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RESUMEN

Los laboratorios de ensayo para insertarse en mercados competitivo deben tener un sistema de gestion de calidad y estar
preferentemente acreditados; entre los requisitos de la norma NC ISO/IEC 17025 esta la verificaciéon de los métodos.
presentar una metodologia para dar cumplimiento a los requisitos de calidad relacionados con la verificacién de métodos de
referencia microbiologicos cualitativos estandarizados. Se realiz6 una revision documental y un analisis del sistema de gestion
de la calidad del laboratorio con la aplicacion de una lista de chequeo. Se establecio la estructura de la documentacion y se
elabor6 un procedimiento, en correspondencia con el alcance de aplicacion de los requisitos técnicos estipulados en la norma
ISO 16140-3: 2021, la implementacion de la documentacion se aplico en la verificacion del método ISO 6579-1 para deteccion
para Salmonella spp. Se identificaron dos requisitos a incorporar en la documentacion, correspondientes con la identificacion
del personal autorizado a realizar verificaciones, y con la elaboracion de los documentos técnicos segun la norma ISO 16140-
3. Se elaboro6 un procedimiento “Verificaciéon de métodos microbioldgicos cualitativos de referencia aplicados en la Seccion
Microbiologia Sanitaria”, que explica en ocho pasos las actividades de verificacion para métodos validados y no (totalmente)
validados. En la implementacion de la documentacion los protocolos de verificacion para el método ISO 6579-1 se llevaron a
cabo correctamente, los valores de la caracteristica de desempefio estimada en cada alimento seleccionado cumplieron los
limites de aceptabilidad. La metodologia aplicada demostro la comprension del procedimiento técnico en el laboratorio. Los
documentos elaborados dieron respuesta a las exigencias de la norma NC ISO/IEC 17025: 2017. Los resultados permiten
demostrar la competencia del laboratorio, importante contribucién en los analisis relacionados con la inocuidad de los
alimentos.
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ABSTRACT

A competitive market requires the testing laboratories should be provided, to quality management system and preferably be
accredited; verification of methods is one of the requirements demanded by NC ISO/IEC 17025 standard. Present a
methodology to comply with the quality requirements related to the verification of qualitative microbiological reference
method described in a standard. A documentary review and analysis of the laboratory's quality management system was
carried out with the application of a checklist. The documentation structure was established and a procedure was developed,
in accordance with the application scope of the technical requirements in the ISO 16140-3:2021 standard, the verification
procedure was implemented to the ISO 6579-1 method for detection of Salmonella spp. In the checklist, it was identified two
new requirements, related to the personnel authorized to carry out verifications and the preparation of technical documents
according to the ISO 16140-3 standard. The procedure relative to verification activities for validated and not (fully) validated
reference methods “Verification of qualitative microbiological reference methods applied in the Health Microbiology Section”
was explained in eight steps. The verification protocols of the ISO 6579-1 method were correctly carried out in the
implementation of the documentation; in each selected food, the values of the estimated performance characteristic did not
exceed the acceptability limits. The methodology applied demonstrated the greater ease of application technical procedure in
the laboratory. The modified quality documentation allowed compliance with the NC ISO/IEC 17025 standard. The results
demonstrate the laboratory's competence, an important contribution to analyze related to food safety.

Keywords: microbiology, foods, quality management; verification of reference methods.
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INTRODUCCION

Los laboratorios de ensayo para insertarse en un mercado competitivo deben contar con un sistema de gestion
de la calidad implementado y deben estar de preferencia acreditados. La norma NC ISO/IEC 17025, la cual
es la mas usada como guia para este fin, tiene como exigencia en el capitulo de requisitos del proceso, la
validacién y verificacion de los métodos.!-3
Este ha sido un punto algido para los laboratorios de ensayo en el campo de la microbiologia de la cadena
alimentaria ya que, no existia una metodologia establecida para la verificacion de los métodos
microbioldgicos de referencia, la decision coémo proceder para este fin se determinaba de acuerdo con la
experiencia de los analistas y los recursos disponibles; asi como, las necesidades de los laboratorios para
realizar estas comprobaciones.?
Recientemente se ha publicado la parte tres de las normas ISO 16140 que, ha ofrecido la solucién técnica
para llevar a cabo las verificaciones de métodos por un laboratorio; la normativa aplica a los métodos
descritos en estandares elaborados por organizaciones internacionales como, la Organizacién Internacional
de Normalizacién (ISO) y el Comité Europeo de Normalizacién (CEN); asi como, las adopciones idénticas
de estos documentos por los paises, entre otros.*
Cuando estos estandares se emplean en los analisis rutinarios, la aplicacién de la norma ISO 16140-3 en la
verificacion de los métodos, es suficiente para satisfacer los requerimientos de NC ISO/IEC 17025. De ahi
que, para la correcta implementacién de estas normativas, cada laboratorio debe elaborar la documentacién
requerida en funcidén de la estructura de su sistema de gestion de la calidad. 3

