VALIDACION DE UN MET()DO INMUNOLOGICO PARA
MICROBIOLOGIA ALIMENTARIA.
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Resumen. En un estudio de validacion de métodos microbioldogicos ausencia/presencia es muy
importante tanto el disefio experimental, como el cdlculo estadistico posterior de los resultados
para poder evaluar los pardmetros necesarios (selectividad, sensibilidad, especificidad, eficacia y
limite de deteccion). En esta publicacion se expondradn los resultados obtenidos en la validacion de
la investigacion de Salmonella spp. y Listeria monocytogenes en muestras de alimentos mediante
sistemas ELFA.

1. Introduccion.

Para poder realizar una validacion adecuada de un método analitico, en primer lugar hay que decidir
el modelo estadistico a seguir para evaluar los resultados obtenidos.

Existen diversos tipos de distribuciones para conocer la disposicion espacial de elementos en una
poblacion (muestras) y el nimero de elementos que contenga dicha poblacion (analitos).

Los modelos estadisticos existentes permiten establecer distribuciones de probabilidad y su
seleccion depende del tipo de variable que se pretenda manejar:

- para variables discretas se aplican la distribucion de Poisson, la binomial y la binomial negativa.
- para variables continuas se aplica la distribucién normal (no 1til para medidas microbiolédgicas).

Una caracteristica que define a las distribuciones de variables discretas es que la media y la varianza
no son independientes la una de la otra, mientras que ésta es una caracteristica de la distribucion
normal.

Para evaluar datos microbiolégicos no podremos utilizar nunca una distribucién normal, ya que es
el modelo al que se adaptan la mayoria de las variables continuas como medidas de volumen, de
masa, ...

En cambio la distribucion de Poisson es uno de los modelos fundamentales en el anélisis estadistico
de datos microbioldgicos. Estd basado en una distribucion espacial totalmente aleatoria de los
elementos que la forma, no existiendo ningun tipo de interferencias entre ellos. Podemos asumir que
al tomar una submuestra y homogeneizarla 1/10 con el medio liquido correspondiente, obtendremos
una distribucién aleatoria seguin Poisson, en la que la media y la varianza son iguales (S*=x).

Pero en la naturaleza la distribucion de los microorganismos no es perfectamente homogénea sino
que interactuan entre ellos y forman agrupaciones. Esta distribucion se conoce como distribucion de
agrupamiento y se la denomina distribucién binomial negativa, en la que la varianza es mayor que
la media (S*> >x). Asi podemos asumir que los microorganismos en una muestra de alimentos
seguirdn una distribuciéon binomial negativa, y que a partir de aqui tomaremos las diferentes
submuestras para el analisis.

2. Sistematica de Ia validacién.

2.1. Evaluacion de los factores que influyen en los resultados.

Antes de empezar a disefiar la validacion, hemos de comprobar que los posibles factores que pueden
afectar al resultado final, estdn controlados. Dicha evaluacion y las medidas adoptadas para
controlar estos factores se presentan en la tabla siguiente:
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Medida adoptada para minimizar su influencia

Método de analisis Factor exi o piisayo
Medios de cultivo Control proveedores y control calidad interno
Homogeneizacion (diluidor y Verificacion diaria y Calibracion periddica del
stomacher) diluidor
ALIMENTOS: Temperatura de incubacion | Control en continuo de la temperatura y Calibracion
AriseElpresenti (estufa) de umfonmd.ad y estabilidad periddica
Recuento Control de calidad interno: recuentos cruzados entre
Obtencion visual analistas
resultado Mini-VIDAS | Verificacién periddica equipo y control consumibles
Confirmacion Control consumibles y medios

2.2. Definicién de los pardmetros a estudiar en funcion del tipo de método v de los criterios de
aceptacion “a priori”.

En métodos microbioldgicos tipo ausencia/presencia (detectado/ no detectado), los parametros a
estudiar seran los siguientes:

SELECTIVIDAD

Capacidad de un método microbiolégico para inhibir el crecimiento de microorganismos no
esperados.

Un método para determinar la selectividad es el estudio de la inhibicion de microorganismos.

SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD Y EFICACIA

Sensibilidad: proporcién de muestras que contienen el microorganismo investigado y responden
positivamente al método.

Especificidad: proporcién de muestras que no contienen el microorganismo investigado y
responden negativamente al método.

Eficacia: Es un pardmetro general y unmico que indica la fraccion de muestras atribuidas
correctamente. Es el cociente entre la suma de verdaderos positivos y verdaderos negativos y el
total de muestras analizadas.

