Verificacién de métodos de
ensayos microbiolégicos
para el gjercicio de la
autoridad




Introduccion

Los laboratorios de ensayo deben contar con mecanismos que le permitan seleccionar los
métodos ya sean normalizados, no normalizados o desarrollados por el laboratorio de
acuerdo con las actividades que este desarrolla y el fin de su implementacion.

Una vez seleccionado el método, debe cursar una verificacion que consiste en suministrar
evidencia objetiva de que este satisface los requisitos especificados, a través de una serie
de repeticiones cuyo objetivo es confirmar que el método genera resultados confiables bajo
las condiciones de trabajo disponibles en el laboratorio.

En esta via, el Laboratorio de Dimar sede Pacifico implementé tres técnicas microbiologicas
que permiten determinar las bacterias Escherichia coli, Enterococos intestinales y Vibrio
spp en agua de mar, en alineacién con el articulo 6 de la Resoluciéon Nacional 0477 del
2012, para el control y verificacion de la gestion del agua de lastre en Colombia y la entrada
en vigor del Convenio sobre la Gestidon del agua de lastre.

Estos métodos de ensayo fueron verificados acorde con el numeral 7.2 de la Norma técnica
ISO/IEC 17025:2017, por lo que fue necesario contar con evidencia objetiva tanto del
método (para lo cual se trabaja sobre muestras naturales y muestras naturales fortificadas),
como del sistema instrumental (para lo cual se trabaja sobre soluciones patrén o blancos
fortificados); generando informacion cuantitativa de los atributos analiticos y de desempeio
del método aplicado para su alcance y uso establecido.

Cada sede del laboratorio de la Direccion General Maritima valida o verifica los métodos de
manera que se pueda definir si son aptos para el fin previsto, antes de ser usados en los
ensayos, documentando y almacenando debidamente todos los registros técnicos vy
administrativos asociados al proceso de validacion o verificacion de métodos de ensayo.

Estas verificaciones deben desarrollarse con una frecuencia que permita corroborar que el
método sigue siendo apto aun si se presenta algun cambio de personal, reactivos,
equipamiento o instalaciones.

Metodologia

Se llevo a cabo la verificacion de tres métodos de ensayo microbioldgicos de interés para
el ejercicio de la autoridad en términos del control del agua de lastre, asi:

1. Método 9222 J Procedimiento estandar de filtracién por membrana para Escherichia
coli usando Caldo m-coliblue24.

2. Método para la deteccion y enumeracion de Enterococos intestinales UNE-ISO
7899-2-2000 por filtracion por membrana.

3. Método 9278 H (modificado) para la determinacion de la bacteria patégena Vibrio

Spp.



La planeacion de los ensayos de verificacion se realizé de acuerdo con el plan establecido
en el Sistema de Gestion de Calidad del Laboratorio de la Dimar, siguiendo el formato M5-
00-FOR-064 Plan de seleccion, validacién o verificacion de método de ensayo. Este plan
incluyé el objetivo, alcance, caracteristicas del método de referencia implementado,
aseguramiento y controles de calidad del método, parametros de verificacion, materiales,
insumos, equipos e instrumentos a emplear, patrones, reactivos y material de referencia a
emplear, disefio experimental, responsables de la verificacion entre otras.

En el disefio experimental se tuvo en cuenta cuatro matrices:

Agua de mar

Agua de mar con adicion del microorganismo diana en concentracion alta
Agua de mar con adicion del microorganismo diana en concentracion media
4. Agua de mar con adicion del microorganismo diana en concentracion baja

LN =

Estas cuatro matrices se analizaron para cada uno de los
microorganismos, con 15 repeticiones ejecutadas por dos analistas,

con el fin de determinar atributos como la precision intermedia
entre analistas y la repetibilidad del método. En total se
procesaron y analizaron 360 muestras, asi como demas
controles como parte del aseguramiento de la calidad de los
ensayos microbiologicos.

