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INTRODUCCION

Anteriormente los sistemas de medicion eran evaluados solo considerando Unicamente
las caracteristicas de la exactitud, estabilidad y linealidad, especificas de cada uno de
los equipos, instrumentos o dispositivos que se usaban para cada proceso del método.
Ya que estas propiedades solamente podian caracterizar el punto de las mediciones,
debido a esto surgié la necesidad de incluir una evaluacion de repetitividad y la
Precision intermedia como una herramienta para poder identificar la dispersion y la
variabilidad de los resultados que se consiguen, que en la practica es causada por el
operador y/o el método empleado.

Las empresas encargadas de la produccion y distribucion de alimentos derivados
carnicos deben caracterizarse por elaborar productos de calidad e inocuos, ofreciendo
al consumidor alimentos nutritivos y seguros para el consumo. A través de la préactica
empresarial; especificamente en el laboratorio de microbiologia se ponen en ejecucion
todos los conocimientos obtenidos a través de la formacion universitaria y al mismo
tiempo comprender y dominar los saberes, protocolos, metodologias y procedimientos
empleados en un laboratorio de Microbiologia en una planta productora de alimentos.

A través del laboratorio de microbiologia y métodos de andlisis es posible poseer una
confiabilidad acerca de la calidad e inocuidad microbiolégica sobre los alimentos que se
producen, y asi mediante los métodos de andlisis y bajo la NTC 1325, aplicados a
productos terminados, materias primas carnicas y no carnicas, manipuladores, agua
potable, ambientes y superficies indicadores, Listeria monocytogenes, Salmonella spp;
se asegura la calidad y la inocuidad de los alimentos que se producen y comercializan.

En el presente trabajo se da a conocer como un requisito que lo demanda la
Resolucion 1619 del 2015 por la cual se establece el Sistema de Gestion de la Red
Nacional de Laboratorios en los ejes estratégicos de Vigilancia en Salud Publica y de
Gestion de Calidad, Mediante la acreditacion de laboratorios se comprueban diversos
factores que describen la habilidad de los mismos para poder producir resultados de
pruebas precisos y correctos a través de la validacion de métodos analiticos. (Moroto,
1999) y segun la ISO-17025 es imposible que un laboratorio compruebe su capacidad
técnica para desarrollar una prueba si no realiza una validaciéon de métodos analiticos
de acuerdo a diversas guias, las cuales han sido aprobadas a nivel internacional.

En cuanto a los procesos que estan involucrados en el desarrollo de los métodos
utilizados y un informe estadistico donde se reportara la invalidez que se identifique por
los analistas del laboratorio, los cuales son un factor determinante en la calidad y
conformidad del producto. Adicionalmente se da a conocer la metodologia que se
empleara para la realizacion de los estudios de repetitividad y reproducibilidad que
permita detectar la validez de los sistemas de medicién y finalmente se dardn a
conocer los posibles resultados que se esperan con su desarrollo y se pretende, es
plantear alternativas que permitan obtener mejoras en las practicas de laboratorio de
microbiologia.



1. OBJETIVOS
1.1 Objetivos General

Evaluar la repetibilidad y precision intermedia de las técnicas de placa petrifilm usados
en el laboratorio de microbiologia de una planta de derivados carnicos.

1.2 Objetivos Especificos

e Determinar los parametros microbiolégicos que se analizan rutinariamente.

e Analizar el impacto que tiene el error de medicion en el momento de realizar el
ensayo.

e Evaluar las diferentes variables que inciden en los resultados obtenidos en este
estudio.

e Establecer si la desviacion estandar entre los resultados obtenidos por los
analistas es significativa.



2. JUSTIFICACION

El laboratorio de microbiologia de una empresa productora de alimentos derivados
carnicos, se debe contar con un diagnéstico para la confiabilidad de los resultados
obtenidos en los procedimientos realizados, cuya importancia del proyecto a realizar se
ve soportada donde a través de la implementacion de una herramienta estadistica
conocida como: Estudios de Repetitividad y Reproducibilidad consigue validar los
criterios de las personas que toman decisiones para aceptar o rechazar un producto.

En determinados momentos la decision de un analista del laboratorio de microbiologia
de rechazar productos que no cumplan con la calidad estipulada estéa ligada a factores
subjetivos o de comportamientos dependientes. Dejar al azar esta toma de decisiones
puede llevarnos a diversas situaciones.

El estudio R&R es una de las Unicas herramientas que puede brindar la confianza de
determinar el grado de criterios validos que un grupo de personas pueda tener para
tomar las decisiones anteriormente mencionadas.

Por estas razones se realiza el presente proyecto; y con el fin de determinar el grado
de variacion de datos que se obtienen entre un analista u otro, obteniendo resultados
confiables y si las competencias de las personas que toman decisiones estan
dependiendo de factores externos como su agudeza visual, una adecuada iluminacién
del sitio de trabajo o falta de entrenamiento en criterios.
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3. MARCO REFERENCIAL
3.1 Marco Legal

El laboratorio de microbiologia de una empresa productora de alimentos derivados
carnicos y el funcionamiento de sus procesos con resultados confiables; actualmente,
se dirige y conduce bajo una serie de normativas conformadas por resoluciones,
normas técnicas colombianas y normas 1SO, cuyo propdsito es reglamentar todos los
aspectos y parametros relacionados con el manejo de la exactitud y precision que se
obtiene en los resultados obtenidos, los sistemas de gestién de calidad ensayo y
calibracion de los laboratorios. Las cuales son las siguientes:

e Resolucion 1619 del 15 de mayo de 2015, del Ministerio de Salud y Proteccion
Social: Por la cual se establece el sistema de gestion de la red nacional de
laboratorios en los ejes estratégicos de vigilancia en salud publica y gestion de
calidad, que deben tener en cuenta para su funcionamiento los integrantes de
dicha red.

e Norma Técnica Colombia NTC 1325-2008: la cual establece los requisitos que
deben cumplir los productos carnicos procesados no enlatados.

e Norma Técnica Colombiana NTC-ISO/IEC 17025-2017. Requisitos generales
para la competencia de los laboratorios de ensayo y calibracion: A partir de esta
norma internacional se establecen los requisitos generales para la competencia
en la realizacion de ensayos, y/o calibraciones, incluido el muestreo. Cubre los
ensayos Yy las calibraciones que se realizan utilizando métodos normalizados,
métodos no normalizados y métodos desarrollados por el propio laboratorio.

e La norma ISO 9001:2008 que “promueve la adopciéon de un enfoque basado en
procesos cuando se desarrolla, implementa y mejora la eficacia de un sistema
de gestion de la calidad, para aumentar la satisfaccion del cliente mediante el
cumplimiento de sus requisitos”.

e Norma Técnica Colombiana NTC 3529-6 de 1998: Exactitud (veracidad y
precisién) de resultados y métodos de medicion. parte 6: utilizacion en la
practica de los valores de exactitud

e Guia Técnica Colombiana GTC 131:2005: Exactitud (veracidad y precision) de
los métodos y de los resultados de mediciones. guia practica para el uso de la
NTC 3529-2 (iso 5725-2) en el disefio, implementacion y analisis estadistico de
resultados.
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e Decreto 1112-1996, por el cual se crea el sistema de informacion sobre medidas
de normalizacion y procedimientos de evaluacion de la conformidad.

3.2Marco Tedrico

3.2.1Antecedentes en la acreditaciéon de laboratorios de ensayo

La cooperacién Internacional para la Acreditacion de laboratorios (ILAC, international
laboratory acceditation cooperatios) ha tenido un papel importante en el
establecimiento de estandares internacionales para laboratorios de prueba. ILAC fue
formalizada como un organismo de cooperacién en 1996, cuando naciones firmaron en
Amsterdam un memorandum de entendimiento (MOU, memorandum of understanding).
Tal acuerdo permite reforzar y facilitar la aceptacion internacional de los resultados de
las pruebas y la eliminacion de técnicas comerciales. (ILAC, 2013).

La norma ISO 17025 establece los requisitos generales para la competencia en la
realizacion de ensayos o de calibraciones, incluido el muestreo. Cubre los ensayos y
calibraciones que se realizan utlizando métodos normalizados, métodos no
normalizados y métodos desarrollados por el propio laboratorio. Todo laboratorio de
calibracion/ensayo DEBE tener procedimientos de control de la calidad para realizar el
seguimiento de la validez de los ensayos y las calibraciones llevados a cabo, uno de
estos métodos es el estudio de Repetibilidad y Reproducibilidad.

3.2.2 Origen de las normas de calidad y la acreditacion de los laboratorios
de ensayo.

Las primeras normas de calidad estandarizadas publicadas oficialmente fueron creadas
por los estadounidenses en el afio de 1939 denominadas normas Z1 (ANSI/ASQC
Z1.4), estas normas se enfocaron en la correcta elaboracion de equipo militar (Cruz,
1999).

Una vez que los sistemas de calidad fueron iniciados por Estados Unidos, dichos
sistemas fueron optados por los japoneses para sobrevivir econdémicamente,
adquiriendo ambos paises la capacidad de exportar productos manufacturados
competentes a todo el mundo. Con el fin de aumentar sus niveles de competitividad, el
resto de los paises se vio obligado a crear sistemas normalizados de produccion en
cada uno de los diferentes sectores econdmicos existentes. (Juran, 1981).

En la etapa de creacion de la ISO los laboratorios de pruebas y calibracién jugaban un
papel muy importante dentro de las organizaciones, dado que ya eran elementos de
soporte para determinar o verificar las propiedades de los productos de acuerdo a
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criterios establecidos, sin embargo, estos criterios no se encontraban
internacionalmente respaldados (Pedroso, 2004).

En el afio 1990, en Europa la ISO fue la responsable de generalizar los sistemas de
acreditacion de laboratorios basandose en la guia 25 ISO/IEC (Requerimientos para la
competencia de calibracion y pruebas de ensayo) y la norma europea EN 45001
(Criterios generales para el funcionamiento de los laboratorios de ensayo) que se habia
usado hasta entonces solo por los institutos nacionales de metrologia, en esta guia se
establecian los requerimientos generales para realizar calibracion y pruebas de
laboratorios, uno de estos requerimientos comprendia la validacion de métodos
analiticos. (Cortez, 1999).

