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Resumen

La validacion de métodos microbioldgicos normalizados contribuye a la confiabilidad,
confidencialidad, exactitud y precision de resultados en cuanto a pruebas microbiolégicas en
alimentos. El objetivo de este estudio fue establecer el protocolo de validacion para recuento de
Escherichia coli y Enterobacterias en queso. La validacion se realiz6 mediante un método
normalizado oficial de la Association of Official Agricultural Chemists (AOAC), se trabaj6 con una
cepa de E. coli certificada de la American Type Culture Colection (ATCC), se evalud y valido el
comportamiento de los microorganismos Escherichia coli y Enterobacterias en tres
concentraciones alta, media, baja, los datos fueron obtenidos en UFC/g y posteriormente
transformados a Logio UFC/g. Se analiz6 los parametros de precision, exactitud, linealidad, limite
de deteccién y cuantificacion, ademas se calculd la incertidumbre de cada método. De acuerdo
a los resultados obtenidos se concluye que los métodos microbioldgicos para recuento de E.coli

y Enterobacterias en queso son validos y aptos para la aplicacion propuesta.

Palabras clave: validacion de métodos, Escherichia coli, Enterobacterias.



Abstract

Validation of standardized microbiological methods contributes to the reliability, confidentiality,
accuracy and precision of results for microbiological tests on food. The objective of this study was
to establish the validation protocol for the count of Escherichia coli and Enterobacteriaceae in
cheese. Validation was carried out using an official standardized method of the Association of
Official Agricultural Chemists (AOAC), working with a strain of E. coli certified by the American
Type Culture Collection (ATCC), the behavior of Escherichia microorganisms was evaluated and
validated coli and Enterobacteriaceae in three concentrations: high, medium, low, the data were
obtained in CFU / g and later transformed to Logl0 CFU / g. The parameters of precision,
accuracy, linearity, detection limit and quantification were analyzed, in addition the uncertainty of
each method was calculated. According to the results obtained, it is concluded that the
microbiological methods for counting E.coli and Enterobacteria in cheese are valid and suitable

for the proposed application.

Keywords: Validation, Escherichia coli, Enterobacteria.



Introduccién

Los protocolos de validacion son aplicados como marco referencial, tanto para requisitos
de gestién como para aspectos técnicos para laboratorios de ensayo y calibracion con la finalidad
de certificar que los resultados obtenidos sean exactos, estableciendo un control de variables
para asegurar la trazabilidad y exactitud de los resultados; ademas nos permite actualizar ciertos
aspectos de técnicas, usar nuevos equipos, nuevos medios, sobre todo minimizar costos y
tiempo (Cercenado & Cantén, 2014). La importancia de validar métodos microbiologicos en
alimentos radica en que las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) son una causa
importante de morbilidad y mortalidad, provocando un impacto desfavorable para el sector de la

salud (Urzua, 2016).

La finalidad de este proyecto es aportar a la industria alimentaria métodos validos y
confiables para recuento de unidades formadoras de colonias UFC/g de alimento en lo que
respecta a las bacterias Escherichia coli y Enterobacterias, ya que estas bacterias son
indicadores de higiene y pueden perjudicar la salud del consumidor, siendo un problema para las
empresas debido a que no estan cumpliendo con los parametros establecidos dentro de la norma

técnica ecuatoriana.

En el primer capitulo del presente trabajo, se abarcan temas sobre los diferentes tipos de
métodos de recuento, los parametros y plan de validacion, los microrganismos de estudio, se
realiza una revision de las principales enfermedades de transmision alimentaria y la calidad
microbioldgica del queso; en el segundo capitulo se detallan los objetivos a cumplir; el tercer
capitulo abarca lo referente a materiales y métodos donde se describe el proceso de preparacion
de medios de cultivo, manejo de cepas de referencia y siembra de cepas, junto con la
metodologia que se emple6 para realizar los analisis y técnicas de recuento; en el cuarto capitulo

se presentan las tablas de resultados de la parte experimental cuyos datos fueron recolectados



en una hoja electronica de MS Excel®, utilizando las herramientas de analisis se obtuvieron los

diferentes criterios para el plan de validacion.

Para le ejecucion de este proyecto se realizé los ensayos en donde se inoculé cepas de
E. coli y Enterobacterias a diferentes concentraciones para determinar el comportamiento y
porcentajes de concentracién de contaminacién en muestras de queso. Posteriormente se realizé
las pruebas microbiologicas segun la metodologia normalizada de Association of Official
Agricultural Chemists (AOAC) y se obtuvieron los datos experimentales en UFC/g, estos siguen
una distribucién asimétrica por lo que fue necesario realizar una normalizacion previa a fin de
realizar el analisis estadistico pertinente, para ello se transforman los datos de UFC/g a logaritmo

de base 10 (logio UFC/g), para proceder al proceso de validacién de los métodos.



Capitulo uno

(Marco tedrico)

1. Validacién de métodos microbioldgicos.

La validaciébn de métodos es un proceso mediante el cual un laboratorio confirma
mediante un examen, y proporciona evidencia objetiva de que los requisitos particulares para
fines especificos se cumplen. Sirve para demostrar que el método puede detectar e identificar un

analito o analitos (FDA, 2019):

— Se realiza en una o varias matrices

— Con una sensibilidad demostrada, especificidad, veracidad, reproducibilidad, robustez
y precision para garantizar que los resultados sean significativos y apropiados para la
toma de decisiones.

— Fiable para su propdésito previsto. Las categorias incluyen, pero no pueden estar
limitado a operaciones de emergencia o contingencia; cribado rapido, pruebas de alto

rendimiento y andlisis confirmatorios.

Después de que el desarrollador del método haya realizado experimentos para
determinar o verificar un niumero de caracteristicas de rendimiento especificas que sirven para

definir o cuantificar el rendimiento del método.

1.1 Método Normalizado

El laboratorio aplica el método exactamente como esta descrito en la norma; se debe
confirmar que el laboratorio esta en condiciones 6ptimas para comprometerse llevarlo a cabo de
forma correctamente previo a su uso en ensayos, mediante la comprobacién del cumplimiento
de los pardmetros estadisticos que figuren dentro del método normalizado. (OAA, 2013). Los

pardmetros que determina son:



Ensayos cualitativos:

— Limite de deteccion.

— Verificacion de la sensibilidad y la especificidad.

Ensayos cuantitativos:

— Linealidad

— Rango de trabajo

— Limite de deteccién y cuantificacion
— Exactitud

— Precision control

— Repetibilidad

— Reproducibilidad

— Incertidumbre

1.2 Método modificado.

El laboratorio realiza modificaciones al método de ensayo normalizado que pueden tener
una repercusion sobre la calidad de los resultados. En el caso de los métodos microbiolégicos

se consideran modificaciones relevantes (OAA, 2013):

— Incluir en el alcance del método otra matriz que la especifica en el método normalizado.

— La utilizacién de medios de cultivos diferentes a los descritos en el método de referencia.

— Cambios en las condiciones de incubacion (tiempo-temperatura).

— EI uso de equipos criticos con distinta tolerancia a la especificada en el método
normalizado.

— Utilizacion de un rango de recuento diferente al especificado.

— Utilizacion de una porcion de ensayo o suspension diferente.



1.3 Método alternativo.

El laboratorio utiliza métodos alternativos o también conocidos como métodos rapidos de
confirmacion, en estos casos se debe disponer de los datos de validacién y el laboratorio debe
realizar una verificacion de su aplicabilidad, siguiendo los lineamientos establecidos en los
métodos normalizados. Los datos de validacion pueden obtenerse de ensayos colaborativos o
de datos provistos por el fabricante y sometidos a la evaluacion de una tercera parte (por ejemplo,
la AOAC). Cuando no se disponga de los datos de validacion o estos no sean plenamente
aplicables el laboratorio tiene que realizar la validacion antes de usar el método, siguiendo los

lineamientos establecidos en la norma ISO 16140 (OAA, 2013).