Los atributos analiticos calculados fueron: repetibilidad,
precision intermedia, criterio de precision, limite de deteccion,
incertidumbre global y las caracteristicas de desempefio como
sensibilidad, especificidad, tasa de falsos positivos, tasa de
falsos negativos, selectividad y eficiencia. Para el caso particular , s
de Vibrio spp, solo fueron calculados las caracteristicas de i
desempeno dado que el método es cualitativo y los demas atributos solo

aplican para métodos cuantitativos.

Resultados

Los resultados para cada método de ensayo fueron registrados en el formato M5-00-FOR-
065 Informe de seleccion, validacion o verificacion de método de ensayo; en total se
generaron tres informes condensados en el presente documento.

Para obtener cada dato y calcular cada uno de los atributos analiticos fue necesario realizar
conteos de las 360 repeticiones realizadas, es decir, 360 cajas de Petri cada una con
aproximadamente 300 unidades formadoras de colonias UFC segun la concentracion
procesada (Figura 1).



Figura 1. Recuento de Enterococos intestinales en agua de mar. Nota: cada punto corresponde a una UFC o colonia.

Repetibilidad y precision intermedia

La repetibilidad es la proximidad de concordancia entre los resultados de mediciones
sucesivas, bajo las cuales se obtienen resultados independientes de una prueba con el
mismo método, con los mismos equipos, en el mismo laboratorio y analista.

Se calculé la sobredispersién aplicando el modelo de Poisson y se calculé la varianza
operacional relativa y el ji-cuadrado, el cual fue comparado con los valores criticos para la
serie de datos trabajados.

En los tres métodos de ensayo se determiné que no existiéo una sopredispersion de
los datos segun la distribucion de Poisson, con un nivel de confianza del 0,05.

La precision intermedia es una medida indirecta de la reproducibilidad intralaboratorio cuyo
objetivo es determinar la proximidad de concordancia bajo condiciones que se cambian.
Para determinar este atributo, se calculé la varianza operacional basada en el promedio y
la varianza. Finalmente, para determinar el desempeino del método sobre el material de
prueba, se calcul6 el porcentaje de relacion entre la repetibilidad y la reproducibilidad
mediante la siguiente ecuacion:

%R&R = /(% Repetibilidad)? + (%Reproducibilidad)?
Si %R&R < 10% el sistema de medicion es aceptable.

Si 10% < %R&R < 30% el sistema de medicién puede ser aceptable segun su uso,
aplicacion.

Si %R&R > 30% el sistema de medicion es considerado como no aceptable y requiere de
mejoras en cuanto al operador, equipo, método, condiciones, etc.

En promedio, los resultados obtenidos para cada método de ensayo fueron los siguientes:



Escherichia coli

Agua de Mar + E. coli Concentracion

media
Analista 1 Analista 2
%Repetibilidad 110 105
%Reproducibilidad 133 133
%Relacion 16 15

Enterococos intestinales

Agua de Mar + E. faecalis
Conentracion media

Analista 1 Analista 2
%Repetibilidad 60 132
%Reproducibilidad 106 106
%Relacion 13 15

Criterio de precision

Este criterio se calculd para los métodos cuantitativos por filtracién de membrana; se calculo
la precision de los recuentos duplicados siguiendo el procedimiento establecido en el SM
ED24 9020 B 9c. Posteriormente, el 10% de las muestras procesadas durante el 2023 en
el area de microbiologia, fueron evaluadas con relacion al cumplimiento de este criterio
obteniendo resultados satisfactorios como se muestra en la siguiente tabla. Dicho
cumplimiento se registra en el formato M5-00-FOR-057 Duplicados y precisién de métodos

