2.5.1 Escherichia coli (E. coli):

Al microorganismo que esta presente en el intestino del hombre y animales de sangre
caliente, por lo que su presencia en una muestra de alimento no es deseable ya que indica
lapresencia de materia fecal. Este microorganismo es miembro de la
familia Enterobacteriaceae) que incluye diferentes géneros de interés sanitario (Salmonella,
Shigellay Yersinia, entre otras). La mayoria de los aislamientos de E. coli son considerados
como patdégenos, aunque pueden causar severas infecciones en personas
inmunocomprometidas, en nifios pequefios y ancianos. Ciertas cepas al ser ingeridas,
pueden causar enfermedades gastrointestinales en individuos sanos. Se considera como un
microorganismo comunen intestino, pero existen cepas patdgenas que afectan al ser humano

como el serotipo O157:H7, ocasionando graves cuadros clinicos que pudieran ocasionar la
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muerte. Produce &cido en agar que contenga 5-bromo-4-cloro-3-indol-[J-D glucuronido y

es [J-glucuronidasa positivo incubado a 44°C +1°C por 22h + 2h.
Entre los diversos tipos de E. coli patdgenos podemos diferenciar:

E. coli enteropatogénico (EPEP): Son aquellas cepas asociadas a diarreas infantiles,
denominadas a menudo gastroenteritis infantiles (GEI). La ECEP se adhiere a las células de
la mucosa del intestino delgado. Sus factores de virulencia favorecen adhesion y en ocasiones
penetra a las células mucosas. La infeccién por ECEP provoca diarrea acuosa generalmente
auto limitada, aunque en ocasiones puede ser crénica. Las epidemias causadas por este
microorganismo se deben al consumo de agua contaminada y productos carnicos. En estudios
con voluntarios se encontr6 que la dosis infectiva es de 10-° microorganismos. La diarrea por
ECEP se ha vinculado con multiples serotipos especificos de E. coli los cuales pueden ser
identificados mediante la tipificacion del antigeno O (somatico) y en ocasiones del antigeno
H (flagelar). (Gémez, 1999).

E. coli enterotoxigenica: (ETEC): Son E. coli capaces de producir enterotoxinas LT
(enterotoxina termolabil), similares a las toxinas del cleray ST (enterotoxina termoestable),
que parece encubrir a un grupo de viarias toxinas parecidas. Es reconocida como el agente
causal de la diarrea del viajero, la cual se caracteriza por diarreas acuosas con o sin fiebre.
La infeccién puede ser adquirida por el consumo de alimentos tales como vegetales frescos
(lechuga en ensaladas) y agua. Este tipo de infecciones es muy frecuente en paises

subdesarrollados y afecta principalmente a los nifios. (Gomez, 1999).

E. coli enteroinvasiva (EIEC): Este microorganismo se encuentra estrechamente
relacionado con el género Shigella, produce una enfermedad similar a la shigelosis. La
enfermedad se presenta cominmente en nifios de paises subdesarrollados y en personas que
viajan a dichos lugares. La EIEC provoca la enfermedad (diarrea disentérica invasiva) al

invadir las celulas epiteliales de la mucosa intestinal. (Gomez, 1999).

E. coli enterohemorragica (EHEC): Produce verotoxina, denominada asi por su efecto cito

toxico sobre las células VVero, una linea de células renales de mono verde africano. La ECEH
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se ha asociado con colitis hemorragica, una variedad grave de diarrea; y con el sindrome
urémico hemolitico, enfermedad capaz de producir insuficiencia renal aguda, anemia
hemolitica microangiopatica y trombocitopenia. La verotoxina tiene propiedades similares a
la toxina shiga producida por algunas cepas de Shigella. De los tipos serotipos de E. coli que
producen la verotoxina el mas comdn y el Unico que puede identificarse en muestras clinicas
es el 0157:H7. La E.coli O157:H7. La causa méas comun de esta infeccion es el consumo de

carne sin cocinar o poco cocinada. (Gémez, 1999).
2.6 Colonias:

Al agrupamiento de células en forma de masas visibles, en un medio sélido que provienen de

una unidad formadora de colonia.
2.7 Dilucién decimal:

A la solucidn, suspensién o emulsién obtenida después de pesar o medir una cantidad del
producto bajo examen y mezclarla con una cantidad de nueve veces en proporcién de

diluyente.
2.8 Diluciones decimales adicionales:

A las suspensiones o soluciones obtenidas al mezclar un determinado volumen de la dilucion
primaria con un volumen de nueve veces un diluyente y que, por repeticion de esta operacion
con cada dilucidn asi preparada, se obtiene la serie de diluciones decimales adecuadas para

la inoculacion de medios de cultivo.
2.9 Analito:

En Microbiologia, el analito corresponde a una lista de especies taxonémicamente definidas

0 grupo de microorganismos que se desea cuantificar o detectar.
2.10 Blanco:

Es el alimento a ser usado como matriz, en el cual no fue detectado el analito cuando fue

analizado por el método de referencia usado en el laboratorio, en diversas replicas.
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2.11 Conjunto de deteccion:

Combinacién de placas o tubos en que es basada la estimacion cuantitativa de la
concentracion microbiana en una muestra. Es el conjunto de las placas o de los tubos

utilizados para la estimacion numérica de un valor Unico.
2.12 Matrices:

Son los alimentos o productos representativos de cada categoria seleccionada, utilizados

como base para los analisis en el procedimiento de validacion.
2.13 Nivel de fortificacion:

Es el nimero de unidades formadoras de colonias adicionado a cada gramo o mililitro de la
matriz de alimento. Se determinan a tres niveles de concentracion los extremos y un punto

medio del trabajo determinado.
2.14 Parametros de desempefio de confirmacion:

Son las propiedades, caracteristicas o capacidades del método en cuanto al tipo de técnica

utilizada:
2.14.1 Sensibilidad:

Capacidad que tiene un método para detectar pequefias variaciones o cantidades en la

concentracion de sustancia o cepa de interés = Detectar.
2.14.2- Falso positivo:

Cuando el método alternativo da un resultado positivo sin confirmacion y el método de
referencia da un resultado negativo. Cuando el resultado verdadero es negativo. Es un
resultado presuntivo como positivo porque en la etapa del aislamiento en medios selectivos
nos da informacién como el control positivo, pero se confirma con pruebas bioquimicas que

es negativo.

16



2.14.3 Falso negativo:

Cuando el método alternativo da un resultado negativo sin confirmacion y el método de
referencia da un resultado positivo. Cuando el resultado verdadero es positivo. Es un
resultado presuntivo como negativo porque en la etapa del aisl8amiento en medios selectivos
nos da informacién como negativo, pero se confirma con pruebas bioquimicas que es

positivo.
2.14.4 Limite de deteccion:

Es el nimero minimo de microorganismos que pueden ser detectados por el método, pero
en cantidades que no pueden estimarse con precision. (Aplicado a analisis microbiolégicos
cualitativos). Los resultados de los analisis cualitativos deben expresarse como:

“detectado/no detectado o presencia/ausencia en una cantidad o volumen definidos”.
2.14.5 Limite de cuantificacion:

Es la menor concentracion de un analito o sustancia en una muestra que puede ser
cuantificada con precision y exactitud aceptables bajo las condiciones en que se lleva a cabo

el método.
2.14.6 Linealidad:

Un incremento del analito en la muestra correspondera a un incremento lineal o proporcional
en el resultado. En términos practicos, linealidad de un método es la capacidad de respuesta
a la concentracion del analito de forma proporcional a las diluciones empleadas para su

cuantificacion.
2.14.7 Coeficiente de Variacion (CV):

Desviacion estandar relativa para una caracteristica no negativa. Es la relacion entre el desvio
estandar y la media. El desvio estandar relativo (RSD), cuando se expresa en porcentaje,

corresponde al Coeficiente de variacion (CV % = 100 RSD).
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2.14.8 Desviacion estandar:

Medida de la dispersion. Es una medida de la magnitud en que se desvian las diversas
puntuaciones obtenidas de su valor medio. Si las puntuaciones se agrupan estrechamente en
torno a la media, la DS seréa relativamente pequefia; si se extienden en todas direcciones, la

DS sera relativamente grande.
2.14.9 Repetibilidad:

Mide la variabilidad del metodo analitico en la rutina de trabajo cuando se ejecuta por un
solo analista, con un mismo equipo en un periodo corto de tiempo. Es la clase de variabilidad
que se espera entre resultados cuando una muestra se analiza por duplicado. Es la
concordancia (aproximacion) entre los resultados de medidas sucesivas del mismo
mensurando realizado en las mismas condiciones (de repetibilidad — mismo analista, mismos

medios, mismos equipos, mismo local, al mismo tiempo).

