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Implantacién de los sistemas de aseguramiento de la calidad en los
laboratorios de microbiologia de alimentos y aguas

Corrie Allaert Vandevenne (CREOLIA, Montpellier, Francia) callaert@gmzx.es

Antes de entrar, con el profesor Daniel Fung y los demas ponentes, en el nicleo duro de este
Workshop quisiera reflexionar sobre el cambio que represent6 en mi vida profesional la
implantacién de los sistemas de calidad. Si me permito esta personalizacion es porque este
cambio se fue generalizando al mismo tiempo en todos los laboratorios de Espana y Europa.
Recuerdo que en los afios 1960-1970, en el Instituto Pasteur de Lille (Francia) donde trabajaba,
haciamos como mucho un control de la temperatura de les estufas por la mafana y el control
de los medios de cultivo con unas cepas aisladas en el laboratorio, controles positivos,
negativos y control de esterilidad. Hoy la norma ISO 11133 para el control de los medios de
cultivo tiene mas de 50 paginas. Y me hago la pregunta: ¢Cémo hemos podido pasar en unos
30 a 40 anos de unos laboratorios en los cuales el criterio del microbiélogo dominaba el
escenario de las decisiones, a los laboratorios de hoy en los cuales unos sistemas de calidad
totalmente cerrados no dejan ningin espacio para las diferencias, la imaginacion y las
sorpresas.

;Coémo empezd todo esto? En el afio 1986, estando yo en el laboratorio municipal de
Burgos, un laboratorio nuevo, super equipado, creado a raiz de la crisis del aceite de colza,
recibi una invitacién del BCR (Bureau Communautaire de Référence) para participar mediante
ejercicios interlaboratorios en la obtencion de un nuevo material de referencia. La CE queria
disponer de un material fiable, estable y homogéneo para poder validar la calidad de los
resultados de los laboratorios de aguas y alimentos en toda Europa.

Los objetivos del BCR para este proyecto eran:
1. Preparacién y obtencion de materiales de referencia
2. Evaluacién de la estabilidad del material durante el transporte
3. Estudiar la respuesta de este material segun los diferentes métodos utilizados en los
paises de la CE
4. Estudiar las razones de las desviaciones de los resultados
El entonces director del laboratorio, Ignacio Elias, me animo a participar en nombre del
laboratorio de Burgos y fue todo un aprendizaje y descubrimiento.

La organizacion del proyecto:

1. Evaluacion del primer material de referencia certificado

El BCR en colaboraciéon con el RIVM (Rijksinstitut voor Volksgezondheid en Milieuhygié€ne)

de los Paises Bajos se encargd de evaluar el primer material de referencia para

microbiologia, unas capsulas de gelatina rellenadas con leche en polvo y unas cepas.

Querian comprobar la homogeneidad y la estabilidad durante el transporte de este material

fabricado por ellos.

2. Organizaciéon de ejercicios interlaboratorios:

6 para las aguas y varios mas para alimentos. En ellos participaron 11 paises de la CE.

Mediante analisis estadisticos de los resultados se llegd a la conclusion de que se necesitaba

una normalizacién de los métodos empleados.
3. Problemas y soluciones:

e Reconstitucién del material de referencia. Al principio se usaban perlas de vidrio estériles
para homogeneizar la solucion con las capsulas. La gelatina de las capsulas segin su
calidad podia obstruir los filtros de membrana en los anélisis de aguas. Los laboratorios
que habian tenido estos tipos de problemas tenian sus resultados invalidados para la
estadistica final.

s Se observaron demasiadas diferencias entre los recuentos de los duplicados y unas
grandes diferencias entre las medias geométricas de los pares de resultados como por
ejemplo 56.5 y 1.4, esto entre el método de referencia y el método propio del laboratorio.




* Ademas habia variacion en los tiempos y temperaturas de incubacion, los filtros de
membrana ete.

e Los laboratorios que utilizaban un paso de revivificacion para la recuperacion de E.col
fueron los que tuvieron los recuentos mas altos.

* Entonces todos los participantes queriamos ser del montén y no destacar. Se hizo
evidente que los resultados eran método dependientes. La variabilidad de métodos erg
increible: por ejemplo para el paso de la revivificacién habia 3 métodos diferentes pero
para la parte selectiva habia 10 diferentes para 28 participantes sin hablar de las
diferencias de las marcas de los medios de cultivo.

Lo que aprendimos:

* A controlar los medios de cultivo empezando por el agua destilada y la importancia de sy
conductividad.

* A controlar las temperaturas de las estufas de incubacién y a calibrar los termémetros,

* Laimportancia de la revivificacién para ciertos microorganismos.

¢ La necesidad de utilizar métodos normalizados si queriamos comparar los resultados.

Conclusién: Sila CE queria asegurar la calidad y la seguridad de los alimentos y aguas, habia
que dotar los laboratorios de unos sistemas de calidad y facilitarles unos métodos
normalizados de trabajo. Estos sistemas, decian, seran compatibles con las economias de las
pequenas y medianas empresas.

