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RESUMEN

Un laboratorio de ensayos microbiolégicos debe tener como principales objetivos asegurar
la calidad del trabajo que realiza y de los resultados que se generan; esto se logra
mediante el uso de métodos exactos y confiables bajo la guia de un sistema de
aseguramiento de la calidad.

La primer fase de los sistemas de calidad es la normalizacion, en el caso de los
laboratorios de ensayos es la Norma Mexicana NMX-EC-17025-IMNC-2006 equivalente a
la internacional ISO/IEC 17025:2005 la que establece los lineamientos necesarios para
que éstos puedan demostrar que operan con un sistema de calidad, que son
técnicamente competentes y que son capaces de generar resultados técnicamente
vélidos.

Para ensayos microbiologicos, ademas se ha desarrollado un documento de aplicacion
gue complementa los requisitos especificados en la norma.

Sin embargo, esta norma exige demostrar la seguridad del resultado de medir a través de
parametros de tipo cuantitativo y por lo tanto aquellos métodos de ensayo microbiolégico
de tipo cualitativo tales como en los que el resultado se expresa en términos de
detectado/no detectado presentan ciertas limitantes para cumplir con los requisitos de la
norma y demostrar la seguridad de los resultados obtenidos.

El objetivo de este trabajo fue comprobar mediante el analisis de documentos nacionales
e internacionales que los requisitos técnicos que plantea la norma y el documento de
aplicacion son suficientes y pueden ser cumplidos por los laboratorios que realizan
andlisis microbioldgicos de tipo cualitativo y de esta manera asegurar la calidad de los
resultados obtenidos.

Para realizar el estudio se selecciond la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) aplicada a la deteccion de microorganismos patdgenos transmitidos por alimentos
ya que representa una valiosa alternativa para los métodos tradicionales de deteccion,
siendo la velocidad, el limite de deteccion, la selectividad, especificidad, sensibilidad y el
potencial para la automatizacion sus ventajas mas importantes. Sin embargo, para
demostrar confiabilidad en los resultados de medir en los laboratorios que usan esta
técnica es muy dificil poder cumplir con los lineamientos que exige la normatividad.

Se analizaron y desarrollaron cada uno de los requisitos técnicos de la norma y se
propusieron alternativas para cumplir con aquellos requisitos que presentan limitantes por
la propia naturaleza del método de ensayo como fueron: la validacion, la estimacion de la
incertidumbre de medida y la determinacion de la trazabilidad; generando como resultado
un plan integral de implementacion de un esquema para dar cumplimiento a cada uno de
los requisitos de la norma con la técnica de PCR para la deteccion de patdgenos
transmitidos por alimentos y que podra servir como guia para que los laboratorios que
realizan andlisis microbiologicos de tipo cualitativo a través de esta técnica puedan
asegurar la calidad de sus resultados.
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INTRODUCCION

Un laboratorio de ensayos microbiolégicos es una instalacion que cuenta con la capacidad
técnica, material y humana para efectuar las mediciones y andlisis o determinar las
caracteristicas microbiolégicas de materiales, productos o equipos de acuerdo a
especificaciones establecidas. Debe tener como principales objetivos asegurar la calidad
del trabajo que se realiza y de los resultados que se generan, ya que en cualquier
momento del ensayo microbiolégico se pueden cometer errores significativos y para
prevenirlos es importante identificar los puntos criticos y controlarlos paso a paso a lo
largo de todas las etapas del ensayo. Esto se logra mediante el uso de métodos exactos y
confiables bajo la guia de un Sistema de Aseguramiento de la Calidad planificado y
documentado.

Ahora bien, un Sistema de Aseguramiento de la Calidad se define como un conjunto de
actividades planificadas y sistematicas, equipos, materiales, procesos, documentacion y
personal requeridos para que las tareas y operaciones se desarrollen asegurando la
calidad en sus resultados, disminuyendo al minimo los efectos de posibles fuentes de
error. La primera fase de los Sistemas de Calidad es la Normalizacion; en el caso de los
laboratorios de ensayos es la Norma Mexicana NMX-EC-17025-IMNC-2006 equivalente a
la internacional ISO/IEC 17025:2005 la que establece los lineamientos necesarios para
que éstos puedan demostrar que operan con un sistema de calidad, que son
técnicamente competentes y que son capaces de generar resultados técnicamente
vélidos.

Debido a que los requisitos especificados en esta norma son enunciados en términos
generales y pueden ser aplicados a todos los laboratorios de ensayo y calibracion, para
aplicaciones especificas como en el caso de la microbiologia, surge la necesidad de
generar un documento de aplicacion por separado segun se establece en el Anexo B de
la norma.

El documento de aplicacion para los ensayos microbiolégicos ha sido elaborado
conjuntamente por Eurachem y EA como una forma de promover un enfoque armonizado
para la acreditaciéon de los laboratorios, este documento complementa los requisitos
establecidos en la norma ISO 17025 con directrices especificas tanto para los auditores
como para los laboratorios que realizan analisis microbiolégicos. Estas directrices son
aplicables a todo tipo de mediciones obijetivas, ya sean 0 no rutinarias 0 como parte de
actividades de investigacion y desarrollo. Aunque se han escrito pensando especialmente
en analisis microbiolégicos de alimentos y medio ambiente, los principios generales
pueden aplicarse también a otras areas como bioquimica, biologia molecular y cultivos
celulares, aunque esos laboratorios pueden tener que cumplir otros requisitos adicionales.

A pesar que desde el punto de vista metrologico existen diversas guias orientadas hacia
el analisis microbioldgico, aun deben hacerse mas esfuerzos para proponer protocolos de
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control de los andlisis mas seguros, asi como metodologias mas robustas y eficaces que
permitan obtener resultados de forma rapida, segura e independiente.

Hoy en dia cada vez méas se implementan en el mercado metodologias para el control
microbioldgico en el area de alimentos y se han publicado normas ISO como la 16140
gue presenta un protocolo para validar métodos microbiol6gicos alternativos asi como los
estandares internacionales ISO/FDIS 22174:2005 Microbiologia de los alimentos para
consumo humano y animal. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para la
deteccion de patégenos en los alimentos. Requisitos generales y definiciones; ISO/TS
20836:2005. Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) para la deteccion de patdégenos en los alimentos. Prueba
de funcionamiento para termocicladores: ISO 20837:2006. Microbiologia de los alimentos
para consumo humano y animal. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la
deteccion de patdégenos en los alimentos. Requisitos para la preparacion de la muestra
para la deteccion cualitativa e ISO 20838:2006 Microbiologia de los alimentos para
consumo humano y animal. Reacciébn en cadena de la polimerasa (PCR) para la
deteccion de patdgenos en los alimentos. Requisitos para la amplificacion y deteccion
para métodos cualitativos, sin embargo se puede afirmar que aun no se ha alcanzado la
armonizacion global.

Obviamente la validacién es una necesidad prioritaria para fabricantes y podria decirse
gue una garantia y seguridad para el usuario pero la armonizacion global de la misma es
sumamente necesaria.

A través del analisis de los estandares antes mencionados se abordara la problematica de
la metrologia del andlisis microbiolégico en alimentos mediante la determinacion de
microorganismos en alimentos por la técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR).


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

PROBLEMATICA

Dado que las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) constituyen un importante
problema de salud publica debido al incremento en su ocurrencia, el surgimiento de
nuevas formas de transmision, la aparicion de grupos poblacionales vulnerables, el
aumento de la resistencia de los patégenos a los compuestos antimicrobianos y el
impacto socioeconémico que ocasionan; se requiere obtener de manera oportuna y eficaz
informacion sobre la presencia de estos microorganismos patdégenos en los alimentos a
través de técnicas estandarizadas que permitan implementar la vigilancia y control de
dichos microorganismos.

Los métodos de ensayo microbiol6gico pueden ser de tipo cualitativo tales como en los
que el resultado se expresa en términos de detectado/no detectado e incluye los
procedimientos de confirmacion e identificacion y los de tipo cuantitativo que brindan
informacion numérica de los resultados. En general se considera que los analisis
microbioldgicos incluyen pruebas de esterilidad, deteccion, aislamiento, recuento e
identificacion de microorganismos (virus, bacterias, hongos y protozoarios) y sus
metabolitos en diferentes materiales y productos; o cualquier tipo de ensayo en el que se
utilicen microorganismos como parte de un sistema de deteccion.

El control de la calidad microbiolégica de los alimentos, hasta la fecha, estaba relegado al
uso del método clésico de recuento en placa, sin embargo en rutina el uso de dicho
método no permite garantizar siempre una buena calidad metroldgica de los resultados ya
gue con frecuencia pueden producirse contaminaciones bacterianas o mutaciones no
controladas que son fuente de importantes errores. Ademas de que se requieren de varios
dias a semanas antes de obtener resultados y de que las propiedades fenotipicas por las
cuales las bacterias son identificadas no siempre pueden ser expresadas y cuando son
expresadas puede ser dificil clasificarlas e interpretarlas.

Las normas NMX-EC-17025-IMNC-2006 (ISO/IEC 17025:2005) e ISO 10012:2003,
exigen demostrar la seguridad del resultado de medir a través de cuestiones de tipo
cuantitativo, sin embargo en pruebas microbiolégicas cualitativas tan importantes en
donde se declara la presencia o ausencia de un microorganismo patégeno como lo es la
técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es muy importante demostrar la
seguridad de la determinacion. EURACHEM propone para cumplir con esas
caracteristicas metrologicas cualitativas que piden las normas como la incertidumbre de la
medicién, estimarla sobre todo el equipo alrededor de la prueba, lo cual no resulta facil
por la misma naturaleza del ensayo.

La introduccion de la técnica de PCR representa una valiosa alternativa para los métodos
tradicionales de deteccion; velocidad, buen limite de deteccion, selectividad, especificidad,
sensibilidad y potencial para la automatizacion son sus ventajas mas importantes. Sin
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embargo, para demostrar confiabilidad en los resultados de medir en laboratorios que
usan esta técnica es muy dificil poder seguir los lineamientos que exige la normatividad.

La presente tesis tiene como objetivo comprobar que los requisitos técnicos que plantea la
norma 17025 y el documento de aplicacion son suficientes y pueden ser cumplidos por los
ensayos microbioldgicos cualitativos para asegurar la calidad de los resultados obtenidos;
estableciendo de qué manera se pueden salvar las limitantes que se presentan por la
propia naturaleza de la técnica.
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CAPITULO |
ANTECEDENTES

I.1. REQUISITOS GENERALES PARA LA COMPETENCIA DE LOS LABORATORIOS
DE ENSAYO

La norma NMX-EC-17025-IMNC-2006 (ISO/IEC 17025:2005) constituye la base para que
los laboratorios de ensayo y calibracion puedan demostrar que poseen un sistema de
gestion, que son técnicamente competentes y que son capaces de generar resultados
validos. El capitulo 5 de la norma estd conformado por los requisitos para la competencia
técnica en los tipos de ensayos o calibraciones que el laboratorio lleva a cabo. Ademas,
existen otros documentos nacionales e internacionales que proporcionan informacion
especifica sobre ciertos requisitos técnicos y la manera en que se les puede dar
cumplimiento.

A continuacion se abordan los requisitos técnicos que son la base de esta tesis;
considerando que son muchos los factores que determinan la exactitud y la confiabilidad
de los ensayos y calibraciones realizados por un laboratorio, entre los que se incluyen:
factores humanos, instalaciones y condiciones ambientales, los métodos de ensayo y
calibracion, la validacion de los métodos, el equipo, la trazabilidad de las mediciones y el
muestreo, entre otros.

El laboratorio debe considerar estos factores al desarrollar los métodos y procedimientos
de ensayo y de calibracion, en la formacién y calificacién del personal, asi como en la
seleccion y la calibracién de los equipos utilizados.

En cuanto a los requisitos relacionados al personal, la direccién del laboratorio debe
asegurar la competencia de todos los que operen equipos 0 instrumentos de medicion
especificos, realicen los ensayos o calibraciones, evallien los resultados y firmen los
informes de los ensayos y los certificados de calibracion. (Para mayor referencia consultar
NMX-EC-17025-IMNC-2006, 5.2 Personal).

Respecto a las condiciones ambientales debe asegurarse que no invaliden los resultados
ni comprometan la calidad requerida de las mediciones. Las instalaciones incluidas las
fuentes de energia e iluminacion deben facilitar la realizacion correcta de los ensayos o
calibraciones.

Es conveniente que haya una separacion entre las areas en las que se realizan
actividades incompatibles. Esto ayudara a prevenir la contaminacion cruzada. (Para
mayor referencia consultar NMX-EC-17025-IMNC-2006, 5.3 Instalaciones y condiciones
ambientales).

En relacion a la seleccion del método de ensayo (método analitico) y la validacion del
método resulta conveniente empezar por definir lo que es un método analitico, de
acuerdo con la Guia de Validacion de Métodos Analiticos del Colegio Nacional de
Quimicos Farmacéuticos Bidlogos de México 2002, se define como la “Descripcion de la

5
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secuencia de actividades, recursos materiales y pardmetros que se deben cumplir para
llevar a cabo el analisis de un componente especifico de la muestra”. Los métodos
analiticos se pueden clasificar en base a criterios como: su estado regulatorio, su
aplicacion, la naturaleza de la respuesta analitica, su propdsito analitico y la naturaleza
del sistema de medicion. La Norma NMX-EC-17025-IMNC-2006 establece que se deben
utilizar preferentemente aquellos métodos publicados como normas internacionales,
regionales o nacionales y pueden ser complementados con detalles adicionales para
asegurar una aplicacién coherente.

También se pueden utilizar métodos desarrollados o adoptados por el laboratorio y
métodos no normalizados siempre y cuando sean apropiados para el uso previsto y han
sido validados.

La validacion de un método analitico es un requisito importante en la practica del analisis
quimico. En la literatura técnica existe informacién relacionada a la validacion de métodos
especialmente en lo que concierne a métodos especificos. En algunos casos es vista
como algo que solo puede hacerse en colaboracion con otros laboratorios; la definicion
ISO de validacion nos dice que es la “Confirmacion mediante examen y suministro de
evidencia objetiva de que se cumplen los requisitos particulares para un uso especifico
previsto” (ISO 8402:1994) y se puede interpretar como el proceso de definir una
necesidad analitica y confirmar que el método en cuestién tiene capacidades de
desempefio consistentes con las que requiere la aplicacion, esté implicito que los estudios
para determinar los parametros de desempefio se realizan usando equipos dentro de
especificaciones, que estan trabajando correctamente y que estan calibrados
adecuadamente. La validacion del método permite demostrar que el método es adecuado
para su proposito”. (Eurachem, The fitness for purpose of analytical methods, 1998). Se
deben validar los métodos no normalizados, los disefiados o desarrollados y los métodos
normalizados utilizados fuera del alcance previsto. De tal manera que la exactitud de los
valores que se obtengan al emplear métodos validados responda a las necesidades de
los clientes. (Para mayor referencia consultar NMX-EC-17025-IMNC-2006, 5.4 Métodos
de ensayo y de calibracién y validacion de los métodos).

Si un método en proceso de desarrollo tendra un amplio uso, quizd& como un
procedimiento de referencia publicado, entonces el estudio de colaboracién, involucrando
un grupo de laboratorios, es probablemente la forma mas conveniente de llevar a cabo la
validacion; sin embargo, esto no es siempre una opcidn adecuada para los laboratorios. El
laboratorio tiene que decidir cuéles de los pardmetros de desempefio del método
necesitan caracterizarse con el fin de validar el método.
Algunos de los parametros de desempefio de un método que se deben evaluar de
acuerdo con la Guia de EURACHEM para la validacion de métodos y temas relacionados
son:
- Confirmacién de la identidad y la selectividad/especificidad: La confirmacién de la
identidad es cuando se establece que la sefial producida en la etapa de medicién
o alguna otra propiedad medida, la cual se atribuye al analito se debe Unicamente
al analito y no a la presencia de algo quimica o fisicamente similar o que surja
como una coincidencia.
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La selectividad y la especificidad son medidas que garantizan la confiabilidad de
las mediciones en presencia de interferencias. Estos parametros se aplican a los
andlisis tanto cualitativos como cuantitativos. Se pueden determinar analizando
una vez muestras y materiales de referencia mediante un método candidato y
otros métodos independientes. También analizar muestras que contengan varias
interferencias sospechadas en presencia del analito de interés.

Limite de deteccion (LoD): Consiste en proporcionar un indicativo del nivel al cual
la deteccion resulta problematica. Para este propdsito la aproximaciéon “blanco +
3s” (s desviacién estandar de la muestra) serd suficiente.

Para mediciones cualitativas hay posiblemente un umbral de concentracién por
debajo del cual la especificidad se vuelve poco confiable. Analizar blancos de
muestra con adicion del analito en una gama de niveles de concentracion. A cada
nivel de concentracion sera necesario medir aproximadamente 10 réplicas
independientes de manera aleatoria.

Limite de cuantificacion (LoQ): Es la concentracion mas baja del analito que puede
ser determinada con un nivel aceptable de precision de repetibilidad y veracidad.
Analizar 10 blancos de muestra independientes medidos una vez cada uno,
expresar LoQ como la concentracion del analito correspondiente a los valores del
blanco de muestra més: 5s, 6s 0 10s (s desviacién estandar de los blancos de
muestra).

Exactitud: Expresa la cercania de un resultado al valor verdadero (ISO 3534-
1:2006) . Se estudia en dos componentes: veracidad y precision.

La veracidad (de un método) es una expresion de qué tan cercana se encuentra la
media de un conjunto de resultados (producidos por el método) respecto del valor
real. Normalmente se expresa en términos de sesgo. La precisién es una medida
de qué tan cercanos estan los resultados unos con respecto a los otros y por lo
general se expresa mediante medidas como la desviacion estandar la cual
describe la dispersion de los resultados. Las medidas de precision mas comunes
son la “repetibilidad” y la “reproducibilidad”. La repetibilidad es la clase de
variabilidad que se espera entre resultados cuando una muestra se analiza por
duplicado. Si la muestra se analiza por varios laboratorios para fines comparativos,
entonces una medida de precision mas significativa a usarse es la
reproducibilidad.

Puede ser que para algunos casos particulares sea mas utii una medida
intermedia de la precision (precision medida entre diferentes analistas en periodos
de tiempo prolongados dentro de un solo laboratorio). Esto algunas veces se
conoce como “precision intermedia”. La precision se determina por lo general en
términos de la desviacion estandar o la desviacion estandar relativa. Para métodos
cualitativos la precisibn no puede determinarse de esta manera pero puede
expresarse por medio de indices de verdadero y falso positivo (y negativo).
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- Sensibilidad: Es efectivamente la pendiente de la curva de respuesta, es decir, el
cambio en la respuesta del instrumento que corresponde a un cambio en la
concentracion del analito. La sensibilidad es un parametro util para calcular y usar
en formulas de cuantificacion.

- Robustez: Es una medida de la efectividad del método analitico, es decir, qué tan
buen desempefio se mantiene ain sin una implementacion perfecta. Consiste en
aplicar variaciones deliberadas al método y estudiar el efecto resultante en el
desemperiio. Las pruebas de robustez se aplican normalmente para investigar su
efecto sobre la precision y la exactitud del método.

La Guia de Validacion de Métodos Analiticos, 2002, editada por el Colegio Nacional de
Quimicos Farmacéuticos Bibdlogos de México constituye también una herramienta de
apoyo Yy establece los pardmetros de desempefio a evaluar en materia de validacion de
métodos analiticos. Adema4s, incluye los criterios de aceptacion para cada parametro de
desemperfio.

Después de haber seleccionado y validado el método de ensayo es necesario estimar la
incertidumbre de la medicidén; en ocasiones la propia naturaleza del método no permite
realizar el calculo riguroso, metrolégicamente y estadisticamente valido de la
incertidumbre de medicién. En estos casos al menos se debe tratar de identificar los
componentes de la incertidumbre y hacer una estimacion razonable, asegurandose de
que la manera en la que se informa el resultado no de una impresién equivocada de la
incertidumbre. (Para mayor referencia consultar NMX-EC-17025-IMNC-2006, 5.4.6
Estimacion de la incertidumbre de la medicion).

Los equipos e instrumentos de medicion y su software utilizados en los ensayos deben
permitir obtener la exactitud requerida y cumplir con las especificaciones concernientes a
los ensayos. Los equipos e instrumentos de medicion deben ser verificados o calibrados
antes de su uso y deben protegerse contra ajustes que puedan invalidar los resultados.
(Para mayor referencia consultar NMX-EC-17025-IMNC-2006, 5.5 Equipos).

La verificacion de instrumentos de medicion es el conjunto de actividades que permiten
detectar la presencia o ausencia de un error atribuible en un instrumento utilizado dentro
de un sistema de medicion. No debe confundirse la verificacion del instrumento con la
calibracion de instrumentos. La verificacion consiste en ajustar el instrumento hasta
confirmar su correcto desempefio mediante la comparacion del valor teérico de una
sustancia o material de referencia y el obtenido cuando esa misma sustancia o material
de referencia se mide con el instrumento calibrado. (Comisién Interinstitucional de Buenas
Practica de Fabricacion, cipam 2004).

La calibracibn es el conjunto de operaciones que determinan, bajo condiciones
especificadas, la relacién entre los valores indicados por un instrumento o sistema de
medicidén, o los valores representados por una medicion material y los valores conocidos
correspondientes a un patrén de referencia. (Colegio Nacional de Quimicos
Farmacéuticos Bidlogos, A.C. 2002).
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Se debe disefiar un programa de calibracion de los equipos de tal manera que se pueda
asegurar que las mediciones hechas sean trazables al Sistema Internacional de Unidades
(SI). Cuando la trazabilidad de las mediciones a las unidades del S| no sea posible o0 no
sea pertinente, se deben exigir requisitos como materiales de referencia certificados,
métodos acordados o normas consensuadas para la trazabilidad. (Para mayor referencia
consultar NMX-EC-17025-IMNC-2006, 5.6 Trazabilidad de las mediciones).

Cuando se realizan actividades de muestreo deben hacerse de manera planeada y en
base a procedimientos en donde se registren los datos y las operaciones relacionados
con el muestreo. Los planes de muestreo deben estar basados en métodos estadisticos
cuando sea posible. (Para mayor referencia consultar NMX-EC-17025-IMNC-2006, 5.7
Muestreo).

La manipulacion de los items (elementos) de ensayo o calibracién incluye el transporte,
recepcion, manipulacién, proteccién, almacenamiento, conservacion o disposicion final. El
laboratorio debe tener procedimientos e instalaciones apropiadas para evitar el deterioro,
la pérdida o el dafio del item de ensayo o calibracion durante el almacenamiento, la
manipulacién y la preparacion. (Para mayor referencia consultar NMX-EC-17025-IMNC-
2006, 5.8 Manipulacién de los items de ensayo o de calibracion).

A través de procedimiento de control de calidad debe realizarse el seguimiento de la
validez de los ensayos y las calibraciones. Los datos resultantes deben registrarse de tal
manera que se detecten las tendencias y se puedan aplicar técnicas estadisticas para la
revision de los resultados. El seguimiento puede incluir elementos como: el uso regular de
materiales de referencia, la participacion en comparaciones interlaboratorios, la repeticion
de ensayos o calibraciones utilizando el mismo método o métodos diferentes, entre otros.
(Para mayor referencia consultar NMX-EC-17025-IMNC-2006, 5.9 Aseguramiento de la
calidad de los resultados de ensayo y de calibracion).

Finalmente los resultados de cada ensayo, calibracion o serie de ensayos o calibraciones
deben informarse de manera clara, exacta, sin ambigiedades y objetiva, de acuerdo con
las instrucciones especificas de los métodos de ensayo o calibracién, en un informe de
ensayo o un certificado de calibraciébn que incluya toda la informacion requerida por el
cliente y necesaria para la interpretacion de los resultados del ensayo o calibracion, asi
como toda la informaciéon requerida por el método utilizado. (Para mayor referencia
consultar NMX-EC-17025-IMNC-2006, 5.10 Informe de resultados).

l.2. EL LABORATORIO DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS Y EL ASEGURAMIENTO
DE LA CALIDAD DE LOS RESULTADOS

Un laboratorio de ensayos microbioldégicos es una instalacion que cuenta con la
capacidad técnica, material y humana para efectuar las mediciones y analisis o determinar
las caracteristicas de materiales, productos o equipos de acuerdo a especificaciones
establecidas. En cualquier momento del ensayo microbiol6gico se pueden cometer
errores significativos y para prevenirlos es importante identificar los puntos criticos y
controlarlos paso a paso a lo largo de todas las etapas del ensayo.
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Dada la necesidad de asegurar la calidad del trabajo que realizan los laboratorios
microbiolégicos se han desarrollado normativas y recomendaciones que tienden a
conseguir que los resultados obtenidos en estos laboratorios sean confiables vy
comparables entre si. (Uruburu, 1999).