Hay que tener en cuenta que los métodos microbiolégicos, aunque tengan el status de
‘métodos referencia” son basados en el conteo de unidades discretas y su
incertidumbre tienen componentes aleatorios intrinsecos inevitables, imponderables
qgue lo hacen elevar los valores de incertidumbres hasta valores mas altos que de los
métodos quimicos en general (Boubetra et al - Appl Environ Microbiol (77):11, 2011).

Ensayos microbiolégicos estan, en general en la categoria de los que descartan el
célculo riguroso, metroldgico y estadisticamente valido de la incertidumbre de
mediciones. En general es apropiado basar la estimativa de la incertidumbre solamente
en datos de repetitividad y reproducibilidad, pero de manera ideal, incluyendo la
tendencia.

Los componentes individuales de la incertidumbre deben ser identificados y
demostrado que estan bajo control juntamente con evaluacién de su contribucion para
la variabilidad de los resultados. Algunos de esos (pipeteo, pesaje, dilucién) pueden ser
prontamente medidos y evaluado que su contribucidn para la incertidumbre final es
despreciable.

Por otro lado, otros (estabilidad de la preparacion de la muestra) no pueden ser
medidos directamente y su contribucién no puede ser evaluada de manera estadistica
pero su importancia para la evaluacion de los resultados debe ser considerada.

3.2.3 Validacién de métodos

La validacion de métodos consiste en un proceso de pruebas encaminadas a
corroborar que un método es adecuado para un proposito en particular. Examina las
caracteristicas de desempefio de un método para establecer cualquier limitacién que
pueda esperarse del mismo cuando se aplica en un tipo especifico de muestra
(Eurachem, 2005).
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Un ensayo es un medio por el cual se obtiene informacion especifica de interés de
diversas muestras a través de un analisis microbiolégico, el cual antes de ser aplicado
debe comprobar que cumple diversos requisitos que expongan la calidad de su
aplicacion, sus limitaciones y el efecto de estas en los resultados finales (Skoog, 2001).

La validacion de métodos tiene como funcién dentro del sistema de aseguramiento de
la calidad en un laboratorio confirmar tres elementos fundamentales: Que los
instrumentos de medicion sean adecuados y aptos para un correcto desempefio de los
métodos analiticos, la buena formacion del personal y la eficiente generacién o
confirmacion de los procedimientos necesarios para cumplir con los objetivos
especificos. (Cortez, 1999).

El resultado de una medicién solo es un aproximado o estimado del valor convencional
verdadero del mesurando; para conocer la calidad de las mediciones se realiza un
analisis de los siguientes conceptos mediante la validacion de métodos analiticos
(Alamilla, 2005)

Imagen 1: Conceptos de precision y exactitud (Eurachem, 2005)

Valor real M,
Mimero de
medidas
i Emores al azar |
i Medidas con poca
precision vy poca
Valor medido m exactitud
'y 0 M "
o Ermor sistematico )
Medidas con mucha
precisibn v poca
exactitud
L -
1] My .
Medidas con poca
pracision vy mucha
- exactitud
[ 3 :} r.lql}
Medidas con mucha
precision ¥ mucha
R exactitud

3.2.4 Métodos normalizados
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El Laboratorio utiliza un método normalizado que se aplica exactamente como esta
descripto en la norma. En este caso el laboratorio debe confirmar que puede aplicarlo
correctamente previo a su uso en ensayos, mediante la comprobacion del cumplimiento
de los parametros estadisticos que figuran en el método normalizado (siempre y
cuando se indiquen en la norma).

Los parametros a determinar son:

Imagen 2: Pardmetros de los métodos normalizados.

Ensayos cualitativos Ensayos cuantitativos
— Limite de deteccidén — Precision (Repetibilidad + Precision
— Verificacion de la sensibilidad y la | intermedia)
especificidad — Limite de cuantificacion @
— Verificacion de la veracidad

(a) El limite de cuantificacion debe ser determinado en los casos que afecte o esté
cercano al limite especificado en la norma correspondiente. Debe tenerse en
cuenta que cualquier variacion en el método normalizado implica la repeticion de
dicha confirmacion.

3.2.5 Estudio de repetibilidad y reproducibilidad

Entre las variables que se utilizan para definir la realidad de los procedimientos de
medida se encuentran la repetibilidad (r) y la reproducibilidad (R). La repetibilidad se
aplica a las medidas realizadas en condiciones lo mas estables posible, tomadas con
diferencias pequefias de tiempo, por un mismo operario y con el mismo equipo
(condiciones de repetibilidad). Por el contrario, la reproducibilidad se aplica a medidas
hechas en distintas condiciones (distintos operarios, distintos aparatos, épocas
diferentes). En este caso, para que una expresion de reproducibilidad sea valida, se
deben especificar las condiciones en las que se realizan las mediciones. Segun los
expertos, los métodos estadisticos utilizados para la determinacién de la repetibilidad y
la reproducibilidad de las medidas se basan en la evaluacién estadistica de las
dispersiones de los resultados, ya sea en forma de rango estadistico (maximo minimo)
0 como varianzas y desviaciones estandar, pudiendo ser: rango, promedio y ANOVA
(Bonnin y cols., 2012).

Se entiende por rango el método que permite una rapida aproximacion a la variabilidad
de las mediciones, pero no descompone la variabilidad en repetibilidad vy
reproducibilidad. Es util como aproximacién durante la etapa de estudios del potencial
del proceso y no permite determinar, por separado, el error causado por el equipo y el
operador. Por su parte, la relacién entre el promedio y el rango es el método que
posibilita una estimacién tanto de la reproducibilidad como de la repetibilidad. Sin
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embargo, no permite conocer su interaccion entre r&R o entre instrumento y operador.
Y, por ultimo, el clasico test de ANOVA que, ademas de los componentes de la
variacion r&R, determina la significancia de la interaccién entre las muestras y el
operador y la variabilidad de las muestras (Bonnin y cols.,2012).

La repetibilidad puede ser expresada cuantitativamente en términos de la dispersién
caracteristica de los resultados. En la Figura 1 se muestra el concepto de repetibilidad.

Imagen 3: Representacion grafica del concepto de repetibilidad (Scientia et Technica,
2007)

—_—
—

Repetibilidad

Teniendo en cuenta que la reproducibilidad es la proximidad de concordancia entre los
resultados de mediciones sucesivas del mismo mensurando bajo condiciones de
medicién que cambian, ésta se puede expresar en forma cuantitativa, en funcion de las
caracteristicas de la dispersion de los resultados; en la Figura 2 se observa una
representacion grafica del concepto de reproducibilidad.

Imagen 4: Representacion grafica del concepto de reproducibilidad (Scientia et
Technica, 2007)

Reproducibilidad

- ——
i W

2 IR .
2N 7.l " \\

/i \\ /

Condicion A C B

N

Los métodos para determinar la repetibilidad y la reproducibilidad de las mediciones
estan basados en la evaluaciéon estadistica de las dispersiones de los resultados, ya
sea en forma de rango o su representacion como varianzas o desviaciones estandar.
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Los métodos que se utilizan son: Rango, Promedio y Rango, y ANOVA (andlisis de
varianza).

En el procedimiento que se orienta, la evaluacion de repetibilidad en el proceso eso
brinda una medida de la dispersion de la distribucion de los resultados de la
manufactura que introduce un operario utilizando una maquina varias veces para hacer
un mismo tipo de pieza, usando un idéntico proceso de manufactura, en un ambiente
estable y en intervalos cortos de tiempo. Por consiguiente, la repetibilidad sera la
variabilidad aleatoria de la produccion de un operario por causa del equipamiento y
derivadas de intentos sucesivos y bajo condiciones de fabricacion definidas. El error de
repetibilidad se considerara en el indicador variacion del equipamiento (EV) y es una de
las fuentes de error de los sistemas de manufactura que resulta de la variacion o
habilidad inherente de la maquina herramienta.

3.2.6 Principio de los métodos

Las placas 3M™ Petrifilm™ estan disefiadas para satisfacer las necesidades cientificas
del sector alimentario de hoy.

El panorama de la seguridad alimentaria se encuentra en constante cambio. A
diferencia de los métodos tradicionales con agar, las placas 3M™ Petrifilm™ estan
listas para usar. No es necesario prepararlas. Cada paquete compacto ofrece medios
de prueba uniformes y consistentes.

Usar las placas es tan facil como abrir el paquete y ponerse manos a la obra.
Aproveche la libertad de poder dedicar el tiempo a centrarse en lo que realmente
importa: la calidad y la eficiencia. Ha llegado la hora de dar un nuevo giro a la
seguridad alimentaria.

Imagen 5: Principio de las técnicas de Placas petrifilm (Ciencia® 3Mm, 2017)

Almacenamiento
' T il

‘] Refrigerar las bolsas originales sin abrir de las Abrir las bolsas con wnas tijeras o cuter por el Mantener las bolsas que se han abierto y vuelto
placas Pedrifilm. Usar antes de la fecha de ca- lado que aparece indicado. Retirar de la bolsa acemar a ==21°C (==70°F). No refrigerar las
ducidad impresa en la bolsa o embalaje. Unicamente las placas que vayan a usarse bolsas que han sido ablertas. En este caso,
Volver a cerrar |a bolsa doblando el lado abier- usar las placas Petrifilm no més tarde de 1 mes
to y asegurando el cierre con una pinza o cinta desde su apertura.
adhesiva.
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Preparacion de Muestra

Preparar una dilucién de la muestra de ali- 5
mento 1:10 o superior. Pesar o pipetear la
muestra en una bolsa Whirlpac, bolsa Sto-
macher, botella de dilucidn o cualkguier otro

recipiente estéril aproplado.

Afiadir el diluyente aproplado. Usar diluyentes Mezclar u homogeneizar la muestra median-
estindar tales como tampdn fosfato, agua de te los métodos usuales

peptona, tampdn de Butierfield, solucién Rin-

ger, peptona-sal, agua destilada v otros. Mo

usar tampones gue contengan citrato de sodio
o tiosulfato.

Siembra

7 Disponer |a placa Petrifilm en una superficie
plana. Levantar el film superior.

Pipetear 1 ml de muesfra al ceniro apraxima-
damente del film inferior. Mantener la pipeta
en posicidn vertical. No tocar &l film inferior
mientras se pipetea.