La repetibilidad es computada como r = 2.8 Sr, donde o Sr es el desvio estandar de

repetibilidad.
2.14.10.- Reproducibilidad:

Expresa la variacion dentro de un mismo laboratorio, cuando el método analitico se aplica
en diferentes dias y con diferentes analistas. Aproximacion del acuerdo entre los resultados
de las medidas en el mismo mensurando realizado en condiciones diversas de aquellas
cuando se realiz6 la medida. La reproducibilidad es computada como R = 2.8 SR, donde o

SR es el desvio estandar de reproducibilidad, el cual es calculado por la ecuacion:
SR =4/ 52L + Szr
2.14.11 Intervalo de confianza:

Es la probabilidad de que el conjunto de los valores verdaderos de un analito esté contenido
en un intervalo de cobertura especificado (intervalo que contiene el conjunto de valores
verdaderos de un analito con una probabilidad declarada con base en la informacion

disponible).
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2.14.12 Sesgo:

Es la suma de todos los errores sistematicos inherentes al metodo, cualquiera que sea el
laboratorio que lo usa. Es el error sistematico total de la medida o de su estimado con respecto
aun valor de referencia. En la practica es la diferencia entre el resultado que se puede esperar
del teste y un valor de referencia aceptado. Se expresa como la diferencia entre el valor de la

media aritmética de la recuperacion y el valor verdadero aceptado.
2.14.13 Recuperacion:

Termino general para el nimero estimado de células, o UFC, en una porcion de la muestra
de prueba, con la comprension de que hay un nimero verdadero de particulas (desconocido)
del cual 100% o menos “es recuperado” por el detector. Esta estrechamente relacionada con

los errores sistematicos.
2.14.14. Incertidumbre:

Es un pardmetro unico (usualmente una desviacion estandar o un intervalo de confianza) que
expresa el intervalo de posibles valores sobre la base de los resultados de medicion. Su
estimacion considera todos los efectos reconocidos que influyen en el resultado. Se establece
una vez que se ha efectuado la validacion parcial del método. Un resultado analitico no puede

ser interpretado sin el valor de incertidumbre asociado.
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3. METODOLOGIA

Para llevar a cabo la confirmacién del método fue necesario evaluar los criterios de la ISO-
IEC-17025-2006 para la evaluacion del desempefio. Primero, se realiz6 un control de calidad
de los medios de cultivo que se utilizaron, la verificacion de equipos e instrumentos y una

evaluacion de las condiciones ambientales del laboratorio.

Para realizar la confirmacién del procedimiento de cuantificacién de Coliformes totales en
placa, se utilizd la NOM-242-SSA1-2009 que permite determinar el nimero de
microorganismos Coliformes presentes utilizando un medio selectivo (agar rojo violeta bilis),
asi también para establecer los lineamientos y criterios necesarios del protocolo de
confirmacion y documentacion de la técnica se utilizo la guia para evaluacion de desempefio
de métodos de pruebas microbiolégicos CCAYAC-P-062.

La evaluacion de repetibilidad se realiz6 por medio de nueve repeticiones para cada muestra
y cada repeticion se hizo por duplicado. La reproducibilidad se evalud por medio de nueve
repeticiones para cada muestra, por duplicado, variando las condiciones de realizacion del

método (mismo analista).

Se realiz6 un cronograma de actividades el cual se presenta en el anexo No 1, el cual permitio
comparar los tiempos programados contra el tiempo real en el que se llevaron a cabo las

actividades.

El estudio se realiz6 en las instalaciones del laboratorio Higienyc Sanitary. Ubicado en

Cancun, Q. Roo.
3.1 Criterios para la confirmacion de métodos de la ISO/IEC-17025-2006.
3.1.1 Control de calidad de los medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados para la confirmacion pasaron por diferentes controles; Un
control de pH a 25°C, un control de esterilidad y un control de eficiencia, en la que se midio

la promocion de crecimiento.
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e Control de esterilidad: Mediante una seleccion del medio de cultivo (Agar rojo violeta
lactosa) utilizado para la determinacion de Coliformes totales, se llevo a incubacion
durante 48 hrs a 35°C, para verificar que no presente crecimiento de ningun tipo en
cajas petri. (Allaert & Escola, 2002).

e Control de pH a 25°C: Se tom6 una muestra del medio de cultivo y con un pH-metro
se realizd una medicion del medio a una temperatura de 25°C. El valor del pH
obtenido para los medios de cultivo debe corresponder con el indicado en la ficha
técnica del medio, donde se da un intervalo de aceptacion de + 2 (Allaert & Escola,
2002).

3.3 Control de ambientes:

Empleando la técnica de sedimentacion, se colocaron placas de recuento aerobio en mesas
de trabajo y camaras de flujo laminar (después de haber esterilizado las areas con alcohol
isopropilico al 70%), en un periodo de 15 minutos a temperatura ambiente. Se mantuvo
encendida la cAmara durante el tiempo de exposicion de la placa y en las mesas de trabajo el
mechero encendido. Posteriormente las cajas se llevaron a incubar a 35 °C + 2 °C por 48
horas y a 35 °C + 2 °C durante 5 dias para hongos y levaduras. Después se realiza el conteo

de las colonias por placa. (Este control se llevé durante todas las pruebas realizadas).

Se reporté como numero ufc/15 min / 40 cm2 para recuento de Meséfilos 'y ufc/15 min / 60

cm2 para recuento de Hongos.
3.4 Tincion de Gram:

Se realizé el control de la cepa de trabajo por el método de Gram para observar la morfologia
microscopica; primero se prepara el inoculo (Cepa E.coli), tomada de un vial puro en
congelacién, después se inoculo en una concentracién conocida en las cajas del medio de
cultivo, posteriormente se realizo el recuento de las colonias, revisando las reacciones de la
cepa en el medio. Segundo, se realizo la técnica de tincion de Gram que permitid identificar

la morfologia de las bacterias E. Coli con ayuda del microscopio optico.
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3.5 Control de equipos:

Se reviso el historial de los equipos involucrados en el estudio incluyendo certificados de

calibracion, mantenimiento y registros de uso.
3.6 Desarrollo de procedimiento de confirmacidn del método microbioldgico.
3.6.1 Elaboracion de Protocolo

Se elabor6 un protocolo, cumpliendo los requisitos minimos indicados en el (anexo 2), en
este se mencionan los pardmetros y métodos estadisticos utilizados, ademas la descripcion
de las actividades realizadas y la enumeracién de los materiales, medios, reactivos y equipos

utilizados.
3.6.2 Seleccién de la matriz

Para la seleccion de la matriz se propuso la clasificacion presente en la tabla No 1, de
productos de interés sanitario, basada en la experiencia de la RNLSP y lo sefialado en la ISO
16140. Posteriormente se eligio la matriz de leche pasteurizada, ya que este producto puede
desarrollar bacterias Coliformes y tiene el alcance de la metodologia a evaluar. Después se
eligieron las muestras representativas de acuerdo al alcance del método y los resultados

esperados.
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Tabla 1. Clasificacion de los productos de interés sanitario

Grupo de | Carnicos Aves Productos de la | Frutas y | Productos

interés pesca Vegetales LAacteos

Tipos de | Crudos Crudos Crudos Crudos Crudos
alimentos Procesados Procesados Procesados Procesados Procesados
Congelados Congelados Congelados Congelados | Congelados

Otros Otros Secos Secos Secos

Otros Otros Otros

Ejemplos de | Carne molida Pollo Moluscos Mango Leche

matriz Guisados Nugets Pescado Coctel Queso
Carne Milanesas de | Filete Leche de

congelada pollo Camarén polvo

congelado

Fuente: 1SO 16140

3.6.3 Preparacion del inoculo

Primero se inoculo una colonia tomada a partir de un cultivo puro de la cepa de referencia
(E. coli ATCC 25922) en 9 mL de agar base sangre inclinado, se incubo a 35 °C +/- 2 °C,
Posteriormente se cosecho el crecimiento con 9 mL de agua peptonada, teniendo cuidado de
no llevar consigo el agar, se regreso esta suspensiéon a un tuvo estéril a partir del cual se
realizardn diluciones seriadas hasta obtener la dilucién 10®. De las diluciones 105 10 107
y 108 se inoculo por duplicado en cajas petri un volumen de 1 mL. Se incubaron las placas
por 24 h y se selecciond la dilucién de trabajo la cual debia cumplir con las siguientes

caracteristicas:

La dilucién primaria 1:10 (25g de muestra + 225 g de diluyente debera aproximarse a 1000
UFC/ml.

La probabilidad de obtener resultados positivos:
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e 10?entre 10 y 100 UFC/mI (100% positivos).
e 102entre 1y 10 UFC/mI (10 % positivos).
e 103entre 1 a0 UFC/ml (1 % positivos).

3.6.4 Preparacion de las muestras
3.6.4.1 Dilucién y homogenizacion de las muestras

e Las muestras se agitaron manualmente antes de iniciar cada una de las pruebas.

o Se verifico que el recipiente de la muestra se encontrara limpio antes de abrirlo.

e Se pesaron las muestras de la matriz utilizada (leche pasteurizada) y se agregaron a
recipientes con agua peptonada (obteniendo diluciones de 10?). Posteriormente se
homogeneizaron manualmente.

e Se realizaron diluciones seriadas en base 10 (obteniendo asi las diluciones 102y 10°3).

3.6.4.2 Fortificacion de las muestras

Para el proceso de fortificacion, en condiciones asépticas se inocularon las muestras nimero
2, 3y 6, con el microorganismo de prueba en una concentracion conocida, recordando que
en total se realizaron 6 niveles de muestras, de las cuales la 1, 4 y 5 no fueron fortificadas ya
que fueron utilizadas solo para determinar el intervalo de confianza para la evaluacion de la

confirmacion.