Los tres parametros se determinan en una misma experiencia. Para ello se analiza un numero de
muestras no inferior a 30. Para cada muestra debe existir un valor de referencia, que se establecera
adicionando una concentracion conocida del microorganismo investigado a muestras negativas. En
el estudio se deben incluir aproximadamente un 50 % de muestras positivas y un 50% de muestras
negativas. El estudio debe ser ciego, la persona que prepare las muestras no debe intervenir en
ninguna etapa del procedimiento analitico.

Antes de realizar los célculos se deben confirmar tanto las desviaciones positivas como las
negativas. La confirmacién consiste en identificar hasta un nivel suficiente los microorganismos
aislados que han dado lugar al resultado positivo.

Asi, a efectos del método de estudio:

e Las desviaciones positivas confirmadas se consideran verdaderos positivos. Las no
confirmadas seran falsos positivos.

e Las desviaciones negativas no confirmadas se considerardn verdaderos negativos. Las
desviaciones negativas confirmadas seran falsos negativos.

e Los verdaderos positivos seran la suma de CP y DP confirmadas.
e Los verdaderos negativos seran la suma de CN y DN no confirmadas.
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Finalmente se determinaran los parametros de validacion aplicando las siguientes formulas:

e Sensibilidad: o B
VP + FN
e Especificidad: E= L.
VN + FP
e Eficacia: Ef L
N
siendo: VP: el numero de verdaderos positivos detectados por el método de estudio

VN: el nimero de verdaderos negativos detectados por el método de estudio
FP: el nimero de falsos positivos obtenidos por el método de estudio

FN: el namero de falsos negativos obtenidos por el método de estudio

N: el nimero total de muestras estudiadas

Criterio de aceptacion: se aceptara que un método presente una sensibilidad, especificidad y eficacia
igual o superior al 90%.

LIMITE DE DETECCION.

El limite de deteccion de un método microbiolégico es el nimero mas bajo de microorganismos
cultivables que debe existir en una muestra para poder obtener un resultado positivo con una
determinada probabilidad.

Asumiendo una distribucién de Poisson, se puede calcular qué concentraciéon de microorganismos
es necesaria para obtener un resultado positivo con una determinada probabilidad. Para ello se parte

de la formula que expresa la probabilidad de registrar un resultado positivo en una distribucion de
Poisson:

p)=1-¢"
Despejando m en la anterior férmula tenemos: m=—1Ln (1 - p(+))
Siendo: p(+) la probabilidad de encontrar un resultado positivo

e la base de los logaritmos naturales
m el nimero medio de microorganismos por porcion analitica

Aplicando la férmula, es posible construir la siguiente tabla que indica para cada probabilidad
esperada, qué concentraciéon media m se requiere:

p(H) 0.50 | 0.55 | 0.60 | 0.65 [ 0.70 | 0.75 | 0.80 | 0.85 | 090 | 0.95 | 0.99

m 0.69 | 0.80 | 092 | 1.05 1.20 | 1.39 1.61 1.90 | 230 | 3.00 | 4.61

Es decir, para tener una probabilidad del 95% de obtener un resultado positivo en una técnica
microbiolégica cualitativa, se requiere un recuento minimo de 3 UFC/porcién analizada. Si lo que
interesa es una probabilidad mayor, del 99%, el recuento medio debe ser 5 UFC/porcion analizada.

A la hora de seleccionar las concentraciones de microorganismos con las que se va a trabajar en el
estudio del limite de deteccién de un método hay que tener en cuenta esta distribucion de
probabilidades, ya que si se trabaja con concentraciones muy bajas. Es posible obtener resultados
negativos en una porcion elevada y achacarlos a una falta de sensibilidad del método.

En el caso de que lo que interese conocer sean las probabilidades que existen de obtener un numero
determinado de muestras positivas cuando se parte de un determinado recuento medio y se analiza
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un numero determinado de submuestras, el modelo mas adecuado para este caso es el binomial
negativo, mediante la siguiente formula:

Al e .
pO) =| = |- (p(neg))"™ - (1~ p(neg))
x!-(A-x)!
Siendo: A: numero de submuestras analizadas
X: numero de muestras analizadas con resultado positivo

A —x: numero de muestras analizadas con resultado negativo
p(x): probabilidad de obtener x resultados positivos
p(neg):probabilidad de obtener un resultado negativo

Asi por ejemplo, partiendo de una muestra con un recuento medio de 5 UFC/porciéon analizada y
estudiando 20 submuestras, vamos a calcular la probabilidad de obtener 18 resultados positivos:

p(neg)=e~ =0.0067

20!

p8) 2(18!-(20—18)!