En este contexto, se elabord este trabajo con el objetivo de presentar una metodologia para dar
cumplimiento a los requisitos de calidad y técnicos relacionados con la verificacion de métodos de referencia
microbioldgicos cualitativos estandarizados, de acuerdo con las normas NC ISO/IEC17025 e ISO 16140-3.3
4

METODOLOGIA

El trabajo se desarrolld en la Seccién de Microbiologia Sanitaria perteneciente al Departamento de
Laboratorios, del Instituto Nacional de Higiene Epidemiologia y Microbiologia (INHEM), en el periodo
2021-2022. En tres etapas:

Etapa 1: Competencia del laboratorio. Se realiz6 un analisis documental de las normas NC ISO/IEC
17025:2017 e ISO 16140-3:2021. Se utilizdé como herramienta una lista de chequeo, para determinar la
conformidad en relacién con los requisitos relacionados con la verificacion de los métodos por la norma NC
ISO/IEC 17025; se identificaron, ademas, las acciones a acometer para la actualizacion de la documentacion
del sistema de gestion de la calidad .34

Etapa 2: Documentacion. Se establecio la estructura de la documentaciéon correspondiente a la
verificacion de métodos de ensayo y se elabord un procedimiento, en correspondencia con el alcance de
aplicacion en el laboratorio, de acuerdo a los requisitos técnicos estipulados en la norma ISO 16140-3.4

Etapa 3: Implementacion del procedimiento. El procedimiento elaborado se aplico en la verificacién
del método ISO 6579-1 para deteccidén para Salmonella spp., en alimentos correspondientes a las categorias
dentro del alcance de la validacién del método y en alimentos de una categoria dentro del alcance de
aplicacion del laboratorio, no incluidos en el estudio de validaciéon. 4° Ademas, se tuvo en cuenta que, el
parametro estuviera en correspondencia con los grupos de alimentos de la norma NC 585. 7

Los datos sobre las caracteristicas del alimento, analisis de microorganismos indicadores de la calidad
sanitaria y de patdgenos se obtuvieron del registro DSC.MS.03.29 “Libro de Seguimiento (salida de
resultados) y de las fichas técnicas de alimentos, del Departamento de Calidad y Registro Sanitario del
Ministerio de Salud Publica. El criterio de aceptacion de los alimentos verificados se comprobo en
DSC.MS.03.57 “Registro de verificacién de métodos”.

RESULTADOS

Competencia del laboratorio

En el analisis de la norma NC ISO/TEC 17025 se identificaron dos requisitos necesarios de modificar en la
documentacion del sistema de gestion de la calidad, uno de ellos implico la identificacién del personal
autorizado a realizar verificaciones, y el otro, la elaboracion de los documentos técnicos segin la norma ISO
16140-3. Los cambios realizados se presentan en el cuadro a continuacion.
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Cuadro 1. Requisitos modificados en la documentacion del sistema de gestion de la calidad. INHEM,
2021.

Requisitos generales para la competencia de los
laboratorios de ensayo y calibracion

Modificaciones en la documentacion

NC-ISO/IEC 17025:2017
" @ 6.2. Personal. Se incluy6 en el documento: Registro de
£ 4] 6.2.6 El laboratorio debe autorizar al autorizaciones al personal (DSC.MS.03.47.6), el
§ 2 § personal para llevar a cabo actividades del personal técnico facultado para verificar los
g B @ laboratorio especificas, incluidas, pero no meétodos de ensayo.
R = % limitadas a las siguientes:
© = a) desarrollar, modificar, verificar y validar
métodos.
7.2.1. Seleccidn y verificacion de métodos. Se elaboro6 un procedimiento (DSC.MS.02.39)
i 7.2.1.5. El laboratorio debe verificar que para la verificacion de los métodos de referencia
8 2 puede llevar a cabo apropiadamente los cualitativos.
§ 8 métodos antes de utilizarlos, asegurando Se implemento el registro técnico
g g que se pueda lograr el desempeiio (DSC.MS.03.57), que recoge toda la
ff g requerido. Se deben conservar registros de informacién para demostrar a los clientes, a los

la verificacion. auditores internos y al 6rgano de acreditacion, el

proceso de verificacion.

Leyenda: DSC.MS: Documento del Sistema de Gestion de la Calidad de Microbiologia Sanitaria (03. corresponde a registro técnico
47.6: Registro del personal: autorizaciones, 57: Registro de verificacion de métodos), (02. corresponde a procedimiento 39: Verificacion
de métodos microbiologicos cualitativos de referencia aplicados en la Seccion Microbiologia Sanitaria).

Documentacion
Estructura de 1a documentacion
La estructura de la documentacién qued6 conformada de acuerdo al esquema de la figura 1. La
documentacion elaborada incluyo:
- un procedimiento DSC.MS.02.39 “Verificaciéon de métodos microbioldgicos cualitativos de referencia
aplicados en la Seccién Microbiologia Sanitaria”, en el que se describieron lineas generales de la norma
1SO 16140-3.
El documento se concibié como un referente o guia para elaborar el protocolo especifico de acuerdo al
meétodo y producto(s) a verificar.
Figura 1. Estructura de la documentacion para la verificacion de método. INHEM, 2021-2022.