3.6.4.3 Recuento en placa para Coliformes totales

e Luego de realizar las diluciones y la fortificacion de las muestras, se tom6 1mL de la
cada dilucion y se llevo a cajas petri estériles, realizando este procedimiento por
duplicado en nueve repeticiones, en cualquiera de los 6 casos expuestos a estudiar.

e Severtid en las cajas petri que contienen la muestra aproximadamente 15 a 20 mL de
agar rojo violeta bilis lactosa, que se encontraba a una temperatura de 45°C

aproximadamente.
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e Se mezcld cuidadosamente la muestra con seis movimientos de derecha a
izquierda, seis movimientos en el sentido de las manecillas del reloj, seis
movimientos en el sentido contrario al de las manecillas del reloj y seis de atras para
adelante, sobre una superficie lisa y nivelada.

e Después de que esta el medio solidificado en la caja. Verter aproximadamente 4 ml
del medio RVBA a 45 * 1,0°C en la superficie del medio inoculado.

e Una vez solidificado el medio se invirtieron las cajas y se llevaron a incubar 35°C,
durante 24 £ 2 horas.

3.6.5 Ejecucion del protocolo

Siguiendo el método de prueba, se analizaron las muestras el nimero de veces que
corresponde, segun los criterios de aceptacién para métodos cuantitativos presentes en la
tabla No 2.
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Tabla 2. Criterios de aceptacion para métodos cuantitativos

Pardmetro Criterio de aceptacion métodos cuantitativos

Repetibilidad Muestras no contaminadas Muestras
Numero de repeticiones: 9 naturalmente contaminadas
Numero de analistas: 1 Numero de repeticiones: 9
Nivel de fortificacion: aprox 1000 | Numero de analistas: 1
UFC/mL Nivel de fortificacion: no aplica

Resultado R<3
Resultado R< 3

Reproducibilidad

Numero de repeticiones: 9 Numero de repeticiones: 9

Numero de analistas: por lo menos 2 Numero de analistas: por lo menos
Nivel de fortificacion: aprox 1000 | 2
UFC/mL Nivel de fortificacion: no aplica

Resultado R< 3 Resultado R< 3

Recuperacion

Solo muestras contaminadas

Numero de repeticiones: 9

Numero de analistas: 1

Nivel de fortificacion: aprox 1000 UFC/mL
Resultado: Entre el 90 y 110% log

Sesgo

Solo muestras contaminadas

Numero de repeticiones: 9

Numero de analistas: 1

Nivel de fortificacion: aprox 1000 UFC/mL

Resultado: La diferencia absoluta de lo recuperado y lo inoculado es <0.3 log

Fuente: CCAYAC-P-062-1.

3.6.5.1 Niveles de inoculo

e Muestra sin inocular. Verificacion de muestra (blanco).

e Muestra inoculada con aproximadamente 1000 UFC/ml.

3.6.5.2 Criterios de aceptacion para muestras

Para determinar si el método cumple con la probabilidad de que el 95% de las muestras caen

en el intervalo de confianza manejado en la norma CCAYAC-P-062-1: fue tomada como

26




referencia la inoculacion de una muestra sin matriz del alimento con el microorganismo

positivo previamente estandarizado. Segun tablas de resultados de la muestra 3.
3.6.6 Calculos
3.6.6.1 Repetibilidad:

Para la evaluacion de la repetibilidad, se realizaron las respectivas pruebas bajo las mismas
condiciones, en un mismo alimento, para evaluar el grado de concordancia entre los
resultados de mediciones sucesivas del mismo elemento, en nueve repeticiones por duplicado
de cada una de las 6 muestras presentadas. Para calcular el logaritmo del resultado obtenido
en las tablas correspondientes en los resultados, tomadas del método de prueba a evaluar.
Primero se calculd el promedio que se expres6 como la suma de los logaritmos entre el

ndmero de muestras:

Jlo
X = g

n

Posteriormente se calcula la desviacion estandar:

1) primero calculamos el valor medio;

2) hallamos las diferencias entre los valores observados y el valor medio;

3) elevamos al cuadrado estas diferencias y las sumamos;

4) dividimos el resultado entre el nimero de elementos de los que hemos obtenido una

medida, y, finalmente, extraemos la raiz cuadrada.

s =\/2(XI _ X)Z n-1 grados de libertad

n-1

Para obtener el coeficiente de variacion;
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cv Desviacién estandar

Promedio

Por ultimo, utilizando los valores anteriores se utilizé la siguiente formula:
r=CV=x28

La repetibilidad es computada como r = 2.8 Sr, donde Sr es el desvio estandar de
repetibilidad. Los datos que se utilizaron en los célculos son los obtenidos de la serie de

diluciones del nivel de fortificacion de la mayor cantidad de microorganismos.

3.6.6.2 Reproducibilidad:

Para la evaluacion de la reproducibilidad, se realizaron las respectivas pruebas variando las
condiciones de realizacion del método (hora de realizacidn), en el mismo alimento, para
evaluar el grado de concordancia entre los resultados de las mediciones en el mismo elemento
bajo condiciones de medicion diferentes o alteradas. Esta se aplicd a las muestras 5 y 6 en

tres diferentes horas 9:00 a.m, 1: 00 p.m y 5:00 pm, por duplicado.

Utilizando el método de referencia, se consideré como repetibilidad las actividades
realizadas por el mismo analista en diferentes dias. Los datos que se utilizan en los calculos
son los obtenidos de la serie de diluciones del nivel de fortificacion de la mayor cantidad de

microorganismaos.

R = C.V de promedios * 2.8

3.6.6.3 Recuperacion:

Con los datos obtenidos de la repetibilidad en muestras fortificadas se calcul6 la cantidad de
UFC, en cada repeticién y se calcul6 el logaritmo de cada cuenta, después se promediaron

los logaritmos. También se calcul6 el logaritmo del inoculo verificado.

Finalmente, el célculo % de recuperacion:
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Media de la cuenta de logaritmo de las cuentas x100

% recuperacion =
% P Logaritmo de las UFC inoculadas

3.6.6.4 Sesgo:

En la practica es la diferencia del resultado recuperado con respecto al resultado esperado. A
partir de los célculos de recuperacion; se calcul6 la diferencia de la media de los logaritmos

de las cuentas menos el logaritmo del inoculo utilizado.
Sesgo = (Ve —Vo)

Donde:
Ve= valor esperado

Vo= valor verdadero
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Control de calidad de los medios de cultivo

En microbiologia uno de los métodos mas importantes y utilizados para la identificacion de
microorganismos consiste en observar el crecimiento de dichos microorganismos en medios
de cultivo los cuales como su nombre lo indica son una solucién de nutrientes con un pH
adecuado que favorece el desarrollo y factores de crecimiento que permite la multiplicacion

de microorganismos.

Para que los microorganismos crezcan adecuadamente en un medio de cultivo se deben
cumplir una serie de condiciones como lo son: temperatura, grado de humedad,
disponibilidad de oxigeno, asi como un pH adecuado. Un medio de cultivo debe contener los
nutrientes y factores de crecimiento necesarios y debe estar exento de todo microorganismo
contaminante, ya que de la inocuidad y de la capacidad del medio de promover el crecimiento
de los microorganismos va a depender un buen resultado en el analisis microbiol6gico
(Ligthfood, 2002).

El control de la calidad en la preparacion y evaluacion de los medios de cultivo es
considerado como una parte esencial y buena practica de laboratorio, la cual es necesaria para

mantener el nivel y la ejecucion de cualquier técnica microbioldgica.

Control de esterilidad: Para la esterilizacion de los medio se empled un autoclave, los
medios se prepararon y se esterilizaron a 121°C/ 15 min, Se tomo6 el medio de cultivo
utilizado en el laboratorio para la determinacion de Coliformes totales, con nimero de lote
5273879 y se prepar6 una cantidad de 200 mL, después se diluyd en cajas petri alrededor
de 15a20 mL de agar y se llevaron a incubacion durante 48 hrs a 35 +/- .2 °C. Posteriormente
se observd y se comprobd la esterilidad ya que no tuvo crecimiento de ningun
microorganismo en las cajas petri del medio de -cultivo, permitiendo utilizar
satisfactoriamente las cajas petri con el medio de cultivo. Este control se realizé cada vez que

se prepararon medios para correr las pruebas de la conformacion del método microbiolégico.
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Control de pH a 25°C: El control del pH de los medios de cultivo preparados antes y después
de su esterilizacion es esencial, para esto se prepard una muestra del medio de cultivo, con
un pH-metro se realiz6 una medicion del medio ante2s de esterilizar, en la cual se utilizé una
solucion de hidroxido de sodio al 1,0 N, para ajustar el pH hasta pH 7. 5. El valor obtenido
se encuentra dentro del rango establecido en la ficha técnica del medio, donde se da un
intervalo de aceptacion de 7.4+ 0.2, pero debido al proceso de esterilizacién, se sabe por
experiencia que el pH del medio baja debido a la accién de la temperatura. Por lo cual se
aseguro de ajustar el pH del medio hasta el limite establecido en la ficha técnica. Después se
llevo a esterilizacion en autoclave durante 15 minutos a 121°C+1.0 °C. Por altimo, se tomé
el pH después de la esterilizacion. El valor obtenido para el medio de cultivo (agar rojo
violeta bilis lactosa) con numero de lote 5273874, fue de pH 7.2, el cual corresponde al

indicado en la ficha técnica.
4.2 Control de ambientes:

Para llevar a cabo el control de ambientes, se emple0 la técnica de vertido en placa, colocando
las placas abiertas con medio de cultivo para microorganismos meséfilos en mesa de trabajo
y campana de flujo laminar, durante el proceso de confirmacion, es decir durante todas las
pruebas, el recuento obtenido de los ambientes fue el siguiente (tabla No 3). En la figura No

1, se muestra el crecimiento nulo en las mediciones de esterilidad de ambiente.
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Tabla 3. Recuento del control de ambientes

Prueba Mesofilos UFC/ exposicion | Hongos y levaduras UFC/
15 min. exposicion 15 min.