cuantitativos.
Analisis del criterio de precision con el 10% de las muestras por duplicado
MAAMDD ol ST | oo || e CPMERONCMTIO0 | wsTa | oasevaciones
Yyyy-mm-dd Wil dypicrdt | Sample code D1 D2 L L2 i Compliance with the precision standard Analyst Comments
1 SP-23-0192 2 2 0,30103 :0.301029996 0 Cumple JP Minguna
2 SP-23-0195 3 3 047712125 0477121255 0 Cumple JP Minguna
3 SP-23-0198 1l 11 1,04139269 : 1,041392685 0 Cumple JP Minguna
4 SP-23-0201 19 16 1.2767536 : 1,204119983 0.074633618 Cumple JP Minguna
20230717 5 SP-23-0204 17 19 1,23044892 1.278753601 0.04830468 Cumple JP Minguna
6 SP-23-0207 4 5 0,60205999  0,696970004 0.096910013 Cumple JP Minguna
7 SP-23-0210 1 1 0 0 0 Cumple JP Minguna
8 SP-23-0213 1 1 0 1] 1] Cumple JP Minguna
] SP-23-0216 1 1 0 0 0 Cumple JP Minguna
" Para calcular los logaritmos: si es <1 se coloca 1, si es >200 se coloca 200 APROBADO POR
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Figura 2. Cumplimiento de los resultados microbioldgicos para la bacteria Escherichia coli generados durante el 2023
evaluado frente al criterio de precision calculado.



Analisis del criterio de precision con el 10% de las muestras por duplicado

MR oo st oo | e e RO L amasma | osseruncones

Yyyy-mm-od Aol sysicace t Sampile code D1 D2 L1 L2 2 Compliance with the precision standard Analyst Comments
1 SP-23-0192 13 15 111394335 1,176091259 0.062147907 Cumple JP Ninguna
2 SP-23-0195 12 11 1,07918125  1,041392685 0.037788561 Cumple JP Ninguna
3 5P-23-0198 49 52 1.69019608 | 1,716003344 0.025807264 Cumple JP Ninguna
4 SP-23-0201 51 g 1,70757018 | 1,740362689 0.032792513 Cumple JP Ninguna
20230717 5 SP-23-0204 34 38 163147892 | 1,679783597 0.04830468 Cumple JP Ninguna
6 SP-23-0207 18 14 1,255272511,146128036 0.109144489 Cumple JP Ninguna
7 SP-23-0210 107 89 2,02938378 | 1,949390007 0.079993771 Cumple JP Ninguna
] 8P-23-0213 43 32 163346846 1 1,505143978 0.128318477 Cumple JP Ninguna
g SP-23-0216 1 1 1] 0 1] Cumple JP Ninguna

* Para calcular los logaritmos: si es <1 se coloca 1, si es »200 se coloca 200 APROBADO POR

Approved by
Jefe de Laboratorio
Laboratory head

Figura 3. Cumplimiento de los resultados microbioldgicos para la bacteria Enterococos intestinales generados durante el
2023 evaluado frente al criterio de precision calculado.

El limite de deteccion, asi como la incertidumbre global de cada método de ensayo fue
calculada siguiendo los procedimientos establecidos por el Laboratorio de Dimar; el limite
de deteccion correspondié a la minima cantidad de microorganismo diana que puede ser
detectada por el método implementado; la incertidumbre global fue calculada basada en la
reproducibilidad entre analistas, dado que es quien aporta mayoritariamente a este atributo
en los ensayos microbioldgicos.

Caracteristicas de desemperio

La confirmacién bioquimica consistié en la utilizacién de diferentes agares o medios de
cultivo que contienen ingredientes que permiten resaltar las caracteristicas bioquimicas
tipicas de los microorganismos en estudio. Esto nos permite identificar correctamente las
colonias tipicas de las bacterias diana e identificar cuales no son tipicas y deben ser
descartadas del conteo.

Esto permitié determinar la tasa de falsos positivos o falsos negativos identificados por el
analista, aunado a la sensibilidad, especificidad y selectividad del método.

Para determinar este atributo, se tomaron tres colonias tipicas y tres atipicas del
microorganismo diana detectado en una muestra de agua de mar natural. Cada Unidad
Formadora de Colonia (UFC) fue transferida a un tubo que contenia caldo triptéfano y otro
tubo con agar citrato e incubadas a una temperatura especifica. En total fueron transferidas
180 colonias para el método 9222 J (colonias presuntivas de Escherichia coli). Los
resultados obtenidos permitieron identificar las colonias asignadas correctamente como
tipicas y atipicas, asi como el desempefio del método en esta diferenciacion.