Andlisis Microbiolégico de los Alimentos

Por lo general las bacterias presentes en el medioambiente son beneficiosas para los
organismos, animales y plantas, sin embargo algunas bacterias pueden ser la causa de
importantes enfermedades infecciosas, de ahi la necesidad de controlar su presencia. El
control de calidad microbioldgico de los alimentos, hasta la fecha, estaba relegado al uso
del método clasico de recuento en placa. Como alternativa, en los Gltimos afios se han
desarrollado diversos métodos de analisis basados en medidas instrumentales que
permiten obtener resultados de mayor calidad metrolégica y con un tiempo de analisis
claramente inferior. En general estos métodos de andlisis pueden dividirse en dos
grandes grupos: métodos directos y métodos indirectos. Los métodos indirectos se basan
en determinar la disminucibn o aumento de un compuesto debido al metabolismo
bacteriano, en cambio los métodos directos se basan en efectuar una medida analitica
directamente relacionada con el microorganismo.

Desde el punto de vista metrolégico existen diversas guias orientadas hacia el andlisis
microbioldgico, sin embargo, aun deben hacerse mas esfuerzos para proponer protocolos
de control de los andlisis mas seguros, asi como metodologias mas robustas y eficaces
que permitan obtener resultados de forma rgpida, segura e independiente. Actualmente se
ha publicado la norma ISO 16140 que presenta un protocolo para validar métodos
microbioldgicos alternativos, sin embargo, podria afirmarse que aun no se ha alcanzado
la armonizacion global. Asi pues, se encuentran diferentes protocolos segun se trate de la
norma ISO o de AOAC Internacional. Obviamente la validacion es una necesidad
prioritaria y podria decirse que una garantia y seguridad para el usuario pero la
armonizacion global de la misma es también sumamente necesaria.(Simonet, 2005).

.3. DOCUMENTO DE APLICACION EA-4/10 “ACCREDITATION FOR
MICROBIOLOGICAL LABORATORIES”

Los laboratorios de andlisis microbiol6gicos que deseen ser acreditados, deberan cumplir
los requisitos generales establecidos en la norma ISO/IEC 17025:2005 vy tener en
cuenta las directrices contenidas en este documento de aplicacion para los andlisis
microbioldgicos segun se establece en el Anexo B de la norma. Este documento ha sido
elaborado conjuntamente por EURACHEM y EA para promover un enfoque armonizado
para la acreditacion de laboratorios.

Los analisis microbioloégicos incluyen pruebas de esterilidad, deteccion, aislamiento,
recuento e identificacion de microorganismos (virus, bacterias, hongos y protozoos) y sus
metabolitos en diferentes materiales y productos; o cualquier tipo de ensayo en el que se
utilicen microorganismos como parte de un sistema de deteccion, asi como la utilizacion
de microorganismos para ensayos ecoldgicos. Este documento puede servir también de
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orientacion para los laboratorios que utilizan técnicas en areas relacionadas con la
microbiologia, como bioquimica, biologia molecular y cultivos celulares, aunque esos
laboratorios pueden tener que cumplir otros requisitos adicionales.

Los andlisis microbiolégicos deben ser realizados o supervisados por personal calificado y
con experiencia en el &rea de la microbiologia (manejo de técnicas basicas como
preparacion de placas, recuento de colonias, técnicas asépticas, etc). En ocasiones es
mas apropiado relacionar la competencia con una técnica, instrumento o equipo de
medicién en particular, mas que con métodos. (Para mayor referencia consultar
EURACHEM/EA Guide 04/10, 2 Personnel).

Para reducir el riesgo de contaminacion cruzada el laboratorio debe tener areas
separadas para realizar actividades como: recepcion y almacenamiento, preparacion,
andlisis de las muestras, mantenimiento de microorganismos de referencia, preparacion
de medios de cultivo y descontaminacion, entre otras; y establecer un programa adecuado
de vigilancia de las condiciones ambientales.

Ademas se debe establecer un programa documentado de limpieza para las
instalaciones, instrumentos y equipos de medicion y las superficies. El personal que
realiza ensayos microbiolégicos debe utilizar la indumentaria apropiada (en caso
necesario, protector de cabello, barba, manos, pies, etc). El personal se despojara de
dicha indumentaria antes de abandonar el &rea. Esto es especialmente importante en el
laboratorio de biologia molecular, donde, por ejemplo, el paso de un &rea con una elevada
carga de ADN a otra con una baja carga de ADN puede producir sin querer contaminacion
cruzada. En muchos casos sera suficiente con utilizar una bata de laboratorio. (Para
mayor referencia consultar EURACHEM/EA Guide 04/10, 3 Environment).

La validacion de los métodos de ensayo microbioldgico debe reflejar las condiciones
reales del ensayo ya sea utilizando productos contaminados naturalmente o inoculados
con un nivel conocido de microorganismos contaminantes; es necesario realizar paralela y
simultineamente muestras sin inocular a fin de determinar posibles contaminaciones
ambientales.

Los métodos de ensayo microbiolégicos cualitativos, tales como en los que el resultado se
expresa en términos de detectado /no detectado y los procedimientos de confirmacion e
identificacion, deber ser validados estimando, cuando sea apropiado, su especificidad,
exactitud relativa, desviacion positiva, desviacion negativa, limite de deteccién, efecto
matricial, repetibilidad y reproducibilidad. En el caso de los ensayos microbiol6gicos
cuantitativos, debe considerarse la especificidad, sensibilidad, exactitud relativa,
desviacidon positiva, desviacion negativa, repetibilidad, reproducibilidad y el limite de
cuantificacion dentro de una variabilidad establecida y, en caso necesario, determinar
cuantitativamente estos pardmetros. Las diferencias debidas a las matrices deben tenerse
en cuanta al analizar diferentes tipos de muestras. Los resultados deben evaluarse
utiizando métodos estadisticos apropiados. (Para mayor referencia consultar
EURACHEM/EA Guide 04/10, 4 Validation of test methods).

A continuacion se sefialan algunas definiciones referentes a la validacion
de métodos adaptadas al andlisis microbiolégico:
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Material de referencia certificado: Material de referencia, acompafado de un certificado,
en el cual uno o mas valores de sus propiedades han sido certificados mediante un
procedimiento que establece su trazabilidad a una realizacién exacta de la unidad en la
gue se expresan los valores de dichas propiedades. Cada valor certificado se acompafia
de una incertidumbre y el nivel de confianza correspondiente.

Limite de deteccion: Aplicado a los analisis microbiolégicos cualitativos — NUmero minimo
de microorganismos que pueden ser detectados, pero en cantidades que no pueden
estimarse con precision.

Desviacion negativa: Ocurre cuando el método alternativo da un resultado negativo sin
confirmacion y el método de referencia da un resultado positivo. Esta desviacion se
convierte en un resultado falso negativo cuando puede demostrarse que el resultado
verdadero es positivo.

Desviacion positiva: Ocurre cuando el método alternativo da un resultado positivo sin
confirmacion y el método de referencia da un resultado negativo. Esta desviacion se
convierte en un resultado falso positivo cuando puede demostrarse que el resultado
verdadero es negativo.

Cultivos de referencia: Término colectivo que se refiere a cepas de referencia, cepas de
reserva y cultivos de trabajo.

Cepas de referencia: Microorganismos definidos por lo menos al nivel de género y
especie, catalogados y descritos segun sus caracteristicas y preferiblemente de origen
conocido. Normalmente obtenidos de una coleccién nacional o internacional reconocida.

Material de referencia: Material o substancia cuyas propiedades tienen uno o mas valores
suficientemente homogéneos y claramente establecidos como para poder ser utilizados
en la calibracion de un aparato, la evaluacién de un método de medida o la asignacion de
valores materiales.

Método de referencia: Método investigado a fondo, que describe con claridad y exactitud
las condiciones y los procedimientos necesarios para medir los valores de una o mas
propiedades y que ha demostrado tener una exactitud y una precisién apropiadas para el
uso que pretende hacerse del mismo, de manera que puede utilizarse para evaluar la
exactitud de otros métodos empleados para realizar la misma medicidon y en particular
para caracterizar un material de referencia. En general se trata de un método normalizado
nacional o internacional.

Cepas de reserva: Cepas idénticas obtenidas mediante un Gnico subcultivo de una cepa
de referencia.

Exactitud relativa: Grado de concordancia entre los resultados del método evaluado y los
obtenidos utilizando un método de referencia reconocido.

Sensibilidad: Fraccion del numero total de cultivos o colonias positivos que son asignados
correctamente con el método utilizado.

Especificidad: Fraccidon del namero total de cultivos o colonias negativos que son
asignados correctamente con el método utilizado.
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Cultivo de trabajo: Subcultivo primario obtenido de una cepa de reserva.

Los ensayos microbiolégicos no permiten realizar un célculo riguroso metrologica y
estadisticamente valido de la incertidumbre de medida; la estimacién de ésta puede
basarse en datos sobre repetibilidad y reproducibilidad exclusivamente, aunque lo ideal es
incluir los sesgos.

Deben identificarse los distintos componentes individuales de la incertidumbre y
demostrar que estan bajo control y evaluar su contribucion a la variabilidad de los
resultados. Algunos componentes (como los efectos del pipeteado, el pesado y las
diluciones) pueden medirse directamente y evaluarse para demostrar que realizan una
contribucién insignificante a la incertidumbre global. (Para mayor referencia consultar
EURACHEM/EA Guide 04/10, 5 Uncertainty of measurement).

Como parte de su sistema de calidad el laboratorio debe implantar y documentar un
programa de mantenimiento, calibracion y verificacion del funcionamiento de sus
instrumentos y equipos de medicion fundamentales para el ensayo. EI mantenimiento
debe realizarse a los intervalos especificados dependiendo de factores como la frecuencia
de uso. La frecuencia de las calibraciones y verificaciones se establecerd en funcion de la
experiencia documentada y dependeran del uso, tipo y funcionamiento previo de los
instrumentos y equipos. Las calibraciones deben ser trazables a patrones nacionales o
internacionales. (Para mayor referencia consultar EURACHEM/EA Guide 04/10, 6
Equipment- maintenance, calibration and performance verification).

Al inicio y durante su periodo de validez debe verificarse la idoneidad de cada uno de los
lotes de reactivos criticos para el ensayo utilizando microorganismos de control positivo y
negativo que sean trazables a colecciones de cultivos nacionales o internacionales
reconocidas. También debe verificarse que los medios de cultivo, diluyentes y otras
suspensiones preparadas internamente tengan las caracteristicas adecuadas con
respecto a: recuperacion o supervivencia de los microorganismos de interés, inhibicién o
supresion de los microorganismos no deseados, propiedades bioquimicas (diferenciales y
diagnosticas), propiedades fisicas (por ejemplo pH, volumen y esterilidad). Los medios,
diluyentes y suspensiones que se suministren en forma directamente o parcialmente
utilizable deben ser validados antes de su utilizacion. (Para mayor referencia consultar
EURACHEM/EA Guide 04/10, 7 Reagents and culture media).

Los materiales de referencia y los materiales de referencia certificados proporcionan la
trazabilidad esencial en las mediciones y son utilizados, por ejemplo, para:

o Demostrar la exactitud de los resultados

e Calibrar equipos o aparatos

e Controlar la calidad del laboratorio

e Validar métodos de mediciony

e Permitir la comparacion de métodos (intercomparacion)

En el &rea de la microbiologia se utilizan para: Demostrar la sensibilidad de medios de
cultivo, llevar a cabo controles ambientales y evaluar los procesos de esterilizacién, entre
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otros. Deben reunir caracteristicas como: ser estables, homogéneos, tener valores
asignados a algunas de sus propiedades y presentar las incertidumbres asignadas a
esos valores.

Para seleccionar un material de referencia se debe tener en cuenta el propésito al cual
sera destinado.(Pérez, 2001).

El cultivo de un microorganismo que se vaya a utilizar como in6culo en una validacién
debe proceder de una cepa que no haya sido subcultivada mas de 5 veces desde la cepa
de referencia original. Un subcultivo se define como la resiembra del microorganismo a
partir de un cultivo a medio fresco estéril. En el caso de microorganismos que se
conservan congelados cada ciclo de congelacion, descongelacion y reactivacion se
considera un subcultivo. (Para mayor referencia consultar EURACHEM/EA Guide 04/10,
8 Reference materials and reference cultures).

Finalmente para supervisar la validez de los ensayos y/o calibraciones se deben incluir
algunos controles internos como: el uso de muestras inoculadas, recuentos cruzados
entre analistas, uso de réplicas y el uso de materiales de referencia y controles externos
como la participacion regular en ensayos de aptitud, dando preferencia a los programas
de ensayos de aptitud que utilicen matrices apropiadas. (Para mayor referencia consultar
EURACHEM/EA Guide 04/10, 12 Quality assurance of results/quality control of
performance).

l.4. ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS (ETA) Y LOS METODOS
DE IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) se producen por la ingestion de
alimentos y/o bebidas contaminados con microorganismos patégenos que afectan la salud
del consumidor en forma individual o colectiva. Sus sintomas mas comunes son diarreas y
vomitos, pero también se pueden presentar otros como choque séptico, hepatitis,
cefaleas, fiebre, visidon doble, etc.

Hasta la fecha se han descrito mas de 250 ETA. La mayoria son infecciones ocasionadas
por distintas bacterias, virus y parasitos. Entre las bacterias cominmente reconocidas
como causantes de ETA se encuentran especies de los géneros Campylobacter y
Salmonella, asi como la cepa O157:H7 de la enterobacteria Escherichia coli. (Gonzélez,
2005).

Las ETA constituyen un importante problema de salud publica debido al incremento en su
ocurrencia, el surgimiento de nuevas formas de transmision, la aparicion de grupos
poblacionales vulnerables, el aumento de la resistencia de los patégenos a los
compuestos antimicrobianos y el impacto socioeconémico que ocasionan. La incidencia
de estas enfermedades es un indicador directo de la calidad higiénico-sanitaria de los
alimentos y se ha demostrado que la contaminacion de éstos puede ocurrir durante su
procesamiento o por el empleo de materia prima contaminada, pues algunas bacterias
patdégenas para el hombre forman parte de la flora normal de aves, cerdos y ganado.
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El control de los microorganismos causantes de ETA, por parte tanto de las autoridades
sanitarias como de las plantas procesadoras de alimentos, depende en cierta medida del
método analitico que se utiliza para su deteccién.

La deteccién y la investigacion de los brotes de ETA constituye uno de los principales
retos para el Sistema de Salud Publica, pues requiere obtener, de manera oportuna y
eficaz informacién médica (datos personales, sintomas, etc.) y andlisis de laboratorio de
los restos de alimentos o de las materias primas empleadas en su elaboracion e incluso,
de las manos de las personas involucradas en la manipulacién del alimento. (Gonzélez,
2005).

Un alto porcentaje de los casos de ETA no puede asociarse con algun alimento en
particular o no es factible identificar al patdégeno responsable, debido, fundamentalmente,
a que los resultados de los analisis bacteriolégicos demoran; asimismo, el vehiculo
alimentario implicado ya no se encuentra disponible para su analisis, lo que sugiere la
necesidad de establecer métodos rapidos y eficientes de deteccion del agente causal.

Dada la gran importancia de los microorganismos para el ser humano, se han
desarrollado una serie de metodologias para poder diferenciar un microorganismo de otro.
Estas metodologias se han basado tradicionalmente en la observacion de los sintomas
que presentan los hospederos, en la observacion macro o0 microscopica del
microorganismo o bien de las estructuras reproductivas de los microorganismos, del
desarrollo del patégeno en un medio de cultivo especifico, de la tincion producida al
aplicar algunos colorantes sobre el tejido infectado o bien, sobre el patdgeno y la reaccion
de un anticuerpo a la presencia de un patdgeno. (Rodriguez, et. al. 2009).

La identificaciébn de un microorganismo (patdégeno) basado en la sintomatologia presenta
varias desventajas como por ejemplo, los sintomas son muy variados y numerosos;
dependen del hospedero del patégeno e incluso, de los factores del medio ambiente en el
que se desarrolla el proceso patolégico. Por tales motivos puede dar origen a errores
graves en el diagnéstico de una enfermedad.

La deteccion de un microorganismo basada en la observacion macro o microscopica es
mas eficiente que la identificacion basada solo en los sintomas. La observacién a nivel
macro 0 microscopico es un procedimiento simple, es una deteccion directa de patégenos
y puede diferenciar organismos distintos morfologicamente. Presenta las siguientes
desventajas: Es un procedimiento lento, laborioso y tedioso dado que se tiene que aislar
el microorganismo (lo cual no en todos los casos es posible) y desarrollarlo en un medio
de cultivo hasta que se alcance una etapa de crecimiento adecuada para su identificacion.
La identificacién en forma microscopica solo es posible en casos muy especificos, es de
baja sensibilidad y se requiere contar con equipo muy especializado en el caso de
algunos microorganismos. La estructura de un microorganismo puede cambiar debido a la
influencia del medio ambiente y se requiere de una gran experiencia para poder
diferenciar una especie de otra a nivel microscopico. (Rodriguez, et.al. 2009).

La identificacion de patdégenos por medio de técnica de Gram, pruebas bioquimicas o del
desarrollo del patégeno en un medio de cultivo especifico pueden detectar un amplio
rango de variantes, no requieren de equipo muy sofisticado, son pruebas faciles de
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realizar; sin embargo, presenta las desventajas de que el tiempo para identificar un
microorganismo puede ser muy largo (en algunos casos hasta de 25 dias), ademas se
requieren un gran namero de pruebas para estar seguro de la identificacion del patégeno
(una sola prueba no es suficiente en la mayoria de los casos); por usarse diferentes
pruebas, se utiliza una amplia gama de reactivos, lo cual incrementa el costo de la prueba
significativamente. Por otro lado, se ha demostrado que algunas células bacterianas
pueden entrar en un estado viable pero no cultivable (VPNC), debido al procesamiento al
que se sujeta el alimento, lo que imposibilita el uso de los métodos de cultivo como
herramienta de diagnostico.

El uso de anticuerpos para la identificacion de microorganismos se ha empleado por ser
una técnica simple y rapida. Se puede automatizar y puede ser usada para trabajar con
varias muestras al mismo tiempo. Sin embargo la deteccion no puede ser precisa cuando
existen cantidades minimas de microorganismos, en el caso de patdégenos no distingue
entre infecciones activas y latentes. Ademas, carece de anticuerpos y antigenos para
muchos microorganismos y en algunos casos la deteccién no es precisa por la nula
especificidad de algunos anticuerpos. Otras desventajas son que los anticuerpos tienen
un costo muy elevado o bien en algunos casos pueden ofrecer falsos positivos.
(Rodriguez, et.al. 2009).

Las técnicas moleculares para la identificacion de microorganismos se basan en el
andlisis de los &cidos nucleicos extraidos de los microorganismos en forma directa o bien
de una muestra conteniendo el microorganismo en cuestion. En la actualidad estas
técnicas estan teniendo un auge muy importante debido a su: especificidad (pueden
detectar solo la molécula o microorganismo de interés), sensibilidad (son capaces de
detectar la presencia de un solo microorganismo), rapidez (se puede identificar un
microorganismo en menos de 24 horas) y pueden ser automatizadas (permiten tener un
diagnostico en un menor tiempo y reducir los costos). El uso de técnicas moleculares ha
permitido identificar nuevos microorganismos, de los cuales no habia sido posible su
cultivo e identificacion por técnicas tradicionales; ademas, permiten estudiar las
poblaciones microbianas sin hacer aislamientos, por lo tanto se evitan los sesgos que
pueden surgir con el cultivo de microorganismos. Asi mismo, estas técnicas permiten la
deteccion de microorganismos altamente patdgenos, los cuales pueden ser identificados
muertos evitando asi los riesgos de infeccion del analista. Las técnicas moleculares han
demostrado ser muy Utiles en situaciones clinicas donde los métodos convencionales
presentan poca sensibilidad, son muy lentos o muy complicados para ser usados a gran
escala. Otra aplicacion importante es en el monitoreo del surgimiento de mutaciones en el
genoma.

Algunas de las desventajas asociadas a las técnicas moleculares son: por lo general no
distinguen entre organismos vivos y muertos, aunque algunas veces esto no es
precisamente una desventaja, se tiene que contar con conocimientos de secuencias de
nucledtidos especificas del patdgeno a diagnosticar, se requiere de personal altamente
capacitado para el desarrollo de las pruebas de identificacidon, se requiere equipo mas
especifico para el diagnéstico lo cual eleva la inversién inicial y se desarrollan
procedimientos con multiples etapas lo que incrementa la posibilidad de errores, ademas

16


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

de la posibilidad de obtener falsos positivos y falsos negativos. El alto costo de las
técnicas moleculares tenderd a bajar a medida que se incremente el uso de estas
técnicas; por otra parte, el problema de falsos positivos y negativos se puede solucionar si
se incluye en cada andlisis un testigo positivo y uno negativo. (Rodriguez, et.al. 2009).

Se han propuesto una gran variedad de técnicas moleculares para la deteccion de
microorganismos, describir cada una de las técnicas propuestas escapa del alcance de
esta tesis por lo que solo se mencionaran las mas usadas comercialmente haciendo
énfasis en la que es de interés para este trabajo de investigacion. La mayoria de las
técnicas moleculares se basan en la hibridacion de los acidos nucleicos o bien en la
reaccion en cadena de la polimerasa.

a) Técnicas basadas en hibridacion de ADN: estas técnicas se desarrollaron a partir
del conocimiento de que dos cadenas sencillas de &cido nucleico que tengan
secuencias complementarias se pueden unir o hibridar para formar una cadena
doble. Las cadenas sencillas pueden ser de ADN o ARN, o bien una de ADN y otra
de ARN. Dentro de estas técnicas de hibridacion més utilizadas estan los
fragmentos de restricciébn de longitud polimérfica (RFLP’s); transferencia por
aplastado (squash blot) y ARN de cadena doble.

b) Técnicas basadas en PCR: la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o la
amplificacion enzimética in vitro de un segmento de ADN especifico del
microorganismo blanco. Incluyen: RT-PCR (amplificacion de un segmento de ADN
previamente formado a partir de ARN); PCR anidada (amplificacion enzimatica de
un segmento de ADN interno de otro segmento de ADN previamente amplificado);
RAPDs o polimorfismo del ADN amplificado al azar; Inmuno-PCR (unién de un
microorganismo a un soporte sélido utilizando un anticuerpo y una posterior
amplificacion de ADN por PCR); PCR- Inmunomagnético (similar a la anterior, en
este caso el soporte es una esfera magnética, la cual es removida de la muestra
con un magneto y posteriormente se realiza la PCR); PCR-mdltiple (permite la
deteccion de diferentes moléculas o microorganismos de interés en una sola
reaccion); entre otras técnicas. La flexibilidad, automatizacion, rapidez y
confiabilidad de las técnicas moleculares basadas en PCR son las técnicas
moleculares con mas aceptacion en la actualidad para la deteccién de
microorganismos en general. (Rodriguez, et.al. 2009)

La introduccion de la reacciébn en cadena de la polimerasa (PCR) en diagndsticos
microbianos se ha establecido en laboratorios de investigacion como una valiosa
alternativa para los métodos tradicionales de deteccién. Rapidez y buen limite de
deteccion, selectividad, especificidad, sensibilidad y potencial para la automatizacién son
en general sus ventajas mas importantes. El éxito en la implementacion de la PCR para
la identificacién de microorganismos causantes de ETA depende entre otros factores de la
eleccion correcta de la secuencia blanco, la cual debe permitir la identificacion del
microorganismo de interés, independientemente de la presencia de otras fuentes de ADN
procedente de microorganismos concomitantes o de la muestra misma. (Malorny, et.al.
2003 a).
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Las regiones gendmicas mas comunmente empleadas en el disefio de cebadores para la
identificacion de microorganismos patégenos son las relacionadas con los genes que
codifican para toxinas y proteinas antigénicas especificas.