Control de calidad de medios | 0 0

de cultivo

Prueba de repetibilidad 0 0

Prueba de reproducibilidad

(diferentes horas)

9:00 a.m. 0 0

1:00 p.m. 0 0

5:00 p.m. 0 0

Figura 1. Placas de control de ambientes sin crecimiento

Los resultados obtenidos para el control de ambientes los distintos puntos del laboratorio

(mesa de trabajo y campana de flujo laminar) indican la baja carga de microrganismos en el

ambiente, lo que permitié deducir que se realizd una correcta limpieza de esta area, que no

permite la proliferacion de microorganismos en el ambiente que pudieran aportar

contaminacion a las pruebas realizadas.
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4.3 Tincién de Gram

Para el aislamiento e identificacion de bacterias a partir de su habitat, se utiliza una gran
variedad de medios de cultivo, que de acuerdo con su composicion nutricional se conocen
como medios simples, enriquecidos, diferenciales, selectivos, donde cada microorganismo

desarrolla una morfologia colonial que permite su identificacion.

Mediante la observacion microscopica de preparaciones en fresco o frotes tefiidos con una
tincion simple o diferencial, se pueden poner de manifiesto estructuras como flagelos,
esporas, capsula, pared celular, granulos metabdlicos, etc. En microbiologia, la tincién de
Gram es la mas empleada en el estudio de la morfologia de bacterias, ya que estas son

clasificadas segun su reaccion a los colorantes de esta técnica.

En el ensayo de repetibilidad de la muestra 2 se obtuvo un notable crecimiento de Coliformes
totales, el cual fue aislado a partir de una muestra de leche y se evidencio la morfologia tipica
de las colonias de este microorganismo, que posteriormente se confirmé mediante la
coloracion Gram, en donde se obtuvieron los bacilos Gram negativos, confirmando asi la

morfologia del microorganismo aislado (figura No 2).

Figura 2. Coliformes totales en muestra
de leche. Prueba de repetibilidad
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4.4 Control de equipos

Para el presente estudio es de relevancia considerar que los instrumentos y equipos de medida
utilizados a diario en el laboratorio lleven a cabo el debido mantenimiento y calibracion, y
que tengan un efecto sobre la exactitud o validez de los ensayos. Es importante que el
laboratorio emplee métodos y procedimientos apropiados para todos los ensayos y/o
calibraciones, ya que debe equiparse con todos los elementos que garanticen un margen de
trazabilidad de las medidas que se realizan durante su utilizacion dentro de la ejecucion del
analisis o método microbioldgico y asi avalar los resultados de las pruebas (Romero, 2005 y
Soler, 2006).

Al inicio del proceso de confirmacién para el método de recuento en placa de Coliformes
totales, se verifico el procedimiento de mantenimiento y calibracion de los equipos a utilizar
en el proceso. Se revisd que todos los procedimientos y formatos de calibracion estuvieran

en orden.

Como resultado se observé que el laboratorio cuenta con certificados de calibracién de los
instrumentos de medida para el analisis del método, algunos de estos son; marco de pesas
(cilindricas y laminares), balanza eléctrica, pipetas unicanales de volumen variable,
mandmetros analdgicos, termometros liquidos de vidrio, entre otros. En dichos certificados
se especifican los patrones empleados, las condiciones ambientales de calibracién y las
condiciones de incertidumbre, y de los cuales se cumple con los requisitos de competencia
técnica exigida por la norma ISO/EC 17025-2005. Por ultimo, se identificaron y registraron
todos los instrumentos de medida de acuerdo a la frecuencia de mantenimiento y calibracion.
Al final se entregd el reporte de calibracion con trazabilidad metroldgica. La verificacion se
realizaba antes y después de utilizar el equipo, por el quimico analista, asi mismo se
calibraban las balanzas analiticas con marco de pesas al inicio del proceso, en las cuales el

grado de error o desviacion maximo era de 0.1gr.
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4.5 Protocolo para la cuenta de microorganismos Coliformes totales en placa

4.5.1 Método de ensayo:

Pezar la muestra 11 g

Pipetear la muesira colocarla en la caja
v realizar dilucion =i aplica

S D Dy Codoind repostar

o= [FUFCml oog

INTEREVALD

15150 ©' g

4.5.2 Equipos utilizados:

Diluirla con agua peptonada
guedando en una relacion de
1710 Ejemplo; 10mLA0mIL

Realizar mas diluciones si aplica

e

l

Homaoganizar por 2 minatos an

licnadora o stamaker,

Incorporar con & movimbantos de
deracha lzquierda, da atras s
adalante, en sentldo de las
mangcliiag dal ralo] y sentido
contrare

AQregar una BEgUNda capa de agar
después o8 solldiflcar

Incubar 353°C 24 + 2 Horas

Colomias sfipicas: Celor rojo oscuro,
zeneralmente 5 encaeniran
rodeades de un hale de precipifacicn
de color rojo clare o rosa.

Morfologia  Semejante &  lemtes
biconvexos con ue didmetro de 0.5 a

Cusndo eztén fosra
del Ingervala 15- 150
UFCig

T

FIM

—

Figura 3. Diagrama de flujo del método para la determinacion de Coliformes totales
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Autoclave con termometro y manometro, calibrada con termometro de méaximas y
minimas.

Bafio de agua con control de temperatura y circulacibn mecanica, provista con
termdmetro calibrado con divisiones de 0,1° C y que mantenga la temperatura a 45 +
1,0°C.

Licuadora de una o dos velocidades controladas por un redstato o bien un
homogeneizador peristéltico (Stomacher).

Vasos para licuadora con tapa esterilizables o bolsas estériles para homogeneizador
peristaltico.

Incubadora con termostato que evite variaciones mayores de £ 1,0° C, provista con
termometro calibrado.

Contador de colonias de campo oscuro, con luz adecuada, placa de cristal cuadriculada
y lente amplificador.

Registrador mecanico.

Microscopio oOptico.

Potenciometro con una escala minima de 0,1 unidades de pH a 25 °C.

4.5.3 Materiales utilizados:

Pipetas bacterioldgicas calibradas de 10y 5

Pipetas de 1 ml, graduaciones de 0,1 mL

Frascos de vidrio de 250 ml con tapdn de rosca.

Tubos de 16 X 150 mm con tapon de rosca.

Utensilios esterilizables para la obtencion de muestras: cuchillos, pinzas, tijeras,
cucharas, espatulas, etc.

Cajas Petri desechables.

Rejillas para tubos de ensaye.

Asa de platino de aproximadamente 3 mm de diametro.
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4.5.4 Reactivos y medios utilizados:

A continuacion, se muestran los medios de cultivo empleados en el proceso de la

confirmacion del método en la tabla No 4.

Tabla 4. Medios y reactivos utilizados en el método de confirmacion

Medio de cultivo y reactivos Marca

Agar base sangre Dibico/Difco
Caldo Infusion Cerebro Corazon Dibico/Difco
Agar Rojo Violeta Bilis Lactosa (RVBA) Dibico/Difco
Hidroxido de sodio al 0.1 N Dibico/Difco

concentrada)

Solucién reguladora de fosfatos (solucion

Control Técnico y

Representaciones

Agua peptonada

Control Técnico y

Representaciones

4.5.5 Cepas utilizadas:

Se utilizaron dos cepas control que se mantuvieron en congelacion a -20 °C. Dichas cepas se

describen en la tabla No 5.

Tabla 5. Cepas de control de la familia Enterobacteriaceae

CEPAS Procedencia Cddigo interno
E. coli ATCC 25922 001
Enterobacter aerogenes | ATCC 13048 002
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4.5.6 Matriz

La norma ccayac-P-062-1 clasifica la matriz en diferentes grupos, el matriz objeto de estudio

se clasifica como a continuacion se indica en la tabla No 6.

Tabla 6. Caracteristicas de la matriz

Generalidades Muestra

Grupo de interés Producto lacteo

Tipo de alimento Procesado

Matriz Leche pasteurizada
Forma de almacenamiento: Refrigeracion a 4°C
Marca: Alpura

Presentacion: Envase tetra pak de 1 L
Cantidad utilizada: 1L

Caducidad: 17-jun-2017

4.6 Seleccion de la matriz

Para llevar a cabo la confirmacion de los métodos se procesé la matriz de leche pasteurizada,
ya que este producto puede desarrollar bacterias Coliformes, también asegura ser una muestra
no contaminada por su proceso de elaboracion y envasado. Por esta razén el producto tiene

el alcance de la metodologia a evaluar.

Antes del inicio del proceso de confirmacion las muestras de leche fueron codificadas
numéricamente y esterilizadas en autoclave a 121 °C durante 15 minutos para eliminar la
flora microbiana natural y conocer con exactitud el nimero de microorganismos inoculados;
hasta su utilizacion fueron conservadas a -20 °C. La tabla muestra el tipo de matriz y el

numero de codificacion.
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4.7 Preparacion del inoculo

El inoculo se prepard usando la cepa de E. coli ATCC 25922 la cual se encontraba en un vial

en congelacién -20° C.