1.4 Método interno.

En el caso de estos métodos la validacion es mucho mas exigente y deben ser adecuados
y totalmente validados antes de su uso, ya que, al no disponerse de informacion previa sobre el
desempefio del método, se deberian evaluar segin caracteristicas todos los parametros de
desempefio posibles, para satisfacer las necesidades del tipo de aplicacion. El disefio
experimental y el andlisis de los resultados tienen que ser estadisticamente validos (OAA, 2013).

Los parametros a validar son:

Ensayos cualitativos:

— Limite de deteccion

— Sensibilidad

— Especificidad

— Inclusividad / Exclusividad

— Robustez



Ensayos cuantitativos:

— Recuento de microorganismos totales.

o Precision (Repetibilidad + Precision inmediata)

o Limite de cuantificacion

o Rango validado

o Incertidumbre de medicion

o Robustez

o Recuento de microorganismo en medio selectivo/diferencial (ademés de los

especificados en):

o Sensibilidad

o Especificidad

o Inclusividad / Exclusividad

1.5 Parametros de validacion.

1.5.1 Linealidad.

La linealidad de un método analitico se refiere a la proporcionalidad que existe entre la
concentracion del analitico y su respuesta; ademas se determina el rango lineal, es decir el
intervalo comprendido entre la concentracion minima y méaxima del analito para cual el método

ha sido probado (META, 2015)

1.5.2 Precision.
Es el grado de concordancia entre los resultados obtenidos al aplicar el procedimiento

analitico repetidas veces bajo condiciones establecidas. La precision depende solo de la



distribucién de errores aleatorios y se expresa como coeficiente de variacién (Cercenado &

Canton, 2014).

1.5.3 Repetibilidad.

Es la precision en las condiciones en las que los resultados de una medicion se obtienen
con el mismo método, el mismo operador, utilizando el mismo equipo de medida y durante un
corto intervalo de tiempo. En el caso de que las condiciones establecidas cambien y la diferencia
entre los resultados de ensayo pueda esperarse dentro de una determinada probabilidad, se la

conoce como reproductibilidad (Cercenado & Cantén, 2014).

1.5.4 Reproductibilidad.
Es la precision en las condiciones en las que los resultados de una medicion se obtienen
con el mismo método, sobre el mismo mesurando, pero con diferentes operadores, equipos de

medida, en diferentes dias, entre otros (Cercenado & Cantén, 2014).

1.5.5 Robustez.
Los métodos estan sometidos a distintas interferencias quimicas y fisicas que contribuyen
a la incertidumbre del andlisis. La robustez es la insensibilidad de un método frente a pequefios

cambios en el procedimiento (META, 2015).

1.5.6 Limite de deteccion.

Es la menor magnitud que puede analizarse de un analito con un nivel aceptable de
exactitud y precision. En los cultivos microbiol6gicos es el nimero minimo de microorganismos
gue pueden ser detectados en una cantidad de muestra con una probabilidad dada, pero en
cantidades que no pueden ser claramente cuantificadas. El limite de deteccion se calcula con el
promedio de los recuentos obtenidos del medio de referencia del método a validar (Cercenado &

Cantoén, 2014).
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1.5.7 Limite de cuantificacién.
Es la concentracién minima de un analito que puede determinarse con un nivel aceptable

de exactitud y precision; se aplica a métodos cuantitativos (Cercenado & Canton, 2014).

1.6 Validacién de método normalizado.

1.6.1 Recuento de E. coli, método oficial AOAC 991.14

La siembra y recuento de E.coli y Coliformes se realiza en la misma placa debido a la
adiccion de 5-bromo 4-cloro 3- Indol- B-D-glucoronido que sirve como indicador. Cada placa
petrifilm contiene nutrientes de Bilis Rojo Violeta (VRB), un agente gelificante soluble en agua
fria, un indicador de actividad de la glucuronidasa y un indicador que facilita la enumeracion de
las colonias. La mayoria de las E. coli cerca del 97% produce beta-glucuronidasa, la que a su
vez produce una precipitacién azul que se relaciona con la colonia; las Coliformes aparecen como
colonias rojas que tienen una o mas burbujas de gas, la pelicula superior del film atrapa el gas
producido por E. coli y Coliformes fermentadores de lactosa logrando una mejor identificacion

(AOAC, 1994).

1.6.2 Recuento de Enterobacterias, método oficial AOAC 2003.01

La siembra y recuento de Enterobacterias se realizar en placas petrifilm de medio seco,
con nutrientes de glucosa biliar rojo violeta, pH indicador, gel soluble en agua fria y tetrazolio
como tinte indicador. La pelicula superior atrapa el gas producido por algunas bacterias que
aparecen como colonias rojas rodeadas por una zona amarilla. Las bacterias productoras de gas
0 acido son consideradas presuntamente Enterobacterias y presentan las siguientes
caracteristicas: colonias rojas asociadas a burbujas de gas y sin zonas acidas, colonias rojas con
zonas acidas y sin burbujas de gas, colonias que producen tanto zona acida como burbujas de

gas. Las colonias rojas sin halo ni burbujas de gas no se deben contar, tampoco las colonias que
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han crecido sobre la barrera de espuma, ya que la selectividad del medio en esta zona es

reducida (AOAC, 2003).

1.7 Acreditacién de laboratorio de microbiologia.

El Servicio de Acreditacion Ecuatoriano SAE es el organismo publico que se encarga de
la acreditacion de los organismos de la evaluacion de la conformidad. Es una entidad adscrita

del Ministerio de Industrias y Productividad, que tienen como mision y vision (SAE, 2007):

— Acreditar la competencia técnica de los organismos que operan en materia de

evaluacion de la conformidad.

— Ser un organismo de acreditacién reconocido a nivel regional como referente de la
acreditacion de la evaluacion de la conformidad, que genere confianza en las
autoridades locales, mercados nacionales e internacionales y la sociedad en general,
facilitando el comercio mediante los acuerdos de aceptacién global de los resultados

de la evaluacion de la conformidad.

Para que un laboratorio este correctamente acreditado, debe basarse en la normativa
internacional ISO/IEC 17015 que proporciona los requisitos necesarios que deben cumplir los
laboratorios de ensayo y calibracion, facilitando la armonizacion de criterios de calidad;
detallando los puntos a demostrar para un sistema de calidad, técnicas competentes y capaces
de generar resultados técnicamente validos (ISO/IEC17025, Requisitos generales para la

competencia de laboratorios de ensayo y calibracién, 2005).

1.8 Plan de validacion.

1.8.1 Cepas de referencia.

Las cepas de referencia son cultivos conservados y distribuidos por colecciones de

cultivos autorizados, se encuentran definidos como minimo a nivel de género y especie.
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La cepa que se utiliz6 para realizar la validacion de los métodos microbiol6gicos de
Escherichia Coli y Enterobacterias, fue adquirida en el laboratorio de “Microbiologics” numero de
referencia: ATCCR 11775™", Se utilizan para demostrar la trazabilidad, es un material de

referencia certificado bioldgico.

Escherichia coli: son bacilos gramnegativos, no esporulados y miden de 1.0 a 1.0
micrometros. Los gérmenes moviles de esta familia poseen flagelos peritricos, representan el 1%
de la poblacién bacteria intestinal, algunas bacterias suelen denominarse Coliformes debido a
gue poseen la misma forma de Escherichia coli y son habitantes normales del tubo digestivo

(Urzua, 2016).