} -(0.0067)°"® - (1-0.0067))"* = 0.00756

Con esta formula podemos calcular sucesivamente la probabilidad de obtener todos los resultados
positivos, sélo 19, solo 18, etc.:

e 20 resultados positivos de 20 analizados: 0.874
e 19 resultados positivos de 20 analizados: 0.119
e 18 resultados positivos de 20 analizados: 0.00756

Por tanto si se analizan 20 muestras con un recuento medio de 5 UFC/porcion, se tiene una
probabilidad de 0.993 (0.874+0.119) de obtener 20 o 19 muestras positivas. El resto de posibles
resultados tienen una probabilidad tan baja de suceder que asumiendo que la distribucién binomial
es real, estos resultados serian debidos a una falta de sensibilidad del método.

Disefio del estudio del limite de deteccion: Se utilizaran muestras reales con una concentracion
conocida del microorganismo a determinar. Para ello se seleccionaran diferentes tipos de muestras
en funcion de los microorganismos que se van a investigar y el alcance del método en estudio.
Previamente se analizan las muestras para confirmar que son negativas al microorganismo en
estudio, seleccionando 20 muestras. A continuacién se inoculan las muestras: se toma una porcion
de la muestra y a cada una se le afiade el indculo previamente preparado. El in6culo consistird en
una dilucién de un cultivo puro del microorganismo a estudiar, y se inoculara un volumen suficiente
para obtener entre 1-10 UFC/porcion analizada. Para conocer la concentracion real del indculo se
hara un recuento de la dilucion utilizada del in6culo, utilizando una placa no selectiva (PCA) vy la
técnica de siembra en superficie. En este recuento se realizaran 3 replicados.

Tras la inoculacion se homogeniza la porcién a analizar: liquidos mediante agitacion fuerte y
sélidos afiadiendo el diluyente y homogenizando en el stomacher seglin se indica en el PNT del

método en estudio. Finalmente se procede a aplicar el método y se registran los resultados
obtenidos.

Criterio de aceptacion: El nimero de muestras positivas debe corresponder al esperado, teniendo en
cuenta el in6culo empleado, y el nimero de muestras analizado y asumiendo una probabilidad del
95%. El limite de deteccion serd el correspondiente al inoculo empleado. Asi por ejemplo si
inoculamos 20 muestras diversas con 5 UFC/porciéon muestra analizada y como resultado
obtenemos 19 6 20 muestras positivas podemos decir que el limite de deteccion sera 5 UFC/porcion
muestra analizada. En el caso que no se cumpla el porcentaje de positivos, se preparara otra serie de
muestras inoculadas con diluciones menores, que garanticen un recuento mas elevado. El intervalo
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de dilucién siguiente es conveniente que tenga el valor mas bajo entre 26 3 veces el valor superior
del intervalo anterior (20 — 50 UFC/porcion muestra analizada en este caso).

2.3. Eleccion de muestras con matriz representativa y de la flora acompaifiante.

En el presente estudio se pretendia validar el método para alimentos en general, y se escogieron las
matrices que mas se analizan en nuestro laboratorio. Se utilizaron 9 matrices diferentes de alimentos
de procedencias distintas. Estos alimentos se autoclavaron y se analizaron adicionandolos con cepas
no diana y diana a tres niveles de concentracion diferentes: 1-10 UFC/25g, 20-50 UFC/25 g y 150-
1500 UFC/g. Los alimentos fueron procesados en tres dias diferentes y por tres analistas diferentes,
obteniendo un total de 162 resultados, la mitad positivos y la otra mitad negativos.

Ademas de la cepa diana se adicionaron diferentes cepas de distribuciéon comin en alimentos, a
concentraciones similares a las de la cepa diana, para simular la flora acompaifiante de los alimentos.
Las muestras codificadas como -004, -005, -006, -013, -014, -015, -016, -017 y-018 se adicionaron
con el microorganismo diana (muestras positivas) y todas las cepas restantes, mientras que las
codificadas como -001, -002, -003, -007, -008, -009, -010, -011 y -012 se adicionaron con todas las
cepas menos con el microorganismo diana (muestras negativas).

A continuacion se describen brevemente las matrices utilizadas en el presente estudio:

= Salchichas de carne picada de cerdo (producto carnico a base de carne distinta a la de ave de
corral, destinado a su consumo cocinado)

= Postre lacteo (yogurt pasteurizado natural azucarado)

= Ensalada de lentejas (comida preparada con ingredientes sometidos a tratamiento térmico)

= Salsa mahonesa

= Ensalada (comida preparada envasada a base de vegetales crudos)

= Pechugas de pollo sin piel (producto a base de carne de ave de corral destinado a su consumo
cocido)

= Tarta de crema y manzana (producto de pasteleria envasado)

= Menestra de verduras (producto ultra congelado a base de verduras)

»  Filetes de pescado sin piel (merluza ultracongelada)

3. Resultados obtenidos.

A continuacién se presenta el esquema de los métodos analiticos a validar, para la deteccion de
Salmonella spp. y Listeria mnocytogenes mediante ELFA.
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A continuacion se presentan los resultados obtenido en el estudio de validacién de los métodos de
deteccion de Salmonella spp. y Listeria mnocytogenes mediante ELFA.