4.7.1 Activacion de la cepa de trabajo

Para realizar la activacion de la cepa de trabajo se realizaron los siguientes pasos;

1. Se tomaron 4 tubos con agar base sangre inclinado y se rotularon con el nombre de las dos
cepas de trabajo, fecha de siembra y nombre de analista, posteriormente;

2. Se transfirio la bacteria con un asa estéril, tomada a partir del vial o cultivo puro del
microorganismo, por medio de un estriado, en 9 ml del agar base sangre inclinado y se
incubo a 35°C durante 18 a 24 horas. La figura No 4 muestra el crecimiento de las cepas
de referencia en los tubos de agar sangre.

3. Posteriormente se cosecho el crecimiento con 9 ml de agua peptonada, teniendo cuidado
de no llevar consigo el agar.

4. Se regresd esta suspension a un tubo estéril a partir del cual se realizaran diluciones
seriadas hasta obtener la dilucion 108, La figura No 5 muestra los tubos con las diluciones
decimales realizadas de la cepa de referencia.

5. De las diluciones 10>10% 107108, se transfirié por duplicado un mililitro a cajas petri y
se adiciono agar cuenta estandar, asi mismo se prepar6 una caja control con 15 ml de
medio para verificar la esterilidad, después se llevaron a incubar a 35°C durante 18 a 24
horas. La tabla No 7 y figura No 6 muestran el crecimiento bacteriano obtenido en las
diluciones 10 10% 107y 108,
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Tabla 7. Crecimiento bacteriano en placas de agar cuenta estandar

Dilucion Placa 1 Placa 2 Promedio Cuenta
10° 1560 1540 1550 1600 UFC
10° 155 159 157 160 UFC
107 92 98 115 120 UFC
108 6 4 5 5UFC

La figura No 4 muestra el crecimiento de las cepas de referencia en los tubos de agar sangre.

Figura 4. Crecimiento de cepas E. coli en agar base sangre
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La figura No 5 muestra los tubos con las diluciones decimales realizadas de la cepa de
referencia.

Figura 5. Diluciones decimales de cepa E. coli

La figura No 6 muestra el crecimiento bacteriano obtenido en las diluciones 10106 10"y
108 en agar cuenta estandar.

Figura 6. Crecimiento de E. coli en placas
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4.7.2 Seleccion de la dilucion de trabajo

Se realizaron los célculos para determinar el tamafio del inoculo a utilizar, siguiendo el
método comunmente utilizado por el laboratorio y a partir de este se selecciond la dilucion
10-%/aproximadamente 1600 UFC. Dicha dilucidn fue seleccionada por ser la mas aproximada

a obtener resultados positivos;

La dilucion primaria 1:10 (10 mL de muestra + 90 mL de diluyente deberéd aproximarse a
1600 UFC/mL).

La probabilidad de obtener resultados positivos:

e 10*entre 60 y 160 UFC/ mL (100% positivos).

e 102entre 1y 16 UFC/ mL (10 % positivos).

e 103entre 0 y 1 UFC/mL (1 % positivos).

4.8 Preparacion de muestras

La preparacion de las muestras se realizd de acuerdo a lo establecido en la NOM-110-SSA1-

1994 "Preparacion y Dilucion de Muestras de Alimentos para su Anélisis Microbioldgico".
Fortificacion de las muestras:

Para iniciar el analisis de confirmacién primero se obtuvo la concentracion del analito a
inocular en las blancos o alimentos usados como matriz. Posteriormente se inocularon las

muestras correspondientes:
1.-Muestra sin inocular:

En esta muestra solo se encuentran 10mL del alimento (leche) con 90 mL de agua peptonada,
sin el analito de interés. Luego de realizar las diluciones (107, 10y 107%), se tom6 1mL de
cada dilucion y se llevo a cajas petri estériles, realizando este procedimiento por duplicado

en 9 repeticiones.
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2.- Muestra inoculada con aproximadamente 1600 UFC/mL.

En esta muestra se encuentran 10mL del alimento (leche) con 90 mL de agua peptonada y el
analito de interés en concentracion conocida. Luego de realizar las diluciones (102, 102y
107%), se tom6 1mL de cada dilucion y se llevo a cajas petri estériles, realizando este

procedimiento por duplicado en 9 repeticiones.
3.- Diluyente inoculado con aproximadamente 1600 UFC/mL.

Esta muestra se encuentra con 90 mL de agua peptonada y el analito de interés en
concentracion conocida. Luego de realizar las diluciones (10, 102y 10°%), se tom6 1mL de
cada dilucion y se llevd a cajas petri estériles, realizando este procedimiento por duplicado

en 9 repeticiones.
4.- Diluyente de agua peptonada como muestra testigo de esterilidad

Esta muestra se encuentra solo con 90 mL de agua peptonada, debido a que se utilizara como
el blanco del analisis. Luego de realizar las diluciones (102, 102 y 10%), se tom6 1mL de
cada dilucion y se llevo a cajas petri estériles, realizando este procedimiento por duplicado

en 2 repeticiones.
5.-Muestra sin inocular para reproducibilidad:

En esta muestra solo se encuentran 10mL del alimento (leche) con 90 mL de agua peptonada,
sin el analito de interés. Luego de realizar las diluciones (107, 102y 10°%), se tom6 1mL de
cada dilucion y se llevd a cajas petri estériles, realizando este procedimiento por duplicado

en 9 repeticiones.
6.- Muestra inocula para reproducibilidad:

En esta muestra se encuentran 10mL del alimento (leche) con 90 mL de agua peptonaday el
analito de interés en concentracion conocida. Luego de realizar las diluciones (107, 102y
10%), se tom6 1mL de cada dilucion y se llevod a cajas petri estériles, realizando este

procedimiento por duplicado en 9 repeticiones.

43



4.9 Ejecucion del protocolo

Siguiendo el método establecido para la ejecucion de la confirmacion se realizaron 4 niveles
de prueba para la evaluar la repetibilidad del método de recuenta en placa para Coliformes

totales y también se realizaron 2 niveles de prueba para el anélisis de reproducibilidad.
4.8.1 Repetibilidad

e Muestra 1 sin inocular.
e Muestra 2 inoculada con aproximadamente 1600 UFC/ml.
e Muestra 3 diluyente inoculado con aproximadamente 1600 UFC/ml.

e Muestra 4 diluyente de agua peptonada (blanco).

4.8.2 Reproducibilidad

e Muestra 5 sin inocular.

e Muestra 6 inoculada con aproximadamente 1600 UFC/ml.
4.10 Célculos

La confirmacion de métodos dentro de un proceso de acreditacion, es de vital importancia,
ya que, mediante la utilizacion de técnicas validadas, se esta dando la seguridad y confianza
en los resultados que dichos analisis arrojan dentro del laboratorio. Dicha confirmacion se
centra en reunir evidencias para dar reconocimiento al laboratorio en cuanto a la capacidad
de realizar métodos y a cumplir con las especificaciones que estos procedimientos tienen
establecidos. Para llevar a cabo el proceso de confirmacion se evaluaron los parametros de
repetibilidad y reproducibilidad de la técnica de recuento en placa en alimentos de Coliformes
Totales, la cual se realiza a diario en el laboratorio por ser el grupo de microorganismos mas
ampliamente utilizado en microbiologia de los alimentos como indicador de précticas

higiénicas inadecuadas.

Para la evaluacion de la repetibilidad, se realizaron las respectivas pruebas bajo las mismas

condiciones, en un mismo alimento, para evaluar el grado de concordancia entre los
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resultados de mediciones sucesivas del mismo elemento. Para la evaluacion de la
reproducibilidad, se realizaron las respectivas pruebas variando las condiciones de
realizacion del método (hora de realizacion), en el mismo alimento, para evaluar el grado de
concordancia entre los resultados de las mediciones en el mismo elemento bajo condiciones
de medicidn diferentes o alteradas. Para reconocer el grado de concordancia de los métodos
validados, se llevo a cabo el estudio mediante estadistica deductiva en la que se evaluo tanto
la repetibilidad como la reproducibilidad de la técnica y esto se realizé mediante el analisis
del coeficiente de variacion y el andlisis de varianza. Por medio de indices de naturaleza
estadistica es posible determinar el grado de concordancia de las mediciones, si tales
mediciones se realizan por medio de una variable de naturaleza cuantitativa, una medida de
dicha variabilidad es la desviacion estdndar de las mismas. Tal medida es de dificil
interpretacion cuando carece de un punto de referencia, por tal razon es preferible obtener el
valor de la desviacion estandar en relacion con la medida de las observaciones. El coeficiente
de variacion es entonces el resultado que se obtiene de dividir la desviacion estandar por la
media y multiplicarlo por 100. Un coeficiente de variacién inferior al 20% revela una buena

concordancia de las mediciones obtenidas mediante una técnica especifica.