En la practica, cuando se aplican las técnicas de PCR al andlisis de &cidos nucleicos en
matrices complejas como los alimentos, la eficiencia de la amplificacion puede reducirse
significativamente por la presencia de sustancias inhibidoras como la hemoglobina, la
lactoferrina, los polisacaridos, las grasas o las proteinas. La repercusion de estos
compuestos en la obtencidén de resultados falso-negativos puede eliminarse empleando
pasos de pre enriguecimiento o polimerasas apropiadas, asi como membranas selectivas.
(Gonzélez, 2005)

1.5. LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

En 1983 Kary Mullis desarroll6 una nueva técnica que hizo posible la sintesis de grandes
cantidades de un fragmento de ADN sin tener que clonarlo: la reaccion en cadena de la
polimerasa (conocida como PCR por sus siglas en inglés). Esta técnica es considerada la
mas revolucionaria del ultimo cuarto del siglo XX. Con ésta se consigue copiar millones de
veces, en un par de horas, una secuencia predeterminada, dentro de una mezcla de ADN
tan compleja como el propio genoma humano, donde la secuencia de interés representa
tan sélo una diezmillonésima parte. (Rodriguez, 2004)

La PCR es un método in vitro de sintesis de ADN en el que un segmento particular de
éste es especificamente amplificado al ser delimitado por un par de cebadores o
iniciadores (ADN sintético de hebra sencilla) que lo flanquean. Su copiado se logra en
forma exponencial a través de ciclos repetidos de diferentes periodos y temperaturas de
incubacion en presencia de una enzima ADN polimerasa termoestable. Asi se obtienen en
cuestion de horas, millones de copias de la secuencia deseada del ADN.

Al principio, su inventor enfrentd dos problemas fundamentales: uno era que en cada ciclo
habia que afadir la enzima ADN polimerasa, ya que ésta se inactivaba con las
temperaturas tan altas demandadas para desnaturalizar el ADN y exponer las bases
nitrogenadas de sus nucledtidos. Otro inconveniente era que habia que hacerlo
manualmente en tres bafios mantenidos a las diferentes temperaturas requeridas,
pasando rapidamente la muestra de un bafio al otro y luego al ultimo, repitiendo esto
varias decenas de veces. (Rodriguez, 2004)

El descubrimiento de una bacteria (Thermus aquaticus) que vive en aguas termales junto
a geiseres a 75°C, la cual tiene una ADN polimerasa que funcionaba bien a altas
temperaturas (72°C) e incluso es estable a 94°C, represent6 un gran avance, ya que solo
tenia que ser afiadida al principio y se mantenia activa durante todo el proceso. Esto,
junto con el disefio de los temocicladores o aparatos que consisten en un bloque que
puede ser programado para calentarse y enfriarse rdpidamente en determinados tiempos,
condujo a la automatizacion total del proceso.

La reaccién consta, por lo regular, de una treintena de ciclos repetitivos conformados cada
uno de tres pasos: el primero consiste en la ruptura de los puentes de hidrogeno del ADN
para desnaturalizarlo, el cual se realiza a una temperatura de alrededor de 95°C por un
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minuto. Este paso expone las bases nitrogenadas del ADN blanco. En el segundo paso
ocurre la hibridacion de las cadenas desnaturalizadas del ADN blanco con los
denominados cebadores o iniciadores, a una temperatura que facilita el apareamiento de
las bases nitrogenadas complementarias de ambas clases de ADNs. Esta temperatura
depende de la temperatura de fusion (Tm) de los iniciadores, que generalmente oscila
entre 50 y 60°C. El tercer paso se efectia a 72°C, temperatura a la que la polimerasa
extiende la longitud de los cebadores, afiadiendo los diferentes nucleétidos libres en el
orden que le va dictando la secuencia de nucleé6tidos de la cadena que actia como
molde. (Rodriguez, 2004)

Para realizar una PCR se necesita mezclar en un tubo el ADN que contiene la secuencia
a amplificar, ambos cebadores que se alinearan a las cadenas simples del ADN, la
mezcla de los cuatro desoxirribonucleétidos trifosfatados (dNTPs) en cantidades
suficientes, la solucién amortiguadora de reaccién para la polimerasa, agua grado biologia
molecular libre de pirégenos y de nucleasas para completar el volumen final de reaccion
(que normalmente oscila entre 20 y 100 pl) y como ingrediente final crucial para la
reaccion, la enzima ADN polimerasa termoestable.

Solucion amortiguadora: La solucion amortiguadora para la reaccion se emplea,
comunmente, concentrada diez veces y por lo general incluye Tris-HCI (pH= 8.4 a
temperatura ambiente), KCl y MgCls.

Algunos autores recomiendan el uso de adyuvantes, los cuales en la practica aumentan la
especificidad y fidelidad de la reaccion, tales como el dimetilsulfoxido (DMSO) afiadido
para disminuir la estructura secundaria del ADN, detergentes como el tween 20 o el Triton
X-100, que ayudan a estabilizar la enzima y finalmente el polietilenglicol de elevado peso
molecular (PEG 8000, 6000,entre otros), el glicerol, la formamida o la seroalbimina
bovina, entre otros; aunque en ningun caso estos ultimos son imprescindibles.

Magnesio: Tanto el ibn magnesio como el manganeso tienen una funcion critica en la
reaccion, ya que son cofactores de la ADN polimerasa, requiriéndose a una concentracion
que oscila regularmente entre 0.5 y 2.5mM. La concentracion de MgCl, debe optimizarse
para cada ensayo en particular, ya que puede tener efecto tanto en la especificidad como
en el rendimiento de la reaccién. En general, concentraciones insuficientes de Mg** dan
lugar a bajo rendimiento, mientras que en exceso se obtienen amplificaciones
inespecificas.

Desoxirribonucleétidos trifosfatados (ANTPs): Los cuatro dNTPs (dATP, dTTP, dCTP y
dGTP; distinguibles por sus bases nitrogenadas) son los ladrillos con los que se
construyen las nuevas cadenas de ADN.

La variacion en su concentracion afecta la especificidad y fidelidad de la reaccion.
Concentraciones altas de los mismaos hacen disminuir la fidelidad con la que la polimerasa
efectla su trabajo e incluso pueden llegar a inhibir su actividad. También afecta a la
fidelidad de la reaccion el uso de concentraciones desbalanceadas de estos cuatro
ingredientes, siendo las concentraciones usuales, en la mayoria de los casos, entre 0.2 a
1 mM.
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Los dNTPs pueden captar iones de magnesio por lo que las concentraciones de ambos
componentes deben guardar siempre la misma relacion, aconsejandose que la
concentracion de Mg*® sea 0.5 a 1 mM superior a la concentracion de los dNTPs.

Cebadores o iniciadores: Estos son el componente mas sensible que determina el éxito
de un ensayo de PCR. Su longitud suele estar entre 18 y 30 nucleétidos y su contenido en
G+C entre 40-75%. La concentracion a la que suelen emplearse en una PCR esta en el
intervalo de 0.1-0.5 pM. Los iniciadores normalmente se disefian para ser exactamente
complementarios a las secuencias que flanquean el segmento del molde de ADN que se
desea amplificar.

Los cebadores ideales deben carecer lo mas posible de estructuras secundarias, asi
como de complementariedad entre si. La complementariedad en el extremo 3’ induce a
gue ambos iniciadores se traslapen en dicho extremo y sirvan de templados y a su vez de
iniciadores entre si, para que la polimerasa los extienda y genere asi pequefios
amplicones (conjuntos de moléculas de ADN idénticas que resultan de una reaccion de
PCR) referidos como dimeros de cebadores. Estos dimeros son productos cortos que se
amplifican de manera eficiente, reduciendo la cantidad de cebadores disponibles en la
reaccion y provocando un menor rendimiento del amplicén de interés.

Ambos iniciadores deben tener una temperatura de fusion o Tm similar y por ende, un
contenido semejante en G+C. La formula mas utilizada para calcular la Tm de un iniciador
es: Tm=(2°C) (# de A+T) + (4°C) (# de G+C).

La distancia que separa los sitios donde se aparean los cebadores dentro del ADN molde
determina el tamafio del producto de amplificacién. El tamafio ideal depende de la
aplicacion: los productos largos se amplifican con menor eficiencia, mientras que los
productos muy cortos pueden confundirse con dimeros de los iniciadores y limitan mucho
la posibilidad de caracterizarlos posteriormente.

Existen diferentes programas computacionales que ayudan en el disefio de cebadores y
calculan sus Tms, estructuras secundarias y posibles interacciones entre ellos.

Los cebadores se sintetizan en el laboratorio mediante un proceso escalonado en el que
se van afadiendo nucleotidos libres al extremo de la cadena en crecimiento. El extremo 3’
del nucledtido iniciador de la futura cadena se fija a un soporte so6lido como una particula
de gel de silice. Un sintetizador de ADN realiza la sintesis en fase sélida, afiadiendo paso
a paso cada nucle6tido en una serie de etapas. Al final de cada ciclo de adicién, la cadena
en crecimiento se separa de la mezcla de reaccion mediante filtracion o centrifugacion. A
continuacion se repite el procedimiento para unir otro nucle6tido. Se invierten
aproximadamente 40 minutos en afiadir un nucledtido a la cadena y es posible sintetizar
cadenas con una longitud de hasta 100 nucleotidos. (Rodriguez, 2004)

Disefio de los cebadores: Deben evitarse tramos largos de una sola base y que el
extremo 3’ tenga una estructura secundaria importante. También se debe procurar en lo
posible que las dltimas bases del extremo sean G o C, para que le brinden mayor
estabilidad al punto de inicio de la etapa de extension.
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Normalmente deben tener un tamafio de 18-30 nucledtidos y que éste sea similar para
ambos cebadores. La temperatura de hibridacion de los cebadores al molde se ajusta
para que sea, cuando mucho 5°C menor que la temperatura calculada segun la férmula
arriba citada.

Enzima: Sélo pueden utilizarse polimerasas que sean capaces de actuar a las altas
temperaturas empleadas en la reaccion. En la actualidad la mayoria de las polimerasas
gue se suministran comercialmente son versiones recombinantes e incluso mejoradas por
ingenieria genética.

Las enzimas ADN polimerasas comunmente utilizadas son la ADN polimerasa Taq,
proveniente de la bacteria termofilica Thermus aquaticus y la Vent de la bacteria
Thermococcus litoralis. Sus temperaturas Optimas de catalisis oscilan alrededor de los
72°C, temperatura a la cual incorporan aproximadamente 100 nucleétidos por segundo,
siendo estables a altas temperaturas, incluso por encima de los 92°C.

De las dos enzimas sefialadas, la popularidad alcanzada por la Taq rebasa por mucho y
en diferentes aspectos a otras polimerasas. Esta enzima es una proteina que consta de
una sola cadena polipeptidica con un peso molecular de aproximadamente 95 kDa,
cuenta con actividad de exonucleasa 5 — 3. Y su fidelidad de replicacion depende de la
concentracion del i6n Mg*™ y de los dNTPs, asi como del que exista o no balance en la
concentracion de estos ultimos.

Existen otras enzimas que se usan también aparte de la Taq y la Vent, en donde se
requiere actividad correctora para mayor fidelidad de copiado, como la Pfu, extraida
originalmente de Pyrococcus furiosus o la UlITma, proveniente de Thermotoga maritima,
la cual también tiene actividad de transcriptasa reversa, lo que les permite catalizar tanto
una transcripcion reversa (conversion de ARN a ADN), como la propia PCR, como es el
caso de la enzima Thermus thermophilus, ya fabricada por ingenieria genética y
simplemente conocida como rTth. (Rodriguez, 2004)

ADN: La cantidad de ADN molde puede ser de tan s6lo 1 ng en el caso de material
genético clonado (en virus o plasmidos), o de un minimo de 20 ng, cuando se utiliza ADN
gendmico proveniente de células eucariotas. De hecho, como se ha mencionado arriba, el
molde puede ser también ARN el cual debe ser previamente transformado a ADN
complementario (ADNc) mediante transcripcion reversa. Hay muchas formas posibles de
preparar el molde para PCR.

En general, no es necesario purificar el molde, porque la reaccion puede tolerar la
presencia de impurezas, pero hay que tener mucho cuidado de eliminar, lo més posible, la
presencia de inhibidores de la polimerasa, sobre todo en las muestras clinicas. Si el
material son suspensiones celulares, puede ser suficiente con romper las células por
calor.

Agua: El agua se usa como solvente del resto de los ingredientes y se requiere agua
grado biologia molecular.
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Etapas de un Ciclo de Reaccién

Tres son los pasos a seguir y a repetir por cada ciclo de la PCR. A éstos cominmente se
les refiere como desnaturalizacién, alineamiento y extension.

Desnaturalizacion

El sustrato de la enzima de la PCR es el ADN de simple cadena que actia como molde
para la sintesis de su nueva cadena complementaria. Mediante un calentamiento a 94°C,
el ADN de doble cadena logra que sus cadenas se separen o desnaturalicen.

Esta es una etapa critica, ya que es muy importante que el ADN molde se desnaturalice
completamente, lo que se consigue a temperaturas de 94°C, durante por lo menos un
minuto. Si la muestra tiene alto contenido de G+C, se recomienda aumentar de
preferencia el tiempo.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que la actividad de la enzima decrece de manera
muy rapida a partir de los 95°C= 40 min. y a 97.5°C = 5 min.), por lo que a estas
temperaturas o superiores es aconsejable disminuir el tiempo de incubacion. En la
practica se suele empezar con un periodo de desnaturalizacién prolongado (cinco minutos
a 94°C), para asegurarse que la desnaturalizacién se lleve a cabo a lo largo de toda la
molécula del ADN. (Rodriguez, 2004)

Alineamiento

La enzima, como todas las ADN polimerasas, necesita del grupo OH’ libre en el extremo
3’ del iniciador ya apareado al sitio blanco de la amplificacion, a partir de donde iniciar la
sintesis. Este punto constituye el sitio de crecimiento de la cadena complementaria al
molde.

Mientras que un cebador (referido como el 5) es complementario a la secuencia del
extremo 5’ de la region del ADN molde a amplificar, el otro es al extremo 3’ de la misma,
pero en la cadena opuesta.

El alineamiento especifico de ambos cebadores se produce a una temperatura
determinada por composicion de bases y oscila entre 40 y 72°C. Ambas cadenas
originales del ADN sirven simultaneamente como moldes para sintetizar sus respectivas
cadenas complementarias nuevas.

Un aumento de temperatura favorece la especificidad, ya que disminuye las uniones
incorrectas de los cebadores con sitios apocrifos del ADN molde. (Rodriguez, 2004)

Extension

Con el ADN molde de cadena sencilla, excepto en los sitios donde los iniciadores se
aparean, la polimerasa empieza a copiar la hebra, incorporando desoxirribonucleétidos
trifosfatados en direccion 5 — 3'. Esta etapa debe realizarse a una temperatura alta, que
es la que coincide con la maxima actividad de la polimerasa (72°C) para evitar
alineamientos inespecificos de los iniciadores.

El tiempo de extension depende del tamafio de la amplificacion, debiendo estimar 1 min.
para alargar 1000 nucleétidos. Es comin que al finalizar todos los ciclos se realice un
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altimo alargamiento por 5 min. a 72°C, para asegurarse que todos los productos de
amplificacion estén completamente terminados y tengan, por ende, exactamente la misma
longitud. (Rodriguez, 2004)

Naturaleza Exponencial de los Ciclos

Al final del primer ciclo, ambas hebras de una molécula bicatenaria de ADN a las que se
les hayan apareado los iniciadores han sido copiadas para generar dos nuevas cadenas
bicatenarias.

Cuando se repite por segunda ocasion el ciclo de tres pasos, las dos moléculas del primer
ciclo se copian para producir ahora cuatro moléculas. El tercer ciclo genera ocho
moléculas.

En teoria, 20 ciclos producirdn aproximadamente un millbn de copias de la molécula
molde de ADN vy 30 ciclos generaran alrededor de mil millones de copias de ésta.

Pero en la préactica, el proceso no es tan eficiente. El nUmero de ciclos que se utiliza
adquiere gran relevancia a la hora de optimizar una PCR. Este nimero depende de la
cantidad de ADN que existe en la muestra una vez que el resto de factores han sido
optimizados (normalmente de manera empirica).

Es importante evitar un nimero alto de ciclos, ya que puede dar lugar a la amplificacion
de productos no deseados originados por hibridaciones inespecificas.

Hay que tener en cuenta que la enzima sufre el efecto meseta que describe la atenuacién
en la tasa de la acumulacion del producto, reflejandose esto en que después de un
namero determinado de ciclos la amplificacion deja de comportarse de manera
exponencial, volviéndose aritmética y finalmente llega a una fase estacionaria.
Afortunadamente, cuando el efecto meseta se presenta, la cantidad de ADN sintetizado
es suficiente para su posterior utilizacion. (Rodriguez, 2004)

Evolucién de la Técnica

La tecnologia de la PCR esta experimentando continuas mejoras; un claro ejemplo de la
sofisticacion de esta reaccion es su version en “tiempo real”, que permite cuantificar con
una alta confiabilidad la concentracion de hasta multiples substratos presentes de una
reaccion, en virtud de que cada cadena copiada genera una sefal fluorescente de
longitud de onda distinta que es medida el instante por el mismo termociclador de tiempo
real.

Aplicaciones

Las aplicaciones de la PCR son mudltiples, abarcando desde la evolucion hasta la clinica,
pasando por la genética, la biologia molecular y la biotecnologia; amén de aplicaciones en
la agricultura y la ganaderia.

En microbiologia, la PCR permite identificar al agente infeccioso independientemente de
su respuesta serologica, lo que representa una gran ventaja en casos donde los
anticuerpos aparecen luego de un largo periodo de infeccibn y a veces en forma
impredecible.
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HIPOTESIS

Si se aplican los requisitos técnicos de la norma NMX-EC-17025-IMNC-2006 (ISO/IEC
17025:2005) en el ensayo microbiolégico cualitativo de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), se obtendr4 un plan integral de implementacion de un esquema que
permita asegurar la calidad de los resultados en este tipo de ensayos.

OBJETIVO GENERAL

Realizar un andlisis de la norma ISO/IEC- 17025:2005 y del documento de aplicacién EA-
4/10 para abordar la problematica de la metrologia del analisis microbiolégico cualitativo
de alimentos y comprobar que se puede dar cumplimiento a los requisitos técnicos
planteados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Proponer el camino para dar cumplimiento a los requisitos técnicos que marca la
norma ISO/IEC- 17025:2005 a partir de un ensayo microbiolégico de tipo
cualitativo como lo es la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la
deteccion de patdégenos transmitidos por alimentos.

e Realizar una revision bibliogréfica de los documentos ISO disponibles con
respecto a la técnica de PCR para la deteccion de patdgenos transmitidos por
alimentos (Proyecto Food PCR).

e Proponer una alternativa para la validaciéon de un ensayo de PCR y para lograr
trazabilidad en este tipo de ensayos.

e Ofrecer una propuesta para la determinacion de la incertidumbre de un ensayo de
PCR.
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CAPITULO I

REQUISITOS TECNICOS DE LA NORMA ISO/IEC 17025:2005 Y LA REACCION EN
CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) PARA LA DETECCION DE PATOGENOS
TRANSMITIDOS POR ALIMENTOS

A continuacién se presentan las recomendaciones para dar cumplimiento a los requisitos
técnicos de la norma 17025 y del documento de aplicaciéon EA-4/10 cuando se llevan a
cabo ensayos microbiolégicos de tipo cualitativo como lo es la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa para la deteccion de patégenos transmitidos por alimentos a través de la
revision bibliografica de los estandares ISO que se originaron a partir del proyecto Food-
PCR para la estandarizacion de la metodologia, que se llevo a cabo en varios laboratorios
europeos, entre otros documentos que se revisaron.

II.1. REQUISITOS TECNICOS (5)

I.L1.1. Generalidades (5.1)
Principio del método.

El analisis cualitativo consiste en la investigacion y/o deteccion especifica de secuencias
objetivo de acidos nucleicos en las muestras de prueba. La especificidad puede ser al
nivel de género, especie, tipo o cepa del patdgeno en el alimento.

Un resultado cualitativo debe demostrar claramente la presencia o ausencia de la
secuencia objetivo bajo estudio, relativo a los controles apropiados y dentro de los limites
de deteccion del método analitico usado y la porcion de muestra analizada. (ISO
20838:2006).

El andlisis comprende las siguientes etapas consecutivas:

a) Enriquecimiento microbiano preliminar del patogeno del alimento en el material de
prueba, si es requerido.

b) Extraccion y purificacion del acido nucleico, si es requerido.

c) Amplificacion de la secuencia objetivo del &cido nucleico por PCR usando
(cebadores o iniciadores) especificos.

d) Deteccién de los productos especificos de PCR.

e) Confirmacion de la identidad del producto PCR; y/o

f) Confirmacion por un método de cultivo microbioldgico estandarizado (EN/ISO).

Preparacion de la muestra: El objetivo de los métodos de preparacion de muestras es
obtener muestras o acidos nucleicos de calidad y en cantidad adecuada para PCR (la
calidad de los &cidos nucleicos depende por ejemplo de la pureza quimica, la longitud
promedio de las moléculas y la integridad estructural de las moléculas de &cido nucleico
extraidas). El enriqguecimiento y el tratamiento de la muestra deben permitir la deteccion
de un bajo nimero de microorganismos objetivo y la reduccion de sustancias inhibidoras
de PCR. El empleo de procedimientos fisicos, quimicos o bioguimicos menos destructivos
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de la integridad del acido nucleico haran la muestra o la solucién del acido nucleico
compatible a la amplificacién mediante PCR.

El tratamiento de la muestra puede iniciar directamente desde la muestra o después del
enriquecimiento; los principios basicos de la extraccion del acido nucleico consisten en la
liberacién del ADN presente en la bacteria y ademas, al mismo tiempo o posteriormente,
remover los inhibidores de PCR. (ISO 20837:2006)

Material de Prueba.

Cualquier alimento para consumo humano o animal es apropiado como material de
prueba siempre que haya sido establecido que la solucion del acido nucleico preparada
de la muestra no inhibe la PCR.

Requisitos generales de laboratorio.
La contaminacion accidental del ADN puede originarse con polvo y aerosoles. Debido a
esto, la organizacién del &rea de trabajo en el laboratorio y las buenas practicas deberan
estar basadas en:
a) La contencién sistematica de los pasos metodoldgicos involucrados en la
produccion de resultados y
b) El principio “Sin retorno” para el manejo de la muestra.

Estas medidas aseguran que el ADN en el material de prueba y el ADN amplificado por
PCR permanecen fisicamente separados. (ISO/FDIS 22174:2005)

I1.L1.2. Personal (5.2)

Todo el personal que realice actividades del método de ensayo debera estar calificado y
tener experiencia para trabajar con la técnica de PCR; ademas tener conocimientos
bésicos sobre microbiologia general, validacion de métodos de ensayo, matematicas,
inglés y buenas préacticas de laboratorio.

Debe realizarse cambio de bata de laboratorio en las etapas pre y post- PCR. Durante la
preparacion de la muestra deben utilizarse guantes desechables. (ISO/FDIS 22174:2005)

I1.1.3. Instalaciones y condiciones ambientales (5.3)

Configuracién del laboratorio.

Para prevenir la contaminacion de la mezcla de reaccion por las secuencias objetivo
previamente amplificadas debera asegurarse que estan disponibles &reas de trabajo
separadas con sus propios equipos. (ISO/FDIS 22174:2005)

Areas de trabajo.
Se requiere un minimo de cuatro areas separadas dedicadas al trabajo:

a) Para la preparacion de la solucién del acido nucleico desde el material de prueba.

b) Para la preparacién de la mezcla de reaccién (mastermix).

c) Para la adicion de la solucién del &cido nucleico preparada desde el material de
prueba.

d) Para la deteccién y confirmacién de los productos de PCR.
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La amplificacién puede ser realizada en el area de trabajo c¢) o en el &rea de trabajo d).

Si el termociclador es colocado en el area de trabajo c), los tubos que contienen los
productos de la reaccion de amplificacion no deberan abrirse en esta area.

Un conjunto diferente de pipetas deberan utilizarse para la preparacion de la muestra y la
preparacion de la mezcla de reaccion de la PCR.

La separacion fisica a través del uso de diferentes cuartos es la manera mas efectiva y
preferible de asegurar areas e instalaciones de trabajo. (ISO/FDIS 22174:2005)

Manejo de desechos.

Los productos de PCR deben ser destruidos usando una solucion de hipoclorito al 3%
(fraccién masa).

Deben utilizarse procedimientos adecuados para el manejo de desechos vy
descontaminacion. (ISO/FDIS 22174:2005)

I1.1.4. Método de ensayo y validacion del método (5.4)

Método de ensayo

Enriguecimiento y tratamiento de la muestra para las bacterias.

Las muestras de alimentos deben ser enriquecidas de acuerdo a los correspondientes
estandares ISO listados en el Anexo A o0 en otro estandar apropiado. Puede utilizarse
otro medio de enriquecimiento que sea mas compatible con PCR, siempre y cuando se
haya demostrado a través de validacion que su funcionamiento es al menos comparable
con el de los estandares ISO.