Enterobacterias: la familia de las Enterobacterias (Enterobacteriaceae) incluye multiples
géneros y especies de bacilos gramnegativos, algunos de los cuales son patdégenos para el ser
humano; tienen una amplia distribucion en el agua, el suelo, las plantas y la flora intestinal de
muchos animales y del hombre. Algunas especies Shigella spp, Salmonella, Yersinia pestis se
han adaptado al ser humano y se consideran patégenos primarios, mientras que otras como
Escherichia coli, Citrobacter spp., Enterobacter spp, entre otras forman parte del microbiota
normal, pero pueden comportarse como patégenos oportunistas afectando la salud del huésped

(Farifias & Luis, 2014)

1.9 Enfermedades de transmisién alimentaria (ETA).

Las enfermedades de transmision alimentarias (ETA) comprenden varias dolencias y
constituyen un problema de salud a nivel mundial, convirtiéndose en una importante causa de
morbilidad y mortalidad impidiendo el desarrollo socioecondmico de los paises. Se estima que
1 de cada 10 personas sufre de ETA, provocando la pérdida de 33 millones de vidas saludables,

generando alrededor de 420.000 muertes al afio de las cuales 1/3 son nifios menores de 5 afos;
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la mitad de esas enfermedades son provocadas por 31 agentes etioldgicos, de los cuales los

principales son: Norovirus, Campylobacter, Escherichia coli y Salmonella (OMS, 2015).

1.9.1 Vias de Transmision.

Las enfermedades de transmision alimentaria (ETA) son trasferidas al ser humano por la
ingesta de alimentos contaminados. Los contaminantes pueden ser quimicos (compuestos
inorganicos téxicos, antimicrobianos, promotores del crecimiento, aditivos téxicos, lubricantes y
tintas, toxinas naturales, desinfectantes, metales y pesticidas); fisicos (fragmentos de vidrio,
madera, u otros que puedan ocasionar dafio al consumidor) y biol6gicos (bacterias, parasitos, e
incluso abibticos como virus y priones), mas del 50 % de ETA tienen una etiologia viral

(Rodriguez Torrens, Sedres Cabrera, Bertot Valdés, Martinez Saéz, & Guevara Viera, 2015).

1.9.2 Clasificacién.

— Intoxicacion alimentaria: intoxicacion causada por alimentos, se produce por la
ingestidn de toxinas 0 venenos que se encuentran presentes en el alimento ingerido,
y que han sido producidas por hongos o bacterias, aunque éstos ya no se hallen en el
alimento (ANMAT, 2015).

— Infeccién alimentaria: infeccion transmitida por alimentos que se produce por el
consumo de alimentos que contienen microorganismos vivos perjudiciales para la
salud, como virus, bacterias y parésitos (ANMAT, 2015).

— Toxiinfecciones alimentarias: son originadas por la presencia en los alimentos de

gérmenes patégenos que, ademas de reproducirse, producen toxinas (ANMAT, 2015).

1.9.3 Prevencion.
Las ETA son enfermedades generadas por la incorrecta manipulacién de los alimentos,
especialmente aquellos considerados de mayor riesgo para la salud publica como: carnes,

lacteos, pescados y huevos, durante las diferentes etapas desde su produccién hasta su
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consumo, es por ello que debemos realizar acciones para prevenir estas enfermedades

garantizando el cumplimiento de las normas bésicas de higiene (PAE, 2016):

— Higiene personal: son las conductas de higiene o limpieza que se deben realizar
permanentemente.
— Higiene de los alimentos: todas las medidas que se aplican para producir, distribuir y
almacenar un alimento en buenas condiciones higiénicas.
— Higiene del entorno: la limpieza y desinfeccion del area de preparacion es fundamental,
cuidando el buen estado de las matérias primas y la higiene de los manipuladores.
o Se debe limpiar y desinfectar los pisos, paredes y superficies de trabajo.
o Evitar la generacion de polvo en las areas de manipulacion de alimentos.

o Desinfeccion y control de plagas.

1.10 Calidad microbiol6gica del queso.

La produccién de queso en Ecuador se encuentra en plena fase de crecimiento en 2017
se produjo 36.260.925 kilos de queso; el de mayor produccién fue el amasado, debido a sus
aportaciones alimenticias y bajo precio (Pardillos Lara, 2020). Por su incremento en la demanda

se han establecido normas para su control y adecuado procesamiento.

El queso se puede producir con leche pasteuriza y sin pasteurizar, siento esta Ultima la
de mayor problema debido a su alta carga microbiana en aerobios mesdfilos, mohos y levaduras;
ademas de microorganismos patdégenos como Staphylococcus aureus, Salmonella spp, E.coli y
Listeria monocytogenes, provocando enfermedades que pueden llevar hasta la muerte (Yambay,
Anhundia, Paredes, & Benavides, 2020). Lo mas adecuado es trabajar con leche que cumplié
previamente los requisitos de la norma NTE INEN 10 y su procesamiento se realiza de acuerdo
a los principios del reglamento de buenas practicas de manufactura del ministerio de salud

publica.
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Capitulo dos

(Objetivos)

2.1 General
— Contribuir a la confiabilidad, confidencialidad, exactitud, precision de resultados del

laboratorio UTPL, en cuanto a pruebas microbioldgicas en alimentos.

2.2 Especificos
— Implementar y validar el método rapido (petrifilm) para recuento de Escherichia coli en
queso.
— Implementar y validar el método rapido (petrifilm) para recuento de Enterobacterias en

queso.
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Capitulo tres
(Materiales y métodos)
3.1 Recoleccion y preparacién de las muestras.

La validacién de los métodos se realiz6 en muestras de queso, la misma fue inoculada a
tres rangos de trabajo: alto (1000 — 10000 UFC), medio (100 — 1000 UFC) y bajo (10 — 100 UFC)

la densidad bacteriana fue calculada a través de turbidez de acuerdo al indice de McFarland.

Figura 1

Preparacion de muestra de queso

-
puc.
—— -~
-

3.2 Procedimiento para preparar muestra de referencia.

Preparacion de material.

Se prepar6 Agar Nutriente y Caldo Cerebro Corazén y posteriormente se llevd a

esterilizacion en autoclave junto con el material de vidrio a 121°C, 14 PSI, por un tiempo

de 15 minutos.
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Siembra de cepas.

Se procedi6 abrir el vial liofilizado con la cepa de referencia de Escherichia coli ATCC
11775™y se adicioné 1 mL de Caldo Cerebro Corazén se homogenizé y con una aza de
platino se estrié por cuadrantes sobre Agar Nutriente con la finalidad de obtener colonias
aisladas. Es procedimiento se realiz6 en la cAmara de flujo laminar de seguridad biol6gica

Il. Se incubd las cajas a 37°C por un tiempo de 24 horas.

Figura 2

Siembra de cepa Escherichia coli.

3.3 Procedimiento para crioconservacion de cepas.

Crioconservacion de cepas.

A partir de un cultivo puro previamente sembrado en Agar Nutriente, se tomd con un
hisopo estéril de todas las colonias y se inoculé dentro del crio tubo que contiene glicerol
y Caldo cerebro Corazon. Se utilizo el vortex para mezclar y se deja reposar por unos 15

minutos, se etiqueté y crioconservé a -80°C
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Figura 3

Crioconservacion de cepas.

3.4 Metodologia.

Las muestras se determinaron de acuerdo a los métodos oficiales de la Association of

Official Agricultural Chemists (AOAC) para las siguientes bacterias:

- Escherichia coli: AOAC official method 991.14.

- Enterobacterias: AOAC official method 2003.01

3.5 Recuento de Escherichia coli.

Preparacion de material.