Los resultados realizados, fueron expresados mediante lo descrito por la NOM-092-SSA1-

1994. Método para la cuenta de bacterias aerdbicas en placa.
Donde especifica lo siguiente:

Después de contabilizar las colonias en las placas seleccionadas, multiplicar por la inversa
de la dilucidn para obtener el nimero de UFC por mililitro o gramo de la muestra. Redondear
la cifra obtenida en la cuenta de manera que sélo aparezcan dos digitos significativos al inicio
de esta cifra. Para redondear, elevar el segundo digito al nimero inmediato superior cuando
el tercer digito de la derecha sea cinco o mayor (por ejemplo: 128 redondear a 130). Si el
tercer digito es cuatro o menos, reemplazar el tercer digito con cero y el segundo digito

mantenerlo igual (Por ejemplo: 2417 a 2400).
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4.10.1 Ensayos de confirmacion del método de recuento en placa para Coliformes totales

en muestras de leche

El recuento de Coliformes totales en alimentos tiene por objetivo identificar la calidad
higiénica en el proceso de produccion, la presencia de este grupo de microorganismos es
signo de mala calidad higiénica la cual se puede deber a contaminacién por manipuladores,
equipos, calidad del agua, etc. Es importante detectar la presencia y numero de Coliformes
que hay en alimentos, ya que algunos de estos pueden ser patdgenos y causar enfermedades

de tipo gastrointestinal.

4.10.1.1 Ensayos de repetibilidad de Coliformes totales

Muestra 1

Ensayo de repetibilidad de Coliformes totales en muestra que presenta; 10 mL de la matriz
de leche pasteurizada y 90 mL de solucién diluyente (agua peptonada). Se calcularon las
unidades formadoras de colonias en nueve repeticiones por duplicado y se obtuvieron los

siguientes resultados presentes en la tabla No 8.
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Tabla 8. Resultados de recuento en placa para Coliformes totales de la muestra numero 1
ensayo de repetibilidad

Repeticion | Placa 1l Placa2 |Promedio | Cuenta Resultado
1 0 0 0 0 <10 UFC/ml
2 0 0 0 0 <10 UFC/ml
3 0 0 0 0 <10 UFC/ml
4 0 0 0 0 <10 UFC/ml
5 0 0 0 0 <10 UFC/ml
6 0 0 0 0 <10 UFC/ml
7 0 0 0 0 <10 UFC/ml
8 0 0 0 0 <10 UFC/ml
9 0 0 0 0 <10 UFC/ml

Para llevar a cabo las prueba de evaluacion del parametro de repetibilidad en la técnica de
recuento en placa de Coliformes totales se realiz el ensayo con una muestra de leche
pasteurizada, en donde no se encontrd crecimiento alguno de C. totales, lo cual confirma lo
que se esperaba en la muestra, ya que este microorganismo no debe encontrarse en este tipo
de alimento, pues su presencia indica puntos criticos de contaminacion que pueden ir desde
las materias primas que fueron utilizadas, hasta errores en el proceso de coccién, un

tratamiento insuficiente o un almacenamiento prolongado sin refrigeracion.

Se presentaron datos homogéneos para las pruebas realizadas y la evaluacion de los
parametros establecidos, en la que la constante fue la obtencidn en cada repeticién de 0 UFC
en la muestra numero 1 (figura No 6) y un resultado de <10 UFC/mI de Coliformes totales

en placa de agar rojo violeta bilis, incubados a 35°C durante 24 £ 2 h.
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Muestra 2

Figura 7. Resultado de prueba de repetibilidad en muestra
namero 1

Ensayo de repetibilidad de Coliformes totales en muestra que presenta; 10 ml de la matriz de

leche pasteurizada, 1 ml del analito de interés en concentracion conocida y 90 ml de la

solucion diluyente (agua peptonada). Se calcularon las unidades formadoras de colonias en

cada repeticion y obtuvieron los siguientes resultados, (tabla No 9).

Tabla 9. Resultados de recuento en placa para Coliformes totales de la muestra numero 2

ensayo de repetibilidad

Repeticion | Placal @ Placa2 | Promedio Cuenta Resultado
1 152 160 156 1600 16x102 UFC/mL
2 78 152 115 1200 12x102 UFC/mL
3 109 158 134 1300 13x102 UFC/mL
4 161 164 163 1600 16x102 UFC/mL
5 155 157 156 1600 16x102 UFC/mL
6 142 153 148 1500 15x102 UFC/mL
7 155 156 156 1600 16x102UFC/mL
8 168 156 162 1600 16x102 UFC/mL
9 142 171 157 1600 16x102 UFC/mL
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Figura 8. Resultados de prueba de repetibilidad de
Coliformes totales en muestra numero 2

La dispersién de un conjunto de observaciones se refiere a la veracidad que muestran estas.
Una medida de dispersion conlleva informacion respecto a la cantidad total de variabilidad
presente en el conjunto de datos. Si todos los valores son iguales, no hay dispersion, pero si
no todas son iguales, entonces existe dispersion en los datos. La desviacion estandar o
dispersion de las cuentas obtenidas de la tabla anterior es de 144.87 y el promedio de las
cuentas fue de 1500 UFC/mL. Por lo cual los limites son: (limite inferior: 1355.13 y limite
superior: 1644.87).

Segun los datos presentes en la tabla No 9, se presente una dispersion, aunque es de pequefia
magnitud, ya que los resultados que arrojan las repeticiones realizadas se encuentran dentro
de un rango similar que oscila entre 1200 y 1600 UFC/ ml de Coliformes totales en placas
de agar rojo violeta bilis, incubadas a 35°C durante 24 £ 2 h, por lo cual no se hizo necesario
transformar dichos resultados a unidades logaritmicas, ya que las cantidades obtenidas se
encuentran a una distancia menos de la desviacién estandar, lo que deja ver la homogeneidad

de los datos obtenidos, entre repeticiones de una misma prueba (figura No 8).
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Linealidad del metodo
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Figura 9. Grafica de dispersion Resultado de prueba de repetibilidad

Recuento en placa de Coliformes Totales en muestra de leche

Por otro parte, se realizd un analisis de varianza, desviacion estandar y coeficiente de
variacion para este ensayo, y se obtuvieron los resultados en unidades logaritmicas,

presentados en la tabla No 10.
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Tabla 10. Analisis de varianzas, desviacion estandar y coeficiente de variacion prueba
repetibilidad recuento en placa de C. Totales en leche (muestra 2)

Repeticiéon Placa 1l Placa 2 Promedio Cuenta Log X Varianza | Desviacion | Coeficiente
UFC/mL Estandar | de variacién %
1 152 160 156 1600 3.20411998
2 78 | 152 | 115 |1200 | 307918125 1599710307 0.00109537 | 0.04466958 | 1.40598406
3 109 158 134 11300 3.11394335
4 161 | 164 163 | 1600 3.20411998
5 155 | 157 156 11600 3.20411998
6 142 | 153 148 1500 3.17609126
7 155 156 156 1600 3.20411998
8 168 | 156 162 11600 3.20411998
9 142 | 171 157 |1600 | 3:20411998

El coeficiente de variacion, muestra el grado de concordancia de los datos presentados para

la prueba de repetibilidad realizada a la técnica de recuento en placa para Coliformes Totales

en muestra de leche. Dicho coeficiente de variacion (1.46 %) muestra que hay un alto grado

de concordancia entre los resultados obtenidos en las nueve repeticiones, ya que se presenta

un porcentaje inferior al 20%, demostrando asi la varianza relativa presentada en las

mediciones.

Muestra 3

Para determinar el intervalo de confianza para la evaluacion de la confirmacion, fue necesario

considerar el analisis de una muestra sin matriz; es decir solo con el diluyente (agua

peptonada) y agar (agar rojo violeta bilis lactosa) inoculado con la cepa de control positivo,

y manejada en las mismas condiciones que las muestras ensayo.
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Ensayo de repetibilidad de Coliformes Totales en muestra que presenta; el analito de interés

en concentracion conocida y la solucion diluyente. Se calcularon las unidades formadoras

de colonias en cada repeticion y se obtuvieron los siguientes resultados (tabla No 11).

Tabla 11. Resultado de recuentos obtenidos para siembra en placa de Coliformes totales
en solucion diluyente (muestra 3)

Repeticion | Placal @ Placa2 | Promedio Cuenta Resultado
1 157 154 156 1600 16x102 UFC/mL
2 189 158 174 1700 17x102 UFC/mL
3 134 186 160 1600 16x102 UFC/mL
4 89 155 122 1200 12x102 UFC/mL
5 159 153 156 1600 16x102 UFC/mL
6 150 154 152 1500 15x102UFC/mL
7 165 151 158 1600 16x102 UFC/mL
8 152 123 138 1400 14x102 UFC/mL
9 156 160 158 1600 16x102 UFC/mL

Figura 10. Coliformes totales en solucion de agua peptonada
inoculada, muestra numero 3

La magnitud de la dispersion o desviacion estandar de las cuentas obtenidas de la tabla

anterior es de 141.42 y el promedio de las cuentas fue de 1500 UFC/ml. Por lo cual los limites

son: (limite inferior: 1358.58 y limite superior: 1641.42).
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Segun los datos presentes en latabla No 11, se presente una dispersion, aunque es de pequefia
magnitud, ya que los resultados que arrojan las repeticiones realizadas se encuentran dentro
de un rango similar que oscila entre 1200 y 1700 UFC/ ml de Coliformes totales en placas
de agar rojo violeta bilis, incubadas a 35°C durante 24 £ 2 h, por lo cual no se hizo necesario
transformar dichos resultados a unidades logaritmicas, ya que las cantidades obtenidas se
encuentran a una distancia menos de la desviacion estandar, lo que deja ver la homogeneidad

de los datos obtenidos, entre repeticiones de una misma prueba (figura n°9).
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Figura 11. Grafica de dispersion Resultado de prueba de repetibilidad
Recuento en placa de Coliformes Totales en solucién diluyente