Soltar el film superior y dejario caer. No desli-
zar el film hacia abajo.

Siembra

Colocar el aplicador en el film superior bien
centrado sobre el indculo. Usar el aplicador
con la cara rebajada hacla abajo (cara lisa

hacta arriba).

10

Aplicar presitn de manera suave sobre &l apli-
cador para distribuir &l indculo por toda la zona
circular. No mover ni girar el aplicador.

Lewvantar el aplicador. Esperar 1 minuto para
que e solidifique el gel.

12

Incubacion

Incubar las placas Petrifilm cara arriba y apika- 14
das en grupas de no mds de 20 placas. Incubar

a 30 +/-1°C durante 72 +/-2 horas para cual-

quier tipo de alimenta. Consultar otras condi-
clones particulares de incubacidn.

Interpretacion

Leer las placas. Usar un lector de placas IM™
Petrifilm™ contador de colonias estandar Que-
bec u otros. No usar luz de fondo para la lectu-
ra de esta placa, usar luz directa. Consultar la
Guia de Interpretacion para leer los resultados.
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e Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria comin que se encuentra en los intestinos de
animales y personas. Se trata de bacilos Gram negativos anaerobios facultativos,
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, motil por flagelos peritricos con
dimensiones de 0.5 x 1.9 a 3.0 micras, no esporulada. Su bioquimica tipica
consiste en la fermentacién de la glucosa y la lactosa, asi como, positiva al indol,
descarboxilacion de lisina, fermenta el manitol produciendo gas a partir de la
glucosa, y es citrato negativo. Este bacilo cumple un papel muy importante en el
correcto funcionamiento del proceso digestivo y esta relacionado con la produccién
de vitaminas B y K. En la mayoria de los casos E. coli se encuentra en los
intestinos humanos sanos; sin embargo, algunos serotipos pueden causar diarrea y
otras enfermedades sistémicas (Puentes y Dustan, 2018).

La clasificacion los grupos de Escherichia coli causantes de diarrea se basa en las
diferencias antigénicas y el mecanismo de patogenicidad, dividiéendose en 6
grupos: Escherichia coli  enteroagregativa (EAEC), Escherichia coli
enterohemorragica (EHEC), Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC), Escherichia coli
enteropatdégena (EPEC), Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), y Escherichia
coli difusamente adherente (DAEC). El serotipo con mayor prevalencia relacionado
con alteraciones intestinales es la ETEC estos casos ocurren particularmente en
sectores desprotegidos, y las personas que viajan a esas areas, por esta razon
también es llamada la diarrea del viajero (Mirhoseinia, Amania, y Naza, 2018).

El 3M Petrifilm Rapid E. coli / Coliform Count Plate

Es un sistema autocontenido de muestra, listo para el cultivo, que contiene un
agente gelificante soluble en agua fria y dos indicadores diferentes; 5-bromo-4 -
cloro-3-indolil-D-glucuréonido que indica la actividad de la glucuronidasa y el
tetrazolio que facilita la enumeracién de colonias. ElI 3M Petrifilm Rapid E. coli /
Coliform Count Plate esta disefiado para el uso para la enumeracion de E. coli y
coliformes en diversos productos de alimentos y bebidas y de superficies
ambientales. La morfologia tipica de la colonia para E. coli es de azul a azul-verde
con o sin produccion de gas, independientemente de su tamafio o intensidad de
color. Otros aislamientos de coliformes apareceran como colonias rojas con gas
atrapado (dentro de aproximadamente un diametro de colonia). El rango
cuantitativo exacto es menor o igual a 100 CFU por placa para el recuento total de
coliformes, y menor o igual a 100 azul a azul-verde CFU por placa para el recuento
de E. coli.
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Los estudios realizados en esta evaluacion muestran que los resultados de la placa
de recuento de E. coli / coliforme 3M Petrifilm Rapid no fueron estadisticamente
diferentes cuando se compararon con los BAM Ch. 4, ISO 4832: 2006 e I1SO
16649-2: 2001 para la enumeracion de E. coli y coliformes totales.

Las pruebas de robustez demostraron que el rendimiento de la placa de recuento
de E. coli / coliforme Petrifilm Rapid de 3M no se vio afectado negativamente por
pequefas variaciones en los pardmetros clave (volumen de la muestra y tiempo de
incubacion), por lo que puede ocurrir durante el uso rutinario del laboratorio.

El 3M Petrifilm Rapid E. coli / Coliform Count Plate ofrece la capacidad de no solo
detectar sino también enumerar colonias de coliformes y E. coli en tan solo 18 h.
Permite una facil visibilidad y diferenciacion de colonias de E. coli y coliformes en
una sola placa, mientras que el método FDA requiere una diferenciacion visible por
parte de expertos y los métodos ISO requieren dos formulaciones y procedimientos
de medios diferentes. El tamafio pequefio y apilable de la placa 3C Petrifilm Rapid
E. coli / Coliform es una ventaja si el espacio es un factor para laboratorios
especificos.

e Aerobios mesofilos

Son todas aquellas bacterias aerobias, mesoéfilas capaces de crecer en agar
nutritivo. Se investigan por el método de recuento en placa con siembra en
profundidad, que se basa en contar el numero de colonias desarrolladas en una
placa de medio de cultivo sdélido (Agar para recuento en placa o PCA), donde se ha
sembrado un volumen conocido de la solucion madre o sus diluciones (1 ml) ,
incubadas a 37° C durante 24 hs. El recuento de microorganismos aerobios
mesofilos, en condiciones establecidas, estima la microflora total sin especificar
tipos de microorganismos.

Refleja la calidad sanitaria de los productos analizados, indicando ademas de las
condiciones higiénicas de la materia prima, la forma como fueron manipulados
durante su elaboracién. Un recuento bajo de aerobios mesofilos no implica o no
asegura la ausencia de patdgenos o sus toxinas, de la misma manera un recuento
elevado no significa presencia de flora patdgena. Ahora bien, salvo en alimentos
obtenidos por fermentacion, no son recomendables recuentos elevados.

La placa 3M ™ Petrifilm ™ Rapid Aerobic Count (RAC)

Es un sistema de medio de cultivo listo para muestra. Las placas 3M ™ Petrifilm ™
Rapid Aerobic Count contienen nutrientes, un agente gelificante soluble en agua
fria y una tecnologia de indicador de doble sensor que facilita la enumeraciéon de
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colonias en 24 horas para la mayoria de las matrices de alimentos. Las placas 3M
Petriflm RAC se utilizan para la enumeracion de bacterias aer6bicas en las
industrias de alimentos y bebidas.

La placa 3M Petrifilm RAC ha sido validada utilizando muestras representativas de
las siguientes matrices: carne molida cruda, carne de cerdo cruda molida, enjuague
de la canal de pollo, salchicha de pavo cruda, swai fresco, atin fresco, camarén
tigre fresco, camarén de facil pelado, lavado de tomate cherry, ardndanos
congelados, albaricoques mediterraneos, aderezo cremoso para ensaladas, pasta
fresca, helado de vainilla, leche en polvo seca y leche desnatada pasteurizada
(AOAC, Petrifilm™ Rapid Aerobic Count Plate).

El 3M ™ PetriflmTM RAC demostré la confiabilidad como una alternativa rapida y
precisa a los métodos de referencia para la enumeracion de placas aerébicas en
los productos alimenticios evaluados en ambos estudios (Jechorek. R.P (RAC
Plate)).

e Staphylococcus aureus

La familia Staphylococcaceae comprende cuatro géneros, de ellos el mas
importante clinicamente es el género Staphylococcus. Los miembros de este
género son Gram positivos, anaerobios facultativos, inmoviles, que habitualmente
forman agrupaciones de forma irregulares o racimos de uva, su bioquimica consiste
en catalasa positivos, oxidasa negativos, fermentan la glucosa y poseen éacido
teicdico en sus paredes celulares. Staphylococcus aureus es un patdgeno
facultativo que se encuentra colonizando las areas nasofaringeas, piel y
membranas mucosas de personas sanas portadoras que varia en 20% a 30%, a su
vez causa infecciones invasivas graves. S. aureus puede causar infecciones
enddgenas, entre estas enfermedades invasivas agudas, como infecciones de la
piel, tejidos blandos, endocarditis, sepsis, entre otros. Se conoce una actual
diseminacion de S. aureus resistente a meticilina (SARM), estas infecciones
pueden tener posibilidades de tratamiento limitadas. No obstante, las cepas de S.
aureus susceptibles a meticilina (MSSA) no deben subestimarse como patdgenos
inofensivos, estas pueden causar infecciones pidégenas de igual severidad
(Deinhardt et al., 2018).

En Estados unidos y paises industrializados S. aureus se considera una de las
causas mas destacadas generando infecciones bacterianas. Entre los afios 1998 a
2005 S. aureus fue la bacteria con mayor frecuencia recuperada a partir de
pacientes hospitalizados entre 300 laboratorios clinicos de Estados unidos.
También fue el segundo de los aislamientos con mayor recuperacion después de E.
coli generando bacteriemias en Europa hacia el afo 2008. Fuentes recientes
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informan que S. aureus es el segundo patégeno asociado a infecciones en los
Estados unidos después de Clostridium difficile (Kobayashi, Malachowa, & DelLeo,
2015). Staphylococcus aureus es el agente etiolégico de una amplia gama de
infecciones, intoxicaciones alimentarias y sindrome de shock toxico. Esta variedad
de enfermedades esta estrechamente ligada con los factores de virulencia, entre
los que resaltan antigenos patdgenos presentes en las células bacterianas,
enzimas y toxinas, tales como enterotoxinas estafilococicas (EE y SE) siendo
importantes en los brotes por intoxicaciones (Hu, Wang, Fang, Okamura, & Ono,
2018).