SO 16140-3:202

Procedimiento (general)
DSC.MS.02.39

Registro de Verificacion DSC.MS.03.57.

Incluye tres subregistros:

1. Protocolo, especifico para el método y el producto que se
verifica

2. Documento en Excel 10 que registra los datos primarios y el

procesamiento de estos

3. Informe de resultados de la verificacion

Leyenda: DSC.MS: Documento del Sistema de Gestion de la Calidad Microbiologia Sanitaria (03. corresponde a registro técnico 47.6:
Registro del personal: autorizaciones, 57: Registro de verificacion de métodos), (02. corresponde a procedimiento 39: Verificacion de
métodos microbioldgicos cualitativos de referencia aplicados en la Seccion Microbiologia Sanitaria).
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- un registro DSC.MS.03.57 “Verificacién de métodos”, que unificd toda la documentacion generada
para cada método en particular, el cual se conformé por tres subregistros, estos fueron:
= protocolos de verificacion con el proceder para la determinacion del limite de deteccion estimado para
el 50% de probabilidad de deteccién (eLODys), para uno o varios productos de las categorias de interés.
= documento con los datos primarios, calculos, comparacién con criterios de aceptabilidad y su
cumplimiento, elaborado en el programa Microsoft Exce/ 2010. Se elabord un libro de Excel por método
analitico, en el cual cada hoja de cdlculo corresponde a un producto verificado.
= informes de verificacion, con toda la informacion necesaria para la interpretacion de los resultados;
incluyendo una declaracion de la validez del método.
Procedimiento técnico
El flujo de trabajo para desarrollar el procedimiento de verificacion se presenta en la Figura 2. Las pautas
técnicas y de calidad consideradas en el procedimiento, se describen a continuacién:

Seleccionar el método de referencia

Identificar el alcance del método (AM)

1
<:| Principios a seguir en la verificacion |:> !
y

A
Para métodos validados: Para métodos no validados o categorias

1

1
- ldentificar el alcance de validacion del método I del producto dentro del AAL no probadas
(AVM) ! enel AVM:
|
1
1

- ldentificar el alcance de aplicacion del laboratorio - ldentificar el alcance de aplicacion

(AAL) I del laboratorio (AAL)

v T H

Durante el periodo de implementacion de
la norma 1SO 16140-3 (hasta 31 de
diciembre del 2027). Proceder de acuerdo
con los ejemplos C y D:

1

1

Si la categoria del producto (alimento) de interés se !
encuentra incluida en el AVM y en el AAL, proceder de 1
acuerdo con los ejemplos tipo A, By C: '
1

1

g : ¥ (\- y v
Verificacidn de la implementacid Verificacion del producto

1

1

< Seleccionar productos> ' (alimento) !
! 1

! :

(alimentos) (Anexo F, 1SO 16140-3)

l | (morsoteen

Aplicar disefio experimental del protocolo 1 y si es necesario repetir, aplicar el protocolo 2 (1ISO 16140-3)

Verificacion del producto (alimento)

Determinar eLODsyo,
Realizar el método de ensayo que se verifica tal y como esta descrito en la norma correspondiente.

v

Evaluar4&slresultados

Fig. 2. Diagrama del procedimiento para la verificacion de métodos cualitativos de referencia. INHEM,
2021-2022.
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Leyenda: AM: alcance del método, AVM: alcance de la validacién del método, AAL: alcance de aplicacion
del laboratorio, ISO: Organizacién Internacional de Normalizacion, eLODsy: limite de deteccion estimado
para el 50% de probabilidad de deteccion.

1.