Se preparo diluciones con volumenes de 90 ml y 9 ml con agua Bufferada (ver anexo A).
Ademas, tubos conteniendo de 3 mL de Caldo Nutriente y material de vidrio, posteriormente se

esterilizd a 121 °C, 15 PSI por 15 minutos.
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Figura 4

Preparacion de material.

Procedimiento de siembra.

La cepa bacteriana que se utilizé en la investigacion corresponde a la cepa Escherichia
coli ATCC 11775™" de la coleccién de la American Type Culture Collection (ATCC), las
poblaciones bacterianas se ajustaron a 0.1 de la escala de McFarland con la ayuda de un
densitdbmetro que es un detector de suspension de turbidez y se mezclé con 100 gramos de

gueso, se realizo las siguientes concentraciones:

¢ Baja: de 10-100 UFC/g, se adicion6 50 uL
¢ Media: de 100-1000 UFC/g se adicion6 75 pL

¢ Alta: de 1000-10000 UFC/g, se adicion6 300 pL

Se realizaron diluciones consecutivas de 1:10 hasta llegar a la dilucion 10°, se
homogenizaron y se sembré por triplicado 1 mL de cada dilucién en placas de 3M™ Petrifilm™
Placas Réapidas E. Coli / Coliformes. Inmediatamente se dejé caer el film superior de la placa

teniendo cuidado de formar burbujas de aire. Se coloca el aplicador con la cara lisa hacia abajo.
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Las placas fueron incubadas a 35° + 1°C por 24 + 2horas. En la figura 5 se aprecia las colonias

de E.coli sobre las placas petrifilm.

Figura5

Siembra de Escherichia coli

Wty et i oame

3.6 Recuento de Enterobacterias.

Preparacion de material.
Se preparo diluciones con volumenes de 90 mly 9 ml con agua Bufferada (ver anexo A). Ademas,

tubos conteniendo de 3 mL de Caldo Nutriente y material de vidrio, posteriormente se esterilizd

a 121 °C, 15 PSI por 15 minutos.
Procedimiento de siembra.

La cepa bacteriana que se utilizé en la investigacion corresponde a la cepa Escherichia
coli ATCC 11775™" de la coleccién de la American Type Culture Collection (ATCC), las

poblaciones bacterianas se ajustaron a 0.1 de la escala de McFarland con la ayuda de un
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densitbmetro que es un detector de suspension de turbidez y se mezclé con 100 gramos de

gueso se realizo las siguientes concentraciones:

¢ Baja: de 10-100 UFC/g, se adicion6 50 uL
¢ Media: de 100-1000 UFC/g se adicion6 75 pL

¢ Alta: de 1000-10000 UFC/g, se adicion6 300 uL

Se realizaron diluciones consecutivas de 1:10 hasta la dilucion 10, se homogenizaron y se
sembré por triplicado 1 mL de cada dilucién en placas de 3M™ Petriflm™ Placas para recuento
de Enterobacterias. Inmediatamente se dej6 caer la parte el film superior de la placa teniendo
cuidado para evitar formar burbujas de aire. Se coloca el aplicador con la cara lisa hacia abajo.
Las placas se incubaron a 37° £1°C por 24 + 2horas. En la figura 5 se aprecia la morfologia de

las colonias de Enterobacterias sobre las placas petrifilm.

Figura 6

Siembra de Enterobacterias.
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3.7 Procedimiento de recuperacion.

Preparacion de material.

Se prepard 100 ml agua peptonada al 1%, se pesd 1 gramo de Peptona de Caseina y
se aforo a 100 ml de agua destilada. Se preparé 100 mL de leche en polvo usando 3 gramos de

leche en 100 mL de agua destilada. Se esterilizaron a 121 °C, 15 PSI por 15 minutos.
Siembra de recuperacion.

Se inocula con 1ml de suspension bacteriana de E.coli en un frasco boeco con 99 ml de
la preparacién de leche, y también de agua peptonada, se realizaron 6 diluciones de 1:10 de la
leche inoculada y agua peptonada, posteriormente se sembr6 en placas Petrifilm para E.coli y
Enterobacterias. Las placas fueron incubadas por 24 +/- 2 horas a una temperatura de 35°C +/-
1°C. Los recuentos en agua de peptona se consideraron como como valor verdadero y los
recuentos en leche fueron los valores de referencia. El conteo se reporté como UFC/ml. En la

Figura 7 y 8 se indican las placas con la recuperacion de E.coli

Figura 7 Figura 8

Recuperacion de E.coli L .
P Recuperacién de Enterobacterias
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3.8 Célculos para parametros de validacion.

Repetibilidad

La Repetibilidad del método se llevo a cabo realizando 3 repeticiones por cada dia de
siembra en lo que se obtuvieran datos de acuerdo a las poblaciones y cada nivel. Se obtuvo el

promedio, desviacion estandar y se termind el criterio de aceptacion.

Desviacion estandar
CcV = ( - ) x 100
Promedio

Reproducibilidad

Se determind mediante pruebas realizadas por dos analistas, comparando los resultados,

obteniendo los logaritmos, el promedio y desviacion estandar de cada microorganismo.

. X diferencia s
C= 7
S diferencias

El criterio de aceptacion estable que tc < tt.
tt (9 gl,95%, 2 colas) = 2,262
Linealidad

La linealidad del método se terminé con los 3 niveles de cada microorganismo, se
obtuvo los logaritmos y se procedi6 a graficar para determinar la pendiente junto con el
coeficiente de correlacion (Observar tablas 3y 4).

Limites

Para determinas los limites de deteccion y cuantificacién se emplearon las siguientes

formulas:
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Pendiente

_ NYxy —Xx Yy
P nYx2 - (3x)2

Coeficiente de determinacion

mExy) — Ex)Xy))2

"= x2) - GO ((ry2) - @N2)

Intervalo de confianza para la pendiente

IC(B1) = B1 £ to975n—25m1

S _ijZ—blzxy—bOZy
Y =

n—2

_ Xy —b¥x

by -

Formula para el limite de deteccién

3.3xS,
D =
by




4.1 Resultados experimentales.

Tabla 1

Capitulo cuatro

( Resultados y discusiones)

Datos experimentales de tres niveles de E.coli.

Escherichia coli

Repeticiones

Dias Promedio
2 3
10 - 100 (Nivel 11
1 1,30 1,48 1,60 1,46
2 1,30 1,00 1,30 1,20
3 1,69 1,48 1,70 1,62
4 1,70 1,60 1,84 1,71
5 1,60 1,48 1,60 1,56
6 1,30 1,60 1,00 1,30
7 1,30 1,78 1,70 1,59
100 - 1000 (Nivel 1)
1 2,30 2,48 2,30 2,36
2 2,85 2,70 2,85 2,80
3 2,60 2,78 2,78 2,72
4 2,60 2,30 2,00 2,30
5 2,48 2,70 2,48 2,55
6 2,78 2,70 2,78 2,75
7 2,70 2,85 2,70 2,75
1000 - 10000 (Nivel 1)
1 3,60 3,30 3,00 3,30
2 3,18 3,26 3,38 3,27
3 3,15 3,20 3,11 3,15
4 3,85 3,48 3,48 3,60
5 3,23 3,32 3,32 3,29
6 3,60 3,85 3,70 3,72
7 3,70 3,85 3,90 3,82
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Tabla 2

Datos experimentales de tres niveles de Enterobacterias.