El recuento 3M™ Petrifilm™ Staph Express (STX)

Consiste en una placa de recuento Petrifilm Staph Express y un disco Petrifilm
Staph Express, que estan empaquetados por separado. La placa de recuento
Petrifilm Staph Express es un sistema de medio de cultivo preparado que contiene
un agente gelificante soluble en agua fria. El medio cromogénico de Baird-Parker
modificado de la placa es selectivo y diferencial para el Staphylococcus aureus
pero también puede indicar el S. hyicus o S. intermedius. El disco Petrifilm Staph
Express contiene azul-O toluidina que facilita la visualizacion de las reacciones de
la desoxirribonucleasa (DNasa). Los organismos DNasa-positivos detectados en la
placa Petrifilm Staph Express incluyen el Staphylococcus. Las placas y discos
Petriflm Staph Express se utilizan para la enumeracion de especies de
Staphylococcus DNasa positivas en las industrias de alimentos y de bebidas.

e Bacterias Acido Lacticas (BAL)

Las BAL son un conjunto de bacterias Gram-positivas, no esporuladas, en
forma de cocos o0 bastones y catalasa negativa (aunque en algunos casos
pueden encontrarse una pseudo-catalasa), con un metabolismo estrictamente
fermentativo produciendo &acido lactico como el mayor producto final de la
fermentacion de los azlUcares via Embden-Meyer —glucdlisis-) y en otras
ocasiones producen ademas etanol, acetato y CO2 por la via del acido-6-
fosfogluconico (heterofermentacion) (Lyhs, 2002; Larpent, 1995a). En términos
generales estas bacterias tienen complejas necesidades de factores de
crecimiento: vitamina B, aminoacidos, péptidos, bases puricas y pirimidicas. Esta
es una de las razones del porqué abundan en un medio tan rico nutricionalmente
como la leche. A nivel de laboratorio se deben emplear medios selectivos que
posean estas caracteristicas para su aislamiento (por e€j., el caldo o agar MRS, agar
Rogosa). Otra caracteristica de este grupo de bacterias es su tolerancia al pH acido
(pH = 5, incluso a veces menores), Pero conforme el medio se va acidificando,
resultan inhibidas un mayor nimero de especies
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El 3M Petrifilm Lactic Acid Bacteria Count Plate

Es un sistema auténomo, preparado para el cultivo de muestras, que contiene
nutrientes, agentes selectivos, un agente gelificante soluble en agua y un indicador
de tetrazolium que facilita la enumeracion de colonias. La placa contiene
compuestos de captacion de oxigeno que crean un ambiente anaerdbico para la
recuperacion de bacterias lacticas homofermentativas y heterofermentativas en las
industrias de alimentos y bebidas.

Las bacterias de acido lactico homofermentativas producen principalmente acido
lactico, mientras que las bacterias de acido lactico hetero-fermentativas producen
gas ademas del acido lactico. En la placa de recuento de bacterias del &cido lactico
Petrifilm 3M, las bacterias del acido lactico homofermentativas aparecen como
colonias rojas sin gas; Las colonias heterofermentativas aparecen como colonias
rojas con una burbuja de gas asociada. Cuando las placas de muestra se incuban
durante 48 £ 3 ha 28 ° C a 37 ° C, las bacterias del acido lactico apareceran como
colonias rojas con o sin produccion de gas. El rango cuantitativo exacto para las
bacterias del acido lactico es menos de 150 CFU por prueba para las colonias con
produccion de gas o menos de 300 CFU por prueba para las colonias cuando no
hay produccién de gas presente).

El método candidato ofrece la capacidad de no solo detectar, sino también
enumerar colonias de bacterias del acido lactico en tan solo 45 h usando
incubacion aerobica, mientras que el método de referencia ISO requiere hasta 75 h
para detectar la presencia de bacterias del acido lactico y el método CMMEF
requiere anaerobica incubacion. El tamafio pequefio y apilable de la placa de
recuento de bacterias del acido lactico petriflm 3M se ha demostrado como una
ventaja si el espacio es un factor para laboratorios especificos.

e Mohos y levaduras

Segun Tortajada et al. (2001), las micotoxinas son sustancias nocivas para la
salud, generadas por el crecimiento de hongos que contaminan los alimentos, la
presencia de estas toxinas implican la posible existencia de otras debido a que un
solo hongo produce diferentes micotoxinas.

Entre los hongos toxigénicos destaca el género Aspergillus con dos variedades, el
A. flavus y el A. parasiticus, por generar las aflatoxinas que son potentes
hepatocarcindgenos. El A. flavus produce aflatoxinas B1 y B2, mientras que el A.
parasiticus produce aflatoxinas B1, B2, G1 y G2, las cuales son toxicas y
cancerigenas.
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Las micotoxinas del género Fusarium estan relacionadas con el cancer del es6fago
en los humanos. La ocratoxina C producida por el A. ochracens y por el Penicillium
verrucosum, esta implicada con la tumorogénesis de las vias urinarias (Tortajada et
al., 2001).

Segun Pelczar y Reid (1966), muchas levaduras relacionadas con los animales de
sangre caliente no son patdgenas, o por lo menos lo son ligeramente. Normalmente
las bacterias del tracto intestinal las mantienen reprimidas. Cuando un organismo
es sometido a tratamientos con antibioticos, las levaduras pueden proliferan
libremente y causar infecciones que pueden adoptar forma de enfermedades de la
piel (Candida albicans) que puede dar origen a infecciones generalizadas de
bronquios y pulmones. El Cryptococcus neoformans causa una infeccién sistémica
grave que afecta al cerebro y meninges. Es importante mencionar que estas
levaduras no se adquieren a través de los alimentos.

La placa 3M ™ Petrifilm ™ Rapid Yeast and Mold Count (RYM)

Es un sistema de medio de cultivo listo para la muestra que contiene nutrientes
suplementados con antibidticos, un agente gelificante soluble en agua fria y un
sistema indicador que facilita la enumeracion de mohos y levaduras, pero No
distingue entre si el moho de levadura. 3M Petriflm RYM se utiliza para la
enumeracion de levadura y moho en las industrias de alimentos y bebidas, y se ha
validado para yogur, crema agria, almendras, manzanas rebanadas, masa de pan
congelada, pastel listo para hornear, emparedados, sopa deshidratada, salami
fermentado y empanadas de carne molida congelada.

El método 3M ™ Petrifim ™ Rapid Yeast y Mold Count Plate se comparé con los
métodos de referencia ISO 21527: 2008 partes 1y 2 y FDA BAM Capitulo 18 a las
48 y 60 horas para la deteccion y enumeracion de levadura y moho de una
variedad de los alimentos Diez matrices de alimentos (yogur, crema agria,
almendras, manzanas rebanadas, masa de pan congelada, pastel ya preparado,
sandwiches, sopa deshidratada, salami fermentado y empanadas de carne molida
congelada) se inocularon con coliformes en niveles bajos, medios y altos. Los
recuentos de registros del método 3M Petrifilm RYM Plate se compararon con los
registros de registros de los métodos de referencia.

Se demostr6 la resistencia del método para tres parametros de prueba, incluida la
temperatura de incubacion, el tiempo de incubacién y el agua para la rehidratacion.
Resumen de las reclamaciones de rendimiento validadas (Jechorek. R.P (RYM
Plate)).
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4 METODOLOGIA

El proposito de los estudios Repetibilidad y Precision intermedia es verificar la
variabilidad del sistema evaluado, sea insignificante con respecto a la variacion del
producto que se controla en sus paradmetros de calidad.

Tomandose un total de 10 muestras donde se obtuvieron con 10 matrices tabla 1 (estas
matrices son tomadas por que ya habia expirado la fecha de vencimiento y porque
también habia dado un recuento alto en los analisis hechos internamente en el
laboratorio) en las cuales participaron 3 analistas las cuales denominaremos AM, LM,
CB donde cada una de ellas realizo ensayo con diferentes matrices como el de
repetibilidad que el analista AM y el LM lo realizaron 3 veces el analista CB lo realizo 4
veces. Y para el de Precision intermedia el analista CB y el LM lo realizaron 3 veces y
el analista AM lo realizo 4 veces.

4.1 Ensayos de repetibilidad y precision intermedia:

Se analiz6 10 muestras (ver tabla 1) de distintos tipos de carnes (pasta de pollo, recorte
de cerdo) y productos carnicos (salchicha, Hamburguesa, salchichon y practicarme),
estas fueron analizadas por dos analistas diferentes, teniendo la misma matriz bajo
condiciones iguales, donde uno de ellos realiza la misma prueba por duplicado para
determinar el valor de repetibilidad donde lo nombraremos como duplicado 1 (D1) y
duplicado 2 (D2) vy el otro analista realiza el mismo ensayo solo una vez donde se
denominara duplicado 3 (D3) para determinar la Precision intermedia.

Donde cada una de ellas es sembrada en medio de cultivo especifico para el
crecimiento 6ptimo de los microorganismos ya que se encontraban listas las matrices
para realizar la siembra directa en el medio de cultivo.

Tabla 1: Matrices utilizadas en la matriz de Repetibilidad y Precision intermedia

La matriz 1 Salchichas RICA x 5009

La matriz 2 Pasta de pollo

La matriz 3 Recorte de cerdo 90/10

La matriz 4 Paleta Cushion

La matriz 5 Hamburguesa Pre asada RANCHERA x 400g
La matriz 6 Recorte 80/20

La matriz 7 Pollo MDM Nacional

La matriz 8 Hamburguesa de cerdo congelada x 1 Kg
La matriz 9 Salchichén cervecero CUNIT x 700g

La matriz 10 Practicarne ZENU x 200g

Seguidamente se realiz6 un conteo de las placas anotando los resultados,
posteriormente se efectué una trasformacion de los resultados obtenidos en Logl0,
recurso matematico en que supone que la distribucién de los microorganismos en la
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muestra es una distribucion normal, seguidamente se efectué la comparacion de los
resultados.

4.2 Medios de cultivo empleados:

Tabla 2: Medios de cultivos empleados, con la normativa de referencia y los criterios de
aceptabilidad.