Seleccion del método, se debe tener en cuenta la condicion que, fuera un método microbioldgico
cualitativo de referencia de la cadena alimentaria, adecuado para el producto, que estuviera declarado
en los documentos del sistema de gestién de la calidad (de acuerdo con el acapite 7.2.1.1 de NC
ISO/IEC 17025); se considero la disponibilidad de los recursos y el cumplimiento de la politica de
trazabilidad del Organo Nacional de Acreditacion de la Reptblica de Cuba (ONARC) para realizar la
verificacion en la extension necesaria de acuerdo al AAL.
Identificacion del alcance del método (AM), se determind a partir del conjunto de productos para los
cuales el método (a verificar) informa que es aplicable. El AM puede incluir productos de 18 categorias,
las cuales se describen en el Anexo A de la norma ISO 16140-3; abarcan, alimentos para consumo
humano (15 categorias), alimentos para animales (1 categoria), muestras ambientales en el area de la
produccion y manipulacién de los alimentos (1 categoria), y muestras de la produccion primaria (1
categoria).
Identificacion del alcance de la validacion del método (AVM), E1 AVM se determiné teniendo en
cuenta los datos de validacién publicados en el propio documento normativo. Se dividi6 en funcién de
la cantidad de categorias a las que corresponden los productos probados en la validacion, segin los
criterios siguientes:
“de gama amplia de alimentos”, cuando la validacién incluyé productos de al menos cinco categorias
diferentes de alimentos de consumo humano. Se considera que abarca las 15 categorias de alimentos
involucradas. Segun se observa en la figura 2, esta condicion puede corresponder al caso Ay siel AVM
cumple esta condicion, con el B.
“de gama limitada de alimentos”, cuando la validacion abarcé menos de cinco categorias diferentes de
alimentos de consumo humano. Segun se observa en la figura 2, esta condicion corresponde con el caso
B y si el AVM cumple esta condicion, con el C.
“otras categorias”, cuando la validacién abarco alguna de las tres categorias restantes (ver Identificacion
del alcance del método, explicado anteriormente).
combinacion de las dos primeras clasificaciones “gama amplia o limitada” con la tercera “otras categorias”.
Ejemplo: “gama amplia” + “otras categorias”, se validaron productos de 5 categorias de consumo humano
y productos de las otras tres categorias restantes; se equiparan el AM y el AVM, corresponde al caso A
de la figura 2.
Identificacion del alcance de aplicacion del laboratorio (AAL), se establecio en funcién de la cantidad
de categorias, a las que corresponden los productos que se desean verificar, para las que el laboratorio
utiliza el método (se aplica igual denominacion que en Identificacion del alcance de la validacion del
meétodo, descrito antes). Se relacionaron las categorias de interés en cada método a verificar con las
determinaciones establecidas para cada grupo de alimentos en la norma cubana de criterios
microbioldgicos NC 585.
Determinacion del tipo de verificacion a realizar, el procedimiento explico los dos protocolos
descritos en la norma ISO 16140-3. Estos se identificaron en funcion del principio mas general bajo el
cual se realiza la verificacién con la denominacion siguiente:
verificacion bajo el AVM, se realiza la verificacién de la implementacion y posteriormente, la del
producto. Aplica cuando las categorias de los productos analizados rutinariamente en el laboratorio,
aparecen en el estudio de validacién del método.
verificacion bajo el AAL, se realiza sélo la verificacion del producto (de acuerdo con Anexo F de la
norma ISO 16140-3). Aplica cuando los productos dentro del AAL y dentro del AM, no se encuentran
dentro de las categorias de los productos probados en la validacién. Segun el esquema de la figura 2,
este tipo de verificacidn se realizaria a los productos fuera del AVM en el caso C y a todos los del caso
D, dentro del AAL.
Seleccion de los productos a verificar, se prosiguié en correspondencia con los incisos a y b
anteriormente explicados y teniendo en cuenta las caracteristicas desafiantes de los productos descritas
en el Anexo B de la norma ISO 16140-3:
Los aspectos considerados en la seleccidn fueron:
- para la verificacion de la implementacidn, escoger un producto (alimento) dentro del AVM y del
AAL, y un tamano de muestra igual al usado en la validacion.
- para la verificacién del producto, escoger un alimento desafiante por cada categoria incluida en el
AVM, representativo de aquellas categorias que se analizan en el laboratorio. Se debe usar el tamafio
de la muestra establecido en el método, aunque puede ser menor si el laboratorio lo utiliza
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rutinariamente. Cuando se cumple que el AVM y el AAL son de “amplia gama”, se selecciona un
producto (alimento) incluido en la validacion y al menos otros cuatro de igual nimero de categorias

dentro del AAL no incluidas en la validacion. Se deben tener en cuenta las “otras categorias”
(alimentos para animales, muestras de ambiente, y de la produccion primaria), si se encuentran

dentro del AAL y del AVM.

b. laseleccion del producto (alimento) se condiciona a las caracteristicas desafiantes. Se realiza primero la
verificacion con un producto no desafiante y continua con uno desafiante por cada categoria de interés

del laboratorio.

El cuadro 2 indica la cantidad de productos que se requiere de acuerdo al principio bajo el cual se lleve a

cabo la verificacion.

Cuadro 2. Resumen del nimero minimo de productos (alimentos) para la verificacion de métodos de

referencia.
o o, . Verificacion bajo el
Verificacion bajo el AVM AAL
AVMo AM ?;er‘f“’a"m“ % Verificacién dell  Verificacién del
implementacién producto producto
Alcance de “amplia gama de 1 alimento no
alimentos” 1 >5 desafiante + >5 Nagimentos
>5 categorias de alimentos desafiantes
Alcance de “gama limitada 1 alimento no
de alimentos” 1 Nalimentos<4 desafiante + <4 Naimentos
(Categorias de Nyjimentos) desafiantes
1 alimento no
Alcance de “amplia gama de >5 productos + 1 desafiante + >5 Nagimentos
alimentos” + otras 1 producto de cada u,na desafiantes + 1
categorias (Noyas) de las otras categorias producto desafiante de
(Notras) cada una de las otras
categorias (Notras)

“ . 1 alimento no
ﬁ‘elcangﬁrgzn t(%samayhmg;iz Natimentos<4 + 1 desafiante + <4 Naimentos
categorias” 1 producto de cada una desafiantes  + 1
(Categorias Naimeno)+ Otras de las otras categorias producto desafiante de
categorias (Nowas) (Notras) cada una de las otras

categorias (Notras)

1 producto no
Alcance para otras 1 Nowo<3 desafiante (alimento u
categorias (Nouas) solamente oras= otro) + <3 Notras

desafiantes

Fuente de datos: 1SO 16140-3:2021 4
Leyenda: AM.: alcance del método, AVM.: alcance de la validacion del método, AAL: alcance de aplicacion del laboratorio,
N: nuimero de (alimentos u otras categorias, segun corresponda).