3.1. Salmonella spp método ELFA.

SELECTIVIDAD

Se comprobo la selectividad del método al detectar Salmonella frente al resto de microorganismos,
y sobretodo frente a otras enterobacterias como Escherichia coli, Shighella soneii y Klebsiella
pneumoniae. Ademas todas las muestras negativas contenian todas las cepas menos Salmonella.

Todas las muestras dopadas con Salmonella y el resto de cepas interferentes dieron positivo,
mientras que todas las muestras dopadas con todas las cepas interferentes menos Salmonella dieron
negativo, por lo que podemos decir que el método de deteccion mediante ELFA es muy selectivo.

SENSIBILIDAD. ESPECIFICIDAD Y EFICACIA

Una vez obtenidos los resultados se recogen en una tabla de datos como la siguiente:

Resultado Resultado de referencia
método en estudio Positivo Negativo
Positivo Concordancia positiva (CP): Desviacion positiva (DP):

81+/81 dopadas= 81 0-/81 dopadas=0

Negativo Desviacion negativa (DN): Concordancia negativa (CN):
0+/81 autoclavadas= 0 81-/81 autoclavadas= 81

VP: el nimero de verdaderos positivos detectados por el método de estudio = 81
VN: el nimero de verdaderos negativos detectados por el método de estudio = 81
FP: el nimero de falsos positivos obtenidos por el método de estudio = 0

FN: el nimero de falsos negativos obtenidos por el método de estudio = 0

N: el niimero total de muestras estudiadas = 162

Finalmente se determinan los parametros de validacion aplicando las siguientes formulas:

e Sensibilidad: = SEeal =]
VP + FN

e Especificidad: E= LRl =
VN + FP

e Eficacia: Ef = w =1

En el presente estudio de validacion hemos obtenido una sensibilidad el 100%, una especificidad
del 100% y una eficacia del 100%.

LIMITE DE DETECCION.

Para el estudio de este parametro se utilizaran las muestras dopadas a nivel muy bajo, en este
estudio ~ 3 UFC/g.

Se han analizado 27 muestras con un recuento medio de 3 UFC/25g, por lo que si las muestras
siguen una distribucién binomial negativa, se tiene una probabilidad de 0.9568
(0.2519+0.3563+0.2427+0.1060) de obtener 24, 25, 26 o 27 muestras positivas. Asi en el presente
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estudio en el que hemos analizado 27 muestras con 3 UFC/25g y como resultado hemos obtenido
27 muestras positivas, podemos concluir que el limite de deteccion es de 3 UFC/25g.

3.2. Listeria monocytogenes método ELFA.

SELECTIVIDAD

Se comprob6 la selectividad del método al detectar Listeria monocytogenes frente al resto de
microorganismos, y sobretodo frente a otras especies como Listeria inocua 'y Listeria ivanovii.

Todas las muestras dopadas con todas las cepas interferentes menos Listeria monocytogenes
(incluyendo L. inoccua y L. ivanovii) dieron negativo, por lo que podemos decir que el método de
deteccion mediante ELFA es muy selectivo.

SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD Y EFICACIA

Una vez obtenidos los resultados se recogen en una tabla de datos como la siguiente:

Resultado Resultado de referencia
método en estudio Positivo Negativo
Positivo Concordancia positiva (CP): Desviacion positiva (DP):

75+/81 dopadas= 75 6-/81 dopadas=6

Negativo Desviacion negativa (DN): Concordancia negativa (CN):
0+/81 autoclavadas= 0 81-/81 autoclavadas= 81

VP: el nimero de verdaderos positivos detectados por el método de estudio = 75
VN: el nimero de verdaderos negativos detectados por el método de estudio = 81
FP: el nimero de falsos positivos obtenidos por el método de estudio =0

FN: el numero de falsos negativos obtenidos por el método de estudio = 6

N: el niimero total de muestras estudiadas = 162

Finalmente se determinan los parametros de validacion aplicando las siguientes formulas:

o Sensibilidad: S=—T'T _ —0926
VP + FN

e Especificidad: E= Sl
VN + FP

e Eficacia: Ef = &;\7@ ~0.963

En el presente estudio de validacion hemos obtenido una sensibilidad del 93%, una especificidad
del 100% y una eficacia del 96%.

LIMITE DE DETECCION.