Medios de cultivo Norma de Criterios de aceptabll.ld.a}d
empleados referencia Repetibilidad Precision
intermedia
El 3BM™ Petrifilm™ Rapid
1 Aerobic Count (AC) AOAC 990.12 0.278 0.348
El 3BM™ Petrifilm ™ Rapid
p | E.coli/Coliform Count | A ya 998 08 0.257 0.391
Plate
El 3BM™ Petrifilm™ Staph
3 Express (STX) AOAC 2003.07 0.27 0.75
El 3M ™ Petrifilm™ Lactic
4 | Acid Bacteria Count Plate AOAC 041701 0.141 0.25
El 3M ™ Petrifilm ™ Rapid
5 Yeast and Mold Count AOAC 2014.05 0.36 0.37

4.3Las técnicas microbioldgicas utilizadas fueron:

4.3.1 Recuento de bacterias aerobias mesoéfilas totales en placa de petrifilm:
(ICMSF, 1982)

Se pesaron 10 g de la muestra de carne o producto carnico o no carnico en forma
aséptica y se diluyeron en 90 ml de agua peptonada al 0,1% (dilucién 10-1). Se
homogeniz6 en Stomaker. Se realizaron diluciones decimales en tubos con 9 ml de
agua peptonada al 0,1%.

Se colocar la placa Petriflm Rapid Aerobic Count en una superficie plana y nivelada y
con la pipeta perpendicular a la placa tomar 1 ml de las diluciones a trabajar y depositar
el liquido en el centro de la pelicula una vez levantada la pelicula superior.
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Dejar caer la pelicula superior sobre la muestra, cuidando que no se formen burbujas.
Colocar suavemente el dispersor sobre la parte central de la placa donde se encuentra
la muestra y hacer presion.

Esperar aproximadamente 2 minutos para que se solidifique el gel e incubar a 35 +/-
2°C por 48 horas.

El resultado se calcul6 realizando el recuento en la placa que present6 y multiplicando
por el factor de diluciéon y expresando el resultado en unidades formadoras de colonias
por gramo (ufc/g).

4.3.2 Recuento de coliformes totales en placa de petrifilm: (ICMSF, 1982)

Se pesaron 10 g de la muestra de carne o producto carnico en forma aséptica y se
diluyeron en 90 ml de agua peptonada al 0,1% (dilucion 10-1). Se homogeniz6 en
Stomaker. Se realizaron diluciones decimales en tubos con 9 ml de agua peptonada al
0,1%.

Se colocar la placa Petrifilm Rapid E. coli / Coliform Count Plate en una superficie plana
y nivelada y con la pipeta perpendicular a la placa tomar 1 ml de las diluciones a
trabajar y depositar el liquido en el centro de la pelicula una vez levantada la pelicula
superior.

Dejar caer la pelicula superior sobre la muestra, cuidando que no se formen burbujas.
Esta placa no se utiliza el dispersor.

Esperar aproximadamente 2 minutos para que se solidifique el gel e incubar a 35 +/-
2°C por 48 horas.

El resultado se calcul6 realizando el recuento en la placa que presentd de colonias
tipicas (colonias rojas, lactosa positiva y colonias azules, lactosa positiva) multiplicando
por el factor de dilucidon y expresando el resultado en unidades formadoras de colonias
por gramo (ufc/g).

4.3.3 Recuento de Staphylococcus aureus en placa de petrifilm: (ICMSF,
1982)

Se pesaron 10 g de la muestra de carne o producto carnico en forma aséptica y se
diluyeron en 90 ml de agua peptonada al 0,1% (dilucion 10-1). Se homogenizé en
Stomaker. Se realizaron diluciones decimales en tubos con 9 ml de agua peptonada al
0,1% segun lo requiera la muestra.

Se colocar la placa Petriflm en una superficie plana y nivelada y con la pipeta
perpendicular a la placa tomar 1 ml de las diluciones a trabajar y depositar el liquido en
el centro de la pelicula una vez levantada la pelicula superior.
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Dejar caer la pelicula superior sobre la muestra, cuidando que no se formen burbujas.

Colocar suavemente el dispersor sobre la parte central de la placa donde se encuentra
la muestra y hacer presion.

Esperar aproximadamente 2 minutos para que se solidifique el gel e incubar a 35 +/-
2°C por 48 horas.

El resultado se calculd realizando el recuento en la placa que presenté de colonias
tipicas (rojo-violeta) multiplicando por el factor de dilucion y expresando el resultado en
unidades formadoras de colonias por gramo (ufc/g).

4.3.4 Recuento de Bacterias acido lacticas en placa de petrifilm: (ICMSF,
1982)

Se pesaron 10 g de la muestra de carne o producto carnico en forma asépticay se
diluyeron en 90 ml de agua peptonada al 0,1% (dilucion 10-1). Se homogenizé en
Stomaker. Se realizaron diluciones decimales en tubos con 9 ml de agua peptonada al
0,1%.

Se colocar la placa Petrifilm Lactic Acid Bacteria Count Plate en una superficie plana y
nivelada y con la pipeta perpendicular a la placa tomar 1 ml de las diluciones a trabajar
y depositar el liquido en el centro de la pelicula una vez levantada la pelicula superior.

Dejar caer la pelicula superior sobre la muestra, cuidando que no se formen burbujas.
Colocar suavemente el dispersor sobre la parte central de la placa donde se encuentra
la muestra y hacer presion.

Esperar aproximadamente 2 minutos para que se solidifique el gel e incubar a 35 +/-
2°C por 48 horas.

El resultado se calculé realizando el recuento en la placa que presentd de colonias
tipicas (tienen una forma irregular y no estan relacionadas con una colonia roja)
multiplicando por el factor de dilucion y expresando el resultado en unidades
formadoras de colonias por gramo (ufc/g).

4.3.5 Recuento de Mohos y Levaduras en placa de petrifilm: (ICMSF, 1982)

Se pesaron 10 g de la muestra de carne o producto carnico en forma aséptica y se
diluyeron en 90 ml de agua peptonada al 0,1% (dilucion 10-1). Se homogenizé en
Stomaker. Se realizaron diluciones decimales en tubos con 9 ml de agua peptonada al
0,1%.

Se colocar la placa Petrifilm Rapid Yeast and Mold Count Plate en una superficie plana
y nivelada y con la pipeta perpendicular a la placa tomar 1 ml de las diluciones a
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trabajar y depositar el liquido en el centro de la pelicula una vez levantada la pelicula
superior.

Dejar caer la pelicula superior sobre la muestra, cuidando que no se formen burbujas.
Colocar suavemente el dispersor sobre la parte central de la placa donde se encuentra
la muestra y hacer presion.

Esperar aproximadamente 2 minutos para que se solidifique el gel e incubar a 25 +/-
2°C por 72 horas.

El resultado se calculd realizando el recuento en la placa que presenté de colonias
tipicas de levaduras (pequefias, bordes definidos, color canela rosado a verde azulado
y tienen un color uniforme) y los mohos (grandes, bordes difusos, color verde azulado
después de una incubacién prolongada) multiplicando por el factor de dilucion vy
expresando el resultado en unidades formadoras de colonias por gramo (ufc/g).

4.4 Toma de datos.

Como en cualquier analisis estadistico, mientras mayor sea el tamafio de la muestra
mejores seran los resultados obtenidos del estudio, pero en analisis de procesos de
manufactura, una muestra grande con participacion de gran cantidad de personal e
insumos puede hacer muy costoso la aplicacion del procedimiento, por consiguiente,
para la planeacion y preparacion suficiente.

Se realizdé un formato en Excel para adjuntar o registrar los datos obtenidos en las
pruebas por los analistas, por cada una de los ensayos los cuales tiene criterios de
aceptabilidad los cuales estan estipulados en la norma de referencia AOAC, con los
gue se determiné la repetibilidad y reproducibilidad o precision intermedia de cada una
de las matrices analizadas.

4.5 Calculos estadisticos

Cada analista realizara ensayos rutinarios del laboratorio como es la técnica de
siembra en placa Petrifilm, seran registrados los resultados obtenidos de los métodos
realizados por cada analista. Los datos obtenidos son organizados en una tabla para
cada microorganismo.

Para efectuar el analisis estadistico los resultados obtenidos se expresaron en log10
ufc/mL. Se utilizé el analisis de varianza con el test de ANOVA, usando el programa
OriginPro 8.0, con el objetivo de determinar si hay diferencias significativas en los
resultados hallados en los ensayos de reproducibilidad con un porcentaje de
confiabilidad del 95%.

Al programa OriginPro 8.0 se agregan los valores que fueron trasformados en LOG 10.
Donde cada uno de estos es agregé manualmente y seguidamente seleccionas los
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datos y elijes la funcidbn que quieres obtener (ANALISIS DE ANOVA). El Programa
ejecuta las operaciones y nos arroja los resultados que le pedimos del analisis.

Ecuaciones:
Ln=Log. Dn
Donde

Ln: Resultado expresado en LOG
Dn: Resultado obtenido por el analista

[rl -r2|
Donde

rl: Resultado del analista expresado en Log (L1)
r2: Resultado del analista expresado en Log (L2)

[rl - r3|
Donde

rl: Resultado del analista expresado en Log (L1)
r2: Resultado del analista expresado en Log (L3)

TEST r (Repetibilidad)
Sl ((r1-r2) <=N;"VALIDO";"NO VALIDO")
Donde

Sl: Prueba si se cumple una condicién

rl: Resultado del analista expresado en Log (L1)

r2: Resultado del analista expresado en Log (L2)

N: Criterio de aceptabilidad para la Repetibilidad segun la AOAC para cada técnica

TEST R (Precisién intermedia)
SI((r1-r3) <=N;"VALIDO";"NO VALIDO")

Donde

Sl: Prueba si se cumple una condicién

rl: Resultado del analista expresado en Log (L1)

r3: Resultado del analista expresado en Log (L3)

N: Criterio de aceptabilidad para la Precision intermedia segun la AOAC para cada
técnica
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5 CRONOGRAMA

ACTIVIDADES

ABRIL MAYO JUNIO JULIO
Semanas Semanas Semanas Semanas
15116 |17 118|119 |20 21|22 |23 |24 |25 (26|27 |28 |29 | 30

Induccién al laboratorio
de Microbiologia

Preparacion de material y
medios de cultivo

Diligenciamiento de
formatos control de
calidad de autoclaves,
control de preparacién de
medios de cultivo

Analisis microbiologico de
agua potable

Analisis microbiologico de
producto terminado,
materias primas carnicas
y no carnicas.