Algunos medios de enriquecimiento recomendados en los estandares ISO contienen
menos sustancias inhibidoras de PCR que otros; esto debe ser considerado
cuidadosamente cuando se decida cambiar el método de preparacion de la muestra.

Para algunos productos debe tomarse especial cuidado para suprimir el crecimiento de
microorganismos de segundo plano que compiten; por ejemplo mediante la adicion de
quimicos o antibioticos selectivos. (ISO 20837:2006)

Pueden utilizarse métodos menos destructivos tales como una simple dilucion,
centrifugacion, digestion de la proteina, filtracién, separacién inmunomagnética. En caso
de que exista falta de respuesta de PCR pueden probarse métodos mas rigurosos tales
como ebullicién, el uso de agentes quelantes o quimicos duros como el cloroformo y
etanol o kits con accion similar. Pueden utilizarse métodos fisicos simples para reducir el
contenido de grasa en las muestras con alto contenido de ella. Pueden utilizarse agentes
quelantes para reducir el alto contenido de calcio en los productos lacteos lo cual puede
ser un agente inhibidor. (ISO 20837:2006)

Extraccion y purificacion del ADN.

Pueden combinarse varios principios para la extraccion del ADN, por ejemplo:
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a) Degradar las proteinas en el extracto celular con proteasas (por ejemplo,
Proteinasa K) y el ARN con ribonucleasas.

b) Precipitar los péptidos resultantes con solventes orgénicos (por ejemplo, una
mezcla de fenol y cloroformo) para dejar el ADN en la fase acuosa.

c) Purificar la solucion de ADN y posteriormente concentrarla mediante precipitacion
con etanol en presencia de cationes monovalentes.

d) Recoger el precipitado de ADN por centrifugacion.

e) Lavar el ADN con etanol y re suspender en buffer, por ejemplo: tris (hidroximetil)
aminometano- buffer EDTA (buffer Tris- EDTA) o buffer Tris.

Pueden utilizarse co-precipitantes de ADN tales como el glucégeno, polietilenglicol de
elevado peso molecular (PEG 8000, 5000, 6000, etc) o ARN de transferencia (ARNt) para
mejorar la recuperacion de ADN durante los pasos de precipitacion. Solo pueden utilizarse
co-precipitantes sin alguna actividad de nucleasa y sin inhibidores/competidores de PCR y
sin alguna secuencia homéloga a la objetivo (blanco) de la PCR bajo estudio.

Utilizar secadores de vacio para secar el ADN precipitado puede causar contaminacion
cruzada.

El ADN puede ser liberado por ruptura celular térmica, por ejemplo por ebullicion durante
10 minutos; después de la ebullicion la muestra enfriada es centrifugada y el
sobrenadante es utilizado para la reaccion de PCR. Para facilitar la ruptura celular puede
aplicarse antes de la ebullicibn un tratamiento enzimatico. Pueden requerirse otros
métodos tales como agitacién vigorosa con perlas de ebullicién cuando el microorganismo
tiene una pared celular particularmente resistente. (ISO 20837:2006)

Calidad y cantidad del ADN.

La calidad y el rendimiento del ADN extraido usando un método dado sobre una matriz
dada deberan ser repetible y reproducible en términos de amplificacion mediante PCR,
siempre que una cantidad suficiente de ADN esté presente en la matriz. En particular el
método usado debe permitir la recuperacion de fragmentos de ADN con un tamafio
promedio igual o0 més largo que los productos de PCR bajo estudio.

La concentracion y pureza del ADN aislado puede ser estimada por métodos
fluorométricos o por electroforesis en gel. El ADN purificado también puede cuantificarse
por métodos espectrofotométricos.

Una rapida manera para estimar la calidad y cantidad de ADN es en electroforesis en gel
de agarosa, seguida por una tincion con bromuro de etidio y fluorescencia bajo luz
ultravioleta. Para algunos métodos de preparacion de la muestra (por ejemplo la
ebullicién) es necesario usar la solucion del &cido nucleico directamente después de la
preparacion, porque los acidos nucleicos liberados no son estables.

En general deben evitarse el congelamiento y descongelamiento de las soluciones del
acido nucleico; ademas deben utilizarse articulos de plastico apropiados para almacenar
pocas copias de acidos nucleicos.
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Amplificacion por PCR.

La amplificacion de secuencias especificas de acido nucleico puede ocurrir in vitro a
través de una reaccion catalizada por una ADN polimerasa en presencia de cebadores
(iniciadores) oligonucleétidos y desoxinucleotidos trifosfatos en un buffer de reaccion
definido. Un requisito importante para la amplificacion de la secuencia objetivo es que no
haya inhibicion de la ADN polimerasa en la reaccion. La amplificacion del ADN es un
proceso ciclico que consta de:

- Desnaturalizacion del ADN de doble banda en un &cido nucleico de una banda por
medio de calentamiento.

- Alineacién de los cebadores (iniciadores) oligonucle6tidos a la secuencia objetivo
complementaria en ambas bandas (separadas) de ADN a una temperatura
adecuada.

- Extension de los cebadores (iniciadores) con desoxirribonucleétidos trifosfatados
por una ADN polimerasa a una temperatura adecuada. (ISO 20838:2006)

Deteccion y/o confirmacion de productos de PCR.

Los productos de PCR pueden ser detectados por electroforesis en gel o una alternativa
apropiada. El tamafio de los productos de PCR puede ser estimado en comparacion con
estandares adecuados de ADN de longitud conocida cuando corren en paralelo con los
productos de PCR bajo prueba.

La confirmacion de la identidad del producto de PCR debe ser desarrollada por otro
método apropiado que el de la determinacién del tamafio, por ejemplo:

- Por hibridacion del producto de PCR con sondas especificas de ADN

- Llevando a cabo andlisis de restriccion del producto de PCR. La longitud de los
fragmentos después de la restricciobn deben corresponder a la longitud esperada
de la secuencia objetivo del ADN después de la restriccion.

- Empleando cebadores (iniciadores) para una secuencia alternativa dentro del
producto de PCR (tomando particular cuidado para evitar contaminacion cruzada)
Por secuenciacion del ADN del producto de PCR.

Un resultado positivo puede confirmarse también y alternativamente utilizando un
cultivo microbiolégico estandarizado y un método de confirmacion como los
descritos en los estandares EN/ISO adecuados.

Consideraciones generales para la reaccion de amplificacion: Las condiciones de reaccion
y las condiciones de termociclado deben ser optimizadas para cada par de cebadores y /o
sistema. Cuando cualquier PCR es utilizado por primera vez o se trata de un extracto o
suspension derivado de una matriz particular se hace necesario demostrar que las
condiciones de reaccion son adecuadas para alcanzar el limite de deteccion deseado.

El limite de deteccion del método de PCR debe ser determinado como el nimero de
microorganismos objetivo requerido para producir la unidad de suspension adicionada a
PCR. En una reaccion éptima se requieren menos de 40 ciclos para amplificar moléculas
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objetivo para obtener un producto que sea facilmente detectable por los métodos
estandarizados; cuando el numero de ciclos se incrementa pueden acumularse productos
inespecificos. Una reaccion de PCR optimizada debe ser capaz de amplificar en 40 ciclos
0 menos suficientes copias del producto de PCR para ser detectable. Si es posible esto
podria ser de aproximadamente 100 copias del templado puro de ADN.

Las condiciones prescritas en un método de PCR deben seguirse estrictamente y ademas
debe demostrarse la ausencia de inhibicion de PCR a través de los controles apropiados.

Aspectos del disefio del primer: Las secuencias de los cebadores deben tener
preferentemente las siguientes caracteristicas de disefio:

- Longitud entre 18 y 30 nucledétidos,

- Radio GC:AT de 50:50 si es posible, o tan cercano a este radio como sea posible

- No debe haber concentracion de Gs y Cs en segmentos cortos de cebadores (alta
sensibilidad interna),

- La banda complementaria no debe terminar en 3’ para evitar la formacién de
dimeros.

- No debe existir una estructura secundaria interna

- Evitar la posible formacién de dimeros con cebadores o pruebas usadas en PCR.

Existen paquetes de software disponibles comercialmente para ayudar en el disefio de
cebadores.

Verificacion de la especificidad del cebador: Debe demostrarse la habilidad de los
cebadores para detectar la secuencia objetivo, esto puede realizarse idealmente en dos
pasos: una primera evaluacion tedrica y una segunda evaluacion empirica.

La evaluacion tedrica debe hacerse con una secuencia similar a la investigada contra una
secuencia del &cido nucleico principal de la base de datos.

Para la evaluacion empirica independientemente del criterio del disefio utilizado, la
especificidad de los cebadores debe ser evaluada empiricamente para confirmar su
habilidad para discriminar entre la secuencia objetivo y las secuencias y controles
negativos de microorganismos (especies/cepas) relacionadas cercanamente. (ISO
20838:2006)

Validacion del método
Debido a la amplitud de este punto, la validacion fue desarrollada en un capitulo por
separado dentro de esta tesis.

Incertidumbre de medida
Debido a la amplitud de este punto, la incertidumbre fue determinada en un capitulo por
separado dentro de esta tesis.

I1.L1.5. Equipo y Reactivos (5.5)
Equipo

Se deben utilizar instrumentos y equipos de medicion con mantenimiento apropiado de
acuerdo a las instrucciones del fabricante y los requisitos dados en ISO/IEC 17025.
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Cuando sea apropiado debe realizarse la calibracion rutinaria del equipo cuyo
funcionamiento puede impactar en el resultado producido.

Materiales, instrumentos y equipo de medicion especiales: Ademas de equipo o material
estandar de laboratorio, deben utilizarse:

a) Termociclador; aparato capaz de realizar reproduciblemente y exactamente los
ciclos de temperatura y tiempo descritos en un método de PCR. Con rango de
temperatura de 0-100°C, precision de la temperatura +0.2°C, uniformidad +0.4°C.

b) Pipetas de pistdn; ya sea con filtros o sin filtros son necesarias para los pasos en
un método de PCR incluyendo la amplificacion. Con alcance a 5, 50 y 100 ply con
incertidumbre expandida (k=2) de * 0,8%, + 0,3% y = 0,3% del volumen
respectivamente.

c) Espectrofotometro UV-Vis; con exactitud de longitud de onda aceptable (UV +1
nm, Vis +3 nm), exactitud fotométrica (error entre +2% O&ptima, entre +3%
aceptable), precision fotométrica (coeficiente de variacion <0,5% Optima, <1%
aceptable), linealidad fotométrica (coeficiente de regresion = 0,999 aceptable).

d) Tubos (contenedores) de reaccion los cuales deben ser repetidamente calentados
a 100°C y enfriados a 4°C sin dafio.

e) Sistema para la deteccion de productos de PCR como son:

- Aparatos para electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida y si es necesario
una fuente de radiacion UV para registrar la visualizacion del ADN amplificado; o

- Aparatos para cromatografia en columna de acidos nucleicos y el sistema de
deteccion apropiado; o

- Fases solidas cargadas con una prueba especifica y aparatos para detectar
productos de PCR; u

- Otro sistema igualmente adecuado.

Siendo el Termociclador el equipo cuyo funcionamiento impacta en mayor medida en el
resultado de PCR producido, se presenta a continuacién el procedimiento para su
calificacion; entendiendo como calificacion a la “evidencia documentada que proporciona
un alto grado de certeza de que un equipo, &rea o sistema producird consistentemente un
resultado dentro de especificaciones previamente establecidas”. (Guia de Buenas
Practicas de Validacion, 2006, p.50) y que esta conformada por las siguientes
actividades:

A. Calificacion del Disefio (CD) que se define como: “Una verificacion documentada
gue demuestra que el disefio de instalaciones, sistemas y equipos es apropiado
para el propdsito establecido basado en el cumplimiento de las especificaciones
de requerimientos del usuario”. (Guia de Buenas Practicas de Validacion, 2006,
p.53).

Esta a cargo del fabricante del equipo.
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B. Calificacion de la Instalacion (Cl) que se define como: “Una verificacion
documentada de que las instalaciones, sistemas y equipos cumplen con las
especificaciones de disefio y que estan instaladas en forma adecuada para su
uso”. (Guia de Buenas Préacticas de Validacién, 2006, p.55).

Instalacion del termociclador

Deben seguirse las instrucciones del fabricante y ademas tomar en consideracion
lo siguiente:

a) Deben ser instalados y utilizados a temperatura y humedad apropiadas.

b) Deben estar ubicados de tal forma que puedan ser inspeccionados
visualmente, permitir un intercambio constante de temperatura con el ambiente
y libre circulacion de aire.

c) Deben permanecer en un ambiente constante. (ISO/TS 20836:2005)

C. Calificacion de la Operacion (CO) que se define como: “Una verificacion
documentada de que las instalaciones, sistemas y equipos funcionan en forma
adecuada de acuerdo a los parametros de operacion con base en el disefio”. (Guia
de Buenas Practicas de Validacion, 2006, p.61)

Prueba Fisica de funcionamiento: (ISO/TS 20836:2005)

Alcance: Este es un método para verificar la exactitud de la temperatura del
termociclador bajo condiciones de ciclado. La prueba registra la temperatura del
liquido en un tubo de muestra.

Principio: La temperatura es medida por termopares u otros instrumentos los
cuales sean capaces de registrar la temperatura en el interior de un vial que
contenga agua ultrapura.

El procedimiento de la prueba fisica debe realizarse bajo condiciones de ciclado
PCR. Esto visualmente comprende una secuencia de tres niveles de temperatura
consecutivas usadas para desnaturalizacion, alineacion de iniciadores y extension
de iniciadores. Si el termociclador tiene una tapa térmica, entonces la medicion
debera hacerse con la tapa en operacion.

Para consultar informacion detallada del procedimiento de la prueba fisica de
funcionamiento para termocicladores consultar el documento ISO/TS 20836:2005.

D. Calificacion del Desempefio (CF) que se define como: “Una verificacion
documentada de que las instalaciones, sistemas y equipos, se desempefian en
forma adecuada de acuerdo a los parametros especificos del proceso en el que
seran utilizados”. (Guia de Buenas Practicas de Validacion, 2006, p.62).

Prueba bioquimica de funcionamiento:

Un procedimiento bioquimico para la prueba de funcionamiento del termociclador
puede ser a una temperatura sensible en un sistema de PCR no robusto.

Alcance: Este método verifica la exactitud en el control de la temperatura de
alineacion del termociclador. La prueba es sensible a un incremento en la
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temperatura real de alineacion relativo a la temperatura desplegada durante un
ciclo programado con temperatura definida.

Principio: La exactitud de la temperatura programada/desplegada es confirmada
llevando a cabo una reaccién de PCR disefiada especificamente. Las muestras
utilizadas son altamente sensibles a un incremento en la temperatura de
alineacion durante el ciclo de temperatura. Las muestras deben ser colocadas en
posiciones que sean representativas del area controlada térmicamente incluyendo
posiciones criticas.

Para consultar informacion detallada del procedimiento de la prueba bioquimica de
funcionamiento para termocicladores consultar el documento ISO/TS 20836:2005.

La frecuencia de las pruebas de funcionamiento debe estar basada sobre las horas
documentadas de uso o el nUmero de corridas de cada termociclador.

Mantenimiento de Termocicladores

Se debe establecer y emplear un programa de mantenimiento definido para cada
termociclador basado en las horas de uso documentadas o nimero de corridas.

Reporte de prueba y documentacion de irregularidades

Se debe generar un reporte de prueba del termociclador y documentacion de
irregularidades. El reporte de la prueba debe ser conforme a la norma ISO/IEC 17025 y
contener al menos lo siguiente:

- Numero de identificacion del termociclador

- Una referencia para esta especificacion técnica y anexo utilizado para la prueba
- Fecha de la prueba

- Persona responsable de realizar la prueba

- Resultados de la prueba

- Cualquier punto particular observado durante la prueba

- Cualquier desviacion, adicion o exclusion de la especificacion de la prueba

- Cualquier otra informacion relevante a la prueba especifica.

Se deben tener procedimientos documentados para identificar y tratar cualquier
irregularidad concerniente al funcionamiento de los termocicladores. (ISO/TS 20836:2005)

Reactivos

En todos los casos deben utilizarse reactivos analiticamente puros, adecuados para
métodos de deteccidon de microorganismos y virus en biologia molecular. Generalmente
es recomendable tomar alicuotas de las soluciones de reaccién requeridas para un
método de PCR y almacenarlas bajo condiciones apropiadas por ejemplo a -20°C.

A los reactivos especificados a continuacion aplican requisitos especiales. (ISO
20838:2006)
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ADN Polimerasa

Se requiere una polimerasa termoestable (posiblemente incluyendo la actividad de
transcriptasa reversa). Esta puede ser una forma purificada de la enzima natural o una
forma recombinante construida genéticamente.

Debe ser utilizada de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Nota: Cada ADN polimerasa puede necesitar diferentes condiciones experimentales.

Transcriptasa reversa

Enzima utilizada para transcribir ARN en ADN de una banda capaz de ser amplificado por
un subsecuente método de PCR.

Debe ser utilizada de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Nota: Solamente se requiere cuando el ARN viral esta siendo determinado.

Buffer de reaccion

Debe utilizarse el buffer apropiado de acuerdo a las instrucciones del fabricante de la
enzima.

Se encuentran comercialmente disponibles reactivos listos para usarse. Los materiales
utilizados para la preparacion de un buffer de reaccion de PCR deben ser estables con
respecto a las condiciones de almacenamiento y ciclado.

Deben utilizarse de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Desoxirribonucleotidos trifosfatados (ANTPs) para PCR

Las soluciones que contienen dATP, dCTP, dGTP, dTTP y/o dUTP grado biologia
molecular deben ser almacenados y utilizadas como sea apropiado. Deben permanecer
estables durante el almacenamiento y bajo condiciones de PCR. Se encuentran
comercialmente disponibles.

Cebadores (iniciadores)
La secuencia del cebador (iniciador) debe ser altamente complementaria a la secuencia
objetivo de ADN vy el disefio de los cebadores debe evitar la alineacién misma.

Agua
Para la reaccion de amplificacion el agua debe ser libre de DNasas y RNasas. Se
encuentra disponible comercialmente agua grado biologia molecular.

Cloruro de magnesio y quimicos para la deteccion de productos de PCR
Los quimicos usados para el sistema de deteccion en un método de PCR deben ser de
calidad apropiada.

Reactivos opcionales adicionales

- Facilitadores: Son sustancias tales como el polietilenglicol o suero de albdmina
bovina las cuales pueden ser adicionadas a la reaccion de PCR para reducir la
inhibicién por las sustancias derivadas de la matriz.

- Inhibidores de RNasas: Son adicionados a un RT-PCR para prevenir degradacion
del RNA objetivo por enzimas RNasas las cuales podrian haber contaminado
reactivos o contenedores de plastico usados en el procedimiento de extraccion. Se
encuentran inhibidores de RNasas disponibles comercialmente.
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Reactivos para prevenir contaminacion cruzada de los productos de PCR: Como una
proteccion posterior contra la contaminacion particularmente si la separacion fisica de las
areas de trabajo no es posible, un sistema de desinfeccién (basado en psoraleno, dUTP y
UNG por ejemplo) puede ser incluido en el sistema de PCR para minimizar el riesgo de
contaminacion cruzada de los productos de PCR durante las reacciones previas. (ISO
20838:2006)

I1.L1.6. Trazabilidad de la medicion (5.6)

Debido a la amplitud de este punto, la trazabilidad serd tratada en un capitulo por
separado en esta tesis.

I1.L1.7. Muestreo (5.7)

El muestreo es un procedimiento definido por medio del cual se toma una parte de una
substancia, material o producto para proporcionar al ensayo una muestra representativa
del total.

En muchos casos, los laboratorios de ensayo no son responsables del muestreo inicial
para obtener los especimenes del ensayo.

Para la técnica de la Reaccidbn en Cadena de la Polimerasa para la deteccién de
patégenos en alimentos es dificil hacer un muestreo representativo de un alimento, dado
que la poblacion microbiolégica se distribuye en forma no homogénea, de modo que
puede tomarse una porcion del alimento en la que no se encuentran los microorganismos.

Ademas, es necesario seleccionar el alimento en base a la frecuencia de la presencia del
microorganismo objetivo en el alimento eligiendo la categoria més conveniente.

El documento ISO 16140:2003 recomienda las siguientes categorias de alimentos y tipos
de productos para obtener las muestras relevantes a los principales patégenos.

e Productos de carne: crudos, procesados mediante calor, congelados, fermentados,
curados, otros.

e Aves de corral: crudas, procesadas mediante calor, congeladas, otros.

e Pescado y productos del mar: crudos, procesados mediante calor, congelados,
ahumados, otros.

e Productos basados en frutas y verduras: crudos, procesados mediante calor.
congelados, secos, fermentados, curados/salteados, jugos/concentrados, baja
humedad, otros.

e Productos lacteos: crudos, procesados mediante calor, congelados, fermentados,
Secos, otros.

e Productos de chocolate y panaderia: baja humedad, secos, otros.

¢ Alimentos para animales: miscelaneos
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Un aspecto importante de la adecuada realizacion del muestreo es determinar como
afecta éste a la incertidumbre de medida.

Existen documentos ISO que sirven de guia para realizar el muestreo dependiendo de la
naturaleza del alimento como ejemplo se pueden citar: ISO 6887 Microbiologia de los
alimentos para consumo humano y animal, Preparacion de las muestras de ensayo,
suspension inicial y diluciones decimales para examen microbiol6gico e ISO/FDIS 17604
Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Muestreo de cadaveres
para andlisis microbiolégico.

I1.L1.8. Manejo de los items (elementos) de ensayo (5.8)

Iniciar el tratamiento de la muestra directamente de la muestra o después del
enriquecimiento. Las muestras de prueba pre-enriquecidas deben repartirse en alicuotas
de 1 ml y almacenarse a -30°C hasta su uso por cada laboratorio (en el caso de la
validacion). Cada laboratorio debe tener el procedimiento de operacion estandar para
realizar la deteccion del patdégeno por el método de PCR. Si las muestras son de
diferentes alimentos deben analizarse separadamente en cada laboratorio con el fin de
evitar contaminacion cruzada.

Las muestras pre-enriquecidas congeladas deben descongelarse y realizar la extraccién
(por lisis celular), la preparacion del acido nucleico y/o purificacion de la muestra de
prueba, si es requerido deberdn realizarse de acuerdo al método que se describid
previamente en el apartado 5.4 Método de ensayo y validacion.

I1.1.9. Aseguramiento de la calidad de los resultados de ensayo (5.9)

Control de Calidad Interno

La calidad, integridad y cantidad del templado de ADN influye en los resultados de PCR
para la deteccion de patdgenos en alimentos.

Debido al riesgo de obtener resultados falsos positivos y/o negativos, en cada ensayo de
PCR deben incluirse controles positivos (secuencia objetivo presente) y controles
negativos (secuencia objetivo ausente) apropiados. Si estan disponibles y son apropiados,
deben usarse materiales de referencia certificados y cultivos de referencia como controles
positivos y negativos.

La frecuencia de uso debe ser determinada como parte del programa de aseguramiento
de calidad.

Deben incluirse controles adicionales a intervalos de tiempo regulares y siempre que uno
de los controles no produzca los resultados esperados. (ISO 20838:2006)

A continuacién se presentan los controles requeridos para el andlisis delas muestras
basados en PCR.
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Control de | Control de | Control de Control de Control Control
proceso proceso extraccion amplificacién positivo negativo
negativo positivo negativo interno/externo | PCR PCR

a a b c d d
Tratamiento de la muestra ! !
Extraccién del acido nucleico ! ! !
Amplificacion ! ! ! ! ! !
Deteccion ! ! ! ! ! !

a Lafrecuencia de uso debe ser determinada como parte del programa de aseguramiento de calidad del laboratorio.

b Este control no es necesario cuando el control de proceso negativo es realizado.

¢ El control de amplificacion interno o externo debe ser realizado en cada reaccion PCR.

d Este control es necesario para cada lote de muestras en un ciclo corrido.

| Procedimiento cubierto por este control.

Cuadro 1. Controles requeridos para el analisis de muestras basado en PCR (ISO/FDIS 22174:2005)

Confirmacion de resultados de PCR

La presencia del producto de PCR y su especificidad deben ser demostradas por una
adecuada reaccion de confirmacion (un resultado positivo de PCR puede ser confirmado
también por un método de cultivo tradicional).