7. Estimacion del LODso (eLODso), esta caracteristica de desempefio se determina en la verificacion de
la implementacion y en la verificacion de los productos (alimentos). La norma contiene tres protocolos
que siguen disefios experimentales diferentes, en el laboratorio se seleccionaron los disefios
experimentales de los protocolos 1 y 2. En el procedimiento se indico la inoculacién del producto a
verificar con un cultivo de un microorganismo que esté dentro de los parametros establecidos para este,
proveniente de una cepa de referencia del banco de microorganismos del laboratorio; se recomendo el
uso de diferentes géneros, especies o serotipos de microorganismos segin corresponda con la
clasificacién taxonodmica del microorganismo o grupo de microorganismos, en dependencia del
meétodo y los distintos productos que se prueben. Los pasos a seguir se describen a continuacién:

- Realizar el conteo del microorganismo objeto de estudio, a partir de un cultivo de 24 horas en un medio
no selectivo en condiciones que permitan un crecimiento 6ptimo de la cepa. El resultado se utilizé como
punto de partida para realizar las diluciones a inocular en las porciones de ensayo. El cultivo usado en
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la verificacion, se obtuvo bajo las mismas condiciones antes explicadas; los cultivos estables se pueden
conservar a 4 °C por 24 horas.

- Se indicé aplicar el protocolo 1 y cuando los resultados no son satisfactorios, se repite el ensayo
utilizando el disefio del protocolo 2. Como se aprecia en el cuadro 3, la cantidad de porciones de ensayo
a preparar depende del disefio que se lleve a cabo, una de las porciones de ensayo (control blanco) no
se contamina.

Cuadro 3. Numero minimo de repeticiones por nivel de inoculacion.

Nivel de inoculacién de la porcion de ensayo

Protocol Nivel alto Nivel intermedio Nivel bajo Blanc fuggl
0 9xL.ODsy/porcio 3xLODsy/porcio 1xLODsy/porciod de
n de ensayo n de ensayo n de ensayo 1
réplicas
1 1 4 4 1 10
2 - 3 5 1 9

Fuente: ISO 16140-3:2021. *
Leyenda: LODsy: limite de deteccion para el 50% de probabilidad de deteccion.

- Cuando se aplica la verificacién bajo el AVM, se define el intervalo de contaminacion a utilizar en las
porciones de ensayo tomando como referente el valor de LODs, del estudio de validacion. Cuando la
verificacion se realiza bajo AAL, se asume que el valor del LODsg es menor o igual a 1 unidad
formadora de colonia en la porcion de ensayo (UFC/porcion de ensayo).

- Se seleccionan las diluciones correspondientes para tres niveles de contaminacion a partir del conteo
preliminar, y se inocula la suspension inicial del producto para cada nivel. Los niveles de inoculacion
de acuerdo al disefio experimental se obtienen de la siguiente forma:

= Protocolo 1: Nivel alto: hasta un maximo de nueve veces el LODs esperado; Nivel intermedio: se
obtiene a partir de una dilucion 1:3 del nivel alto; Nivel bajo: a partir de una dilucién 1:3 del nivel
intermedio.
= Protocolo 2: Nivel intermedio: un maximo de hasta tres veces el LODspesperado; Nivel bajo: se obtiene
a partir de una dilucién 1:3 del nivel intermedio.
Se pueden inocular mas diluciones para asegurar la inclusion de los niveles previstos en la verificacion,
con el empleo de un factor de dilucion 1:3 entre los niveles.

- Para determinar el nivel de indculo se realiza un conteo en placas en un medio no selectivo del nivel
obtenido con la mayor contaminacién de acuerdo al protocolo usado (ver cuadro 2); alternativamente
se puede usar una determinaciéon por nimero mas probable (NMP) en un medio no selectivo. En
paralelo se inoculan las porciones de ensayo. Los niveles de contaminacién de los otros inoculos se
calculan utilizando los conteos obtenidos para el indculo del nivel alto o del intermedio, segin
corresponda, y teniendo en cuenta el factor de dilucion utilizado.

- El ensayo se realiza tal y como se describe en el método que se verifica, se aplica a cada porcion de
ensayo. La confirmacion de una colonia es suficiente.

- Para determinar el eLODsy cuando se usa el protocolo 1: se anota el nimero de resultados positivos;
para evaluar los datos, se seleccionan las tres diluciones con el nivel de inoculaciéon bajo mas cercano
al LODs, esperado; se multiplica el resultado del nivel mas bajo de contaminacién por el valor que
ofrece cada combinacién de resultados positivos en la tabla 6 de la norma ISO 16140-3. Los calculos
realizados se consideran validos cuando el control blanco ofrece un resultado negativo, el nivel alto es
positivo y no se obtiene ningun resultado “no confiable” en las combinaciones del NMP.