Analisis microbiologico de
Patégenos en equipo
VIDAS

Andlisis microbiolégico de
Superficies

Andlisis Microbiolégico de
ambientes

Analisis
superficies
indicadores

microbioldgico
Listeria e

Andlisis microbiolégico de
estabilidades y
seguimientos

Andlisis microbiolégico de
manipuladores

Controles internos del
Laboratorio

Antibidticos
Revision y desarrollo para
la realizacion y

continuacién del cepario

Interlaboratorio

Matriz de repetitividad y
reproducibilidad

Activacion de cepas

Revision bibliografica

Control de Calidad
Métodos de Andlisis vy
medios de Cultivo

Desarrollo trabajo escrito
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se pueden evidenciar en la tabla 3, 6, 9 12, 15 de los resultados
obtenidos en las placas de petrifilm (Aerobios mesofilos, coliformes totales-E. coli, S
aureus, Bacterias acido lacticas y Mohos y levaduras) donde son comparados con los
valores de aceptabilidad para aerobios mesofilos la Repetibilidad: 0.27 y la Precisién
intermedia 0.348, Coliformes totales y E. coli la Repetibilidad: 0.257 y la Precision
intermedia 0.391, S. aureus la Repetibilidad:0.27 y la Precision intermedia 0.75,
Bacterias acido lacticas (BAL) la Repetibilidad: 0.141 y la Precision intermedia 0.25 y
Mohos y levaduras la Repetibilidad: 0.36 y la Precisiéon intermedia 0.37. Se realiz6 un
conteo en placas de petrifilm de microorganismos viables, es decir, microorganismos
gue tienen la capacidad de reproducirse.

Tabla 3: Resultados obtenidos en UFC/mL en placa petrifilm para aerobios mesofilos

N _S I _8 I _8 I 2 g’ g’ Valor | Valor

= ELZ,'E' ggg ggg Jaldal7a] Iri- | Iri- TESTr | TESTR
= | AT AT AT - N 0 r2| r3|

1 | 19500 | 10100 | 13500 | 4,0 | 43 | 41 | 0,29 | 0,16 | NO VALIDO | VALIDO
2 | 9000 | 9200 | 8900 | 40 [ 40 | 39 | 0,01 | 0,00 VALIDO | VALIDO
3 | 500 300 700 [ 27 | 25 ] 28| 0,22 | 0,15 VALIDO | VALIDO
4 | 2000 | 3000 | 4000 | 33|35 |36 | 018 | 0,30 VALIDO | VALIDO
5 | 300000 | 330000 | 310000 | 555 | 55 | 55 | 0,04 | 0,01 VALIDO | VALIDO
6 | 250000 | 270000 | 250000 | 54 | 5,4 | 54 | 0,03 | 0,00 VALIDO | VALIDO
7 | 900 900 1000 | 3,0 [ 3,0 | 3,0 | 0,00 | 0,05 VALIDO | VALIDO
8 | 7800 | 8000 | 8200 | 3,9 |39 |39 | 001 | 0,02 VALIDO | VALIDO
9 | 250 280 350 | 24 | 24|25 | 005 | 0,15 VALIDO | VALIDO
10 | 80000 | 90000 | 80000 | 4,9 | 50 | 49 [ 0,05 | 0,00 VALIDO | VALIDO

Como se observa en la tabla 3 los resultados obtenidos por los analistas que realizan la
prueba con cada matriz donde D1 y D2 son de un analista y D3 es del otro analista u
operador las cuales estan en unidades de ufc/mL, seguidamente se efectud la
comparacion de los resultados del analista 1 en valor absoluto para determinar la
repetibilidad del operario de acuerdo a los criterios de aceptabilidad tabla 2 siendo su
norma de referencia para esta prueba la AOAC 990.12. Del 2019.

Se visualiza que en la matriz 1 que los valores calculados para la repetibilidad no se
encuentran bajo los criterios de aceptabilidad 0.278 para la repetibilidad,
probablemente no se homogeniz6 suficiente la muestra al repetir el analisis ya que se
detecta que el valor es menor en D2 a comparacion del valor D1.
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Tabla 4: Célculos estadisticos de ANOVA para los resultados en LOG de aerobios
mesofilos

D1 D2 D3 | TOTAL
Numero (n) | 10 10 10 30
> X 39.3 | 39.1 | 39.8 | 118.2

Significa | 3.93 | 3.91 | 3.98 11.82

Mediana | 3.940 | 3.920 | 3.960

Dev Est. |1.097|1.116 | 1.048

Err Est. 0,347 | 0.353 | 0,331

En la tabla 4 podemos evidenciar la desviacion de los datos y el error es mayor en el
D2 cuando es realizada la repetibilidad sin importar que analista sea que esté haciendo

el ensayo y el error estandar es bajo a comparacion de la desviacion que poseen los
datos.

Tabla 5: Resultados de ANOVA para Aerobios mesofilos

SS |df| MS | F
Entre | 4008 | 2 | 0.004 | 0,003
Dentro | 31 924 | 27 | 1.182

Total

31,932 | 29

En la tabla 5 se puede visualizar los resultados del test de ANOVA para la técnica de
aerobios mesofilos donde nos describe la suma de cuadrados “SS”, el Grado de
libertad, la media de cuadrados y el valor estadistico de la prueba F=0.003, Basado en
un umbral de valor p de 0.05, no hay una diferencia estadisticamente significativa entre
los duplicados realizados en las pruebas.
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Tabla 6: Resultados obtenidos en UFC/mL en placa Petrifilm para Coliformes totales -

E. coli

N | S S T g’ g’ g’ Valor | Valor

= §;‘5‘ g;;g §gg Jaldal|fdal Irt- ri- | TESTr | TESTR
= | Ao AT AT - N « r2| r3|

1 400 260 360 26 | 24 | 26 0,19 0,05 | VALIDO | VALIDO
2 810 1000 980 29 | 30 | 3,0 | 0,09 0,08 | VALIDO | VALIDO
3 1570 1530 1500 32 | 3,2 | 32 0,01 0,02 | VALIDO | VALIDO
4 300 190 350 25 | 23 | 25 0,20 0,07 | VALIDO | VALIDO
5 2000 2100 2300 33| 33 | 34 0,02 0,06 | VALIDO | VALIDO
6 700 650 700 28 | 28 | 28 0,03 0,00 | VALIDO | VALIDO
7 300 300 600 25 | 25 | 2,8 0,00 0,30 | VALIDO | VALIDO
8 180 150 200 23 | 22 | 23 0,08 0,05 | VALIDO | VALIDO
9 80 70 90 19 | 1,8 | 2,0 0,06 0,05 | VALIDO | VALIDO
10 250 270 300 24 | 24 | 25 0,03 0,08 | VALIDO | VALIDO

Como se observa en la tabla 6 los resultados obtenidos por los analistas del laboratorio
de microbiologia estan en el rango de aceptabilidad que nos da la normativa de
referencia AOAC 998.08 para la Repetibilidad que es de un 0.257 y la Precision
intermedia con un valor de 0.391 para este tipo de técnica en Petrifilm Coliformes
totales y E. coli.

Tabla 7: Célculos estadisticos de ANOVA para los resultados en LOG de Coliformes
totales - E. coli

D1 D2 D3 TOTAL
Numero (n) | 10 10 10 30
> X 26.4 | 259 [27.0 |79.3
significa 264 |259 |270 |7.93
Mediana 2.550 | 2.450 | 2.700
Dev Est. 0.422 | 0.475 | 0.420
Err Est. 0.133 | 0.150 | 0.133

En la tabla 7 podemos evidenciar la desviacion de los datos y el error no hay gran
significancia en los valores, pero si se demuestra que es mayor en el D2 cuando es
realizada la repetibilidad sin importar que analista.
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Tabla 8: Resultados de ANOVA para Coliformes Totales - E. coli

SS | df | MS F
Entre | 0,073 | 2 | 0,036 0.188
Dentro | 5.222 | 27 | 0,193
Total |5.295 |29

Los resultados de ANOVA nos indican con del test de F: 0.188 nos permite decir que el
grado de libertad de los datos es muy baja y apoyado en un umbral de valor p de 0.05,
no hay una diferencia estadisticamente significativa entre los duplicados realizados en
las pruebas.

Tabla 9: Resultados obtenidos en UFC/mL en placa Petrifilm para S. aureus

N _S I _8 I _8 I S = = Valor | Valor

B|laoa|a%a|aR8 |wa|fa |8 Irt- | Irl- | TESTr | TESTR
= | A7 AT AT - N < r2| r3|

1| 570 530 650 | 2,8 | 2,7 | 28 | 0,03 | 0,06 |VALIDO |VALIDO
2 | 850 | 1100 | 1160 | 2,9 | 30 | 31 | 011 | 0,14 [VALIDO | VALIDO
3 | 130 70 90 21 |18 | 20 | 027 | 0,16 [VALIDO | VALIDO
4 | 370 300 310 | 26 | 25 | 25 | 0,09 [ 0,08 |VALIDO | VALIDO
5 | 800 700 800 | 29 | 28 | 29 | 0,06 [ 0,00 |VALIDO |VALIDO
6 | 450 500 450 [ 27 [ 27 | 27 | 005 | 000 |VALIDO |VALIDO
7 | 300 300 250 | 25 | 25 | 24 | 000 | 0,08 [VALIDO |VALIDO
8 | 250 230 300 | 24 | 24 | 25 | 004 [ 0,08 |VALIDO |VALIDO
9 20 15 25 1312 [ 14 ] 012 | 010 |VALIDO | VALIDO
10 | 750 650 700 | 29 | 28 | 28 | 006 | 0,03 [VALIDO|VALIDO

Como se observa en la tabla 9 todos los resultados obtenidos por los analistas que
realizaron el ensayo estan en el criterio de aceptabilidad que nos da la normativa de
referencia AOAC 2003.07 para la Repetibilidad que es de un 0.27 y la Precision
intermedia con un valor de 0.75 ya que el juicio de estos valores es muy amplio para
este tipo de técnica Petrifilm Staph Express (STX).

Tabla 10: Calculos estadisticos de ANOVA para los resultados en LOG de S. aureus

D1 D2 D3 TOTAL
Numero (n) | 10 10 10 30
> X 25,0 |245 [250 |74.4

35




significa 2,497 | 2,446 | 2,500 | 7.443
Mediana 2.650 | 2.600 | 2.600
Dev Est. 0,498 | 0,544 | 0,495
Err Est. 0,498 | 0,544 | 0,495

En la tabla 10 podemos evidenciar la desviacion estandar de los datos obtenidos y el
error estdndar, demostrando hay mayor margen de error en el D2 comparados con los
otros resultados de desviacion y errores estandar esto ocurre cuando es realizada la
repetibilidad sin importar que analista sea que esté haciendo el ensayo.