Los resultados obtenidos incluyendo los controles especificados anteriormente no deben
los resultados esperados, ademas de que el

ser ambiguos y deben producir
procedimiento debe ser repetido. (ISO/FDIS 22174:2005)

Los resultados de PCR seran:

a) Positivo si un producto especifico de PCR ha sido detectado y todos los controles
dan los resultados esperados; o
b) Negativo dentro de los limites de deteccion si un producto especifico de PCR no
ha sido detectado y todos los controles dan los resultados esperados.

En la siguiente tabla se presentan los posibles resultados de PCR y su interpretacion.
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Control de
proceso
Control de Control negativo. Control interno Control Interpretacion
proceso positivo Control de de externo de de resultados
Muestra de positivo PCR extraccion Amplificacion Amplificacion
Prueba negativo
Control
negativo
PCR
+ + + - +/- + Positivo
- + + - + + Negativo
+ + + + +/- +/- Poco
concluyente a
- - + - - - Poco
concluyente b
+ Producto PCR detectable.
- Ningun producto de PCR detectable
a Posible contaminacion
b Posible inhibicion

Cuadro 2.Resultados de PCR (ISO/FDIS 22174:2005)

Control de Calidad Externo (Ensayos de aptitud)

El método de PCR debe estar sujeto a una prueba interlaboratorio o intralaboratorio para
determinar las caracteristicas de funcionamiento. Los valores derivados de cualquiera de
estas pruebas pueden no ser aplicables para analizar otros valores de concentracion y
matrices que los usados en la prueba.

El aseguramiento de la calidad debe incluir la validacién del método, calibrar y confirmar
los instrumentos de medicién, calificar y confirmar el equipo de medicion y entregar el
resultado con la incertidumbre estimada.

I1.L1.10. Informe de resultados (5.10)

El informe de la prueba debe realizarse conforme a los requisitos de ISO/IEC 17025 vy
debe contener al menos la siguiente informacion:

a) Toda la informacién necesaria para identificar la muestra de laboratorio.

b) Cualquier punto particular relacionado a la muestra de laboratorio (ej. Tamafio
insuficiente, estado degradado).

c) Una referencia para el estandar utilizado para la prueba y los métodos seguidos.
d) Fecha de recepcion.

e) Condiciones de almacenamiento.

f) Fecha de inicio / término del andlisis.

g) Persona responsable del analisis.
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h)

)
K)

Tamanfo de la porcion de prueba.
Resultados de la prueba.
Cualquier punto en particular observado durante la prueba.

Cualquier desviacion, adiciobn o exclusion de la especificacion de la prueba y

cualquier otra informacion relevante a la prueba en especifico. (ISO/FDIS
22174:2005)
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CAPITULO 1l

VALIDACION DEL METODO DE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
(PCR) PARA LA DETECCION DE PATOGENOS TRANSMITIDOS POR ALIMENTOS

En este capitulo se presenta la metodologia propuesta para validar este tipo de ensayos
considerando que la norma ISO 17025 nos dice al respecto:

5.4.5.1 La Validacion es la confirmacion por examen y la provisién de evidencia objetiva
de que se cumplen los requisitos particulares para un uso especifico propuesto.

5.4.5.2 La validaciébn debe ser tan extensiva como sea necesario para satisfacer las
necesidades de la aplicacion o del campo de aplicacién dado.

NOTAZ2. Las técnicas usadas para la determinacion del desempefio de un método puede
ser una o la combinacion de las siguientes:

e Calibracién usando patrones de referencia o materiales de referencia;

e Comparacién de resultados alcanzados con otros métodos;

o Comparaciones entre laboratorios;

e Evaluacion sistemética de los factores que tienen influencia en los resultados;

e Evaluacion de la incertidumbre de los resultados con base en el conocimiento
cientifico de los principios teéricos del método y de la experiencia practica.

Y el documento de aplicacion EA-4/10 establece:

4.2 Los métodos de ensayo microbioldgico cualitativos cuyo resultado se expresa en
términos de detectado/no detectado y los procedimiento de confirmacion e identificacion,
deben ser validados estimando, cuando sea apropiado, su especificidad, exactitud
relativa, desviacién positiva, desviacion negativa, limite de deteccién, efecto matricial,
repetibilidad y reproducibilidad.

Il.1. METODO DE PCR PARA LA DETECCION DE PATOGENOS TRANSMITIDOS
POR ALIMENTOS: VALIDACION (DEMOSTRACION DE BUEN FUNCIONAMIENTO O
DESEMPERO)

La validacion de un método analitico es el proceso por el cual se demuestra, mediante
estudios de laboratorio, que la capacidad de desempefio del método satisface los
requisitos para las aplicaciones especificas, nos da una idea de las limitaciones que
pueden ser experimentadas durante el uso rutinario, mientras el método esté bajo control,
ademés pretende la confirmacion de la especificidad y reproducibilidad del método
cuando sea usado por diferentes laboratorios. Un procedimiento comun para obtener
datos de validacion es un estudio interlaboratorios en el cual el funcionamiento del método
es probado usando material idéntico en varios laboratorios bajo el control de un
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laboratorio supervisor. En este proceso es importante simular las condiciones de la vida
real, por ejemplo, debe considerarse el uso de muestras naturalmente contaminadas.
(Malorny, et. al. 2003 a)

La validacién de un método consiste de dos etapas:

a) Un estudio en donde el método de diagnéstico basado en PCR sea comparado
con el método de referencia actual (en este caso la deteccion de patdégenos en
alimentos por el método tradicional), utilizando muestras inoculadas con un nivel
conocido de microorganismos y muestras contaminadas naturalmente.

b) Un estudio interlaboratorios.

Los siguientes términos importantes y férmulas que se utilizan, asi como el disefio del
estudio colaborativo (interlaboratorios) estdn basados en las Guias Bésicas 1SO-5725-1
1994 Accuracy (trueness and precision) of measurement methods and results Part.
1:General principles and definitions e 1SO-5725-2 1994 Accuracy (trueness and
precisién) of measurement methods and results Part. 2:Basic method for the
determination of repeatability and reproducibility of a standard measurement method vy
en el Protocolo MICROVAL ISO 16140:2003 Microbiology of food and animal feeding
stuffs- Protocol for the validation of alternative methods.

Exactitud analitica y diagnéstica

El método basado en PCR debe tener un alto grado de exactitud analitica y diagnostica.
La exactitud analitica incluye la selectividad, definida como una medida del grado de
respuesta de los microorganismos objetivo y no objetivo utilizando cepas puras y el limite
de deteccion.

Consecuentemente un método selectivo basado en PCR comprende inclusividad
(deteccion del patégeno objetivo de un amplio rango de cepas) y exclusividad (falta de
respuesta desde un rango relevante de cepas relacionadas pero no objetivo).

La exactitud diagnostica toma en cuenta a los microorganismos objetivo y no objetivo en
presencia de una matriz biolégica y comprende los términos especificidad y
sensibilidad.

La especificidad diagndéstica se define como una medida del grado al cual el método es
afectado por componentes no objetivo presentes en una matriz bioldgica, lo cual podria
generar resultados falsos- positivos. La sensibilidad diagnostica se define como una
medida del grado para detectar el patégeno objetivo en la matriz biol6gica, lo cual podria
generar resultados falsos- negativos. Un alto grado de exactitud diagndstica significa por
lo tanto, detectar verdadera y precisamente al microorganismo objetivo en presencia de
una matriz bioldgica sin interferencia de componentes no objetivo. Por lo tanto la exactitud
diagnostica es utilizada para evaluar la concordancia entre los resultados de un método
basado en PCR y el método de referencia tradicional aceptado.

Limite de Deteccién: EI método basado en PCR debe tener un aceptable limite de
deteccion. Los estadndares internacionales derivados de los métodos de deteccion
tradicionales requieren una deteccion minima de una célula por 25 g de muestra. El limite

41


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

de deteccion tedrico de una célula microbiana por la reaccion de PCR puede usualmente
ser trasladado en la practica a 10° — 10* células por ml de muestra pre-enriquecida, de tal
forma que un volumen pequefio de la matriz inicial es usada en la reaccion de PCR. Por
lo tanto, un ensayo de PCR usualmente precedido por un paso de enriquecimiento para
una multiplicacion primaria de células bacterianas debe detectar al menos 10-100 copias
del ADN bacteriano objetivo en la reaccion. El limite de deteccién puede ser determinado
en relacién al célculo de la probabilidad de deteccion; de esta manera, la frecuencia
relativa esperada de una respuesta positiva de PCR a varias concentraciones de acidos
nucleicos objetivo o células puede establecerse.

Robustez

El método basado en PCR debe ser tolerante hacia un rango de parametros fisicos y
quimicos. Los pardmetros mas criticos usualmente son: la calidad del templado de ADN
(integridad fisica del ADN cromosomico gendémico, ausencia o presencia de inhibidores de
PCR), diferencias por lote en la pureza de los reactivos, errores de pipeteado, exactitud
de las temperaturas alcanzadas, tiempos de duracidon en cada paso de PCR vy el disefio
de los cebadores.

La robustez del método es un indicador de la reproducibilidad interlaboratorios. Sin
embargo, los instrumentos y equipos de medicién usados (termociclador, pipetas, etc.),
deben ser verificados rutinariamente para un buen funcionamiento.

La exactitud analitica incluye validacion primaria sobre cultivos celulares purificados para
el establecimiento de la probabilidad de deteccion y selectividad.

ll1.1.1. Cepas bacterianas de referencia (microorganismos objetivo)

Para los microorganismos debe elegirse un rango de cepas para evitar desviaciones
locales, cada cepa debe ser caracterizada bioquimicamente, serolégicamente y si es
relevante genéticamente, con suficiente detalle. Deben ser aisladas preferentemente de
alimentos, también se deben conocer y documentar los alimentos o materiales de los
cuales fueron aisladas. (ISO 16140:2003)

Para pruebas de inclusividad, en general es conveniente seleccionar un numero de cepas
(objetivo) que represente todas las subespecies conocidas con énfasis en los serotipos
aislados con mas frecuencia en los humanos y otros serotipos epidemiolégicamente
importantes.

Del total de cepas seleccionadas se debe elegir un nimero de ellas para la seleccion del
par de cebadores y ademas seleccionar una cepa como la cepa de referencia que
pertenezca a una coleccion reconocida.

Para las pruebas de exclusividad se debe elegir un conjunto de cepas no objetivo,
elegidas béasicamente porque estan relacionadas cercanamente a la cepa objetivo o
porque se encuentran en el mismo ambiente y crecen bajo las mismas condiciones, una
parte del conjunto de cepas no objetivo seleccionadas se utiliza para la seleccion
preliminar del par de cebadores vy las restantes para pruebas de exclusividad extensas.
(Malorny, et.al. 2003 b)
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[11.1.2. Preparacion de las muestras de ADN

Para las pruebas de selectividad las cepas objetivo y no objetivo se cultivan a través del
método tradicional y de acuerdo al estandar ISO apropiado. Se realiza conteo viable en
placa por duplicado. Se estima la concentracion calculando el nimero promedio de UFC
(unidades formadoras de colonias).

Considerado como un procedimiento general, una alicuota de 1 ml del cultivo enriquecido
se centrifuga a 10 000 g en un tubo para micro centrifuga durante 5 min. a 4°C, el
sobrenadante se elimina cuidadosamente y el paquete celular se resuspende en
aproximadamente en 300 pl de buffer TE. (Tris-HCI 10 mM, EDTA 0.1 mM, [pH 8.0]). El
tubo para micro centrifuga se incuba durante 10 min. a 100°C en un bafio de agua e
inmediatamente se enfria en hielo. Posteriormente se centrifuga a 14 000 g a 4°C durante
5 min. El sobrenadante que contiene el ADN se transfiere cuidadosamente a un nuevo
tubo de micro centrifuga y una alicuota de 5ul es utilizada como el templado de ADN para
la PCR. (Malorny, et.al. 2003 b)

[11.1.3. Par de Cebadores y PCR

Actualmente es posible encontrar publicaciones sobre los pares de cebadores utilizados
en muchos estudios para la deteccién de los principales patégenos transmitidos por
alimentos asi como las temperaturas de alineacion y el tamafio de los productos de PCR
(pb) para cada par de cebadores. Se deben elegir los mas utilizados si estan disponibles
para la comparacion y las reacciones de PCR se deben llevar a cabo en un termociclador.

Una mezcla tipica para PCR de 25ul contiene una concentracion de 0.4 uM de cada
primer, 200 uM de cada dNTP, buffer 1xPCR (Tris-HCI 20 mM[pH8.4], KCI 50 mM), MgCl,
1.5 mM, 0.75 U de polimerasa TagPlatinum y 5 pl de la muestra de ADN
(aproximadamente 10° UFC por tubo de reaccion).

Las condiciones para las PCRs pueden variar dependiendo del par de cebadores y del
microorganismo en cuestién de manera general se maneja una temperatura de incubacion
de 95°C durante 1 minuto, seguido por 35 o 38 ciclos de 95°C durante 30 s, la
temperatura de alineacion para cada par de cebadores seleccionado durante 30s y 72°C
durante 30 s. y una extension final de 72°C durante 4 minutos. Para las pruebas de
selectividad el ADN objetivo puede ser ciclado 35 veces y el ADN no objetivo puede ser
ciclado 38 veces con el fin de detectar posibles fragmentos no objetivo en el producto de
PCR.

Para la deteccion de los productos de PCR puede utilizarse la electroforesis con gel de
agarosa con el fin de utilizar un método de deteccion simple y econdmico que puede estar
disponible en muchos laboratorios. De manera general puede utilizarse una alicuota de 10
pl de un producto de PCR y cargarse sobre gel de agarosa al 1.8% conteniendo 0.5 pg
de bromuro de etidio /ml y corrido a 6 V/cm durante 90 min. Debe utilizarse un marcador
como el peso molecular estdndar. El gel puede ser documentado con una video camara.
Una respuesta positiva se define como la presencia de una banda visible en el tamafio
esperado, mientras que una respuesta negativa se define como la falta de alguna banda
en el tamafo esperado. (Malorny, et.al. 2003 b)
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[11.1.4. Control de Amplificacion Interno (CAl)

Con el fin de identificar resultados falsos negativos en los productos de PCR, debe
construirse un CAIl para el par de cebadores que resulte tener mayor selectividad. El
método utilizado debe permitir la construccion de fragmentos cortos artificiales de ADN.

El CAl debe ser coamplificado con el ADN objetivo, resultando un amplicon (conjunto de
moléculas de ADN idénticas que resulta de una PCR) de tamafio adecuado. (Malorny,
et.al. 2003 b). El producto de PCR debe ser purificado para determinar la concentracion
espectrofotométricamente a 260 nm de acuerdo con la siguiente ecuacion:

[ADN] pg/ml = Azso x dilucion x 50.0

en donde: Ays = Absorbancia a 260 nm (en densidades Opticas)
dilucién = Factor de dilucion empleado
50.0 = Coeficiente de extincion del ADN

La secuencia del CAl compuesta de varias secuencias del par de cebadores debe ser
confirmada.

La siguiente ecuacion se utiliza para calcular el nimero de copias de un producto de PCR
de concentracion conocida:

Peso del fragmento de PCR (en gr/ul)
X (6.023 x 10 %) = Numero de copias genémicas por microlitro

(660 g por mol x No. de pares de bases )
del fragmento de PCR

[11.1.5. Determinacién de la probabilidad de deteccién

La probabilidad de deteccion del microorganismo objetivo en una suspension de
concentracion conocida en presencia de un CAIl con niamero de copias definido de ADN
se puede determinar de manera general conforme al siguiente procedimiento, siempre
considerando que puede haber variaciones dependiendo del microorganismo en cuestion.
Debe inocularse agua peptonada con la cepa de referencia seleccionada y que
pertenezca a una coleccion reconocida, se incuba a la temperatura y por el tiempo
adecuado dependiendo del microorganismo hasta la fase exponencial (aproximadamente
10% UFC/ml). La suspension celular es serialmente diluida 10 veces en una solucién de
NaCl 0.9% (peso/vol) dentro del rango de concentraciones de 10° a 10° UFC/ml. Las
diluciones pueden ser almacenadas hasta su uso a -20°C. Se determina el ndamero
aproximado de UFC por mililitro de suspension celular mediante siembra en placa de 100
ul de la dilucion que contiene 10* UFC/ml en el agar adecuado dependiendo el
microorganismo objetivo cinco veces. El nimero promedio de UFC de las 5 placas se
utiliza para recalcular la concentracion (UFC/ml) de las diluciones congeladas, de tal
forma que al descongelarlas se ajuste la concentracion a aproximadamente 10' a 10°
UFC/ml. Se agregan 5ul a 5 tubos para PCR separados y se corren en presencia de 30
000 a 30 copias del CAI. El experimento debe repetirse un nimero adecuado de veces

44


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

por ejemplo 5, resultando en 30 PCRs para cada concentracion celular. Cada PCR dara
un resultado positivo 0 negativo para la concentracion probada. La probabilidad de
deteccion del ensayo de PCR se obtiene graficando el numero relativo de PCRs positivos
observados contra la concentracion de la suspension celular.

La determinacion de la probabilidad de deteccidén debe repetirse utilizando ADN purificado
de la cepa de referencia seleccionada (de una coleccion reconocida) en el rango de
concentracion de 10° a 10° copias de ADN gendémico por PCR. La purificacion del
templado de ADN puede hacerse utilizando un kit y de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Para determinar la concentracion del ADN purificado se mide la densidad
Optica a 260 nm con un espectrofotdbmetro y se calcula el nimero de copias genémicas
del microorganismo obijetivo.

Los resultados de las pruebas de inclusividad de los pares de cebadores probados con un
panel de x numero de cepas del microorganismo objetivo pueden reportarse en una tabla
como la siguiente:

No. de cepas con prueba positiva

Serotipo Serogrupo No. total No. de cepas Tamafio para el par de cebadores
(Subespecies) de cepas seleccionadas | del
parala producto A B C D

preseleccion de PCR

Total X X AX Bx Cx Dx

Una tabla similar debera construirse para el conjunto de cepas de microorganismos no
objetivo para reportar los resultados de las pruebas de exclusividad. De tal manera que
pueda identificarse si todos los pares de cebadores probados amplificaron un producto de
PCR del tamafio esperado o no tanto de las cepas del microorganismo objetivo
(inclusividad) como de las del no objetivo (exclusividad). Ademas, para poder seleccionar
el par de cebadores que haya identificado todas o la mayoria de las cepas del
microorganismo objetivo seleccionadas para la pre seleccion considerandolo el par de
cebadores mas selectivo.

Como se menciond anteriormente debe establecerse la probabilidad de deteccién del
microorganismo objetivo a partir de la cepa de referencia que pertenezca a una coleccion
reconocida a diferentes concentraciones celulares y de ADN usando el par de cebadores
qgue haya resultado ser el mas selectivo y en presencia de 30 a 30000 copias del CAl.

La siguiente figura nos muestra como a partir de los geles de agarosa obtenidos de las
electroforesis se puede determinar el nUmero apropiado de copias del CAl que deben ser
usadas como templado al observar si la disminucion del nimero inicial de copias del CAIl
incrementa o0 no la probabilidad de deteccién y en cuantas veces. Ademas se puede
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observar cédmo varia la probabilidad de deteccion de las suspensiones celulares que se
encuentran a diferentes concentraciones con respecto al nimero de copias del CAl.

Cuando la intensidad de la sefial del amplicon del CAl con 30 copias iniciales varia
substancialmente entre PCRs idénticos nos indica pobre reproducibilidad.

Los resultados de las probabilidades de deteccion se pueden graficar para obtener una
curva sigmoidal. (Malorny, et.al. 2003 b).

Copias del CAl 3x10% 3x10° 3x 102
r 1 f 1

. . YR T )
Copias del m.o. objetivo &9 -8 =9

%

5 B B %
ASENEN I\ I

0%
iz
7

o
7

S
N
L
=

Tamafio del fragmento de ADN

gendémico del m.o. objetivo 284 pb B

Tamafio del fragmento del CAIl 157 pb »

Probabilidad ® 30 copias del CAl por reaccion
de deteccion

0.4 ® 300 copias del CAIl por

0.24

0.0+

[11.1.6. Estudio Interlaboratorios usando el par de cebadores mas selectivo

El objetivo de este estudio es validar la reproducibilidad de la exactitud analitica del
ensayo de PCR para la deteccion de patdégenos transmitidos por alimentos.

Las formulas utilizadas para el analisis se muestran a continuacion y son caracteristicas

de una tabla de dos filas por dos columnas con respecto al método de cultivo de
referencia y al método alternativo PCR. (Malorny, et.al. 2003 b).
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Método PCR z

Método de cultivo positivo negativo

. a b
positivo Verdadero positivo | Falso negativo
c d
negativo | Falso positivo Verdadero negativo c+d

z a+c b+d

a

Inclusividad (%) = . 100

(@+b)

d

Exclusividad (%) = . 100

(c+d)

a

Predictividad positiva (%) = . 100

(@+c)

d
Predictividad negativa (%) = . 100

(b+d)

a+d
Exactitud analitica (%) =— .100
(a+b+c+d)

2 (ad —bc)
indiceKappa (%) = .100
(at+c) « (c+d) + (a+b) « (b+d)

El indice Kappa indica la intensidad de la relacion entre las variables de las filas y
columnas de una tabulacién cruzada. Valores Kappa de < 0.01 indican que no hay
concordancia, aquellos entre 0.1 y 0.4 indican débil concordancia, aquellos entre 0.41 y
0.60 indican clara concordancia, aquellos entre 0.61 y 0.80 indican fuerte concordancia y
aquellos entre 0.81 y 1.00 indican completa concordancia.
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El estudio interlaboratorios debe llevarse a cabo al menos con 10 laboratorios obteniendo
resultados sin desviaciones. Si es necesario, el analista de cada laboratorio participante
debe demostrar su competencia en el uso del método alternativo y en el del método de
referencia antes de participar en el estudio.

Cada laboratorio participante debe recibir el mismo numero de muestras de ADN
codificadas (ciego) incluyendo muestras de cepas del microorganismo objetivo y muestras
de cepas de microorganismos no obijetivo, un control negativo (buffer TE) y un control
positivo de ADN, un templado como CAI del tamafio apropiado y reactivos para uso en
PCR, incluyendo la polimerasa Taq platinum. Todas las muestras deben ser preparadas
con el mismo método por ejemplo lisis celular térmica. El control positivo de ADN debe ser
preparado y purificado de la cepa de referencia seleccionada y que pertenezca a una
coleccién reconocida. Cada laboratorio debe seguir estrictamente el mismo procedimiento
estandar de operacion.

El cambio en el modelo del termociclador puede ser irrestringido, debe establecerse en
cuantos experimentos independientes debe amplificarse cada conjunto de muestras de
ADN. Los amplicones deben ser detectados por el mismo método por ejemplo
electroforesis en gel de agarosa al 1.8%; los cambios en el equipo de electroforesis y el
buffer pueden ser irrestringidos. Debe establecerse la intensidad del campo eléctrico por
ejemplo 5 V/cm.

El célculo debe tomar en cuenta todos los PCRs individuales de cada laboratorio
participante. El criterio para la aceptacion de datos generados por los laboratorios en
forma individual puede ser el siguiente:

o Ambos el control positivo y el control negativo son detectados correctamente;

o el fragmento del CAIl (del tamafio adecuado) es visible en el gel de agarosa de los
PCRs de cepas de los microorganismos no objetivo, y

e ausencia de datos. Excluir al laboratorio que omita alguna muestra.

Los resultados de cada laboratorio participante pueden ser recopilados en una tabla como
la siguiente:

No. de Inclusividad Exclusividad Predictividad Predictividad Exactitud indice
Laboratorio (%) (%) positiva (%) negativa (%) Analitica (%) Kappa
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
TOTAL
(promedio)
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Ademas, los resultados de la clasificacion de las cepas utlizadas en el estudio
interlaboratorios pueden ser recopilados en una tabla como la siguiente:

Cepa y designacion Clasificacion correcta de
cepas (%)

Cepas de microorganismos no objetivo

Cepas del microorganismo objetivo

Controles

Negativo (Buffer TE)

Positivo (cepa de referencia de una
coleccion reconocida)

Se consideran resultados falsos positivos cuando se detectan sefiales débiles en los
geles de agarosa, indican contaminacion llevada desde muestras de ADN positivas. Los
resultados falsos negativos pueden ser ocasionados por la degradacion de la muestra
durante el transporte o el manejo durante los experimentos en algun laboratorio
participante.

En conclusion esta metodologia de validacion permitira determinar el par de cebadores
mas selectivo y a partir de él demostrar inclusividad para un amplio rango de serotipos del
microorganismo objetivo y exclusividad para otras especies y géneros. Determinar la
probabilidad de deteccién en presencia del niumero apropiado de copias del CAl y
finalmente si el método es selectivo y robusto a través del estudio colaborativo.