Por otro lado, se realiz6 un anélisis de varianza, desviacion estandar y coeficiente de
variacion para esta muestra, y se obtuvieron los resultados en unidades logaritmicas,

presentados en la tabla No 12.
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Tabla 12. Andlisis de varianzas, desviacion estandar y coeficiente de variacion prueba

repetibilidad recuento en placa de C. Totales de solucion diluyente (muestra 3)

Repeticion Placa 1 | Placa 2 Promedio Cuenta Log X Varianza | Desviacion = Coeficiente
Estandar | de variacion

1 157 154 156 1600 |3.20411998
2 189 158 174 1700 |3.23044892 | 3.18360549 | 0.00185155 | 0.04302967 | 1.35160193

134 186 160 1600 |3.20411998

89 155 122 1200 |3.07918125

159 153 156 1600 |3.20411998

150 154 152 1500 |3.17609126

165 151 158 1600 |3.20411998

152 123 138 1400 |3.14612804

156 160 158 1600 |3.20411998

El coeficiente de variacion, muestra el grado de concordancia de los datos presentados para
la prueba de repetibilidad realizada a la técnica de recuento en placa para Coliformes totales
en diluyente de agua peptonada, inoculado con la cepa de control. Dicho coeficiente de
variacion (1.46 %) muestra que hay un alto grado de concordancia entre los resultados
obtenidos en las nueve repeticiones, ya que se presenta un porcentaje inferior al 20%,

demostrando asi la varianza relativa presentada en las mediciones.

Muestra 4

Para determinar el intervalo de confianza para la evaluacion de la confirmacion, se
prepararon cajas control con el diluyente (agua peptonada) y agar (agar rojo violeta bilis
lactosa) y fue manejada en las mismas condiciones que las muestras ensayo. Esto para

verificar la esterilidad.

54




Esta muestra se encuentra solo con 90 mL de agua peptonada, debido a que se utilizara como
el blanco del analisis. Luego de realizar las diluciones (10, 102y 107%), se tom6 1mL de
cada dilucion y se llevo a cajas petri estériles, realizando este procedimiento por duplicado

en 2 repeticiones.

Tabla 13. Resultados obtenidos en muestra nimero 4 de verificacion de la esterilidad

Repeticion | Placa 1 Placa2 | Promedio | Cuenta Resultado
1 0 0 0 0 <10 UFC/ml
2 0 0 0 0 <10 UFC/ml

Figura 12. Resultados de recuento en placa de Coliformes
totales para muestra de agua peptonada

Al realizar el andlisis de Coliformes totales en la muestra diluyente de agua peptonada, se
encontr6 la ausencia de este microorganismo para las pruebas de evaluacion de los
parametros de repetibilidad y reproducibilidad. Se presentaron datos homogéneos para las
pruebas realizadas y la evaluacion de los parametros establecidos en la que la constante como
era de esperarse fue 0 UFC en la muestra del diluyente de agua peptonada y un resultado de
<10 UFC/ml de Coliformes totales en placas de agar rojo violeta bilis, incubadas a 35°C
durante 24 + 2 h. (tabla No 13).
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4.10.1.2 Reproducibilidad:

Muestra 5

Ensayo de reproducibilidad de Coliformes totales en muestra que presenta; 10mL del
alimento (leche) con 90 mL de agua peptonada, sin el analito de interés. Luego de realizar
las diluciones (107, 102 y 107%), se tom6 1mL de cada dilucién y se llevo a cajas petri
estériles, realizando este procedimiento por duplicado en 9 repeticiones. Se calcularon las
unidades formadoras de colonias en cada repeticion y se obtuvieron los siguientes resultados
a las diferentes horas analizadas (tabla No 14).

Tabla 14. Resultados de recuento en placa de Coliformes totales en muestra de leche
pasteurizada evaluada en diferentes horas (ensayo de reproducibilidad 1) muestra numero 5

Repeticion Placa 1 Placa2 | Promedio Cuenta Resultado
Repeticién 1

9:00 a.m. 0 0 0 0 <10 UFC/ml
Repeticién 1

9:00 a.m. 0 0 0 0 <10 UFC/ml
Repeticion 1

9:00 a.m. 0 0 0 0 <10 UFC/ml
Repeticién 2

1:00 p.m. 0 0 0 0 <10 UFC/ml
Repeticién 2

1:00 a.m. 0 0 0 0 <10 UFC/ml
Repeticién 2

1:00 a.m. 0 0 0 0 <10 UFC/ml
Repeticién 3

5:00 p.m. 0 0 0 0 <10 UFC/ml
Repeticién 3

5:00 p.m. 0 0 0 0 <10 UFC/ml
Repeticion 3

5:00 p.m. 0 0 0 0 <10 UFC/ml
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En este ensayo tampoco se encontrd crecimiento de Coliformes totales, lo cual confirma lo
que se esperaba para la muestra de leche pasteurizada, pues, como se menciond
anteriormente, este microorganismo no debe encontrarse en este alimento, ya que la presencia
de este grupo de microorganismos indica puntos criticos de contaminacion que pueden ir
desde materias primas que fueron utilizadas, errores de manipulacion durante el proceso de
produccion, hasta errores en el proceso de pasteurizacion. Por lo general los Coliformes se
presentan en productos crudos, a los cuales no se les realiza ningun tipo de proceso de

coccion.

Se presentaron datos homogéneos para las pruebas realizadas a diferentes tiempos, en los que
la constante fue la obtencidn en cada repeticion de 0 UFC en la muestra y un resultado de
<10 UFC/ml de Coliformes totales en placas de agar rojo violeta bilis, incubadas a 35°C
durante 24 £ 2 h. (tabla No 14).

Muestra 6

Ensayo de reproducibilidad de Coliformes totales en muestra que presenta; el analito de
interés en concentracion conocida, matriz de leche pasteurizada y solucién diluyente. Se
calcularon las unidades formadoras de colonias en cada repeticion y se obtuvieron los

siguientes recuentos a las diferentes horas analizadas (tabla No.15).
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Tabla 15. Resultados recuentos en placa de Coliformes totales en muestra de leche en
diferentes horas (ensayo reproducibilidad 2) muestra No. 6

Repeticion Placal | Placa2 @ Promedio Cuenta Resultado
Repeticién 1

9:00 a.m. 132 107 120 1200 12x102UFC/ml
Repeticién 1

9:00 a.m. 152 116 134 1300 13x102UFC/ml
Repeticion 1

9:00 a.m. 138 117 128 1300 13x102UFC/ml
Repeticion 2

1:00 p.m. 132 147 140 1400 14x102 UFC/ml
Repeticion 2

1:00 a.m. 125 117 121 1200 12x102 UFC/ml
Repeticién 2

1:00 a.m. 131 138 135 1400 14x102 UFC/ml
Repeticién 3

5:00 p.m. 52 121 87 900 9x102UFC/ml
Repeticién 3

5:00 p.m. 34 74 54 500 5x102UFC/ml
Repeticion 3

5:00 p.m. 71 140 106 1100 11x102 UFC/ml

" Figura 12. Resultados de recuento en placa de Coliformes totales
en prueba de reproducibilidad (repeticion 1, 1:00 p.m p.m.).



Segun los valores presentados en la tabla No. 15, se presenta una dispersion en los datos,

aunque es de pequefia magnitud, ya que los resultados los resultados que arrojaron las

repeticiones realizadas a las diferentes horas se encuentran dentro de un rango similar que

oscila entre las 1200 y 1400 UFC/ml de Coliformes totales en placas de agar rojo violeta

bilis, incubadas a 35°C durante 24 + 2 h, lo que permite ver la homogeneidad de los datos
obtenidos. (figura No.13).
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Figura 13. Grafica de dispersion prueba de reproducibilidad de Coliformes totales a las

diferentes horas analizadas, muestra numero 6

Igualmente, se realiz6 un analisis de varianza, desviacion estandar y coeficiente de variacion

para este ensayo, en donde se obtuvieron los resultados a las diferentes horas analizadas

presentadas en la tabla No 16.
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Tabla 16. Andlisis de varianzas, desviacion estandar y coeficiente de variacion de la prueba de
reproducibilidad para recuento en placa de C. Totales en leche a diferentes horas (ensayo de
producibilidad 2) muestra No. 6.