Tabla 11: Resultados de ANOVA para S. aureus

SS df | MS F
Entre |0,033 |2 |0,016 | 0.062
Dentro | 7.102 | 27 | 0.263
Total 7.135| 29

Se demuestra que al realizar la prueba de F se obtiene un valor de 0.062 con este dato
nos permite decir que el umbral del valor p de 0.05 no tiene diferencias estadisticas

significativas entre los ensayos realizados por los analistas.

Tabla 12: Resultados obtenidos en UFC/mL en placa Petrifilm para Bacterias acido

lacticas

N _S " _8 I _8 I g" 85 g Valor | Valor

§ ,—%25' ,—%gg ,—%28 Talda|F8] Irl- | |r1- TESTr | TESTR

AT AT AT - N 0 r2| r3|

1 5000 4800 5900 37 | 3,7 | 3,8 0,02 0,07 VALIDO VALIDO
2 990 820 890 30| 29| 29 0,08 0,05 VALIDO VALIDO
3 2000 3000 2500 33| 35| 34 0,18 0,10 | NO VALIDO | VALIDO
4 30 10 30 15 10 | 15 0,48 0,00 | NO VALIDO | VALIDO
5 2000 1500 3000 33 | 3,2 | 35 0,12 0,18 VALIDO VALIDO
6 340 280 360 25 | 24 | 26 0,08 0,02 VALIDO VALIDO
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150 100 130 22 120 21| 0,18 0,06 | NO VALIDO | VALIDO

7
8 580 420 400 28 | 26 | 26 | 0,14 0,16 VALIDO VALIDO
9 1900 1600 1100 33 |32 | 30| 0,07 0,24 VALIDO VALIDO

0 650 820 930 28 1 29 | 30| 0,10 0,16 VALIDO | VALIDO

[EEN

En la tabla 12 se evidencia en la matriz 3, 4 y 7 que es test por repetibilidad no cumple
con los criterios ya que este tiene un valor de 0.18, 0.48 y 0.18 respectivamente y el
valor tiene que ser menor o igual a 0.141 como se demuestra en la tabla 2, ya que el
proceso de homogenizacién no es el suficiente para tomar una concentracion igual a la
anterior en el caso de la matriz 4, 7 y con respecto a la matriz 3 un exceso de muestra
ya sea tomada o inoculada.

Tabla 13: Calculos estadisticos de ANOVA para los resultados en LOG de Bacterias
Acido Lacticas

D1 | D2 | D3 TOTAL
Numero (n) | 10 10 10 30
2 X 283 | 27.4 | 284 84,13
significa | 5 g3 | 574 | 284 8.41
Mediana

2.900 | 2.900 | 2.950
Dev Est. |0,643 0,795 | 0,682

Err Est. 0,643 | 0,795 | 0.216

En la tabla 13 podemos evidenciar la desviacion estandar de los datos y el error
estandar, es mayor en el D2 cuando es realizada la repetibilidad sin importar que
analista sea que esté haciendo el ensayo.

Tabla 14: Resultados de ANOVA para Bacterias Acido Lacticas

SS df | MS F

Entre | 0,067 |2 | 0,033 0.066

Dentro | 13.592 | 27 | 0,503

Total | 13,659 | 29

En la tabla 14 se puede visualizar los resultados del test de ANOVA para la técnica de
Bacterias acido lacticas donde nos describe la suma de cuadrados “SS”, el Grado de

37




libertad, la media de cuadrados y el valor estadistico de la prueba F con un valor de
0.066, de tan manera nos basamos en un umbral de valor p de 0.05, no hay una
diferencia estadisticamente significativa entre los duplicados realizados en las pruebas.

Tabla 15: Resultados obtenidos en UFC/mL en placa Petrifilm para Mohos y levaduras

N _8 I _S I _S I S g’ g’ Valor | Valor

5 g;‘S ggg gogg 48 ﬁug ﬁ'E’ Ir1 - rl1- | TESTr TESTR
= | AT A T AT - N « r2| r3|

1 | 11400 | 14100 | 12000 | 4,1 | 41 | 4,1 | 0,09 0,02 |VALIDO| VALIDO
2 150 100 270 22 | 20 | 24 | 0,18 0,26 | VALIDO| VALIDO
3 100 200 300 20 | 23 | 25 | 0,30 0,48 | VALIDO | NO VALIDO
4 310 360 350 25| 26 | 25 | 0,06 0,05 |VALIDO| VALIDO
5 3000 3100 2900 | 35| 35 | 35 | 0,01 0,01 |VALIDO| VALIDO
6 1000 900 1000 | 3,0 | 3,0 | 3,0 | 0,05 0,00 |VALIDO| VALIDO
7 150 300 100 22 | 25 | 20 | 0,30 0,18 | VALIDO| VALIDO
8 500 480 600 27 | 2,7 | 2,8 | 0,02 0,08 | VALIDO| VALIDO
9 100 180 250 20 | 23 | 24 | 0,26 0,40 | VALIDO | NO VALIDO
10 800 850 900 29 | 29 | 3,0 | 0,03 0,05 |VALIDO| VALIDO

Como se demuestra en la tabla 15 se aprecia el error en las matrices 3 y 9 que tienen
valores de criterios de aceptabilidad de 0.37 para la Precision intermedia, en donde la 3
y la 7 tiene errores superiores como lo son 0.48 y 0.40 respectivamente, demostrando
gue al realizar este procedimiento fallo la homogeneizacion o el pipeteo no fue eficaz a
la hora de tomar la muestra, arrojando resultados erroneos a la hora del recuento.

Tabla 16: Calculos estadisticos de ANOVA para los resultados en LOG de Mohos y

levaduras
D1 D2 D3 TOTAL
Numero (n) | 10 10 10 30
> X 27,0 | 27,8 | 28,1 82,90
significa
2,7 2,8 2,8 8,29
> x2 4415 | 45.11 | 47.32 136.579
Mediana |, 560 | 2,650 | 2.650
Dev Est. | 0,687 | 0.624 | 0.614
Err Est. 0,687 | 0.624 | 0.614
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En la tabla 16 podemos evidenciar la desviacion estandar de los datos y el error
estandar, es mayor en el D1 cuando es realizada la repetibilidad sin importar que
analista sea que esté haciendo el ensayo.

Tabla 17: Resultados de ANOVA para Mohos y Levaduras

SS df | MS F

Entre | 0,065 |2 | 0,032 0,078

Dentro | 11.154 | 27 | 0.413

Total | 11.219 |29

En la tabla 17 se puede visualizar los resultados del test de ANOVA para la técnica de
Mohos y levaduras donde nos describe la suma de cuadrados “SS”, el Grado de
libertad, la media de cuadrados y el valor estadistico de la prueba F con un valor de
0.078, de tan manera nos basamos en un umbral de valor p de 0.05, no hay una
diferencia estadisticamente significativa entre los duplicados realizados en las pruebas.

Como se aprecia en la tabla 2 el valor de precision intermedia es mayor en todos los
criterios de referencia sin importar los medios de Petriflm que son sembrados a
diferencia que la repetibilidad que este valor es menor. Debido a que la capacitacion o
las condiciones en las que se realice el método no pueden ser las mismas pueden
aumentar mas la incertidumbre de la prueba a diferencia de la repetibilidad que se hace
en un lapso corto de tiempo en el cual las condiciones no van a cambiar
significativamente.

Por lo anterior se discute que se ha tenido mas fallos en la repetibilidad por que los
criterios de aceptabilidad de cada uno de los ensayos son muy bajo la probabilidad del
error es mayor a diferencia de la reproducibilidad.

Al poseer datos tan variados en la matriz de repetibilidad y precision intermedia no hay
una correlacion entre los resultados obtenidos en las matrices analizadas la desviacion
va aumentar como lo es el caso de aerobios meséfilos que cada una de las matrices se
ve un valor de entre ellas de 0.004 pero al compararlo con las demas matrices el valor
aumenta a un 1.183, al extremos contrario tendriamos a S. aureus que tiene una alta
semejanza en los resultados que se obtiene a los largo de la matriz ya que entre ellas
se obtiene un valor de 0.016 y con respecto a las otras matrices un valor de 0.263, por
ende se demuestra que este tipo analisis no es congruente en lo que se quiere llegar,
para llegar vy realizar la verificaciébn del personal calificado cada de uno de ellos
deberia hacerla con un concentracion igual en cada uno de los ensayos para
determinar con mayor veracidad el resultado demostrando el acercamiento o el
alejamiento que tienen los analistas en los resultados a un resultado 6ptimo.
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7. CONCLUSIONES

Se logro determinar que los pardmetros microbioldgicos van a depender del analista u
operario que esté realizando el ensayo, debido a la forma que cada uno de ellos
procesa la muestra.

Dentro del proceso de verificacion el célculo y andlisis de la incertidumbre es
importante, ya que nos va a permitir determinar la capacidad de la técnica en los
ensayos, permitiendo asi poder comparar mediciones entre si 0 con otros valores de
referencia dados en especificaciones o normativa.

Se identificd que las posibles variaciones son al momento de la homogenizacion a la
hora de tomar las muestras y el tiempo que se demora en depositar la muestra; ya que
al ser una Pipeta Electronica se toman varios voliumenes aspirados por ella y dispensa
dependiendo la cantidad solicitada, si se demora la inoculacion en la placa Petrifilm el
contenido se va a precipitar hacia el fondo y las primeras dispensas van a salir con una
alta concentracion de microorganismo en comparacion con las siguientes; debido a que
las analistas no siembran en el mismo orden pueden variar en los resultados.

Debido a una alta discrepancia entre los resultados de cada una de las matrices, la
desviacion estandar mas bajas es para Coliformes totales y E.coli con (0.422, 0.475,
0.420) seguidamente S. aureus con (0.498,0.544, 0.495), posteriormente Mohos y
Levaduras con (0.687, 0.624, 0.614) y consecutivamente Bacterias Acido Lacticas con
(0.643, 0.795, 0.682) y finalmente la desviacion mas antas entre ellos es para Aerobios
Mesofilos que tiene desviaciones de (1.097, 1.116, 1.048).