Con una metodologia similar, el método debe ser validado sobre muestras contaminadas
natural y artificialmente para determinar la exactitud diagnostica y la reproducibilidad.
(Malorny, et.al. 2003 b)
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CAPITULO IV

ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE DEL METODO DE LA REACCION EN
CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) PARA LA DETECCION DE PATOGENOS
TRANSMITIDOS POR ALIMENTOS

En este capitulo se presenta la propuesta para evaluar la incertidumbre del método de
PCR para la deteccion de patdgenos transmitidos por alimentos (método cualitativo)
considerando que la norma ISO 17025 nos dice al respecto:

5.4.6 Estimacioén de la incertidumbre de medicién

5.4.6.2 Los laboratorios de ensayos deben aplicar procedimientos para estimar la
incertidumbre de medicion. En algunos casos, la naturaleza del método de ensayo puede
impedir el calculo riguroso, metrolégico y estadisticamente véalido de la incertidumbre de
medicién. En estos casos, el laboratorio debe al menos, intentar identificar todos los
componentes de la incertidumbre y hacer una estimacion razonable y debe asegurar que
la manera de informar los resultados no proporcione una impresion errénea de la
incertidumbre. Una estimacion razonable debe estar basada en el conocimiento del
desempefio del método y del alcance de la medicion y debe hacer uso, por ejemplo, de la
experiencia previa y de la validacion de los datos.

5.4.6.3 Cuando se esté estimando la incertidumbre de medicién deben ser tomados en
cuenta todos los componentes de incertidumbre que sean de importancia para la situacion
dada; usando métodos apropiados de analisis.

NOTA 1. Las fuentes que contribuyen a la incertidumbre incluyen, pero no
necesariamente se limitan a, patrones y materiales de referencia utilizados, métodos y
equipo usados, condiciones ambientales, propiedades y condiciones del elemento que
esta siendo ensayado o calibrado y el operador.

Y el documento de aplicacion EA-4/10 establece:
5. Incertidumbre de Medida

5.2 Los andlisis microbiolégicos se encuadran en la categoria de los ensayos que no
permiten realizar un calculo riguroso, metroldégica y estadisticamente valido de la
incertidumbre de medida. En general, puede ser apropiado basar la estimacion de la
incertidumbre en datos sobre la repetibilidad y la reproducibilidad exclusivamente, aunque
lo ideal es incluir los sesgos (p. ej., los sesgos detectados como resultado de la
participaciéon en ensayos de aptitud). Los distintos componentes individuales de la
incertidumbre deben identificarse y demostrar que estdn bajo control y evaluar su
contribucién a la variabilidad de los resultados. Algunos componentes (como los efectos
del pipeteado, el pesado y las diluciones) pueden medirse directamente y evaluarse
facilmente para demostrar que realizan una contribucién insignificante a la incertidumbre
global. Otros componentes (como la estabilidad y preparacion de las muestras) no pueden
medirse directamente y su contribucion tampoco puede evaluarse por métodos
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estadisticos, pero su importancia en la variabilidad de los resultados debe ser también
considerada.

5.4 El concepto de incertidumbre no puede aplicarse directamente a los resultados de los
ensayos cualitativos como los obtenidos en los analisis de deteccion o en los de
determinacion de atributos para fines de identificacion. No obstante, deben identificarse
las distintas fuentes de variabilidad, como la homogeneidad de los reactivos y la
interpretacion de los analistas y demostrar que se controlan dichas fuentes. Los
laboratorios deben conocer también la incidencia de resultados falsos positivos y falsos
negativos asociada a los ensayos cualitativos que realizan.

IV.1. INCERTIDUMBRE ASOCIADA CON ANALISIS MICROBIOLOGICOS

El establecimiento de la confiabilidad de una medicién depende de la determinacién de
dos pardmetros llamados, la cantidad del analito presente y la incertidumbre asociada con
la trazabilidad de esta medicion a su referencia definida. Ambos son importantes, con la
incertidumbre siendo el parametro que indica el intervalo dentro del cual tenemos la
seguridad de que se encuentra el valor verdadero. La incertidumbre nos indica la
dispersion del resultado. (Love, et.al. 2006)

La estimacién de la incertidumbre ha sido descuidada en muchas areas del andlisis, pero
esto esta cambiando con la acreditacion de los laboratorios basada en la norma
internacional ISO/IEC 17025. Muchos progresos se han obtenido en el desarrollo de
investigaciones para la estimacion de la incertidumbre dentro de la medicién quimica, por
ejemplo la Guia Eurachem para la cuantificacion de la incertidumbre en mediciones
analiticas (Eurachem 2000) y mas recientemente para la microbiologia tradicional
(Niemel&, 2002; Forster, 2003) citados en Love, et.al. 2006.

Estimar la incertidumbre no es sencillo y debe intentarse una vez que se tiene buen
entendimiento del proceso. Antes de realizar cualquier intento para estimar la
incertidumbre del método es importante que el método haya sido validado
apropiadamente. Sin la validacion es imposible obtener resultados confiables o una
estimacion confiable de la incertidumbre de los resultados.

En la practica de los laboratorios microbiol6gicos se pueden identificar muchas causas de
variabilidad, por ejemplo:

e La habilidad de un aislamiento para dar las reacciones tipicas sobre un medio
diagndstico,

e el uso de ingredientes incorrectos en un medio de cultivo,

e |las consecuencias del cambio de marca de un medio de cultivo comercial,

¢ el uso de condiciones no estandarizadas en la preparacion, esterilizacién y empleo
de medios de cultivo,

e errores humanos y del equipo en el pesado, pipeteado y otras actividades de
laboratorio,

¢ latolerancia aplicada a la vida Gtil de los reactivos de la prueba,

e |os niveles relativos de habilidad de los diferentes analistas, etc.

51


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Estos son algunos ejemplos de sesgos bioldgicos, instrumentales y del personal que
afectan la exactitud, precisién y por lo tanto la incertidumbre de pruebas microbiolégicas.
Interpretar adecuadamente los resultados obtenidos de algun procedimiento analitico ya
sea fisico, quimico o biolégico, requiere la consideracion de diversas fuentes del error
actual y potencial asociado con los resultados obtenidos. Cualquier resultado analitico es
influenciado por un total de tres fuentes principales de error:

o Errores aleatorios, asociados con la matriz de la muestra original, la muestra
analitica, el medio de cultivo, etc.;

e Errores sisteméaticos inherentes asociados con el procedimiento analitico y;

¢ Modificaciones de los errores sistematicos debidos a las condiciones ambientales
y equipamiento de un laboratorio en particular junto con los rasgos del personal
analista que lleva a cabo el procedimiento de prueba. (AOAC International, 2006)

Exactitud y Precision

Exactitud es definida (ISO 3534-2:2006) como “el grado de cercania entre un resultado de
prueba o un resultado de medida y el valor verdadero”. Exactitud es una combinacion de
veracidad y precision (una combinacion de los componentes aleatorios y el error
sistematico).

Exactitud es esencialmente “ausencia de error”. Es importante hacer notar que el término
exactitud aplica solamente a los resultados y no puede ser aplicado a métodos, equipo,
material general de laboratorio entre otros.

Veracidad es definida (1SO-3534-2:2006) como “el grado de cercania entre el valor
promedio obtenido de una serie de resultados de prueba y un valor de referencia
aceptado”. Es equivalente a una ausencia de sesgos, es una medida del error sistematico
total pero no del aleatorio.

Veracidad, a diferencia de exactitud, podria ser contrastada con precision.

Precision es definida como “el grado de cercania entre resultados de prueba
independientes bajo condiciones establecidas”. Depende solamente de la distribucion de
errores aleatorios y no esta relacionada a un valor verdadero o especificado.

La medida de la precisidbn usualmente es expresada en términos de imprecision vy
calculada como una desviacién estdndar de los resultados de la prueba. Una baja
precision es reflejada por una alta desviacion estandar.

Medidas cuantitativas de precision dependen de manera critica de las condiciones
estipuladas. Condiciones de repetibilidad y reproducibilidad son conjuntos particulares de
condiciones extremas estipuladas (ISO-3534-2:2006).

Incertidumbre de la medicién

e Para datos cuantitativos (por ejemplo: conteo de colonias, NUmero Mas Probable,
etc) una medida de la incertidumbre podria ser algin parametro estadistico
apropiado asociado con el resultado de la prueba. Tales parametros incluyen la
desviacion estandar, el error estandar de la media o un intervalo de confianza
alrededor de la media. (AOAC International, 2006)
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Medidas de repetibilidad y reproducibilidad son las piedras angulares de la estimacion de
la incertidumbre analitica. Y son definidas (ISO 21748:2010) como:

Repetibilidad “es una medida de la variabilidad derivada bajo condiciones de repetibilidad
especificadas” por ejemplo: resultados independientes de prueba son obtenidos con el
mismo método, en el mismo laboratorio, por el mismo analista usando el mismo equipo,
lote de medios de cultivo y diluyentes, y realizados dentro de un intervalo corto de tiempo.

Reproducibilidad “es una medida de precision derivada bajo condiciones de
reproducibilidad” por ejemplo: resultados de prueba obtenidos con el mismo método en
diferentes laboratorios, con diferentes analistas, usando diferente equipo. Un estado
valido de reproducibilidad requiere la especificacion o el establecimiento de las
condiciones empleadas.

Reproducibilidad intermedia (ISO 5725-2:1994) es definida como “una medida de
reproducibilidad derivada bajo condiciones de reproducibilidad dentro de un solo
laboratorio”.

Incertidumbre tipica combinada .. es la desviacion tipica estimada asociada al resultado,
y es igual a la raiz cuadrada positiva de la varianza combinada, obtenida a partir de todas
las varianzas y covarianzas, como quiera que hayan sido evaluadas utilizando la llamada
ley de propagacion de la incertidumbre.

Incertidumbre expandida U, se obtiene cuando la incertidumbre tipica combinada . se
multiplica por un factor de cobertura k. El propdsito de esta incertidumbre expandida U es
proporcionar un intervalo de confianza para repetibilidad y reproducibilidad entorno al
valor medio. La eleccién del factor k habitualmente comprendido entre los valores 2 y 3,
se fundamenta en la probabilidad o nivel de confianza requerido para el intervalo.

Para datos cualitativos (por ejemplo: pruebas de presencia o ausencia) la incertidumbre
medida no puede ser derivada de la misma manera, varias son las formas en las que se
ha expresado este parametro universal para evaluar la calidad. Walter Bich y Francesca
Pennecchi usan la distribucion de Poison para estimar la incertidumbre en las medidas
por conteo. Para estimar la probabilidad se han usado métodos Bayesianos. En el 2002,
con la finalidad de encontrar una equivalencia con las medidas cualitativas y lo que la ISO
5725 propone para los estudios de precision en medidas cuantitativas Langton propuso el
equivalente cualitativo de repetibilidad un término denominado acordancia (accordance) y
el equivalente de reproducibilidad concordancia (concordance) en estudios colaborativos
de medidas cualitativas en métodos microbioldgicos. Posteriormente en el 2004 Hilko Van
Der Voet y Leo W.D. usan estos términos para un estudio colaborativo de microbiologia
de alimentos y en el 2010 Wilrich aplica los mismos términos en otro estudio de
intercomparacion. (Olvera y Valencia, 2012)

El documento JCGM 100: 2008 establece las reglas generales para evaluar y expresar la
incertidumbre de las medidas de tipo cuantitativo y el documento 1ISO 5725-3: 1994 es
una norma auxiliar para estimar la precision intermedia a través de la expresion de la
repetibilidad y la reproducibilidad también para medidas cuantitativas.
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AENOR recomienda a través de su documento: Estimacion de la incertidumbre. Medidas
y ensayos, expresar la incertidumbre mediante estudios de precisién en los casos en los
que no se puede modelar el proceso tal y lo entiende la Ley de propagacién de
incertidumbres. (Olvera y Valencia, 2012)

IV.2. METODO DE PCR PARA LA DETECCION DE PATOGENOS TRANSMITIDOS
POR ALIMENTOS: INCERTIDUMBRE DE MEDIDA

El método de PCR para la deteccién de patégenos transmitidos por alimentos es un
método con un resultado cualitativo que tiene una respuesta binaria presencia o ausencia
de una banda visible correspondiente al fragmento de ADN del microorganismo objetivo
del tamafio adecuado, sin embargo a lo largo del método estan involucrados valores
numericos.

En este trabajo se propone evaluar la contribucion a la incertidumbre de la medicion de
aquellas fuentes relacionadas con valores numéricos siguiendo la metodologia propuesta
por JCGM 100: 2008 y ademas evaluar la incertidumbre en la decision final del resultado
(presencia/ausencia) basandose en la recomendacion de AENOR y en la propuesta de
Langton (2002) del uso de estadisticos para estimar la acordancia y concordancia para
expresar la incertidumbre de medidas cualitativas donde el resultado es una respuesta
binaria.

IV.2.1. Fuentes de Incertidumbre

Las fuentes de incertidumbre en PCR cualitativo para la deteccion de patdgenos
transmitidos por alimentos se representan en un diagrama causa y efecto en la Figura 1.
Los parametros mas criticos son: la calidad del templado de ADN (integridad fisica del
cromosoma, ausencia o presencia de inhibidores de PCR), diferencias por lote en la
pureza de los reactivos, errores de pipeteado, exactitud en la duraciéon de los tiempos y
valores de temperatura en la etapa de amplificacién y variaciones en el funcionamiento
del termociclador.

Disefio del o
Calidad del templado par de Cond|_0|ones de temperatura
de ADN cebadores y tiempo parala PCR

Concentracion ——p
Pureza ——»» Presencia de una banda
visible correspondiente
» al fragmento de ADN del
microorganismo objetivo
del tamafio adecuado.

Pureza de Reactivos Errores de pipeteado Termociclador

Figura 1. Diagrama causa y efecto para las principales fuentes de incertidumbre en PCR cualitativo para la
deteccién de patégenos transmitidos por alimentos.
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De las fuentes de incertidumbre representadas en el diagrama causa y efecto se puede
observar que de las que se puede cuantificar su contribucién a la incertidumbre global del
método estan relacionadas basicamente con los instrumentos y equipos de medicion
utilizados (espectrofotometro, micropipetas y el termociclador) por lo tanto se consideran
fuentes de incertidumbre tipo B de acuerdo con la Guia JCGM 100: 2008, y son
cuantificadas usando informacion externa u obtenida por experiencia. Estas fuentes de
informacion pueden ser:

e Certificados de calibracion.

¢ Manuales del instrumento y equipo de medicién, especificaciones.

e Normas o literatura.

e Valores de mediciones anteriores.

e Comportamiento sobre las caracteristicas o el comportamiento del sistema de

medicion.

La cuantificacion de una fuente de incertidumbre incluye la asignacion de un valor y la
determinacion de la distribucion a la cual se refiere este valor. Las distribuciones que
aparecen mas frecuentemente son:

a) Distribucion normal

Los resultados de una medicion repetida afectada por una o mas magnitudes de influencia
que varian aleatoriamente, generalmente siguen en buena aproximacion una distribucion
normal. También la incertidumbre indicada en certificados de calibracion se refiere
generalmente a una distribucion normal.

b) Distribucién rectangular

En una distribucién rectangular cada valor en un intervalo dado tiene la misma
probabilidad, o sea la funcion de densidad de probabilidad es constante en este intervalo.
Ejemplos tipicos son la resolucion de un instrumento digital o la informacion técnica sobre
tolerancias de un instrumento. En general, cuando exclusivamente hay conocimiento de
los limites superior e inferior del intervalo de variabilidad de la magnitud de entrada, lo
mas conservador es suponer una distribucién rectangular.

c) Distribucién triangular

Si ademas del conocimiento de los limites superior e inferior hay evidencia de que la
probabilidad es mas alta para valores en el centro del intervalo y se reduce hacia los
limites, puede ser mas adecuado basar la estimacion de la incertidumbre en una
distribucion triangular.

IV.2.2. Cuantificacion de las fuentes de incertidumbre

La calidad del templado de ADN estd basada en su concentracion y pureza. Ambas
pueden determinarse por métodos espectrofotométricos. (Torres, 2011)

La concentraciébn y pureza de las muestras de ADN son determinadas facilmente
aprovechando la capacidad que tienen los &cidos nucleicos de absorber la luz ultravioleta
con un pico maximo de absorcion a 260 nm. La medicion de la absorbancia a esta
longitud de onda permite el célculo directo de la concentracion en una muestra:
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[ADN] pg/ml = Azso x dilucion x 50.0

en donde: Ays = Absorbancia a 260 nm (en densidades Opticas)
dilucién = Factor de dilucion empleado
50.0 = Coeficiente de extincion del ADN

El coeficiente de extincion de un compuesto se refiere a una medida de la absorcion de
luz en un medio. En quimica, el coeficiente de extincion de masa (también llamado
coeficiente de absorcion de masa) y el coeficiente de extincion molar son pardmetros que
definen cuanta luz absorbe una sustancia a una determinada longitud de onda, por unidad
de masa o por concentracion molar, respectivamente. Las diluciones se pueden hacer con
agua o con buffer TE (Tris, EDTA) y el espectrofotdmetro debe ajustarse a cero con un
blanco.

Es importante tomar en cuenta que estas mediciones reflejan la cantidad total de acidos
nucleicos en una muestra y no la cantidad relativa de un solo componente tal como ADN o
ARN en la muestra.

Los calculos basados en la Aysonm proporcionan poca informacién acerca de la calidad y
pureza de la muestra; en la presencia de un exceso de sales, proteinas contaminantes y/o
acarreamiento de solventes orgénicos, el valor de la absorbancia puede variar
significativamente. Por esta razon, es importante realizar el calculo de la “relacion
260/280” ( Ao / Azg0 ) lo cual proporciona un valor razonable de la pureza de la muestra.
Una muestra de ADN pura tiene una relacion Ays / Az con valor de 1.8+ 0.15.
Variaciones fuera de este rango generalmente indica contaminantes.

Aunque el valor obtenido en la relacion 260/280 de una muestra es un buen indicador de
su calidad, también es de suma importancia examinar el espectro de absorcion (Figura 2);
usualmente entre 240 y 320 nm. Muestras de acidos nucleicos puras produciran una
curva de campana sesgada caracteristica (Figura 2) la cual exhibe la méxima
absorbancia alrededor de 260 nm. Las muestras de &cidos nucleicos de alta pureza
manifiestan un perfil de absorcion con una pendiente positiva debajo de 260 nm y una
pendiente negativa por arriba de 260 nm. (Torres, 2011).

0.8

Absorbancia (OD)
o
&

220 240 260 280 300 320

Longitud de onda (nm)

Figura 2. Espectro de absorcion de &cidos nucleicos (Torres, 2011)
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El espectrofotobmetro que se utilice tiene que ser calibrado y debe conocerse el intervalo
de aceptacion para absorbancia asi como la legibilidad.

De la misma manera para las micropipetas y el termociclador se obtiene de los
certificados de calibracion un criterio de aceptacion/rechazo (en el caso de las
micropipetas para cada volumen ya sea pequefio o grande).

Para todos los equipos e instrumentos de medicion, la incertidumbre calculada tendra una
distribucion rectangular y se calcula de la siguiente manera:

Si la magnitud de entrada Xj tiene una distribucion rectangular con el limite superior a. y
el limite inferior a- , el mejor estimado para el valor de X; esta dado por:

a+ + a'
Xi=
2
y la incertidumbre estandar se calcula por:
a+ = a'
H)=
V12

Una aplicacion tipica es la resolucion de un instrumento digital. También la incertidumbre
relacionada con el numero finito de cifras significativas de datos tomados de la literatura
puede ser tratada con esta distribucion.

Combinacién

El resultado de la combinacion de las contribuciones de todas las fuentes es la
incertidumbre estandar combinada p¢(y), la cual contiene toda la informacion esencial
sobre la incertidumbre del analito (mensurando) Y.

La contribucion p; (y) de cada fuente a la incertidumbre combinada depende de la
incertidumbre estandar p (x;)) de la propia fuente y del impacto de la fuente sobre el
analito (mensurando). Es posible encontrar que una pequefia variacion de alguna de las
magnitudes de influencia tenga un impacto importante en el analito (mensurando) y
viceversa.

Se determina ;i (y) por el producto de p (x) y su coeficiente de sensibilidad c; (o factor de
sensibilidad):

Hi (Y) = Cie 1 (X)

La incertidumbre combinada pc(y) se calcula por la suma geométrica de las
contribuciones patrticulares:

He(y)= \/i ZN [Cie p (x)] 2

=1
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La expresién anterior es la llamada Ley de propagacion de incertidumbre.
IV.2.3. Incertidumbre en la toma de decision

Los conceptos de repetibilidad y reproducibilidad son ampliamente utilizados en el anélisis
de datos de estudios colaborativos en microbiologia cuantitativa e indican en qué grado
los resultados pueden ser repetidos o reproducidos ya sea correctamente o no.

La principal limitacion de repetibilidad y reproducibilidad es que solamente son aplicables
a datos cuantitativos y no pueden ser aplicados en analisis cualitativos como por ejemplo
los métodos de deteccion. Esto se debe a que ambos parametros son expresados en
términos de la probable diferencia entre dos resultados de la prueba; claramente esto no
tiene sentido para datos cualitativos en donde dos resultados pueden ser iguales o
diferentes. (Langton, et.al. 2002)

Por lo tanto el empleo de dos nuevos pardmetros “Acordancia” (Accordance) y
“Concordancia” (Concordance) considerados analogos a repetibilidad y reproducibilidad
seran utilizados.

Acordancia es el grado de cercania entre resultados; es decir, cuando dos materiales
idénticos de prueba analizados por el mismo laboratorio bajo condiciones de repetibilidad
dan el mismo resultado (ya sea ambos positivos 0 ambos negativos).

La acordancia es reconocida con la letra A; y se define para datos balanceados como el
cociente del numero de pares idénticos dentro del laboratorio y el numero de posibles
pares dentro del laboratorio. (Langton, et.al. 2002)

NIP

A~

Ai=

NPP

NIP= numero de pares idénticos dentro del laboratorio

NPP= numero de posibles pares dentro del laboratorio

NIP = k; (ki—1)+(n—ki) (n—ki—l)

NPP=n (n-1)

n= namero de experimentos por cada laboratorio

ki = numero de experimentos obtenidos en el laboratorio con resultados positivos

La acordancia global estimada corresponde al promedio de las acordancias estimadas
para cada laboratorio.

1 L Ki (ki—1)+(n—ki) (n—ki-l)

L =1 n (n-1)
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L corresponde al nimero de laboratorios involucrados en el experimento

Para una interpretacion de precision intermedia L corresponde al nimero de analistas
involucrados en el experimento, n corresponde al niumero de experimentos por cada
analista y k el niumero de experimentos obtenidos por cada analista con resultados
positivos. (Olvera y Valencia, 2012)

Concordancia es el equivalente de reproducibilidad y se describe como el grado de
oportunidad de que dos materiales idénticos de prueba enviados a diferentes laboratorios
darén el mismo resultado (ya sea ambos positivos 0 ambos negativos).

La manera més intuitiva de calcular la concordancia es simplemente enumerar todos los
posibles apareamientos que se den con los datos entre laboratorios.

La concordancia es el porcentaje de todos los apareamientos dando el mismo resultado,
se reconoce con el simbolo € y puede ser estimada a partir de la acordancia

2r (r—nL) + nL (nL — 1) =AnL (n-1)
=

n“L(L-1)

n= namero de experimentos por cada laboratorio

L= numero de laboratorios involucrados en el experimento

A= Acordancia

r = nuamero total de experimentos obtenidos en todos los laboratorios con resultados
positivos.

Para una interpretacién de precision intermedia, L corresponde al nimero de analistas
involucrados en el experimento, n corresponde al nimero de experimentos por cada
analista y r se interpreta como el nimero de experimentos obtenidos con resultados
positivos por todos los analistas. (Olvera y Valencia, 2012)

Se propone realizar un estudio de precision intermedia para variables cualitativas en
donde participan los analistas de un laboratorio por ejemplo 5 analistas que hacen la
prueba, cada analista repite 5 veces la misma muestra y se estima la acordancia y
concordancia.

En el capitulo de validaciobn se describi6 el procedimiento para calcular la exactitud
analitica de un método de PCR para la deteccién de patégenos transmitidos por alimentos
que involucra el empleo de cepas puras y se detalla cada una de las etapas del método.