Se han analizado 27 muestras con un recuento medio de 3 UFC/25g, por lo que si las muestras
siguen una distribucion binomial negativa, se tiene una probabilidad de 0.9568
(0.2519+0.3563+0.2427+0.1060) de obtener 24, 25, 26 o 27 muestras positivas. Asi en el presente
estudio en el que hemos analizado 27 muestras con 3 UFC/25g y como resultado hemos obtenido
27 muestras positivas, podemos concluir que el limite de deteccion es de 3 UFC/25g.
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Salmonella spp. y Listeria monocvtogenes en
muestras de alimentos mediante sistemas ELFA.

Concretamente los parametros: selectividad,
sensibilidad, especificidad, eficacia y limite de
deteccion.

Sta. Maria, 4042
08340 Vilassar de Mar, Barcelona
Tel: 93 750 23 9 759 71 43
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Definicion pardmetrog:a estudiar .

SELECTIVIDAD

® Capacidad de un método microbiologico para
inhibir el crecimiento de microorganismos no
esperados.

m Un método para determinar la selectividad es
el estudio de la inhibicion de microorganismos.

Sta, Maria, 4042
88340 vilivsar de Ma, Barcelona




Definicion parametro,

SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD Y EFICACIA

w  Sensibilidad: proporcion de muestras que contienen el
microorganismo investigado y responden positivamente al
método.

8 Especificidad: proporcion de muestras que no contienen el
microorganismo investigado y responden negativamente al
métado.

®  Eficacia: Es un pardmetro general y tinico que indica la
[fraccion de muestras atribuidas correctamente. Es el cociente
entre la suma de verdaderos positivos y verdaderos negativos y
el total de muestras analizadas.

Sta. Matia, 40-42

08320 Vilassar de Mat Barcelona
Tel: 93 750 23 92 Fax: 93 759 71 43
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Definicion parametros:

SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD Y EFICACIA

Diseno: Los tres pardmetros se determinan en una misma
experiencia. Para ello se analiza un nitnero de muestras no
inferior a 30. Para cada muestra debe existir un valor de
referencia, que se establecerd adicionando una concentracion
conocida del microorganismo investigado a muestras
negativas. En el estudio se deben incluir aproximadamente un
30 % de muestras positivas y un 30% de muestras negativas. El
estudio debe ser ciego, la persona que prepare las muestras no
debe intervenir en ninguna etapa del procedimiento analitico.

Sta, Maria, 40-22
08340 Vilsssar de Mar, Barcelona
Tel: 93 750 23 92 Fax: 93 759 71 43
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Definicion parémetrovsﬂga,estudiar..bf TR

SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD Y EFICACIA

8 Antes de realizar los cdlculos se deben confirmar ranto las
desviaciones positivas como las negativas.
®  Asi, a efectos del método de estudio:
®  Las desviaciones positivas (DP) confirmadas se consideran
verdaderos positivos. Las no confirmadas seran falsos positivas.
8 Las desviaciones negativas (DN) no confirmadas se considerardn
verdaderos negativos. Las desviaciones negativas confirmadas
serdn falsos negativos.

B Los verdaderos positivos seran la suma de CP y DP confirmadas.
8 Los verdaderos negativas serdn la suma de CN y DN no
confirmadas.

LABORATORIS
Sta. Maria, 40-42

03340 Vilassar de Mac Barcelona

Tel: 93 750 23 92 Fax: 93 759 71 43

E-mail: infoGspmcontioleres
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Definicion parametros=a estudiar .. = .

SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD Y EFICACIA
v

| Sensibilidad: =
g, e d b, Y

B Especificidad: (= —>
3 TNt AP

®  [Eficacia: gr-'THY

®  sicndo:
8 FP: el mimero de verdaderos positivos defectados por el método de estudio
& FN: el mimero de verdaderos negativos detectados por el método de estudio
a FP: el nimero de falsos positivos obtenidos por el método de estudio
w FN: el minero de falsos negativos obtenidos por el método de estudio
u N:el nimero toral de nuestras estudiadas

Sto. Maria, 4042
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Definicion parametrog:a estudiar ..

LIMITE DE DETECCION

8 El limite de deteccion de un método microbiolégico
es el niimero mds bajo de microorganismos
cultivables que debe existir en una muestra para
poder obtener un resultado positivo con una
determinada probabilidad.

LABORATORS

Sta. Maria, 40-82
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Definicion parametros:a estudiar ..

Distribucién de los microorganismos en la muestra que
llega al laboratorio:

B para variables continuas se aplica la distribucion normal
(no 0til para medidas microbiol6gicas).

= para variables discretas se aplican la distribucion de Poisson,
la binomial y la binomial negativa.

@ Una caracteristica que define a las distribuciones de
variables discretas es que la media y la varianza no son
independientes la una de la otra, mientras que ésta es
una caracteristica de la distribucion normal.