La desviacion de los datos se encuentra mas alta en el valor D2 de todas las técnicas a
excepcion de mohos y levaduras, demostrando el alto impacto que tiene el analista del
laboratorio de microbiologia a la hora de la realizacién de los ensayos.

Con base a los resultados obtenidos en las tablas se evidencio que se obtiene un
mayor margen de error cuando el analista realiza la repetitividad de la misma prueba,
gue cuando se realiza la precision intermedia de la prueba, esto nos indicé que el
analista que tuvo mayor error denominado LM necesita agilidad, practicidad y agudeza
a la hora de la realizacion de los ensayos para que sea eficiente el resultado obtenido.

A la hora de determinar la repetibilidad y Precision intermedia va a ser critico el valor de
la incertidumbre a la hora de realizar pruebas en el laboratorio, ya que este, aunque
esta dado por los ensayos o técnicas nos difiere en el nivel de aceptacion o rechazo de
la prueba, como se ve en la tabla 2 hay variaciones en la aceptabilidad para la
determinacién de si la prueba tiene un margen de error.
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ANEXOS
Definiciones

Analito: componente medido por el método de andlisis. En el caso de métodos
microbioldgicos esto es el microorganismo sus componentes o productos asociados
(enzimas o toxinas).

Especificidad: (para un tipo de matriz y un nivel de inoculacion dado): Fraccién del
namero total de cultivos o colonias negativos que son asignados correctamente con el
meétodo utilizado.

Exactitud de medida: proximidad entre un valor medido y un valor verdadero de un
mensurando.

Método cualitativo: método de andlisis cuya respuesta es la presencia o ausencia del
analito, detectado de forma directa o indirecta en una cierta cantidad de muestra.

Método cuantitativo: método de analisis cuya respuesta es la cantidad del analito
medido de forma directa (enumeracion en masa o0 volumen), o indirecta (color,
absorbancia, impedancia, etc.) en una cierta cantidad de muestra.

Método de referencia: meétodo internacionalmente reconocido y ampliamente
aceptado.

Repetibilidad: precision de medida bajo un conjunto de condiciones de repetibilidad.

Nota: Este conjunto de condiciones incluye el mismo procedimiento de medida, los
mismos operadores, el mismo sistema de medida, las mismas condiciones de
operacion y el mismo lugar, asi como mediciones repetidas del mismo objeto o de un
objeto similar en un periodo corto de tiempo.

Rango de validacion: rango de numero medio de particulas por porcion analitica para
el cual las expectativas de las especificaciones de validacion (en particular linealidad)
han sido aceptablemente demostradas.

Precision intermedia: precision de medida bajo un conjunto de condiciones de
precision intermedia

Reproducibilidad: precision de medida bajo un conjunto de condiciones de
reproducibilidad.

Nota: Este conjunto de condiciones incluye diferentes lugares, operadores, sistemas de
medida y mediciones repetidas de los mismos objetos u objetos similares. Los
diferentes sistemas de medicién pueden utilizar diferentes procedimientos de medida.
En la préactica, conviene que toda especificacion relativa a las condiciones incluya las
condiciones que varian y las que no.

Validacién: Confirmacién mediante el suministro de evidencia objetiva de que se han
cumplido los requisitos para una utilizacién o aplicacion especifica prevista.
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Verificacion: Confirmacion mediante la aportacion de evidencia objetiva de que se han
cumplido los requisitos especificados.
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Tabla 18: Matriz de Repetibilidad y Precision intermedia completa para Aerobios mesofilos.

Num Fecha Lo= | L3= Valor Valor

de (AAAA-MM- Duplicad Duplicad ANALIST Duplicad ANALIST L1=Log.D Lo Lo Absolut Absolut RESULTAD RESULTAD
Matri 0l1=D1 02=D2 A (1) 03=D3 A (2) 1 g 9 oderl- oderl- OTEST r OTESTR

DD) .D2 | .D3

z r2 r3

1 24/05/2019 19500 10100 LM 13500 AM 4,3 4,0 4,1

2 27/05/2019 9000 9200 AM 8900 LM 4,0 4,0 3,9

3 6/06/2019 500 300 CB 700 LM 2,7 2,5 2,8

4 10/06/2019 2000 3000 LM 4000 CB 3,3 BI5 3,6

5 20/06/2019 300000 330000 CB 310000 AM 515 515 515

6 25/06/2019 250000 270000 AM 250000 CB 54 54 54

7 4/07/2019 900 900 CB 1000 AM 3,0 3,0 3,0

8 8/07/2019 7800 8000 AM 8200 LM 3,9 3,9 3,9

9 16/07/2019 250 280 LM 350 CB 2,4 2,4 2,5

10 22/07/2019 80000 90000 CB 80000 AM 49 5,0 4,9

Tabla 19: Matriz de Repetibilidad y Precision intermedia completa para Coliformes totales - E.coli

Nu ' 8 Valor Valor
fo | aaaniin- | dore | APy | A3fA" | puplicad | ANALIs | 2L 125 | L= | Absolut | Absolut | RESULTA | RESULTA
Matr DD) D1 D2 ) 03=D3 TA (2) 1 D2 Log.D3 | oderl | oderl | DOTESTr | DO TEST R
1Z
1 | 24052019 | 400 260 | LM 360 AM_ | 26 | 24 | 26
2 | 2710572019 | 810 1000 | AM 980 M| 29 | 30 | 30
3 | 6/062019 | 1570 | 1530 | CB | 1500 M | 32 | 32 | 32
4 | 10/06/2019 | 300 190 | M 350 CB_ | 25 | 23 | 25
5 | 20/06/2019 | 2000 | 2100 | CB | 2300 AM_ | 33 | 33 | 34
6 | 25/06/2019 | 700 650 | AM 700 CB_ | 28 | 28 | 28
7 | 4/07/2019 | 300 300 | cB 600 AM_ | 25 | 25 | 28
8 | 8/07/2019 | 180 150 | AM 200 M| 23 | 22 | 23
9 | 16/0772019 | 80 70 LM 90 CB_ | 19 | 18 | 20
10 | 22/07/2019 | 250 2710 | cB 300 AM_ | 24 | 24 | 25
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Tabla 20: Matriz de Repetibilidad y Precision intermedia completa para S. aureus

g e Duplic | b nlicad | ANALIST | PUPlca | anaLisT | L1=L | K25 | LSS A\tﬁlc?l[n VEIE g | BRI
Matr (AAAA-MM- ado 1 02=D2 A Q) do 3= AQ) 0g.D1 Log. Log. oderl Absoluto DO TEST r DO TEST

iz DD) =D1 D3 D2 | D3 dert | deri-r3 R

1 | 240052019 | 570 530 LM 650 AM 28 | 27 | 28

> | 27/05/2019 | 850 1100 AM 1160 LM 29 | 30 | 31

3 6/06/2019 130 70 CcB 90 LM 21 | 18 | 20

4 | 10/06/2019 | 370 300 LM 310 cB 26 | 25 | 25

5 | 200062019 | 800 700 CcB 800 AM 29 | 28 | 29

6 | 25/06/2019 | 450 500 AM 450 CcB 27 | 27 | 27

7 4/07/2019 300 300 CcB 250 AM 25 | 25 | 2.4

8 8/07/2019 250 230 AM 300 LM 24 | 24 | 25

9 | 16/07/2019 20 15 LM 25 CcB 13 | 12 | 14

10 | 22/072019 | 750 650 CcB 700 AM 29 | 28 | 28

Tabla 21:Matriz de Repetibilidad y Precision intermedia completa para Bacterias acido lacticas.

Num

de e Duplic |\ hlicad | ANALIST | Duplicad | ANALIST | “175 | k2= | L8=
Matr (AAAA-MM- a_do 1 02=D2 A () 03=D3 A Q) 0og.D | Log. | Log
a DD) - D1 1 | o2 |.D3
1 | 24/052019 | 5000 | 4800 LM 5900 AM 37 | 37 | 38
2 | 27/0512019 | 990 820 AM 890 Ty 30 | 29 | 29
3 6/06/2019 | 2000 | 3000 CcB 2500 Ty 33 | 35 | 34
4 | 100672019 | 30 10 Ty 30 CcB 15 | 10 | 15
5 | 20/06/2019 | 2000 | 1500 CcB 3000 AM 33 | 32 | 35
6 | 25/06/2019 | 340 280 AM 360 CcB 25 | 24 | 26
7 4/07/2019 | 150 100 cB 130 AM 22 | 20 | 21
8 8/07/2019 | 580 420 AM 400 Ty 28 | 26 | 26
9 | 16/072019 | 1900 | 1600 Ty 1100 CcB 33 | 32 | 30
10 | 22/07/2019 | 650 820 CcB 930 AM 28 | 29 | 30

Valor valor
Absolu Absoluto RESULTADO | RESULTAD
to de TEST r OTESTR
1-r2 derl-r3
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Tabla 22: Matriz de Repetibilidad y Precision intermedia completa para Mohos y levaduras

"o | Fecha Duplicad | Duplicado | ANALIST | PYPNC | ANALIST | L1=Log.D | 127 | 132
Matri | (AAAA- b1 | 2=D2 A@) | 293 | A2 1 Log | Log

2 MM-DD) = D3 D2 | .D3

1 | 24/052019 | 11400 14100 LM 12000 AM 41 41

2 | 27/05/2019 | 150 100 AM 270 M 2,2 2,0

3 | 6/06/2019 100 200 cB 300 M 2,0 2,3

4 | 1000612019 | 310 360 LM 350 cB 2,5 2,6

5 | 20/06/2019 | 3000 3100 cB 2900 AM 3,5 3,5

6 | 25/06/2019 | 1000 900 AM 1000 cB 3,0 3,0

7 | 4/07/2019 150 300 cB 100 AM 2,2 2,5

8 | 8/07/2019 500 480 AM 600 M 2,7 2,7

9 | 16/07/2019 | 100 180 M 250 cB 2,0 2,3

10 | 22/07/2019 | 800 850 cB 900 AM 2,9 2,9

Valor
Absolut
oderl-

r2

Valor
Absolut
oderl-

r3

RESULTAD | RESULTAD
OTESTr OTESTR
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