Para estimar acordancia y concordancia se describe el procedimiento general del método
de PCR para una muestra de alimento contaminada (de manera artificial) con un
microorganismo patdogeno que deberia seguir cada uno de los cinco analistas
seleccionados y hacer 5 replicados del andlisis de la muestra.
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Algunos de los pasos del método ya no seran tratados a detalle en virtud de que ya fueron
descritos en el capitulo de validacion.

El estudio de precision intermedia inicia cuando cada analista recibe la muestra de 1 mL
codificada (ciego); ademas de un control positivo de ADN de una cepa de referencia del
microorganismo objetivo (perteneciente a una coleccion reconocida), un control de
amplificacion interno (producto de PCR del tamafio adecuado), el par de cebadores
seleccionado (dependiendo del microorganismo en cuestion), la polimerasa Taq platinum,
buffer apropiado, dNTPs y el procedimiento de operacion estandar detallado para el
tratamiento pre-PCR y el ensayo PCR.

A continuacion se describe de manera generalizada el procedimiento para la preparacion
de las muestras por parte del laboratorio organizador, se debe tener en cuenta que las
condiciones pueden variar dependiendo del microorganismo en cuestion.

Preparacion del indculo

Debe elegirse una cepa de referencia del microorganismo objetivo (patdgeno) que
pertenezca a una coleccion reconocida, debe estar bien caracterizada (molecularmente y
por perfiles de resistencia a antibitticos), ademas de conocerse y estar documentado los
alimentos o materiales de los cuales fue aislada. Los cultivos que serén utilizados de esta
cepa deben cultivarse aerObicamente en agua peptonada a 37°C hasta la fase
exponencial y diluirlos apropiadamente (diluciones 10, 10°y 10 en cloruro de sodio al
0.9% m/v).

Mediante siembra en placa de cada una de 3 concentraciones celulares sobre el agar
correspondiente (dependiendo del microorganismo) se realiza conteo celular viable. Las
placas deben incubarse a 37°C durante 24 horas. La concentracion celular de cada
dilucién es estimada calculando el nimero promedio de unidades formadoras de colonias
(UFC) de 5 placas de agar para cada dilucién. (Malorny, et.al. 2004)

Las mismas diluciones se toman como inéculo para las muestras.
Preparacion de las muestras de prueba

Seleccionar el alimento y realizar un enjuague (de la porcién completa del alimento) en
una bolsa de plastico estéril utilizando agua peptonada a 4°C. Enjuagar manualmente con
agitacion suave durante 1 minuto. Del enjuague se toma una alicuota de 100 mL con el fin
de verificar la ausencia de contaminantes naturales con el microorganismo objetivo. La
suspension restante de agua peptonada debe repartirse en alicuotas de 100 mL. Una
alicuota se deja sin inocular, una se inocula con 1 mL de la dilucién celular 107" (aprox. 1-
10 UFC/100 mL nivel bajo de inoculacién ), una con 1 mL de la dilucién celular 107°
(aprox. 10-100 UFC/100 mL nivel medio de inoculaciéon ) y una con 1 mL de la disolucion
celular 10 (aprox. 100-1000 UFC/100 mL nivel alto de inoculacién) de la cepa de
referencia.

Después de la inoculacién debe realizarse un paso de pre- enriguecimiento a 37°C
durante 20 horas . Las muestras de prueba pre-enriquecidas deben repartirse en alicuotas
de 1 mL y almacenarse a -30°C hasta que sean entregadas a los analistas. (Malorny,
et.al. 2004)
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Método realizado por cada analista

A cada uno de los cinco analistas participantes se les entrega una alicuota sin inocular y
una alicuota de 1 mL de cada una de los niveles de inoculacion, pre-enriquecidas y
congeladas.

Con el fin de evitar contaminacion cruzada las muestras de cada nivel de inoculacion
deben ser analizadas separadamente por cada analista, el andlisis de cada nivel de
inoculacion deberd ser repetido cinco veces por cada analista.

Las muestras pre-enriquecidas congeladas deben ser descongeladas por el analista (cada
una en el momento que se utilice); y se debe realizar la extraccion de ADN mediante el
método de operacién establecido.

Cinco alicuotas de 5 pL cada una del sobrenadante deben ser usadas directamente como
templado de ADN en la reaccién de PCR.

Para el ensayo de PCR debe realizarse una mezcla tipica de 25 yuL como se describié
anteriormente en el capitulo de validacibn ademas se debe incluir el control de
amplificacion interno con el nimero de copias y el tamafio apropiado y los 5 L del
templado de ADN, el analista debe realizar este procedimiento cinco veces.

Las condiciones de incubacion deben estar establecidas en el procedimiento de
operacion.

Los productos de PCR pueden ser detectados por electroforesis en gel de agarosa al
1.8% (debe establecerse el voltaje y tiempo de corrida), deben ser tefiidos con bromuro
de etidio y visualizados bajo luz UV. (Malorny, et.al. 2004)

Los resultados de cada analista deben ser recopilados para el analisis de precision
intermedia en una tabla como la siguiente:

Presencia del amplicén objetivo
(numero de resultados positivos)
NUmero de analista participante
Nivel de inoculacion de la Esperado 1 2 3 4 5 | Acordancia | Concordancia
muestra
Sin inocular 0
Bajo (1-10 UFC/100mL) 5
Medio (10-100UFC/100mL) 5
Alto (100-1000UFC/100mL) 5
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La propuesta de acordancia y concordancia mide la cercania de los resultados obtenidos
por cada analista y entre analistas, entre mas se acerquen a 1 los resultados de
acordancia y concordancia nos da un mayor valor de precision.

Estimar la incertidumbre en medidas de tipo cualitativo no esté claro. Si se expresa en
funciébn de los términos Acordancia y Concordancia se estima la repetibilidad y la
reproducibilidad de los analistas del laboratorio pero se ignoran las fuentes de
incertidumbre en el momento de la medicion. Si se estima la incertidumbre de acuerdo a
la guia JCGM 100: 2008 es posible aplicar el modelo solamente para el equipo
involucrado (incertidumbre tipo B) pero no se incluye la toma de decision.
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CAPITULO V

TRAZABILIDAD EN EL METODO DE LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR) PARA LA DETECCION DE PATOGENOS TRANSMITIDOS POR
ALIMENTOS

V.1. TRAZABILIDAD

Los estandares de calidad como la norma ISO 17025 enfatizan la necesidad de personal
competente, métodos validados, sistemas de calidad comprensivos y una trazabilidad
apropiada a las referencias de medicion.

La trazabilidad es una de las principales herramientas requeridas para la comparacion. El
vocabulario internacional para metrologia (VIM) define trazabilidad como la:

“Propiedad del resultado de una medicion o valor de un estdndar por medio del cual este
puede ser relacionado a estdndares de referencia, usualmente estdndares nacionales o
internacionales a través de una cadena ininterrumpida de comparaciones todas teniendo
incertidumbres declaradas”.

La habilidad de comparar los resultados significativamente donde quiera que estos se
originen es provista entre otras cosas por la trazabilidad a un consistente y determinado
acuerdo de unidades y escalas de medicion.

A continuacién se declara un grupo de actividades que son necesarias para establecer la
trazabilidad en un laboratorio de ensayo:

I.  Especificar el analito (mensurando) y la incertidumbre aceptable.

II.  Elegir el método o procedimiento de medicién apropiado.

lll.  Demostrar a través de la validacibn que en el método se controlan todas las
cantidades o magnitudes que influyen significativamente el resultado o el valor
asignado a un estandar.

IV. Identificar la importancia relativa de cada cantidad de influencia.

V. Escogery aplicar estdndares de referencia apropiados.

VI.  Estimar la incertidumbre.

Esta lista no implica necesariamente un orden o prioridad entre las actividades, todas son
importantes.

La validacion es considerada como clave en el establecimiento de la trazabilidad. No es
una actividad opcional, incluso cuando se adopta un método estandar que ha sido
validado y minuciosamente probado, algunos niveles de validacion quedan
necesariamente. Los métodos de analisis son complejos y consecuentemente propensos
al error humano; es invariablemente necesario que por lo menos se verifiqgue que el
laboratorio puede llevar a cabo el método correctamente, esto se realiza mejor con un
apropiado material de referencia certificado.
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V.2. TRAZABILIDAD EN LOS LABORATORIOS MICROBIOLOGICOS

Para la calibracion de los aparatos de laboratorio, para la evaluacion de un método de
medida o para la asignacién de valores materiales existen los llamados materiales de
referencia, que son materiales o sustancias que sirven para ello, por ser claramente
homogéneos y estar claramente establecidos. A ellos hay que referirse o hay que usarlos
para un trabajo correcto en los laboratorios. En las técnicas microbiologicas existen, por lo
tanto, las cepas de referencia, que son los microorganismos obtenidos de una coleccion
nacional o internacional reconocidas, como es la American Type Culture Collection
(ATCC) y the National Center for Type Cultures (NCTC). Un servicio muy importante de
las colecciones de cultivos es proporcionar no sélo cepas microbianas, Utiles para muchas
cosas, sino que, dentro de las cepas que suministran las colecciones estan las cepas de
referencia, que sirven para demostrar la trazabilidad del laboratorio. (Uruburu, 1999)

Los materiales de referencia deben cumplir tres requisitos:

1. Estabilidad. En Microbiologia quiere decir que las células microbianas puedan
crecer. Por eso las colecciones suministran las cepas con las instrucciones para
Su recuperacion.

2. Homogeneidad. En Microbiologia quiere decir que se trata de un cultivo puro.

3. Valor de la propiedad. En Microbiologia quiere decir que se trata de una cepa
microbiana auténtica.

Curiosamente estos tres requisitos coinciden con las tres finalidades que se persiguen
con un buen método de conservacion de cepas microbianas, es decir, se deben guardar
las cepas vivas, puras y genéticamente estables. Por lo tanto, los dos primeros requisitos
de un material de referencia, que son los dos primeros objetivos de un buen método de
conservacion, son féciles de cumplir si se poseen los conocimientos béasicos en
Microbiologia. Pero el tercer requisito y tercer objetivo es muy dificil de conseguir, ya que
es conocida la facilidad con que una cepa microbiana cambia sus caracteristicas con los
subcultivos que de ella se van haciendo. Por eso los métodos de conservacion son tanto
mejores cuanto mas se evita el crecimiento de la cepa que se guarda y en las
recomendaciones para un trabajo microbiolégico correcto, se habla de la diferencia entre
cepas de reserva y cepas de trabajo. El laboratorio debe manejar las cepas siguiendo las
recomendaciones de las normas correspondientes para asegurar la calidad de su trabajo
y sobre todo debe conservar la cepa adecuadamente (por congelacion o liofilizacion, si es
posible), controlar su pureza y que no haya perdido las caracteristicas propias de la
misma. (Uruburu, 1999)

Lo anteriormente expuesto nos lleva a una conclusion muy importante en Microbiologia;
cada cepa de una coleccién es Unica, lo cual quiere decir que los resultados de trabajos
de microbiologia realizados en diferentes laboratorios en distintos momentos y utilizando
cepas que tienen un mismo numero en una coleccion, solo son comparables entre si si los
cultivos se obtuvieron de esa coleccion. Si una cepa de coleccion se consigue por
cualquier via que no sea la propia coleccién, no se puede mencionar utilizando el nUmero
gue tienen en esa coleccidn, sino solamente como derivada de la cepa de la coleccion.
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Una misma cepa puede ser referenciada para muchas cosas, puede ocurrir que una cepa
se hace inadecuada para un determinado uso, sin haber perdido las caracteristicas que la
hacen adecuada para otros y muchas veces las colecciones ignoran algunos de los usos
de la cepa y por lo tanto no pueden controlar su autenticidad.

El problema de autenticidad de una cepa de referencia se complica ain mas cuando se
solicita a la coleccién que certifique la cepa. En este caso, la cepa de referencia seria un
material de referencia certificado, es decir, el material de referencia en cuestidon
acompafado de un certificado en el cual uno o méas valores de sus propiedades han sido
certificadas mediante un procedimiento que establece su trazabilidad con una realizacién
exacta de la unidad en que se expresan los valores de dichas propiedades. Pero en este
caso el material de referencia es un material biol6gico y surge entonces la dificultad en la
certificacion. Una coleccion de cultivos puede certificar solamente que ha suministrado
una determinada cepa, después de comprobar que se trata de un cultivo puro y que al
haberse conservado la cepa con todo cuidado y haberla caracterizado por las pruebas
morfoldgica, bioquimicas y moleculares adecuadas, es dificil que se haya producido un
cambio genético en sus propiedades, cosa que puede ocurrir con relativa frecuencia en
microbiologia.

Un certificado de origen o de calidad debe certificar lo mas posible la autenticidad de la
cepa, solamente hasta el momento en que se envia al usuario. Si este cumple con todas
las recomendaciones de la metodologia microbiolégica, se habrd asegurado casi
totalmente la calidad microbiolégica de su trabajo. (Uruburu, 1999)

Segun se establecen las directrices contenidas en la norma ISO 11133-1, las cepas de
referencia podran ser subcultivadas una vez para obtener cepas de reserva, realizando en
paralelo los controles de pureza y ensayos bioguimicos que sean necesarios. Si las cepas
de reserva se han descongelado, no deben volver a congelarse y reutilizarse.

Las cepas de trabajo no deben ser subcultivadas salvo que asi se requiera y se defina en
un método normalizado o que el laboratorio pueda aportar evidencias documentadas de
gue no se ha producido ningun cambio en ninguna propiedad importante.

Las cepas de trabajo no deben ser subcultivadas para sustituir las cepas de reserva. Los
derivados comerciales de las cepas de referencia pueden utilizarse s6lo como cepas de
trabajo. (Eurachem/EA Guide 04/10, 2002)

V.3. METODO DE PCR PARA LA DETECCION DE PATOGENOS TRANSMITIDOS POR
ALIMENTOS: TRAZABILIDAD

Se propone demostrar la trazabilidad para el método de PCR para la deteccion de
patdégenos transmitidos por alimentos a través de las cepas de referencia requeridas en el
procedimiento de validacién y de la trazabilidad de los equipos criticos, logrando entonces
la trazabilidad del conjunto equipo-método de ensayo.
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En el capitulo de validacién se menciona que el limite de deteccion del método basado en
PCR puede ser determinado en relacion al célculo de la probabilidad de deteccion; de
esta manera puede establecerse la frecuencia relativa esperada de una respuesta positiva
de PCR a varias concentraciones de 4cidos nucleicos objetivo o células.

Debe entonces seleccionarse una cepa de referencia que pertenezca a una coleccion
reconocida y siguiendo el procedimiento descrito en la validacion utilizar ADN purificado
de la cepa de referencia en un rango de concentraciones celulares (10> a 10° por
ejemplo) y de ADN usando el conjunto primer que haya resultado ser el mas selectivo y
en presencia del numero adecuado de copias del control de amplificacion interno para
determinar la probabilidad de deteccion.

V.3.1 Cepas de referencia

Como en las metodologias oficiales de microbiologia se suelen citar las cepas de
referencia con los nUmeros que tienen éstas en la American Type Culture Collection de
los Estados Unidos (ATCC), quiere decir que estrictamente solo puede ser la ATCC la que
suministre las cepas de referencia. Pero en la practica esto no es asi y todas las
colecciones tienen las mismas cepas de referencia que han obtenido a través de
diferentes vias y los usuarios consiguen su cepa de referencia a partir de muchas y
variadas colecciones, aunque las piden con los numeros de la ATCC.

A continuacién se presenta la metodologia para la utilizacion general de cepas de
referencia:
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Cepas de referencia

Sub- cultivada una sola vez

|
|

Cepas de reserva
(liofilizacion, nitrégeno liquido, ultracongelacion rapida, etc)
Especificar tiempo y condiciones de almacenamiento

No permitido *

Mantener en las condiciones especificadas

Sub-cultivada una sola vez
Descongelacién/ reconstitucion

*

l ‘,

Cepa de trabajo
Especificar tiempo y condiciones de almacenamiento

Uso rutinario

*Deben realizarse los controles paralelos de pureza y los ensayos bioquimicos que sean necesarios.

Todas las fases del proceso deben estar perfectamente documentadas y debe mantenerse un registro detallado de todas
las operaciones realizadas. (Eurachem/EA Guide 04/10, 2002)

Respecto al equipo e instrumentos de medicion criticos en el método de PCR, como ya
se mencionod en el capitulo de incertidumbre se encuentran las micropipetas (pipetas de
pistén), el espectrofotometro y el termociclador de los cuales se establece la trazabilidad
de las mediciones de la siguiente manera:

V.3.2. Micropipetas (pipetas de piston)

Las micropipetas consideradas como recipientes volumétricos se calibran por el método
gravimétrico y la determinacion de la trazabilidad se realiza en base a la Guia Técnica
Sobre Trazabilidad e Incertidumbre en los Servicios de Calibracion de Recipientes
Volumétricos por el Método Gravimétrico elaborada por el CENAM.

En la calibracién de micropipetas, la magnitud sujeta a medicién es el volumen a la
temperatura de referencia (20°C) y el método de medicién es el método gravimétrico, en
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donde se determina la masa de agua destilada a partir de la diferencia del peso de la
masa del recipiente vacio y el peso de la masa del recipiente con agua; se registran la
temperatura ambiental, la temperatura del agua, la presion atmosférica y la humedad
relativa, para realizar la evaluacién del volumen a la temperatura de referencia. La
densidad del agua destilada se conoce en funcion de la temperatura del agua.

El procedimiento de mediciébn aplicable al método gravimétrico se resume en los
siguientes puntos:

1. Acondicionamiento a la temperatura de prueba del recipiente y de los equipos a la
temperatura del laboratorio donde se realiza la calibracion.

Determinacion de la masa del agua.

Registro de la temperatura del agua.

Registro de las condiciones ambientales.

Célculo del volumen.

Resultados de la medicion y estimacion de incertidumbre.

o0k wh

Las micropipetas se calibran en por lo menos tres puntos que son: el volumen nominal,
50% del volumen nominal y el 10% del volumen nominal.

Los equipos e instrumentos necesarios para realizar la calibracién de micropipetas son:

e Balanza, con certificado de calibracién emitido por un laboratorio acreditado y con
una resolucion de al menos 1/10 de la tolerancia del instrumento de acuerdo a la
norma I1SO 4787:2010 y para micro volimenes de acuerdo a la norma 1SO-8655-
6:2002.

e TermOmetro. El termOometro para medir la temperatura del agua debe contar con
calibracion por un laboratorio acreditado y resolucion de 0,1°C o mejor.

El termometro para medir la temperatura del aire debe contar con calibracion
vigente por un laboratorio acreditado y resolucién de 1°C o mejor.

e Barometro. El barémetro debe contar con calibracion por un laboratorio acreditado,
con una resolucion de 100 Pa o mejor.

e Higrémetro. El higrémetro debe contar con calibracion vigente por un laboratorio
acreditado, con una resoluciéon de 10% o mejor.

e Agua. El agua utilizada en las calibraciones debe ser destilada o deionizada (grado
3) segun la norma ISO 3696:1995.

Las instalaciones donde se realizan las mediciones deben contar con un sistema de
control de temperaturas adecuado, tal que garantice una estabilidad de temperatura de
10,5 °C en una hora, cuando se calibran volimenes desde 1 uL y hasta 5 L.

Las balanzas deben encontrarse situadas en un lugar libre de vibraciones y corrientes de
aire.
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Por lo tanto, los instrumentos y equipos de medicion que deben estar calibrados con
trazabilidad a patrones nacionales, para llevar a cabo calibraciones de volumen por el
método gravimétrico son:

Balanza
Termometro
Higrometro
Barémetro

PN PE

Para asegurar que la trazabilidad de un resultado de medicion o del valor de un patrén se
mantiene, es indispensable tener un registro de los tiempos de calibracion y vigencia de la
calibracion que garanticen el buen funcionamiento de los instrumentos y equipos y una
incertidumbre confiable. La trazabilidad de los patrones, instrumentos y equipos de
medicién es a patrones nacionales.

La forma de garantizar el estado de calibracion de los instrumentos, equipos o patrones
entre calibracién y calibracién es a través de la verificacion periddica de los valores
registrados en los informes o certificados.

Para mantener la trazabilidad de la balanza es recomendable verificar periédicamente que
los resultados sean confiables, esto se puede hacer por ejemplo, tomando como
referencia un juego de pesas con calibracion vigente, de clase y exactitud adecuadas para
la balanza que se quiere verificar, teniendo en cuenta las precauciones que implica el
manejo de las pesas como es el uso de guantes de algodon y el mantenerlas en un lugar
libre de polvo.

El uso de patrones de control tiene el propésito de:

a) asegurar el mantenimiento de la trazabilidad de las mediciones mediante la
comprobacion del estado de calibracion de los instrumentos y equipos entre las
calibraciones programadas;

b) estimar la contribucién de la incertidumbre de la medicion atribuible a la deriva de
los instrumentos y equipos de medicion; y,

c) determinar con mayor certeza los periodos de recalibracion.

Para facilitar la demostracion de la trazabilidad, se puede incluir una carta de trazabilidad
en donde se muestren las unidades, los patrones, las referencias a las calibraciones, la
incertidumbre de medicién y la identificacion del organismo responsable de cada
calibracion. Cuando el analito es definido por un método de medicién, los patrones de
referencia se sustituyen con el nombre del método de medicion y la expresion matematica
del modelo de la medicion.

La figura 1 muestra un ejemplo de carta de trazabilidad de las mediciones realizadas con
una medida volumétrica que ha sido calibrada por el método gravimétrico, donde se
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muestra la trazabilidad hasta el patron internacional de masa mantenido en la Oficina
Internacional de Pesas y Medidas (BIPM) y al patron nacional de temperatura
termodindmica. (Centro Nacional de Metrologia, 2008a)

B
|
p Unidad (es) del SI PATRON INTERNACIONAL
M °K (0 uG)
A A
PATRON NACIONAL PATRON NACIONAL
Punto triple del agua y punto de Prototipo No. 21
solidificacion del zinc segln ITS-90 (£2,3 pg)
Incertidumbre +0,05mK a 0,4 mK
(E: A
N PATRON DE TRANSFERENCIA
A LPN-00-06
M (+31 ng)
PATRON DE TRABAJO
LPR-00-06
(125 ug)
L y
PATRON DE TRABAJO
Ti'\fP+E§?;—tJ§A LABORATORIO SECUNDARIO
L s PESAS CLASE E; E INFERIORES
A S U< 1/3 emt
B (E: PROCEDIMIENTO DE
o CALIBRACION BALANZA
U
R A y
A g DENSIDAD DEL INSTRUMENTO PARA PESAR
T A AGUA 1/10 DE LA TOLERANCIA DEL
o R U=+ 6 x 10° g/cm® INSTRUMENTO
R
| lO l P METODO GRAVIMETRICO
0 y
MEDIDA VOLUMETRICA
(£ 0,02% DEL VOLUMEN)
C MEDICIONES CON MEDIDAS
L VOLUMETRICAS
| MICROPIPETAS (PIPETAS DE PISTON)
E (incertidumbre: depende del volumen que
N se calibra)
T
E

FIGURA 1. Carta de trazabilidad de las mediciones realizadas con una medida volumétrica que ha sido
calibrada por el método gravimétrico. (Centro Nacional de Metrologia, 2008a)
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V.3.3. Espectrofotémetro UV-Visible

La espectrofotometria es una técnica ampliamente utilizada en los laboratorios para el
andlisis cuantitativo de numerosos compuestos, debido principalmente a su sencillez
operativa y a la rapidez en el analisis. La concentracion de una sustancia puede ser
calculada a partir de la cantidad de luz absorbida por una muestra, en el rango del
espectro del ultravioleta (UV) y visible (Vis) aplicando la ley de Lambert-Beer. Por ello,
para generar datos confiables es de gran importancia la verificacion previa del
funcionamiento del espectrofotdmetro. Los principales pardmetros a controlar en estos
equipos son: la exactitud de la longitud de onda, la exactitud y precision fotométrica, la
linealidad fotométrica y la verificacion de la luz difusa. (Azcarate. Kloster, Ostinelli,
Carreira, 20011)

Soluciones de calibracién: Se encuentran disponibles en el mercado materiales de
referencia certificados de estas soluciones, aunque las mismas se pueden preparar en el
laboratorio a partir de reactivos de alta pureza (99.95%) y cuyas propiedades fisicas y
guimicas sean conocidas.

Solucion de 6xido de holmio en acido perclérico.

Solucion de sulfato de cobre en acido sulfurico.