40-42
sar de Mag, Barcelona
23 92 Fax:'93 759 71 43
info@spmcontraler.es
mcontraler.es
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Definicion parametro

Distribucién binomial neg: varianza>media de Poisson:

Distribucion espacial de los microorganismos
totalmente aleatoria ¥ homogénea. sin
interferencias

La distribucion espacial de los x
1o s homogénea ni aleatoria. sioo que forman
agripaciones e las que interaccionan entre cllos

~ muestra homogencizadn

=~ muestra natural

Sta. Maria, 40-42
08340 Vilassar de Mar, Barcelona
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Definicién parametros:a estudiar.

LIMITE DE DETECCION

®  Asumiendo una distribucion de Poisson, se puede calcular qué
concentracion de microorganismos es necesaria para obtener un
resultado positivo con una determinada probabilidad

= Para tener una probabilidad del 95% de obtener un resultado positivo en
una técnica microbiologica cualitativa, se requiere un recuento minimo
de 3 UFC/porcion analizada. Si lo que interesa es una probabilidad
mayor, del 99%, el recuento medio debe ser 5 UFC/porcion analizada.

® A la hora de seleccionar las concentraciones de microorganismos con las
que se va a trabajar en el estudio del limite de deteccion de un método
hay que tener en cuenta esta distribucion de probabilidades, ya que si se
trabaja con concentraciones muy bajas es posible obtener resultados
negativos en una porcion elevada y achacarlos a una falta de sensibilidad
del método

Sta. Maria, 40-42
08340 Vilassar de Mac Barcelona
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Definicion parametros:a estudiar -

LIMITE DE DETECCION

Disefto : Se utilizardn muestras reales con una concentracion
conocida del microorganismo a determinar. Para ello se
seleccionardn diferentes tipos de muestras en funcion de los
microorganismos que se van a investigar y el alcance del
método en estudio. Previamente se analizan las muesiras
para confirmar que son negativas al microorganismo en
estudio, seleccionando 20 muestras. A continuacion se
inoculan las muestras. Tras la inoculacidn se homogeniza la
porcién a analizar en el stomacher. Finalmente se procede
a aplicar el método y se registran los resultados obtenidos.

Sta. Maria. 40-4;
08340 Vilassar de Mat Barcelona
Tel: 93 750 23 92 Fax: 93 759 71 43
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Definicion parametros:a estudiar.. . .

LIMITE DE DETECCION

Disefto : Se utilizardn muestras reales con una concentracion
conocida del microorganismo a determinar. Para ello se
seleccionardn diferentes tipos de muestras en funcion de los
microorganismos que se van a investigar y el alcance del
métoda en estudio. Previamente se analizan las muestras
para confirmar que son negativas al microorganismo en
estudio, seleccionando 20 muestras. A continuacion se
inoculan las muestras. Tras la inoculacion se homogeniza la
porcion a analizar en el stomacher. Finalmente se procede
a aplicar el método y se registran los resultados obtenidos.

E-mall: info@spmcontroler.es
Wi spmControler.es

Criterios de aceptacion:™ a prieri”. . .

SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD ¥ EFICACIA

m Se aceptara que un método presente una
sensibilidad, especificidad y eficacia igual o
superior al 90%.

ASORATORIS

Sta. Maria, 40-42
0B340 Vilassar da Mat. Barcelana

g 2392 Fax 93 750 7143
E-mail: info@spmeontioler.es.
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Criterios de aceptacidn:™ a priori”, . ..

LIMITE DE DETECCION

® [l niimero de muestras positivas debe corresponder al esperado
segiin la distribucion binomial negativa, teniendo en cuenta el
inéculo empleado, y el nimero de muestras analizado y
asumiendo una probabilidad del 93%. El limite de deteccion
sera el correspondiente al indeulo empleado.

Sta. Maria, 40-42
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“ a prioti

Criterios de aceptacion:

LIMITE DE DETECCION

= Para conacer las probabilidades que existen de obtener un nimero
determinado de muestras positivas cuando se parte de un determinado
recuento medio y se analiza un nimero determinado de submuestras, el
modelo mas adecuado para este caso es el binomial negativo, mediante la
siguiente formula: Al
px) :( ;

]'(p(ncg)) e (l- plreg))’

¢ A-x)!
Siendo: A4: nimero de submuestras analizadas
ntmero de lizadas con ltado positivo
numero de lizadas con Itado negativo

probabilidad de obtener x resultados positivos

probabilidad de obtener un resultado negativo

Sta. Maria, 40-42

0B340 Vilassar de Mar, Barcelona

Tel: 93 750 23 92 Fax: 93 759 71 43
mail: info@spmeontroleres.
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< a-prieri’.. .