- Cuando es necesario repetir el experimento con el protocolo 2, se utiliza la tabla 8 de la norma ISO
16140-3.

8. Evaluacion de los resultados: Se determina si el eLODsy cumple el criterio de aceptacion de acuerdo
con los limites resumidos en el cuadro 4.
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Cuadro 4. Limites de aceptabilidad para la verificacién de métodos de referencia cualitativos.

Caracteristica Verificacion bajo AVM Verificacion bajo AAL

de ) Yeriﬁcacién . de 1la Verificacion  del Verificacién del producto

desempefio implementacion producto

eLODs Para protocolgs 1 y 2: eLODs <4 x LODs del Para protocqlf)s 1y 2:eLODs <
estudio de validacion. 4 UFC/porcion de ensayo

Fuente: ISO 16140-3:2021. *
Leyenda: AM.: alcance del método, AVM.: alcance de la validacion del mérodo, AAL: alcance de aplicacion del laboratorio,
eLODsy: limite de deteccion estimado para el 50% de probabilidad de deteccion, UFC: unidades formadoras de colonias.

Implementacion

Para la implementacién del procedimiento se seleccion6 el método ISO 6579-1, para deteccion de
Salmonella spp.

Como se observa en la figura 3: (1) el método es aplicable a productos incluidos en las 18 categorias
descritas en ISO 16140-3; (2) el método esta parcialmente validado, en la revision del método se constatd que
el estudio de validacion involucrd productos de cuatro categorias, estos fueron: cuajada de queso fresco
(categoria, “productos lacteos y leche cruda”); huevo deshidratado (categoria, “huevo y productos
(derivados) de huevo”); carne cruda de aves de corral (categoria, “aves de corral crudas y productos de aves
de corral listos para cocinar”); heces de pollo y de cerdo, y calzas altas (categoria, “muestras de la produccién
primaria”); (3) el laboratorio realizo la determinacion de Salmonella spp., en alimentos de las dos primeras
categorias mencionadas dentro del AVM, de acuerdo con la norma NC 585; solo el alimento huevo
deshidratado estudiado en la validacion, se encontrd también en el AAL; (4) el laboratorio analiza ademas,
alimentos que se encuentran dentro de once categorias que no se incluyeron en el estudio de validacidn; asi
como, muestras del ambiente en el area de producciéon y manipulacion de alimentos, que pertenecen a “otra
categoria”.

o -

categorfa de alimento: 1+~
otra categoria: 1 \

Alcance de “gama

4
| AVM limitada de alimentos”
\

+ “otra categoria” Alcance de “gama

amplia de alimentos”

__________ L N
Alcance de “gama

amplia de alimentos” otras categorias

categorias de alimentos: 11 +

otra categoria: 1 + “otra categoria”

cate oria de allmento 1+
need § Lpgtedo, A¥M: alcance de la validacion del método, AAL: alcance de aplifacion

del laborat 4Q

Fig. 3. Alcances involucrados en la verificacion del método ISO 6579-1 para deteccion de Salmonella spp., en la Seccion
de Microbiologia Sanitaria del INHEM.

En el cuadro 5 se especifican los aspectos identificados cuando se seleccionaron los alimentos para llevar a
cabo las actividades de verificacién, de acuerdo con el procedimiento elaborado.
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Cuadro 5. Alimentos seleccionados para la verificacién. Criterios de seleccion.

NC

585 ISO 16140-3 ISO 6579-1
de LODso
verificacién Grupo Categoria Aliment Criterios de seleccion informado
P de producto o UFC/porcién
de ensayo
9_
Xeenﬁcac1orlla SHuevo Hfgz:;(étos y Huevo Alimento analizado en la
. .Y proc deshidrat validacion dentro del 6,0
implementa deriva (derivados)
s ado AAL.
cion dos de huevo
E igche Alimento desafiante
< S y Productos dentro del AVM y del Sin datos de
= Verificacion , Queso AAL. Solubilidad Dy,
produc lacteos vy . validacién
i} del producto frescal Contenido de grasa, .
) tos leche cruda . . publicados
m . Microbiota
lacteos ~
acomparfiante.
13-
ﬁ;rsne Carne de Alimento no desafiante
listos res dentro del AAL.
. Contenido de nutrientes,
para el Productos cocinada
L. Carne magra.
consu carnicos .

. . ! Sin datos de
Verificacion mo listos para o
del producto 2- comer validacion

- P Carmnes listos ’ ara Alimento desafiante publicados
j recalen tgr dentro del AAL.
— y Mortadel Aditivos,
v produc ;
.0 a Contenido de grasa,
< tos . .
m .. Microbiota
carnic ~
o5 acompafiante.

Leyenda: AVM: alcance de la validacion del método, AAL: alcance de aplicacion del laboratorio, NC: Norma Cubana,
ISO: Organizacion Internacional de Normalizacion, LODso: limite de deteccion para el 50% de probabilidad de deteccion,
UFC: unidades formadoras de colonias.