Enterobacterias

Repeticiones

Dias Promedio
1 2 3
10 - 100 (Nivel 11
1 1,78 1,85 1,70 1,78
2 1,85 2,00 1,90 1,92
3 1,78 1,30 1,60 1,56
4 1,95 1,78 1,95 1,89
5 1,78 1,95 2,00 1,91
6 1,85 1,70 1,90 1,82
7 1,78 1,90 1,85 1,84
100 - 1000 (Nivel I1)
1 2,23 2,26 2,28 2,26
2 2,00 2,60 2,00 2,20
3 2,20 2,15 2,26 2,20
4 2,30 2,00 2,30 2,20
5 2,63 2,61 2,70 2,65
6 2,70 2,48 2,85 2,68
7 2,53 2,62 2,68 2,61
1000 - 10000 (Nivel 1)
1 4,00 3,95 3,90 3,95
2 3,88 3,96 3,90 3,91
3 3,89 3,85 3,95 3,90
4 3,85 3,95 4,00 3,93
5 3,85 3,30 4,00 3,72
6 3,69 3,63 3,70 3,67
7 3,81 3,79 3,86 3,82




4.2 Linealidad (Proporcionalidad).

Tabla 3

Linealidad de los tres niveles en E.coli

Escherichia coli

3,3 2,36 1,46

3,27 2,8 1,20

3,15 2,72 1,62

Nivel | 3,6 Nivel Il 2,3 Nivel 111 1,72
3,29 2,55 1,56

3,72 2,75 1,30

3,82 2,75 1,59

Gréfico 1

Andlisis de la linealidad de Escherichia coli, entre el valor objetivo y el resultado

experimental.
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Tabla 4

Linealidad de los tres niveles en Enterobacterias.

Enterobacterias

3,95
3,92
3,9
Nivel | 3,93 Nivel Il
3,72
3,67
3,82

2,25
2,2
2,2
2,2

2,65

2,67

2,61

1,77
1,92
1,56

Nivel 1,90

191
1,82
1,88

Gréfico 2

Analisis de la linealidad de Enterobacterias, entre el valor objetivo y el resultado

experimental.
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4.3 Validacion del rango de trabajo.

Tabla 5

Rango de trabajo de los tres niveles de E.coli.

Escherichia coli

_ Ufc/ g
Nivel : :
Minimo Maximo
1 1000 8000
2 100 700
3 10 70
Tabla 6

Rango de trabajo de los tres niveles de Enterobacterias.

Enterobacterias

Ufc/g
Nivel : :
Minimo Maximo
1 2000 10000
2 100 700

3 20 100
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4.4 Limite de deteccion y limite de cuantificacion.

Tabla 7

Limite de deteccion y cuantificacion de Escherichia coli.

Y X X X

o Valor Resultado Resultado
Valor objetivo o _ .
objetivo experimental experimental

UFC/g

LOG UFC/g LOG

100 2 30 1,48
100 2 17 1,23
100 2 43 1,63
100 2 53 1,72
100 2 37 1,57
100 2 23 1,36
100 2 43 1,63
Media 35,14 1,52

Des. Estan 12,58 0,17

Nota: Para obtener el limite de deteccién y cuantificacion se debe emplear el rango mas bajo.

Tabla 8

Limite de deteccion y cuantificacion de unidades formadoras de colonias

(UFC) en E.coli

UFC
Limite de deteccion 35
Limite de cuantificacion 2,03378034




31

Tabla 9

Limite de deteccion y cuantificacion de Enterobacterias.

Y X X X

o Valor Resultado Resultado
Valor objetivo o _ _
objetivo experimental experimental

UFC/G
LOG UFC/g LOG

100 2 30 1,77
100 2 17 1,92
100 2 43 1,56
100 2 53 1,90
100 2 37 1,91
100 2 23 1,82
100 2 43 1,88

Media 35,14 1,82

Des. Estan 12,58 0,13

Nota: Para obtener el limite de deteccion y cuantificacion se debe emplear el rango mas bajo.

Tabla 10

Limite de deteccion y cuantificacion de unidades formadoras de colonias

(UFC) en Enterobacterias.

UFC

Limite de deteccién 35

Limite de cuantificacion 2,20654228




4.5 Exactitud del método por cada nivel y una gréfica.
Tabla 11

Carta de control para los tres niveles en E.coli

Muestra control ATCC 11775

Método AOAC 991.14

Analisis E.coli

Unidad UFC/g
Tabla 12

Porcentajes de recuperacion del primer nivel en E.coli.

Fecha Resultado  Responsable
5/8/2020 90,90%
5/8/2020 90,90%
5/8/2020 93,75%
5/8/2020 93,75% Paul Cajilima
6/8/2020 90,90%
6/8/2020 90,00%
6/8/2020 93,75%
Tabla 13

Exactitud en E.coli primer nivel

Repeticiones E.coli %R
1 3,3 90,90%
2 3,27 90,90%
3 3,15 93,75%
4 3,6 93,75%
5 3,29 90,90%
6 3,72 90,90%
7 3,82 93,75%
C.M.C 3,45 92,12%
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Grafico 3

Exactitud del primer nivel en E.coli
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Tabla 14

Porcentajes de recuperacion del segundo nivel en E.coli.

Fecha Resultado Responsable
11/9/2020  109,10%
21/9/2020 90,00%
21/9/2020 90,00%
22/9/2020 83,33% Padul Cajilima
22/9/2020 83,33%
23/9/2020 94,11%
23/9/2020 94,11%




Grafico 4

Exactitud del segundo nivel E.coli
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Tabla 15

Exactitud en E.coli segundo nivel

Repeticiones  E.coli %R
1 2,36 109,10%
2 2,8 90,00%
3 2,72 90,00%
4 2,3 83,33%
5 2,55 83,83%
6 2,75 94,11%
7 2,75 94,11%

C.M.C 2,60 90,9
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Tabla 16

Porcentajes de recuperacion del tercer nivel en E.coli.

Fecha Resultado Responsable
10/9/2020 90,90%
10/9/2020 90,90%
11/9/2020 109,10%
11/9/2020 109,10% Padul Cajilima
17/9/2020 80,00%
17/9/2020 80,00%
18/9/2020 109,10%

Tabla 17

Exactitud en E.coli tercer nivel

Repeticiones E.coli %R
1 1,46 90,90%
2 1,2 90,90%
3 1,62 109,10%
4 1,71 109,10%
5 1,56 80,00%
6 1,3 80,00%
7 1,59 109,10%

C.M.C 1,49 95,59%




Grafico 5

Exactitud del tercer nivel E.coli.
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Tabla 18

Carta de control para los diferentes niveles en Enterobacterias

Muestra control

ATCC 11775

Método AOAC 2003.01
Analisis Enterobacterias
Unidad UFClg

Tabla 19

Porcentajes de recuperacion del primer nivel de Enterobacterias.

Fecha Resultado Responsable
1/9/2020 81,81%
1/9/2020 81,81%
1/9/2020 81,81%
1/9/2020 81,81% Paul Cajilima
3/9/2020 75,00%
3/9/2020 75,00%
3/9/2020 75,00%
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Grafico 6

Exactitud del primer nivel Enterobacterias.
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Tabla 20

Exactitud de Enterobacterias primer nivel

Repeticiones Enterobacterias %R
1 3,95 81,81%
2 3,92 81,81%
3 3,9 81,81%
4 3,93 81,81%
5 3,72 75,00%
6 3,67 75,00%
7 3,82 75,00%

C.M.C 3,84 78,89%
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Tabla 21

Porcentajes de recuperacion del segundo nivel de Enterobacterias.

Fecha Resultado Responsable
11/9/2020 87,50%
11/9/2020 87,50%
11/9/2020 87,50%
11/9/2020 87,50% Paul Cajilima
11/9/2020 87,50%
11/9/2020 87,50%
17/9/2020 78,95%

Tabla 22

Datos para determinar la exactitud del segundo nivel en Enterobacterias.