Criterios de aceptacién

LIMITE DE DETECCION

8 Asi por ¢jemplo, partiendo de una muestra con un recuenfo medio de 3
UFC porcion analizada y estudiando 20 submuestras. vamos a calcular la
probabilidad de obrener 18 resultados positivas:

plreg)=e* =0.0067
( \

"Ul
=] e (010067
pas) [ral-(zn—m'}'( )

* (1-0.0067))" =0.00756

w  Con esta formula podemos calcular sucesivamente la probabilidad de
obrener todos los resultados positi sdla 19, solo 18, ete.:

m 20 resulradas positives de 20 analizadas : 0.874
® /9 resultadas pasitivas de 20 analizadas a.119
® /8 resulradas positivos de 20 analizadas : 0.00736

Sta. Maria, 40-42
08340 Vilassar de
Tel: 93 750 23 92 F.

arcelona
75971 43

spmontroler.es

Criterios de aceptacién:* a priori”. - ...
LIMITE DE DETECCION

&8 Por tanto si se analizan 20 muestras con un recuento medio de 3
UFC porcion, se tiene una probabilidad de 0.993 (0.874+0.119) de
obtener 20 o 19 muestras positivas. El resto de posibles resultados
tienen una probabilidad tan baja de suceder que asumicado que la
distribucion binomial es real, estos resultados serian debidos a una
Jalta de sensibilidad del métado.

8 S/ analizadas las 20 muestras con 3 UFC porcion muestra analizada
obtenemos 19 6 20 muestras positivas (se cumple la distribucion
binomial negativa) podemos decir que el limite de deteccion serd 3
UFC porcion muestra analizada. En el caso que no se cumpla el
parcentaje de positivos, se preparard otra serie de  muestras
inoculadas con diluciones menores, que garanticen un recuenio mds
elevado. El intervalo de dilucion siguiente es conveniente que tenga el
valor mds hajo entre 2 G 3 veces el valor superior del intervalo
anferror.

Sta. Maria, 40-42
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Eleccién muestras con. matriz representativa_
y de la flora acompafiante

m  [En el presente estudio se pretendia validar el método para
alimentos en general, y se escogieron las matrices que mas se
(II1(I/[:(I’1 en nuestro /ahm'u/m'm, Se ll/ill:[ll'(?l1 9 matrices

diferentes de alimentos de procedencias distintas.

L]

Sta. Maria, 40-42
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Eleccién muestras con matriz represéntativa
y de la flora acompanante ’ '

m  [Estos alimentos se esterilizaron y se analizaron adiciondndolos
con cepas no diana y diana a tres niveles de concentracion
diferentes: 1-10 UFC' 23g, 20-50 UFC 25 gy 150-1500 UFC g.
Los alimentos fueron procesados en tres dias diferentes y por
tres analistas diferentes, obteniendo un total de 162 resultados,
la mitad positivos y la otra mitad negativos.

Sta. Maria, 40-42
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y de la flora acompafante

B Ademads de la cepa diana se adicionaron diferentes cepas de
distribucion comiin en alimentos, a concentraciones similares a
las de la cepa diana, para simular la flora acomparnante de los
alimentos.

8 Las muestras positivas se adicionaron con el microorganismo
diana y todas las cepas restantes, mientras que las muestras
negativas se adicionaron con todas las cepas me:os con el
microorganismo diana.
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1 ml de cada tubo
(100°C, 15+ min)

¥
) 7

1 0.1 mlen 10 mIR-V == 1' 1 mlen 10 ml caldo M
{

. (68had2£1°C) 4

4

(16-20 h a 42£1°C)

L ki
{tmlen 0mIS-C @ 1 | mlen 10 mlcaldo M
i

16-20 h a 37£1°C

(6-8 h a 37+1°C)
Sta. Maria, 40-42 =
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Confitmacién Salmoméiia spp

ey

Placa XLD
(20-24 h a 37£1°C)

Identificacion BQ
(20-24 b a 37%1°C)

40-42
08340 Vilassar de Mat, Barcelona
Tel: 93 750 23 92 Fax: 93 759 71 43
E-mail. Info@spmecontroleres
wwiv.spmcontroler.es

Deteccion Listeria memocytogenes. .

=ty | 1 mlen 10 ml Fraser
@0-24ha30erC) =P

%ﬁ‘
20-24 h a 30£1°C 1 ml tubo Fraser

(100°C, 151 min)
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Identificacién BQ
(20-24 b a 3741°C)

Placa cromogénico

(20-24 h a 37£1°C)
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SELECTIVIDAD

Se comprobo la selectividad del método al detectar Sa/monella
frente al resto de microorganismos, y sobretodo frente a otras
enterobacterias como Escherichia coli, Shighella soneii 'y
Klebsiella pneumoniae. Ademas todas las muestras negativas
contenian todas las cepas menos Salmonella.

m  Todas las muestras dopadas con Salmonella y el resto de cepas
interferentes dieron positivo, mientras que todas las muestras
dopadas con todas las cepas interferentes menos Salmonella
dieron negativo, por lo que podemos decir que el método de
deteccion mediante ELFA es muy selectivo.