El disefio experimental elaborado en los protocolos de verificacién contempld la contaminacion de las
muestras con un cultivo de Salmonella Typhimurium, del banco de trabajo del cepario del Laboratorio de
Control de la Calidad del INHEM. Se aplico el disefio experimental correspondiente al protocolo 1 de la
norma. Los resultados de eLODs, cumplieron el criterio de aceptacion en la verificacion del método de
deteccion de Salmonella spp.

DISCUSION

La Seccion de Microbiologia Sanitaria del INHEM tiene implementado un sistema de gestién de la
calidad en base a la norma NC ISO/IEC 17025. Los resultados de la lista de chequeo indicaron que el
laboratorio cumple los requerimientos necesarios para la correcta verificacion de los métodos de ensayo en
relacidn con las instalaciones y los suministros; asi como los vinculados al aseguramiento de la validez de los
resultados de equipos e instrumentos de medicién, medios de cultivo, soluciones, reactivos, y de las cepas de
microorganismos que emplea. 811

Las debilidades en el sistema de gestion de la calidad del laboratorio se evidenciaron en dos requisitos de
lanorma NC ISO/IEC 17025, para los cuales se acometieron las acciones correctivas. Para dar cumplimiento
al requisito 6.2.6 se establecieron como criterios de competencia para el personal que se designo a realizar las
verificaciones que: estuviera autorizado a realizar el ensayo, y contara con la capacitacién y experiencia
requeridas, para asi garantizar la correcta aplicacion del procedimiento. En el analisis del requisito 7.2.1 se
tuvo en cuenta la declaracion en el manual de la calidad (con el codigo DSC.MS.01, del uso de métodos de
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referencias actualizadas, los cuales se llevan a cabo exactamente como estan descritos en la normativa; por
ello es posible la verificacion de dichos métodos por la norma ISO 16140-3, y poder cumplir con el requisito
7.2.15.3

Se disefi6 la estructura piramidal de la documentacion como se observa en la figura 2. Considerando el
alcance de aplicacion de “amplia gama” mas “otras categorias” que tiene el laboratorio para la mayoria de
los métodos que realiza, se determiné la factibilidad de la elaboracion de un procedimiento Gnico que
sustentara a los protocolos de trabajo, para dar cumplimiento a la verificacion de los productos que se
analizan en el laboratorio para los diferentes métodos.*

El procedimiento incluyé explicaciones que responden al orden practico, de acuerdo con la experiencia
del laboratorio con el fin de facilitar la comprension de la norma ISO 16140-3. Cualquier aclaracion necesaria
puede encontrarse en los 21 términos y definiciones de la norma, algunos exclusivos del estandar, entre ellos:
eLODsy, AAL y laboratorio usuario, relacionados con este trabajo.*

En el desarrollo experimental del procedimiento de verificacién se consideraron tres aspectos para la
seleccion correcta de los productos (alimentos), estos fueron: el principio de la verificacidn, la ubicacién del
producto (alimento) en la categoria implicada, y los efectos de la matriz a considerar.

La norma 16140-3 propone dos protocolos técnicos que enfocan la seleccion de los productos sobre
principios diferentes. *

En primera instancia, la verificacion de un método deberia estar antecedida por su validacién, de forma
tal que el laboratorio usuario pueda demostrar que el método validado es aplicable, cuando se ejecuta bajo
las condiciones de este. La verificacion bajo el AVM se desarrolla en dos etapas. Inicia con la verificacion de
la implementacion para demostrar que los resultados del laboratorio usuario son comparables con los datos
de la validacion; prosigue con la verificacion de los productos, para corroborar la competencia del laboratorio
para realizar el método con los productos (alimentos) que son rutinariamente analizados. Por esta razén, en
la figura 2, este protocolo aplico a todos los productos dentro del AAL en los ejemplos A y B; mientras que
en C se limita a los que se encuentran en el conjunto del AVM que incluye el AAL. Para los otros productos
(alimentos) del ejemplo C y para todos los de D, entonces se realiza solo la verificacion de los productos
(alimentos) para demostrar que el laboratorio es capaz de ejecutar el método con aquellos que analiza en su
rutina.

Sin dudas, este proceder brind6 una solucién a la limitante de poder verificar métodos no (totalmente)
validados aun para los laboratorios que aspiran acreditar sus métodos de ensayo. Aunque, no es
menospreciable el gasto de tiempo y recursos que se debe asumir para cubrir las verificaciones, sobre todo
cuando el alcance de aplicacion es de “amplia gama”, esta actividad debe ser cuidadosamente planificada
por el laboratorio.