Repeticion | Promedio Cuenta Log X Varianza Desviacion Coeficiente
Estandar de variacion
Repeticion 1 3.102355984 0.000268534 | 0.016387014 0.528211918
9:00 am. 120 1200 |3.07918125
Repeticién 1
9:00 am. 134 1300 |3.11394335
Repeticién 1
9:00 am. 128 1300 |3.11394335
Repeticion 2 3.123812439 0.000995972 0.031559019 1.01027254
1:00 p.m. 140 1400 |3.14612804
Repeticion 2
1:00 p.m. 121 1200 |3.07918125
Repeticion 2
1:00 p.m. 135 1400 |3.14612804
izze;ij:’n 3 - 000 |2omanapsy | 2920733 oo 0.14530141 5.013502276
Repeticién 3
1:00 p.m. 54 500 |2.69897
Repeticién 3
1:00 p.m. 106 1100 |3.04139269

El coeficiente de variacion, muestra el grado de concordancia de los datos presentados para

la prueba de reproducibilidad a diferentes horas realizada a la técnica de recuento en placa

de Coliformes totales en muestras de leche (Tabla No 16). Se obtuvieron coeficientes de

variacion de 0.53 % a la primera hora analizada (9:00 a.m.), 1.01 % a la segunda hora

analizada (1:00 p.m) y (5.01%)a la tercera hora analizada (5:00 p.m.). Estos coeficientes de

variacion demuestras que hay un alto grado de concordancia entre los resultados obtenidos

en las diferentes horas analizadas, ya que presentan un porcentaje inferior al 20%.
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4.10.1.3 Porcentaje de recuperacion (PR)

Con los datos obtenidos en repetibilidad en las muestras fortificadas, se calcul6 la cantidad
de UFC, en cada repeticion y se calculd el logaritmo de cada cuenta, se calculd el promedio
de los logaritmos, asi como también el logaritmo el logaritmo del inoculo de la cepa de
referencia utilizado, el cual fue (log 3.20), para obtener el porcentaje de recuperacion de

cada muestra inoculada.

Media de la cuenta de logaritmo de las cuentas x100

% on =
orecuperacion Logaritmo de las UFC inoculadas

e Muestra 2/ Porcentaje de recuperacion =99.37%

e Muestra 3/ Porcentaje de recuperacion =99.46%

e Muestra 6 (Repeticion 1) / Porcentaje de recuperacion =96.87%
e Muestra 6 (Repeticion 2) / Porcentaje de recuperacion =97.5%

e Muestra 6 (Repeticion 3) / Porcentaje de recuperacion =90.31%

4.10.1.4 Sesgo

A partir de los célculos de recuperacion; se calculd la diferencia de la media de los logaritmos
de las cuentas menos el logaritmo del inoculo utilizado. Posteriormente se obtuvo el sesgo

o error en las muestras inoculadas:

e Muestra 2/ Sesgo = (0.023)
e Muestra 3/ Sesgo = (0.017)
e Muestra 6 (Repeticion 1) / Sesgo = (0.098)
e Muestra 6 (Repeticion 2) / Sesgo = (0.077)
e Muestra 6 (Repeticion 3) / Sesgo = (0.302)

En la préactica el sesgo es la diferencia del resultado recuperado con respecto al resultado
esperado. Si la diferencia que hay entre el resultado promedio de la medida de una referencia
y el valor asignado como referencia del mismo es menor o igual que la explicacién que puede

dar la precision, se establece que no existe un error sistematico significativo. Por lo tanto, no
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hay sesgo. Los resultados obtenidos en las muestras indican que no hubo un error sistematico

significativo con respecto al valor obtenido en funcion del valor esperado.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

e EI Laboratorio Higienic sanitary cumple los requisitos de la Norma ISO/IEC
17025:2005 en el apartado de competencia técnica, para laboratorio de ensayo.

e La metodologia de la norma CCAYAC-P-062-1 permiti6 evaluar la repetibilidad y
reproducibilidad en la confirmacion del método de bacterias Coliformes totales en
placa en muestras de leche, la cual arrojo coeficientes de variacion con altos indices
de precision para los diferentes ensayos realizados; lo que significa que entre ensayos
existe una variacion menor al 20%.

e Asi mismo dicha metodologia ayudd a establecer los lineamientos y criterios para
realizar una evaluacion del desempefio de los métodos de prueba desarrollados en el
laboratorio.

e Losresultados del coeficiente de variacion (CV%) en la repetibilidad del método para
los diferentes niveles de concentracion de las muestras, se encuentra dentro del
criterio de aceptacion, por lo que le método cumple con el parametro de repetibilidad
de la precision de acuerdo al método validado.

e Para la reproducibilidad del método microbioldgico no se observan cambios
significativos en la variabilidad, manteniéndose dentro del criterio de aceptacion. El
método se encuentra conforme al criterio de variacion en los diferentes de
concentracion de las muestras con o sin la matriz de trabajo, por lo que se considera
que cumple con la reproducibilidad de la precision del método.

e De acuerdo con los resultados obtenidos durante todo el proceso de confirmacion, se
concluye que el método de recuento en placa para el anélisis de Coliformes totales,
posee precision y exactitud, por lo tanto, se confirma que el método ha sido
establecido de acuerdo al método validado.

e La demostracion de los parametros de calidad de los medios de cultivo, tales como
esterilidad, selectividad y pH arrojo altos grados de confiabilidad para el estudio

realizado.
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Se realizaron las verificaciones técnicas respectivas para cada uno de los equipos
involucrados en los ensayos, mediante la recoleccion de los certificados de
calibracion, verificacion y mantenimiento.

El andlisis de diversos factores que influyen en las técnicas como medios de cultivo,

equipos, ambientes, entre otros dieron confiabilidad a la conformacién realizada.

5.2 Recomendaciones

Realizar pruebas interlaboratorios nacionales para dar mayor confiabilidad alos
resultados obtenidos en el laboratorio.

Realizar otro tipo de pruebas que permitan evaluar limites de deteccion,
incertidumbre y otros parametros que permitan generar mayor confiabilidad de las
técnicas utilizadas en el laboratorio y por ende contribuyan en el proceso de

acreditacion del laboratorio de calidad.

Tomar en cuenta que al realizar las diluciones de las concentraciones del inoculo de
microorganismo, se debe utilizar material debidamente esterilizado, ademés se debe
asegurar la distribucion homogénea de cada una de las diluciones, asi como de la cepa

y de la muestra, para la obtencion de resultados satisfactorios.

Que el nimero de repeticiones para determinar precision sea de al menos 9, por
duplicado, para obtener graficas representativas del comportamiento de los datos
obtenidos.
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ANnexos:



Anexo 1. Cronograma de actividades

Evaluacion

Evaluacion del
cumplimiento de la
norma NMX-EC-
17025-IMNC-2006.

Protocolo para la

Elaboracion de | evaluacion de
protocolo desempefio del método. | R
Seleccion de  las -
Seleccion de las | muestras con base en i
matrices. criterios definidos del
plan confirmacion. R
B Realizar los calculos |p -
Preparacion del )
para la preparacion del
inoculo.
inoculo. R
Preparacion de | Fortificacion de las|P .-l
las muestras muestras. R
Analizar la muestra|P -—-:
Ejecucion  del [segin el método de
protocolo. NMP.- R
Reproducibilidad  y|P .-:
Célculos repetibilidad. R
Calculo de la|Se mencionan fuentes |P .-:
incertidumbre | de incertidumbre. R
Elaboracion del | Elaborar informe de|P .-
informe resultados. R
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Anexo 2. Formato de elaboracién de protocolo

Estructura para el protocolo para la evaluacion del desempefio de analisis

microbioldgicos

Titulo Protocolo para la evaluacion del desempefio del método: nombre y
clave del método que se pretende evaluar.

1. Objetivo Considerar los pardmetros de desempefio a evaluar y el analito a
determinar.

2. Campo de Indicar el tipo de producto (S) para los cuales aplica la validacion.

aplicacion

3. Método de Elaborar un diagrama de flujo del método en cuestion.

ensayo

4. Equipo Mencionar el equipo a utilizar y las condiciones que requiere
(verificacion y/o calibracion, si aplica).

5. Materiales Indicar los materiales a utilizar.

6. Reactivos y

medios de cultivo

a) Indicar el nombre de los reactivos a utilizar y su grado.
b) Indicar los medios de cultivo a utilizar.

¢) Indicarlas cepas que se usaran y la forma de preparar los indculos.

experimental

7. Muestras Indicar las caracteristicas, forma de almacenamiento y cantidades de
muestra estimadas para llevar a cabo la validacion. Detallar la
preparacion de los blancos de muestra 0 muestras adicionadas.

8. Desarrollo Detallar las instrucciones para cada uno de los pardmetros de

desempefio a ensayar.

9. Resultados

Formato para el registro de resultados.

10. Analisis Establecer para cada parametro de desempefio la herramienta
estadistico estadistica a utilizar para su evaluacion.

11. Criterios de Establecer los criterios de aceptacion que deben cumplirse con su
aceptacion respectiva referencia bibliogréfica.
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Anexo 3. Metodologia para determinacion de Coliformes totales por cuenta en placa

DETERMINACION DE COLIFORMES TOTALES POR CUENTA EN PLACA

Realizar diluciones decimales empleando tubos con 9.0 mL de
1.0 mL 1.0 mL

Ir 1.0mL
/ t’j\
10

102 10° 10"
Homogeneizar \ l l l

Pesar 10 g de la muestra con
muestra en 90.0 mL de

condiciones de @ @ @ @ S

Depositar 1.0 mL de cada dilucién en
cajas de Petri estériles por duplicado

) -
Homogeneizar la muestra
con el agar haciendo

|

Adicionar de 15 a 20 mL de agar
bilis rojo violeta fundido y
enfriado a 45°C en cada placa

movimientos rotatorios Incubar las cajas

en posicion
( invertida @ Contar aquellas placas que tengan
"
entre 15 a 150 colonias y reportar
24 h/ 37°C

como UFC/g o mL de muestra
Version para Administrador de Manuales y Documentos (AMyD) de la Facultad de Quimica, UNAM 4
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