ABORATORIS
S Sta, Matia, 4042
§ 08340 Vilassar de Mar, Barcelona
| Tel: 92 750 23 92 Fax: 93 759 71 43
E-mail: infolsprmcontroler.cs
W spmcontoler.es

RESULTADOS: Salionella'spp:

SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD Y EFICACIA

@ Una vez obtenidos los resultados se recogen en
una tabla de datos como la siguiente:

Resultado Resultado de referencia
método en estudio Positivo Negativo
Positivo Concordancia positiva (CP): Desviacion positiva (DP):

81+/81 dopadas= 81 0-/81 dopadas=0

Negativo Desviacion negativa (DN):

0-+/81 autoclavadas=0

Cancordancia negativa (CN):
81-/81 autoclavadas= 81

TREORATORE
% ) Sta. Maria, 40-42
1] 08340 Vilassar de Mar, Barcelona
Tel: 93 750 23 92 Fax: 93 759 71 43
Email: infoGapmeontroleres
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RESULTADOS: Salwionella spp:-

SENSIBILIDAD. ESPECIFICIDAD Y EFICACIA

Finalmente se determinan los parametros de validacion aplicando las siguientes
formulas:

= Sensibilidad:

w
S=—"o =1
+FX

. SN
8 Especificidad: £=5 7 =!

IPHIN oy
X

w  Eficacia: E=-"-

En el presente estudio de validacion hemos obtenido una
sensibilidad el 100%, una especificidad del 100% y una
eficacia del 100%.

o8 iassar de Mar, Barcelony
Tel: 03 750 23 92 Fax: 93 759 71 43
E-mall: info@spmeontioler.es

www. spmcontrleros

RESULTADOS: Sulieneliaspps- = o= -

LIMITE DE DETECCION

m Para el estudio de este parametro se utilizaran las
muestras dopadas a nivel muy bajo, = 3 UFC/25g.

= Se han analizado 27 muestras con un recuento medio
de 3 UFC/25g, por lo que si las muestras siguen una
distribucion binomial negativa, se tiene una
probabilidad de 0.9568 de obtener 24, 25,26 0 27
muestras positivas. Asi en el presente estudio en el
que hemos obtenido 27 muestras positivas, podemos
concluir que el limite de deteccién es de 3 UFC/25g.

Sta. Matia, 40-42
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RESULTADOS: L. monécytogenes -

SELECTIVIDAD

m  Se comprobo la selectividad del método al detectar
Listeria monocytogenes frente al resto de
microorganismos, y sobretodo frente a otras especies
como Listeria inocua 'y Listeria ivanovii.

m Todas las muestras dopadas con todas las cepas
interferentes menos Listeria monocytogenes
(incluyendo L. inoccua y L. ivanovii) dieron negativo,
por lo que podemos decir que el método de deteccion

Sta. Matia, 40-42
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RESULTADOS: L. moriocytogenes

SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD Y EFICACIA

m Una vez obtenidos los resultados se recogen en
una tabla de datos como la siguiente:

Resultado Resultado de referencia
método en estudio Positive Negativo
Positivo Cancordancia positiva (CP): Desviacion positiva (DP}:

81+/81 dopadas=75 0-/81 dopadas=6

Negativo Desviacion negativa (DN):

0+/81 autoclavadas=0

Concordancia negativa (CN):
81-/81 autoclavadas= 81

RESULTADOS: L-#énocytogenes

SENSIBILIDAD. ESPECIFICIDAD Y EFICACIA

Finalmente se determinan los parametros de validacion aplicando las siguientes
formulas:

w  Sensibilidad: ="

“Pery

=0.926
e et = o
a  Especificidad: =i 5

m  Eficacia: &

BN o063

En el presente estudio de validacion hemos obtenido una
sensibilidad el 93%, una especificidad del 100% y una
eficacia del 96%.

Matia, 40-42

jilassar de Mar, Barcelona
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RESULTADOS: -

LIMITE DE DETECCION

& Se han analizado 27 muestras con un recuento medio
de 3 UFC/25g, por lo que si las muestras siguen una
distribucion binomial negativa, se tiene una
probabilidad de 0.9568 de obtener 24, 25, 26 0 27
muestras positivas.

m Asi en el presente estudio en el que hemos analizado
27 muestras con 3 UFC/25g y como resultado hemos
obtenido 27 muestras positivas, podemos concluir que
el limite de deteccion es de 3 UFC/25g.

onocytogenes

w.spmeontroler.e:
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