La realizacion de las verificaciones por el AAL tiene un caracter temporal. La norma ISO 16140-3 se
encuentra en la etapa de transicion de la implementacion, hasta el 31 de diciembre del 2027, posterior a esta
fecha solo se admitira que la verificacion de los métodos de referencia esté antecedida por su validacion. Debe
denotarse que el método acreditado antes de esta fecha, no necesitara verificarse nuevamente una vez
completado el plan de transicion; a no ser que se realicen cambios en la temperatura, tiempo de incubacién,
medios de cultivo, entre otros, y que estos una vez realizada la validacidon, tengan impacto en las
caracteristicas de desempefio, o si se incorporan en el AAL nuevas matrices que impliquen ampliar el alcance
de la acreditacion. 214

El segundo aspecto se relaciona con las categorias de los productos (alimentos) del anexo A de la norma
ISO 16140-3 (que también aparecen en la norma ISO 16140-2). Esta clasificacion responde a los cuatro
grandes grupos de productos para los que aplican las normas de microbiologia en la cadena alimentaria; y a
las principales propiedades fisico-quimicas de los alimentos de consumo humano. El anexo incluye, los tipos
de productos (alimentos), algunos ejemplos y los microorganismos indicados a estudiar para cada categoria.
4,15

El procedimiento de verificacién indica que se vinculen los productos (alimentos) con las categorias del
anexo A de la norma ISO 16140-3 y se analice dentro los tres alcances (AM, AVM y AAL), a cudles
corresponden. En Cuba, particularmente, se recomienda consultar la norma NC 585, de cumplimiento
obligatorio, la cual establece los criterios microbioldgicos de los alimentos de consumo humano y animal,
con el fin de correlacionar los datos de interés en los 17 grupos de este documento normativo con los de la
norma ISO 16140-3, para la identificacién de los alimentos de consumo humano enel AAL. 47

Se constaté que en 13 grupos de alimentos de la norma NC 585, se exige la determinacion de Salmonella
spp.; los alimentos de estos grupos, que son de interés del laboratorio, correspondieron a igual nimero de
categorias de la norma ISO 16140-3. De los tres los alimentos estudiados en la validacién del método, en el
laboratorio solo se realiza la determinacion de Salmonella spp., al huevo deshidratado, incluido en el grupo 9
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“Huevos y derivados” de la norma NC 585, de ahi que fuera este el alimento elegido para realizar la
verificacion de la implementacion. 47

Respecto a las caracteristicas de la matriz, tercer aspecto a considerar, debe sefialarse que las
caracteristicas desafiantes se deben escoger atendiendo al objetivo que persigue el método que se verifica,
excepto para el alimento implicado en la verificacion de la implementacidn, el cual esta establecido por la
norma, ya que este tipo de verificacion requiere realizarse en una matriz validada para poder comparar los
resultados. En general, se deben seleccionar alimentos con mas de una caracteristica desafiante que pueda
interferir en el resultado del analisis. E1 Anexo B de la norma ISO 16140-3, explica las caracteristicas
desafiantes intrinsecas en un alimento, determinadas por las caracteristicas microbiologicas, las fisico-
quimicas, y las inducidas en el proceso de manufactura.4 1214

En la practica, la seleccion del alimento representativo de los que se analizan en el laboratorio, para la
verificacion del producto bajo el AVM se concretd con el estudio del queso frescal; en esta matriz se
identificaron caracteristicas desafiantes como, la estructura fisica, el alimento no se disuelve de forma
efectiva; la composicion supera el 30% de grasa de acuerdo con la ficha técnica; y, en particular, la muestra
analizada presentd una concentracion de microorganismos coliformes de 1,4.102 UFC/g, segun lo informado
por el laboratorio. Para la verificacion bajo el AAL, se seleccion6 una carne cocida la cual, por su
composicién y carga microbiana (inferior a 102 UFC de microorganismos a 30°C/g), no debia afectar la
recuperacion del cultivo inoculado; el otro alimento elegido fue mortadela, las caracteristicas intrinsecas
desafiantes consideradas fueron: la concentracion de cloruro de sodio y de nitrito, de 1,0 a 3,0 ppm y 125
ppm, respectivamente; asi como, el porcentaje de grasas del 27%, declaradas por el cliente en la ficha técnica
del producto; en la muestra analizada la concentracién de microorganismos a 30°C fue de 1,3.10° UFC/g.

Respecto a los disefios experimentales para la determinacion del eLODsy debe aclararse que la norma
16140-3 incluye un tercer protocolo, que implica el uso de material de referencia con concentracion conocida
del microorganismo, no disponible en el laboratorio.* Vale sefialar que mientras mas bajo es el valor de
eLODs, mayor serd la capacidad para detectar con precision bajas concentraciones del microorganismo con
dicho método.
Laimplementacion del procedimiento permitié una mayor comprension y aplicabilidad en el laboratorio, los
protocolos de verificacién se llevaron a cabo correctamente. El proceso demostro la idoneidad del método
analitico para su propo6sito de uso y garantizar que los resultados obtenidos en los analisis de rutina, estan
dentro de un valor verdadero o veracidad determinada, para el parametro que se esta midiendo en una
muestra.

CONCLUSIONES

La metodologia aplicada en el laboratorio de microbiologia sanitaria del INHEM, facilité la interpretacion e
implementacién de la norma ISO 16140-3 y y el cumplimiento de los requisitos de la norma NC ISO/IEC
17025 relacionados con la verificacion de métodos de referencia microbioldgicos cualitativos estandarizados.
Esta metodologia sirve de experiencia a otros laboratorios que realicen analisis microbiologicos de alimentos
para garantizar adecuados estandares de calidad y contribuir con la seguridad alimentaria.
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