Repeticiones Enterobacterias %R
1 2,25 87,50%
2 2,2 87,50%
3 2,2 87,50%
4 2,2 87,50%
5 2,65 87,50%
6 2,67 87,50%
7 2,61 78,95%
C.M.C 2,40 86,28%




Gréfico 7

Exactitud del segundo nivel Enterobacterias
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Tabla 23

Porcentajes de recuperacion del tercer nivel Enterobacterias

Fecha Resultado Responsable
10/9/2020 81,23%
10/9/2020 81,23%
24/9/2020 90,90%
24/9/2020 90,90% Paul Cajilima
28/9/2020 80,00%
28/9/2020 80,00%
28/9/2020 80,00%




Grafico 8

Exactitud del tercer nivel Enterobacterias.
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Tabla 24

40

Datos para determinar la exactitud del tercer nivel en Enterobacterias.

Repeticiones Enterobacterias %R
1 1,77 81,23%
2 1,92 81,23%
3 1,56 90,90%
4 19 90,90%
5 1,91 80,00%
6 1,82 80,00%
7 1,88 80,00%
C.M. 1,82 83,47%
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4.6 Precision del método.

4.6.1 Precision control.

Tabla 25

Precision y control en Escherichia coli.

Escherichia coli Rango de

R Resultado experimental LOG
1 3,60 3,30 3,00 0,6
2 3,18 3,26 3,38 0,2
3 3,15 3,20 3,11 0,09
4 3,85 3,48 3,48 0,37
5 3,23 3,32 3,32 0,09
6 3,60 3,85 3,70 0,25
7 3,70 3,85 3,90 0,2

b2 1,8

Tabla 26

Sumatoria de los valores logaritmicos de precision en E.coli

Sumatoria de rangos de Logaritmos

> rango de log/n 0,26
R= 2,306

Precisién control 0,59
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Tabla 27

Precision y control en Enterobacterias

Enterobacterias Rango de

R Resultado experimental LOG
1 4,00 3,95 3,90 0,1
2 3,88 3,96 3,9 0,08
3 3,89 3,85 3,95 0,10
4 3,85 3,95 4,00 0,15
5 3,85 3,30 4,00 0,15
6 3,69 3,63 3,70 0,07
7 3,81 3,79 3,86 0,07

> 0,72

Tabla 28

Sumatoria de los valores logaritmicos de precisién en Enterobacterias

Sumatoria de rangos de Logaritmos

2 rango de log/n 0,10
R= 2,306

Precision control 0,24




4.6.2 Datos y resultados de la Repetibilidad del método.

Tabla 29

Repetibilidad en los tres niveles de E.coli.

3,3 2,36 1,46
3,27 2,8 1,20
3,15 2,72 1,62
| Nivel 3,6 Nivel Il 2,3 Nivel Il 1,72
3,29 2,55 1,56
3,72 2,75 1,30
3,82 2,75 1,59
Promedio 3,45 2,60429 1,49
Desv.Esta 0,26 0,20387 0,185177
cv 7,51017 7,82815 12,404193
8% 9% 12%
Tabla 30
Repetibilidad en los tres niveles de Enterobacterias
3,95 2,25 1,77
3,92 2,2 1,92
3,9 2,2 1,56
I Nivel 3,93 Nivel Il 2,2 Nivel Il 1,90
3,72 2,65 1,91
3,67 2,67 1,82
3,82 2,61 1,88
Promedio 3,844286 2,397143 1,82
Desv.Esta 0,11 0,231640 0,127895
Ccv 2,884382 9,663175 7,016186

3% 10%

7%
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4.6.3 Reproducibilidad del método.

Tabla 31

Reproducibilidad en E.coli

E.coli

Analista Analista Rango de

N 1 2 logaritmos
1 3,49 3,28 0,21
2 3,45 3,2 0,25
3 3,48 3,32 0,16
4 3,32 3,15 0,17
5 3,34 2,95 0,39
6 3,36 2,95 0,41
7 2,95 2,9 0,05

p2 0,234286

Des.Esta 0,128823

Tabla 32

Reproducibilidad en Enterobacterias

Enterobacterias

Analista Analista Rango de

N 1 2 logaritmos
1 3,57 3,38 0,19
2 3,63 3,48 0,15
3 3,73 3,48 0,25
4 3,32 3,0 0,32
5 3,38 3,04 0,34
6 3,4 2,95 0,45
7 3,83 2,9 0,93
z 0,38

Des.Esta 0,26




4.7 Incertidumbre del método.

Tabla 33

Incertidumbre en los tres niveles de Escherichia coli

45

"Y" Valor X "Y" Valor X "Y" Valor X
objetivo ReSl.JItado objetivo ReSl.JItado objetivo ReSL.JItado

experimental experimental experimental

4 3,3 3 2,36 2 1,46

4 3,27 3 2,8 2 1,20

4 3,15 3 2,72 2 1,62

Nivel | 4 3,6 Nivel Il 3 2,3 Nivel I 2 1,72

4 3,29 3 2,55 2 1,56

4 3,72 3 2,75 2 1,30

4 3,82 3 2,75 2 1,59
Error Tipico 0,219756 Error Tipico 0,219756 Error Tipico 0,219756
Media datos 3,45 Media datos 2,604285714 Media datos 1,49
U 6% U 8% ) 15%




Tabla 34

Incertidumbre de los tres niveles de Enterobacterias

n Xn n Xu “X!!
"Y" Valor "Y" Valor "Y" Valor
o Resultado o Resultado o Resultado
objetivo _ objetivo _ objetivo _
experimental experimental experimental
4 3,95 3 2,25 2 1,77
4 3,92 3 2,2 2 1,92
4 3,9 3 2,2 2 1,56
| Nivel 4 3,93 Nivel Il 3 2,2 Nivel 11I 2 1,90
4 3,72 3 2,65 2 1,91
4 3,67 3 2,67 2 1,82
4 3,82 3 2,61 2 1,88
Error Tipico 0,21975609 Error Tipico 0,21975609 Error Tipico 0,21975609
Media datos 3,844285714 Media datos 2,397142857 Media datos 1,82
6% U 8% U 15%
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Discusion de los resultados.

La validacion de métodos microbiolégicos se emplea como una herramienta importante
para garantizar la inocuidad de los alimentos. Existen diversos métodos microbiolégicos de los
cuales los laboratorios deben comprobar su adecuacién y funcionamiento para llevar acabo los
analisis requeridos; en la tabla 1 y tabla 2 se muestran los resultados logaritmicos obtenidos de

la parte experimental de Escherichia coli y Enterobacterias.

La linealidad es uno de los parametros que se debe determinar; en el grafico 1 de E.coli
se puede observar una linealidad proporcional con una pendiente 0,9549 y un coeficiente de
correlacion 0,9667; en el grafico 2 de Enterobacterias una pendiente 0,9549 y un coeficiente de
correlacion 0,9549; el criterio de validacion para confirmar la linealidad es un coeficiente de
correlacion mayor o igual a 0,90 (Ministerio de Salud Publica de Costa Rica, 2014). Los datos
obtenidos demuestran gue este valor es consistente con lo que indica la literatura, se cumple con
el requisito propuesto (pendiente y coeficiente de correlacion, es decir en cuanto a los datos

obtenidos tienen relacién con el valor objetivo.

En la tabla 5 y tabla 6 se detallan los valores maximos y minimos obtenidos en unidades

formadoras de colonias por cada uno de los tres niveles de E.coli y Enterobacterias.