Solucion de acido sulfarico 0,005 mol/ L

Soluciones de dicromato de potasio: Solucion de concentracion 0,10 g/L y
serie de diluciones de dicromato de potasio (cuatro soluciones de dicromato
de potasio a las siguientes concentraciones (g/L) 0,02; 0,04; 0,06 y 0,08 a
partir de la solucion de 0,10 g/L enrasando a un volumen final de 100 ml
con acido sulftirico 0,005 mol/L.

v Solucion de nitrito de sodio

AN N NI

Control de la exactitud de la longitud de onda: La desviacion de la longitud de onda puede
causar errores en los resultados cuantitativos de la lectura en el UV-Vis. En este control
se verifica el grado de concordancia entre la longitud de onda seleccionada para la
méxima absorbancia y la longitud de onda de referencia.

Con una misma celda o cubeta ajustar el cero (0) del instrumento con la solucion de &cido
perclérico al 10%. Se recomienda medir segun el rango espectral una longitud de onda
para el espectro UV y tres longitudes de onda para el espectro Vis. Dependiendo del
ancho de banda del equipo, la méxima absorcion de la solucion de 6xido de holmio en
acido perclérico se detectaréa a las longitudes de onda indicadas en la tabla 1.
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Ancho de banda A de méaxima absorcién
(nm) (nm)
Rango UV
1 2411 249,9 278,1 287,2 333,5 345,4 361,3
2 241,0 250,1 278,1 287,6 333,5 345,5 361,1
Rango Vis
1 385,6 416,3 451,4 467,8 485,2 536,6 640,5
2 386,0 416,9 451,3 468,1 485,2 537,2 641,1

Tabla 1. Longitudes de onda (A) de méaxima absorcion de la solucion de 6xido de holmio en ac. perclérico
(Azcérate. Kloster, Ostinelli, Carreira, 20011)

Control de la exactitud fotométrica: La exactitud fotométrica se determina comparando la
absorbancia de una solucién de referencia con la lectura de ésta, obtenida en el
espectrofotdmetro. Para cubrir satisfactoriamente el rango UV-Vis del espectro, se utilizan
dos soluciones diferentes: dicromato de potasio, para el espectro UV y sulfato de cobre,
para el espectro Vis.

Con una misma celda ajustar el 0 de absorbancia del instrumento con la solucién de
acido sulfarico de concentracion 0,005 mol/L utilizada para preparar las soluciones de
referencia.

e Control en el rango UV: Realizar 6 lecturas consecutivas de la solucion de
dicromato de potasio en &cido sulfarico de concentracion 0,06 g/L a las longitudes
de onda d 235, 257, 313 y 350 nm, registrando los valores y confrontandolos con
los valores de referencia.

e Control en el rango Vis: Realizar 6 lecturas consecutivas de la solucién de sulfato
de cobre en &cido sulftrico a las longitudes de onda de 600, 650, 700 y 750 nm,
registrando los valores y confrontdndolos con los valores de referencia.

Control de la precision fotométrica: Se denomina precision fotométrica a la medida de la
dispersion de una serie de mediciones de absorbancia alrededor de la media y se expresa
como coeficiente de variacidbn porcentual. Para la determinacion, utilizar los datos
obtenidos en la prueba de exactitud fotométrica con la soluciéon de dicromato de potasio
de 0,06 g/L a las siguientes longitudes de onda: 235, 257, 313, 350 nm.

Control de la linealidad fotométrica: El estudio de la linealidad fotométrica permite
establecer el rango de absorbancia en el que el instrumento tiene respuesta proporcional
a los cambios de concentracion. Para ello se determina la respuesta del
espectrofotdbmetro a diferentes concentraciones de una sustancia que cumpla con la ley
de Lambert-Beer.

Se evalla la linealidad fotométrica realizando lecturas de absorbancia de la serie de
soluciones de dicromato de potasio (0,02; 0,04; 0,06; 0,08 y 0,1 g/L), utilizando la solucién
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de acido sulfarico 0,005 mol/L para realizar el ajuste a O de absorbancia del equipo. Las
longitudes de onda a que se realizan las lecturas seran: 235, 257, 313 y 350 nm.

Control de la luz difusa: Se denomina asi a toda radiacion electromagnética de longitud de
onda distinta a la seleccionada por el monocromador, que alcanza el detector y por lo
tanto queda registrada por el instrumento. Este control se basa en la medida del
porcentaje de transmitancia de una solucién de nitrito de sodio 50 g/L. Esta sustancia
tiene la propiedad de que sus soluciones absorben toda la radiacion incidente de
longitudes de onda menores a los 390 nm, es decir, que es 6pticamente opaca a la luz.
Por lo tanto, la transmitancia a 340 nm de esta solucion debe ser igual a cero y toda la
transmitancia detectada corresponde a luz parasita.

El ajuste del equipo a 0 de transmitancia se realiza con aire, luego se mide la
transmitancia de la solucion de nitrito de sodio a una longitud de onda de 340 nm; se

realizan lecturas por triplicado.

La carta de trazabilidad para el espectrofotometro se muestra en la figura 2.

Magnitud: Cantidad de sustancia
Unidad: mol

A4

Método Primario de Titulacion Coulombimétrica

MRC K,Cr,0O;
Magnitud: fraccion masa
Unidad: g/g
U rel= 0,03%

MRC. Disols. deK,Cr,07
Magnitud: concentracion de masa
Unidad: mg/L
Urel = 0,39%

l

Mediciones Espectrofotométricas

Figura 2. Carta de trazabilidad para la calibracion de espectrofotémetros UV-Vis
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V.3.4. Termociclador

Desde la invencion de la técnica de PCR se han disefiado y manufacturado diferentes
tipos y modelos de termocicladores; sobre el paso de las décadas una amplia variedad de
técnicas de calentamiento- enfriamiento y mecanismos de control de temperatura se han
utilizado. (Thermocycler calibration guide, n.d.)

Con la necesidad de disefiar termocicladores mas réapidos, fueron introducidos
termocicladores basados en el efecto Peltier; el Gltimo desarrollo permite completar una
PCR en menos de 30 minutos.

El principio de un elemento Peltier es que ya sea el calentamiento o enfriamiento depende
de como la corriente eléctrica es aplicada a los elementos. Como resultado estos
elementos pueden alternar rapidamente calentamiento y enfriamiento y viceversa. Muchos
termocicladores basados en el efecto Peltier estdn disefiados de acuerdo a la
construccion sdndwich como se muestra en la Figura 3.

Bloque de reaccion

-
v 3

N

e Calentardnres

-3., ~\® Sensores

Peltiers

Disipador de calor

Figura 3: Construccién “Sandwich” de termocicladores basados en Peltier.
(Thermocycler calibration guide, n.d.)

El blogue de reaccién que es visible al operador es la cima de la construccion del
sandwich. Abajo del bloque estan colocados uno o més sensores de temperatura para
monitorear la temperatura del bloque de reaccion y proporciona la entrada al mecanismo
de control que regula el calor generado por el calentador (o filamento) y el elemento
Peltier. Durante la fase de calentamiento el calor es transferido al bloque de reaccion y
luego a los tubos de reaccion y a los reactivos dentro de ellos. Durante la fase de
enfriamiento el elemento Peltier se enfria en un lado y transfiere este frio al bloque de
reaccion, del otro lado el elemento Peltier genera calor, es cual es transferido al disipador
de calor y después enviado al ambiente a través del ventilador.
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El funcionamiento térmico de un termociclador depende de un nimero de variables; las
principales son: la construccién del bloque “sandwich”, los diferentes tipos y calidad de los
componentes usados, las diferencias en el disefio técnico, el nimero de sensores y el
mecanismo de control de temperatura.

La variabilidad inter termociclador es la razén por la cual la técnica de PCR arroja
resultados diferentes en diferentes termocicladores.

La variabilidad intratermociclador (misma marca pero diferentes modelos) es la razén por
la cual ciertos pozos generan resultados falsos negativos mientras que otros generan
resultados positivos durante la misma corrida en el mismo termociclador.

Calibracion del termociclador conforme a estandares internacionales

Desde una perspectiva metrologica la mejor manera de calibrar un termociclador es a
través de una medicion de manera definida y trazable, por personal calificado, bajo
condiciones ambientales definidas, con la més baja y conocida incertidumbre de medida,
excluyendo tantas variables no controladas como sea posible.

Para que una calibracion sea certera, cumpla con la norma ISO 17025 y sea
representativa de la técnica de PCR deben considerarse los siguientes criterios: La
calibracion debe ser realizada sobre todas las caracteristicas térmicas que influyen el
resultado de PCR, incluyendo exactitud, uniformidad, velocidad de
calentamiento/enfriamiento y tiempo de retencion; realizada de una manera dinamica (ya
que PCR es un proceso dindmico y no estético) simultineamente con multicanales para
excluir algun efecto del tiempo entre pozos, bajo condiciones ambientales controladas,
por personal calificado y entrenado y trazable a ITS-90 (Escala Internacional de
Temperatura Absoluta) y expresando los valores de calibracién en unidades del Sl con
una incertidumbre calculada.

Para cubrir estos criterios un sistema tipico de calibracién de un termociclador seria: un
sensor fisico basado en un sistema multicanal que mida dinamicamente con una
frecuencia de mas de una vez por segundo y que pueda ser calibrado trazable a ITS-90 a
través de un estandar de referencia de temperatura.

Calibrando con equipo calibrado trazablemente, bajo condiciones ambientales
controladas, con personal calificado, directamente en el bloque en un nimero de pozos
relevante estadisticamente, es posible obtener una incertidumbre total de la medicién tan
baja como 0.1°C para un sistema multicanal. Esto permite tener un estado de certeza
sobre el valor medido y permite la comparacion a especificaciones definidas ya sea por
laboratorios o fabricantes.

La figura 4 muestra la carta de trazabilidad para la calibracion del termociclador.
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Patrén Nacional de Temperatura
CNM-PNE-2

Conjunto de celdas de puntos fijos de
lalTS-90

Alcance: del punto del arg6n al punto
del aluminio

Incertidumbre: + 0,06 mK a + 1,8mK

Conjunto de patrones de trabajo
Termémetros de resistencia de
platino.

»| Alcance: del punto del argén al
punto del aluminio.
Incertidumbre: £+ 2 mK a+ 16 mK

Patrones de referencia del laboratorio
de calibraciones.

Termdmetros de resistencia de platino
Alcance: de -70 °C a 660°C

Conjunto de patrones de trabajo

Termémetros usados para calibrar
termocicladores

Figura 4. Carta de trazabilidad para la calibracion de termocicladores
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RESULTADOS

PLAN INTEGRAL DE IMPLEMENTACION DE UN ESQUEMA PARA DAR
CUMPLIMIENTO A LOS REQUISITOS TECNICOS DE LA NORMA
NMX-EC-17025-IMNC-2006 CON LA TECNICA DE PCR PARA LA DETECCION DE
PATOGENOS TRANSMITIDOS POR ALIMENTOS

REQUISITO TECNICO DE LA
NORMA
NMX-EC-17025-IMNC-2006

PROPUESTA DE CUMPLIMIENTO

5.1 Generalidades

Describir el principio del método, las etapas de las que
consta el analisis, el método de preparacion de la muestra, el
material de prueba y los requisitos generales de laboratorio.

5.2 Personal

Establecer la competencia del personal que estara a cargo de
las actividades del ensayo: El personal debe estar calificado y
tener experiencia para trabajar con la técnica de PCR;
ademas, tener conocimientos basicos sobre microbiologia
general, validacion de métodos de ensayo, matemaéticas,
inglés y buenas practicas de laboratorio.

5.3 Instalaciones y condiciones
ambientales

Definir el nimero de é&reas de trabajo adecuadas y las
actividades a realizar en cada area:

Contar con un minimo de 4 areas de trabajo separadas, con
Sus propios instrumentos y equipos de medicion para realizar
las actividades de: Preparacion de la solucion de acido
nucleico, preparacion de la mezcla de reaccion, adicion de la
solucion del &cido nucleico, deteccion y confirmacién de los
productos de PCR.

5.4 Método de ensayo Yy
validacién del método

Describir las etapas del método de ensayo:

- Enriquecimiento y tratamiento de la muestra para
bacterias de acuerdo al estandar ISO apropiado.

- Extraccion y purificacion del ADN: liberar el ADN por
ruptura celular térmica (ebullicién), centrifugar y
utilizar el sobrenadante para la reaccion de PCR.
Determinar la concentracion y pureza del ADN aislado
por métodos fluorométricos o por electroforesis en gel
de agarosa. Cuantificar el ADN purificado por
métodos espectrofotométricos seguido de tincion con
bromuro de etidio y fluorescencia bajo luz ultravioleta.

- Amplificacion por PCR: Desnaturalizacion del ADN
por calentamiento; alineacion de los cebadores
(iniciadores) oligonucleétidos a la secuencia objetivo
complementaria; extension de los cebadores con
desoxirribonucledtidos  trifosfatos por una ADN
polimerasa a temperatura adecuada.

- Deteccion y/o confirmacion de los productos de PCR
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por electroforesis en gel de agarosa. Estimar el
tamafio de los productos de PCR por comparacion
con estandares de ADN de longitud conocida.

Describir la metodologia para validar el método de
ensayo:

- Realizar un estudio de comparacion del método de
PCR con el método de referencia actual, utilizando
muestras inoculadas con un nivel conocido del
microorganismo objetivo y muestras contaminadas
naturalmente.

Determinar la exactitud analitica que incluye la
validacion  primaria  sobre cultivos celulares
purificados para el establecimiento del limite de
deteccidn (en funcion de la probabilidad de deteccion)
y la selectividad.

Determinar la exactitud diagnéstica tomando en
cuenta a los microorganismos objetivo y no objetivo
en presencia de una matriz biolégica, comprende los
términos especificidad y sensibilidad.

- Realizar un estudio interlaboratorios utilizando el par
de cebadores (iniciadores) més selectivo, para validar
la reproducibilidad de la exactitud analitica del método
de PCR; determinando para cada laboratorio
participante los siguientes parametros de desempefio:
Inclusividad, exclusividad, predictividad positiva,
predictividad negativa, exactitud analitica e indice
Kappa.

Estimar laincertidumbre de la medicién

- ldentificar las fuentes de incertidumbre para el
método de ensayo de PCR (elaborar un diagrama de
causa y efecto).

- Evaluar la contribucion a la incertidumbre de la
medicion de aquellas fuentes relacionadas con
valores numéricos (instrumentos y equipos de
medicion), siguiendo la metodologia propuesta por el
documento JCGM 100:200. Evaluar la incertidumbre
en la toma de decision del resultado
presencia/ausencia a través de un estudio de

precision intermedia estimando los parametros
“Acordancia” y “Concordancia”.

5.5 Equipos y reactivos

Determinar las caracteristicas y especificaciones de los
materiales, instrumentos y equipos de medicion. Establecer la
frecuencia de los mantenimientos y calibraciones del equipo
critico.
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Ademas del equipo, instrumentos y material estandar
de laboratorio se debe utilizar: Termociclador con
rango de temperatura 0-100°C, precision de la
temperatura +0.2°C, uniformidad +0.4°C; Pipetas de
piston (micropipetas) con alcance a 5, 50 y 100 ul y
con incertidumbre expandida (k=2) de + 0,8%, = 0,3%
y +0,3% del volumen respectivamente,
espectrofotometro UV-Vis con exactitud de longitud de
onda aceptable (UV £1 nm, Vis £3 nm) , exactitud
fotométrica (error entre +2% Optima, entre +3%
aceptable), precision fotométrica (coeficiente de
variacion <0,5% Optima, <1% aceptable), linealidad
fotométrica (coeficiente de regresion = 0,999
aceptable); sistema para la deteccion de productos de
PCR como aparatos para electroforesis en gel de
agarosa y una fuente de radiacion UV; tubos
(contenedores) de reaccion para biologia molecular y
termo resistentes.

Utilizar equipo con mantenimiento apropiado de
acuerdo a las instrucciones del fabricante y a la
frecuencia de uso.

Realizar la calibracion rutinaria del equipo cuyo
funcionamiento impacta en el resultado del ensayo.
Utilizar reactivos analiticamente puros grado biologia
molecular, particularmente para los siguientes
reactivos: ADN polimerasa, transcriptasa reversa,
buffer de reaccién, desoxidorribonucleétidos trifosfatos
para PCR, cebadores (iniciadores), agua, cloruro de
magnesio y quimicos para la deteccién de productos de
PCR.

5.6 Trazabilidad de las mediciones

Demostrar la trazabilidad para el método de PCR a
través del empleo de cepas de referencia en el proceso
de validacion (establecer la metodologia para la
utilizacion general de cepas de referencia) y de la
trazabilidad en la calibraciéon de los instrumentos y
equipos de medicion criticos (haciendo uso de cartas
de trazabilidad), obteniendo de esta manera la
trazabilidad del conjunto equipo- método de ensayo.

5.7 Muestreo

Definir si el laboratorio de ensayo es responsable de
realizar el muestreo inicial para obtener los
especimenes del ensayo.

Seleccionar el alimento en base a la frecuencia de la

79



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

REQUISITO TECNICO DE LA
NORMA
NMX-EC-17025-IMNC-2006

PROPUESTA DE CUMPLIMIENTO

presencia del microorganismo objetivo en el alimento,
eligiendo la categoria conveniente.

Seleccionar el documento ISO que sirva de guia para
realizar el muestreo dependiendo de la naturaleza del
alimento por ejemplo ISO/FDIS 17604 Microbiologia de
los alimentos para consumo humano Yy animal.
Muestreo de cadaveres para analisis microbioldgico.

5.8 Manipulacion de los items

(elementos) de ensayo

Iniciar el tratamiento de la muestra directamente de la
muestra o después del enriquecimiento. Las muestras
de prueba pre-enriquecidas deben repartirse en
alicuotas de 1 ml y almacenarlas a -30°C hasta su uso
por cada laboratorio (en el caso de la validacion). Cada
laboratorio debe tener el procedimiento de operacion
estandar para realizar la deteccion del patégeno por el
método de PCR. Si las muestras son de diferentes
alimentos deben analizarse separadamente en cada
laboratorio con el fin de evitar contaminacion cruzada.
Las muestras pre-enriquecidas congeladas deben
descongelarse y realizar la extraccién (por lisis celular),
la preparacién del acido nucleico y/o purificacion de la
muestra de prueba de acuerdo al método que se
describio6 en el capitulo de validacion.

5.9 Aseguramiento de la calidad de los
resultados del ensayo

Establecer los controles requeridos para el andlisis de
muestras basado en PCR para llevar a cabo el control
de calidad interno.

Determinar las caracteristicas de funcionamiento del
método de PCR a través de una prueba interlaboratorio
o intralaboratorio para llevar a cabo el control de
calidad externo (ensayos de aptitud).

El aseguramiento de la calidad debe incluir la
validaciéon del método, calibrar y confirmar los
instrumentos de medicién, calificar y confirmar el
equipo de medicion y entregar el resultado con la
incertidumbre estimada.

5.10 Informe de los resultados

El informe de la prueba debe contener al menos la
informacién que se presenta en el apartado 11.1.10. de
esta tésis.
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CONCLUSIONES

En esta tesis se abordo la problematica metroldgica que involucra el cumplimiento de los
requisitos técnicos de la norma ISO/IEC 17025:2005 con la técnica de PCR para la
deteccion de patdégenos transmitidos por alimentos a pesar del documento de aplicacion
existente.

Se analiz6 y desarroll6 cada uno de los requisitos técnicos de la norma y se propuso el
camino para cumplir con aquellos que presentan limitantes por la propia naturaleza del
ensayo como fueron la validacion, la estimacion de la incertidumbre de medida y la
determinacion de la trazabilidad que se abordaron en capitulos independientes debido a
su amplitud.

En cuanto a la validacion, la principal limitacion que se encuentra en este tipo de técnicas
es el disponer de muestras positivas; en este aspecto pueden utilizarse muestras
contaminadas naturalmente o bien productos inoculados con un nivel conocido de
microorganismos contaminantes. Es importante sefialar que la inoculacion de una matriz
con microorganismos imita tan solo de una manera superficial la presencia de
contaminantes naturales, debe considerarse que los microorganismos estan en continuo
proceso de crecimiento, es decir la cantidad de microorganismos presentes en la matriz
va a cambiar con el tiempo; por lo tanto, dicho factor repercute seriamente sobre la
intercomparacion de resultados dado que alicuotas de una misma muestra deben
analizarse simultdneamente. En estos estudios sera importante realizar paralela y
simultdneamente muestras no inoculadas a fin de determinar posibles contaminaciones
ambientales.

Aun cuando los analisis microbiol6gicos se encuadran en la categoria de los ensayos que
no permiten realizar un célculo riguroso metrolégica y estadisticamente valido de la
incertidumbre de medida, debido a los sesgos biologicos, instrumentales y del personal,
se propuso estimarla a través de un estudio de precision intermedia en términos de
acordancia y concordancia (para datos cualitativos) equivalentes a repetibilidad vy
reproducibilidad (para datos cuantitativos) que representan las piedras angulares de la
estimacion de la incertidumbre analitica; ademas, también se propuso evaluar la
contribucién a la incertidumbre de la medicion de aquellas fuentes relacionadas con
valores numéricos siguiendo la metodologia propuesta por JCGM 100: 2008; de esta
manera, se consideran la incertidumbre en el momento de la medicion y la incertidumbre
en la toma de decision.

Siendo la trazabilidad una de las principales herramientas requeridas para la
comparacion, se propuso demostrarla para la técnica de PCR a través de las cepas de
referencia utilizadas en el procedimiento de validacion y de la trazabilidad en la
calibracion/verificacion de los equipos criticos al interior del procedimiento; logrando
entonces, la trazabilidad del conjunto equipo- método de ensayo. Las cepas de referencia
deben obtenerse directamente de una coleccion nacional o internacional reconocida dado
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gue solo en este caso puede asegurarse la trazabilidad de los microorganismos. Debe
considerarse que los microorganismos pueden sufrir con relativa facilidad problemas o
mutaciones y/o transformaciones. Ademas de la trazabilidad de los microorganismos,
debe asegurarse también la trazabilidad de los resultados, para ello disponer de
estandares de concentracion conocida resulta imprescindible. No puede asegurarse con
exactitud la concentracién de microorganismos en los estandares microbiolégicos. Aun
cuando sea posible adquirir comercialmente cepas liofilizadas, el proceso de rehidratacion
no puede asegurarse en todos los casos con un 100% de eficacia. Ademas las empresas
suministradoras tampoco pueden garantizar el contenido exacto de microorganismos
puesto que algunos de ellos pueden haber sufrido procesos de lisis no controlados
durante el proceso de liofilizacién. Como consecuencia, el uso de un método de recuento
resulta esencial para establecer la concentracion de dichos estdndares. Cualquier nuevo
método desarrollado debe ser trazable al método clasico de recuento.

De manera que la hipétesis planteada en un principio resultd ser verdadera al generar un
plan integral de implementacién de un esquema para cumplir con los requisitos técnicos
de la norma NMX-EC-17025-IMNC-2006 (ISO/IEC 17025:2005) y que los laboratorios que
realizan ensayos microbiolégicos con la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa
puedan asegurar la calidad de los resultados obtenidos.

A pesar del potencial del diagnéstico de PCR, para poder extender su aplicacién seré
necesario atender aspectos como: una preparacion mas eficiente de la muestra,
desarrollo de facilitadores de PCR, distincion de células viables de las muertas, PCR
cuantitativo (en muestras de alimentos no enriquecidos), disponer de material de
referencia de ADN y la automatizacion.
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ANEXO A

Estandares concernientes al enriquecimiento de microorganismos (bacterias)

Los estandares ISO listados en la siguiente tabla contienen informacion concerniente al
enriquecimiento de microorganismos (bacterias).

Bacteria Estandar
Salmonella spp. ISO 6579
Staphylococcus aureus ISO 6888-3
Bacillus cereus ISO 7932
Clostridium perfringens ISO 7937

Thermotolerant campylobacter ISO 10272

Yersinia enterocolitica ISO 10273
Listeria monocytogenes ISO 11290-1
Escherichia coli 0157 ISO 16654
Shigella spp. ISO 21567

87


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

	Portada

	Índice

	Resumen 

	Introducción 

	Problemática

	Capítulo I. Antecedentes
 
	Capítulo II. Requisitos Técnicos de la Norma ISO/IEC 17025:2005 y la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) Para Detección de Patógenos Transmitidos por Alimentos 

	Capítulo III. Validación del Método de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) Para la Detección de Patógenos Transmitidos por Alimentos
 
	Capítulo IV. Estimación de la Incertidumbre del Método de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) Para la Detección de Patógenos Transmitidos por Alimentos
 
	Cpítulo V. Trazabilidad en el Método de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) Para la Detección de Patógenos Transmitidos por Alimentos
 
	Resultados

	Conclusiones

	Bibliografía 

	Anexo