Los resultados para el método de Escherichia coli se presentan en la siguiente tabla:



Tabla 1. Caracteristicas de rendimiento del método 9222J para la determinacién de Escherichia coli.

Caracteristicas de rendimiento
Sensibilidad 100%
Especificidad 50%
Tasa de falsos positivos 36%
Tasa de falsos negativos 0%
Selectividad 48%
Eficiencia 74%

Para confirmar las colonias presuntivas de la bacteria Enterococos intestinales, se tomo el
filtro de membrana como se muestra en la figura 4 y se transfirié a un agar que permitié
confirmar la hidrolisis de la esculina, es decir, el precipitado negro de cada colonia para

ajustar el conteo (ver figura 5).

Figura 4. Transferencia del filtro de membrana con colonias presuntivas de Enterococos intestinales.

Figura 5. Hidrolisis de la esculina en agar Bilis por Enterococos intestinales.



Esta actividad se realizd 30 con el fin de obtener las caracteristicas de rendimiento del
método descritas en la tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de rendimiento del método de ensayo UNE-ISO 7899-2 para la determinacion de Enterococos
intestinales.

Caracteristicas de rendimiento
Sensibilidad 100%
Especificidad 50%
Tasa de falsos positivos 14%
Tasa de falsos negativos 0%
Selectividad 76%
Eficiencia 88%

El método para la determinacion de Vibrio spp basado en el Standard Methods ED24, es
un método cualitativo por lo que solo fueron calculadas las caracteristicas de rendimiento
dado que los demas atributos corresponden a método cuantitativos. Los resultados se
registran en la tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de rendimiento del método de ensayo 9278H modificado para la determinacion de Vibrio spp.

Caracteristicas de rendimiento
Sensibilidad 100%
Especificidad 50%
Tasa de falsos positivos 62%
Tasa de falsos negativos 0%
Selectividad 24%
Eficiencia 62%

Conclusiones

Los atributos evaluados relacionados con la repetibilidad, la precision intermedia el criterio
de precision, el limite de deteccion, asi como las caracteristicas de rendimiento
y la relacion entre la precision intermedia y la repetibilidad, aplicando el método 9222 J,
referente al Procedimiento Estandar de Filtracion por Membrana para Escherichia
coli usando Caldo m-Coliblue24 del Standard Methods 24RD, demostraron que el método
bajo las condiciones del laboratorio fue confiable, repetible y reproducible y por ende es
adecuado para su aplicabilidad, en los diferentes niveles de dilucion para la determinacion
de esta bacteria en aguas marinas.

Los atributos evaluados relacionados con la repetibilidad, la precisién intermedia el criterio
de precisiéon, el limite de deteccién, asi como las caracteristicas de rendimiento
y la relacién entre la precision intermedia y la repetibilidad, aplicando el método para la
deteccion y enumeracion de Enterococos intestinales UNE-ISO 7899-2 2000 por Filtracion



por Membrana, demostraron que el método bajo las condiciones del laboratorio fue
confiable, repetible y reproducible y por ende es adecuado para su aplicabilidad en los
diferentes niveles de dilucién para la determinacion de esta bacteria en aguas marinas.

El método para el aislamiento e identificacion de Vibrio spp obtuvo resultados satisfactorios
en cuento a la sensibilidad y especificidad, lo que indica que los medios de cultivo
empleados fueron adecuados para el aislamiento de las bacterias objeto del estudio, dado
que permitieron su crecimiento, supliendo las necesidades nutricionales basicas de los
microorganismos. Por el contrario, el porcentaje de la tasa de falsos positivos fue del 62%,
por lo que se recomienda implementar pruebas bioquimicas que permitan identificar
acertadamente la presencia o no de la bacteria de estudio. Teniendo en cuenta los
resultados obtenidos, se concluye que el método empleado para la determinacion e
identificacion de Vibrio spp es sensible, selectivo y eficiente para la determinaciéon del
microorganismo diana.

La frecuencia relacionada con la verificacién de los métodos de ensayo implementados es
definida por el laboratorio y dependera de los cambios (equipamiento, reactivos, personal,
entre otros) que se presenten que puedan afectar el desempefio del método.
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