Para el limite de deteccion y cuantificacién se emplearon los valores mas bajos (tercer
nivel), debido a que se debe corroborar que el método realmente detecta los microorganismos a
esta concentracion. En la tabla 7 se detallan los datos de E.coli, donde se obtuvo la media 35,14
y desviacion estandar 12,58 en UFC/g y una media de 1,52 con una desviacion 0,17 en
logaritmos; trabajando con el LDD mas bajo, el LDC del nivel mas bajo mas 3S y las formulas
(Ver anexo C); se obtuvo un limite de deteccion de 35 y un limite de cuantificacién 2,0338. La
tabla 8 detalla los datos de Enterobacterias, con una media 35,15 y desviacion estandar 12,58

en UFC/g y una media de 1,82 con una desviacion 0,13 en logaritmos; empleando el mismo
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procedimiento aplicado en E.coli se obtuvo un limite de deteccién 35 y un limite de cuantificacion

2,2065.

La exactitud del método se comprobdé realizando la carta control que indica la tabla 11
para los tres niveles de E.coli. Se realizaron tres repeticiones durante siete dias (ver tabla 12,
tabla 15 y tabla 18) y se obtuvo un porcentaje promedio de recuperacion de 92,12% en el primer
nivel; 90,9 del segundo nivel y 95,59% del tercer nivel; en el grafico 3 se puede observar la linea
de tendencia del procedimiento de recuperacion del primer nivel y posteriormente en el grafico 2
y grafico 3 del segundo y tercero. Para aceptar este porcentaje el promedio debe estar en el
intervalo de 75 a 105% (Ortega, Rodriguez, & Zhurbenko, 2013), por lo que los valores obtenidos
se encuentran dentro del rango establecido. En Enterobacterias se obtuvo un porcentaje
promedio de 78,89% para el primer nivel, 86,28% para el segundo nivel y 83,47% para el tercer
nivel. Los porcentajes de cada microorganismo en su nivel correspondiente estan dentro de

rango de aceptacion propuesto es decir se demostré la exactitud del método.

Los datos que se usaron para determinar la precisién y control del método se detallan en
la tabla 29 para E.coli y tabla 31 para Enterobacterias, en ambos casos se trabajé con un nivel
de confianza de 95% y a 8 grados de libertad, leyendo un R de 2,306 (ver anexo D); en la
sumatoria del rango de logaritmos para el numero de repeticiones se obtuvo 0.26, dando como
resultado una precisién de control 0.59 para E.coli. La sumatoria de logaritmos para el nUmero
de repeticiones en Enterobacterias fue 0.10, al trabajar con el valor R establecido se obtuvo una

precisién de control 0.24.

La Repetibilidad del método se determind calculando el coeficiente de variacion de
cada uno de los tres niveles; en la tabla 33 se encuentran los datos que se uso en E.coli, para el
primer nivel se obtuvo un desviacion estandar 0.26 y una variacion del 8%, para el segundo nivel
una desviacion de 0.20 con una variacion del 9% vy el tercer nivel una desviacion estandar 0.18

con una variacion del 12%. El criterio de aceptacién detalla que los porcentajes deben
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encontrarse entre 0 — 15% (Ministerio de Salud Publica de Costa Rica, 2014). La tabla 34 detalla
los datos para Enterobacterias, en el primer nivel se obtuvo una desviacion estdndar 0.11 con un
coeficiente de variacion del 3%, para el segundo nivel una desviacion de 0.23 y una variacion del
10% vy tercer nivel una desviacion estdndar 0.12 y un coeficiente de variacion del 7%. En cuanto

a repetibilidad se ha cumplido con el criterio de aceptacion planteado.

La tabla 35 detalla los datos que obtuvieron los dos analistas para obtener la
reproducibilidad en E.coli; en la sumatoria de logaritmos se obtuvo 0,2342 con una desviacion
0,1288; el andlisis estadistico nos arrojé un TC de 1,8186 siendo menor al valor establecido que
es de 2,262; esto permite concluir que el método puede ser realizado con éxito en laboratorios
distintos al de origen, teniendo en cuenta los demas criterios de validacién (FDA, 2019). En la
tabla 36 de Enterobacterias se obtuvo un TC de 1,421 siendo menor al valor ya antes
mencionado, no se observaron diferencias significativas entre los datos y se cumple con el criterio

de que t calculado fue menor al t leido en tabla.

Para determinar la incertidumbre que existe al realizar la deteccién de E.coli se usaron
los datos que se presentan en la tabla 37; terminado el andlisis estadistico se obtuvo un error
tipico de 0,219 con una incertidumbre del 6% para el primer nivel, 8% para el segundo y 15%
para el tercero; esta estimacion caracteriza el intervalo que sitGa los valores dentro de una baja
probabilidad de cometer errores (FDA, 2019). Los datos de Enterobacterias se encuentran en la
tabla 38, se trabajo con el mismo error tipico y se obtuvo una incertidumbre de 6% para el primer
nivel, 8% para el segundo y 15% para el tercero; aceptando estos valores. Se comproboé la

incertidumbre de los métodos para cada microorganismo en el rango de trabajo correspondiente.

En el proceso de validacién el calculo y andlisis de la incertidumbre es de suma
importancia ya que permite determinar la capacidad técnica del laboratorio de ensayo y permite
comparar mediciones entre si 0 con otros valores de referencia que pueden ser obtenidos en

especificaciones o normas.
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Conclusiones

Los métodos oficiales de la Assaociation of Official Agricultural Chemists (AOAC) para las
siguientes bacterias: Escherichia coli: AOAC official method 991.14 y Enterobacterias: AOAC
official method 2003.01, fueron aplicados considerando la variabilidad de los microorganismos,
ya que pueden alterar el resultado, por lo que para culminar con éxito el proceso de validacion
se ha requerido: realizar 450 recuentos, aproximadamente 360 horas de siembra y mas de 500

horas de trabajo.

Se ha analizado suficientes demostraciones para poder concluir “Que los métodos se

encuentran validados”.
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Recomendaciones

Se recomienda realizar la validacion de bacterias patégenas como Salmonella y Listeria

monocytdgenes en queso Yy otros productos lacteos.

Las cepas de referencia deben tener no mas de 24 horas para una mejor viabilidad en la

preparacion de las respectivas concentraciones bacterianas.

Ampliar y ajustar el protocolo propuesto en este trabajo para otros métodos de ensayo y

otras matrices alimentarias.



52

Referencias

ANMAT. (07 de Febrero de 2015). Administracion nacional de medicamentos, alimentos y
tecnologia médica. "Enfermedades Transmitidas por alimentos". Obtenido de
http://www.anmat.gov.ar/Alimentos/Enfermedades%20transmitidas%20por%20alimento

s.pdf
AOAC. (1994). AOAC Official Method 991.14 Coliform and Escherichia coli counts in foods.

AOAC. (2003). AOAC official method 2003.01 enumeration of Enterobacterias in selected foods

Cercenado, E., & Canton, R. (2014). PARAMETROS DE VALIDACION/VERIFICACION DE UN
METODO. En E. Cercenado, & R. Cantén, Procedimientos en Microbiologia Clinica

(pags. 16-22). Valencia,Espania .

Farifias, M. C., & Luis, M. (2014). Infecciones causadas por bacterias gramnegativas
multirresistentes:enterobacterias, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii y
otros bacilos gramnegativos no fermentadores. . Enfermadades Infecciosas y

Microbiologia Clinica , 1-8.

FDA. (17 de Octubre de 2019). Directrices para la validacién de andlisis, Métodos para la
deteccidon de microbios patdgenos en alimentos y piensos. 3 . Obtenido de

https://www.fda.gov/media/83812/download

FDA. (17 de Octubre de 2019). Programa de Alimentos Métodos Procesos de Validacion y
Directrices. Directrices para la validacion de métodos microbiol6gicos para el Programa
de alimentos de la FDA. Estados unidos. Obtenido de
https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/foods-program-methods-validation-

processes-and-guidelines



53

ISO/IEC17025. (15 de Mayo de 2005). Requisitos generales para la competencia de

laboratorios de ensayo y calibracion.

ISO/IEC17025. (2005). Requisitos generales para la competencia de laboratorios de ensayo y

calibracion.

META. (14 de Octubre de 2015). Guia para la validacion de métodos de ensayo. Obtenido de
Departamento del META: https://www.meta.gov.co/web/sites/default/files/adjuntos/P-SA-
85%20GUIA%20PARA%20LA%20VALIDACION%20DE%20METODOS%20DE%20EN

SAY0%20V1.pdf

Ministerio de Salud Publica de Costa Rica. (09 de Julio de 2014). Guia de validacion de
metodos analiticos. Costa Rica. Obtenido de
https://www.ministeriodesalud.go.cr/index.php/biblioteca-de-archivos/tramites/registro-
de-productos-de-interes-sanitario/medicamentos-1/documentos-de-interes-3/guias-de-

registro-medicamentos/2472-guia-de-validacion-de-metodos-analiticos/file

OAA. (26 de junio de 2013). Guia para la validacion de métodos microbioldgicos. Guia para la
validacién de métodos microbioldgicos, 1-17. Argentina. Obtenido de

http://www.oaa.org.ar/docs/GUI-LE-05%20v1.pdf

OMS. (8 de Diciembre de 2015 ). Organizacién Mundial de la salud "Estimaciones de la OMS
sobre la carga mundial de enfermedades de transmision alimentaria” . Obtenido de
https://www.who.int/foodsafety/areas_work/foodborne-

diseases/fergonepager_es.pdf?ua=1

Ortega, M., Rodriguez, C., & Zhurbenko, R. (2013). Validacion de métodos alternativos para
analisis microbiolégico de alimentos y aguas. Revista cubana de higene y

epidemiologia, 111-121.



54

PAE. (27 de Marzo de 2016). Ministerio de Educacion Nacional de Colombia. Programa de
Alimentacion Escolar. Obtenido de MANUAL DE PREVENCION Y NOTIFICACION DE
ETA (Enfermedades Transmitidas por Alimentos):
https://www.mineducacion.gov.co/1759/articles-

347771_Manual_Prevencion_Notificacion_de_ ETA.pdf

Pardillos Lara, M. C. (29 de Abril de 2020). El mercado del queso en Ecuador. Quito, Pichincha,

Ecuador.

Rodriguez Torrens, H., Sedres Cabrera, M., Bertot Valdés, J., Martinez Saéz, S., & Guevara
Viera, G. (2015). Las enfermedades transmitidas por alimentos, un problema sanitario

gue hereda e incrementa el nuevo milenio. REDVET, 1 - 28.

SAE. (2007). Servicio de acreditacién Ecuatoriano. Obtenido de La institucion :

https://www.acreditacion.gob.ec/la-institucion/

Urzla, M. (2016). Bacterias patdégenas que causan infecciones intestinales. En M. Urzla,
Microbiologia de los alimentos fundamentos y aplicaciones en ciencias de la salud

(pags. 79-81). Guadalajara,jalisco: Editorial medica panamericana .

Yambay, J., Anhundia, M., Paredes, C., & Benavides, M. (32 de Agosto de 2020). Influencia de
las BPM sobre la calidad microbiologica del queso amasado en las PYMES de la
provincia del Carchi, Ecuador. Carchi, Ecuador. Obtenido de

https://revistas.utm.edu.ec/index.php/Basedelaciencia/article/view/1862



Apéndices.

Apéndice A. Preparacion de reactivos

A 1. Elaboracién de Agua Bufferada.

Se debe preparar previamente una solucion stock para posterior a esto preparar el agua

buferada.

— Preparacion de la solucién stock: disolver 34 gramos de KH2PO4 en 500 ml de agua
destilada, se ajusta el pH a 7.2 con aproximadamente 1,75 ml de NaOH 1M y aforar 1

litro. Se debe mantener en refrigeracion.

— Preparacion de Agua Bufferada: tomar 1,25 ml de la solucion stock y aforar 1 litro con

agua destilada.
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Apéndice B. Incertidumbre

B1. Incertidumbre en Escherichia Coli.

Estadisticas de laregresion

Coeficiente de correlacién multiple 0,9666942
Coeficiente de determinacion R"2 0,934497676
RA2 ajustado 0,930858658
Error tipico 0,217083585
Observaciones 20

Andlisis de varianza

Grados de Suma de Promedio de los . Valor critico
libertad cuadrados cuadrados de F
Regresion 1 12,1017449 12,1017449 256,799412 4,2441E-12
Residuos 18 0,84825509 0,04712528
Total 19 12,95
Error Estadistico Superior Inferior Superior
Coeficientes tipico t Probabilidad Inferior 95% 95% 95,0% 95,0%

Intercepcion 0,622506406 0,1531386 4,064986905 0,000726692 0,300774145 0,944238667 0,300774145 0,944238667
3,3 0,939831857 0,05864799 16,02496215 4,2441E-12 0,816616997 1,063046717 0,816616997 1,063046717
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B2. Incertidumbre en Enterobacterias.

Estadisticas de laregresion

Coeficiente de correlacién multiple

0,952067579

Coeficiente de determinacion R"2 0,906432674
RA2 ajustado 0,90123449
Error tipico 0,259454221
Observaciones 20

Andlisis de varianza

Grados de Suma de Promedio de Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados de F
Regresion 1 11,7383031  11,7383031 174,374848 1,06539E-10
Residuos 18 1,21169687  0,06731649
Total 19 12,95
Error Estadistico Superior Superior
Coeficientes tipico t Probabilidad Inferior 95% 95% Inferior 95,0% 95,0%
Intercepcién 0,547423335 0,19096879 2,86655922 0,01025939 0,146212804 0,94863387 0,146212804 0,948633867

3,95 0,915267301 0,06931162 13,2051069 1,0654E-10

0,769648999 1,0608856 0,769648999  1,060885603




Apéndice C. Formulas para determinar el limite de deteccion y limite de cuantificacion.

Pendiente

_ NYxy —Xx Yy
7 nyx2 — (3x)2

Coeficiente de determinacion

,_ ) - EOEN)?
(n(Zx2) - 0D ((Ey2) — (2)2)

Intervalo de confianza para la pendiente

IC(B1) = B1 £ to975n—25m1

n—2

S _ijZ—blzxy—bOZy
Y =

_ Xy —b¥x

by -

Formula para el limite de deteccién

_33xS,

LD
by
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Apéndice D. tabla estadistica de la distribucion T de student.

59

GRADOS DE to ans GRADOS DE to ans GRADOS DE 975
LIBERTAD LIBERTAD LIBERTAD
I 12.706 26 2,056 51 2.008
2 4303 27 2.052 52 2.007
3 3.182 28 2.048 53 2.006
n 2776 29 2.045 54 2.005
5 2571 30 2.042 55 2.004
b 2.447 3 2.040 56 2.003
7 2.365 32 2.037 57 2.002
8 2.306 33 2.035 58 2.002
9 2.262 34 2,032 59 2,001
10 2208 35 2.030 60 2.000
T 2.201 36 2.028 6l 2.000
12 2.179 37 2.026 62 1.999
3 2,160 38 2.024 63 1998
14 2.145 39 2.023 64 1.99%
15 2.131 10 2.021 65 1.997
16 2,120 41 2.020 6> 1.997
17 2.110 42 2.018 67 1.996
E 2.101 13 2.017 68 1.995
19 2.093 44 2.015 69 1.995
20 2.086 45 2.014 70 1.994
21 2.080 16 2.013 71 1.994
22 2.074 47 2.012 72 1.993
23 2,069 48 2,011 73 1.993
24 2.064 49 2.010 74 1.993
25 2.060 50 2.009 75 1.992