Con esta conclusién llegamos al segundo proyecto: EQUASE (proyectos todavia pagados en
escudos).

Una vez terminado el proyecto del BCR el PHLS (Public Health Laboratories Service) de
Newcastle hoy HPA (Health Public Agency) dirigido por el doctor Lightfoot obtuvo en 1995, la
aprobaciéon de la CE para su proyecto EQUASE (Extension of Quality Assurance in water
microbiology to Cohesion Countries). La finalidad era la implantacion de los sistemas de
calidad en los laboratorios de microbiologia de aguas. El PHLS de Newcastle fue el primer
centro acreditado en Europa para realizar ejercicios interlaboratorios. Entonces estaba
trabajando en la Universidad de Lleida y quiero agradecer aqui la colaboracion de la Dra. Nuria

Sala, del Dr. Vicente Sanchis y del Sr. Robert Garrofe de la ETSEA (Escola Tecnica Superior
d’Enginyeria Agraria).

1. Objetivos: El Reino Unido proponia transmitir sus conocimientos y experiencia en la
implantacion de los sistemas de calidad a los paises de la Cohesion. Los paises
participantes fueron: Alemania, Bélgica, Espafia, Grecia, Irlanda, Italia y Portugal.

2. Organizacién:

El comité organizador estaba representado por el Reino Unido y los Paises Bajos

* Lajunta ejecutiva formada por 12 laboratorios lider en los paises participantes. Se puso
a su disposicion asesoramiento, y medios adecuados como formacién de personal, uso
de tests estadisticos apropiados etc.

* El consejo asesor formado por los organismos de acreditaciéon de los diferentes paises
participantes

* Unos expertos independientes hacian de consultores como el experto en estadistica para
los laboratorios de microbiologia, el profesor Seppo Niemela autor de la norma ISO
17994 y la norma ISO sobre incertidumbres ISO 19036

* Participaron 237 laboratorios europeos de los cuales 80 eran espanoles.

* Transmision de los protocolos empleados por le PHLS

* Realizacién de 5 EQA (External Quality Assurance), control de calidad de tercera linea, y
la utilizacion de 20.000 capsulas.

* Cada desviacion tenia relacion con algin problema en el sistema de calidad y se tenia
que corregir.
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3. Lo que aprendimos:

La implantacion del control de calidad de primera linea (uso de muestras en blanco y

material de referencia) y hacer graficas de control (Guidance charts) basado en los

“Shewart Control charts”.

¢ De segunda linea (muestras divididas y recuentos por 2 analistas) o dos recuentos por
analista para evitar los errores de recuento y estudio de la repetitividad y
Reproducibilidad.

* De tercera linea (participacion en ejercicios de verificaciéon externa de calidad)

4. Comentarios

e La transmision de los conocimientos se realizd mediante reuniones nacionales e
internacionales.

» Hubo mucha dificultad al principio al hablar de los problemas de laboratorio en las
primeras reuniones pero poco a poco la confianza se instalo y el resultado fue muy
positivo.

e El PHLS no aceptaba la obligacion de la introduccién de las incertidumbres en los
resultados de microbiologia ni la utilizacion del z-score en los interlaboratorios. Su
argumento era que el z-score reflejaba tanto la variabilidad del material como la
calidad del laboratorio. El PHLS hacia evaluaciones a largo plazo.

* Hoy en dia todos los laboratorios participantes estan acreditados por organismos
nacionales o internacionales.

e Los organizadores editaron un libro sobre su experiencia: “Microbiological analysis of
food and water. Guidelines for quality assurance”

" e Prolongacién del programa con EQUASE 2000. Esta parte ya no estaba financiada
por la CE y cont6é con un numero reducido de paises participantes.

¢ Se introdujo un nuevo material de referencia, las lenticulas del HPA.

» Fue la época del auge de los cursos de validacion de métodos, de implantaciéon de los
sistemas de calidad, de los articulos sobre el tema, de la auditorias etc. Hoy en dia
existen multiples organizaciones nacionales e internacionales que proponen ejercicios
interlaboratorios y auditorias.

e Hemos llegado a tal extremo que algunos laboratorios confiesan pasar mas tiempo
con los sistemas de calidad que no con los analisis de muestras.

MICROBATH (1996-1999)
Después de implantar los sistemas de calidad llegamos a la normalizacién de métodos. Todos
sabemos cémo funcionan las reuniones ISO, CEN, AFNOR, UNE pero os quiero comentar un

importante proyecto europeo, quizas el ultimo de esta envergadura para la microbiologia, el
proyecto MICROBATH.

Objetivos del proyecto:

Microbath es un proyecto europeo que mediante ejercicios colaborativos pretende estudiar las
caracteristicas de los métodos de referencia asi como los métodos mas comunmente utilizados
en la UE para el recuento de E.coli y los enterococos intestinales en aguas de bano. El proyecto
estaba financiado por el “ Standard, Measurements and Testing Programme of the European
Commission” y coordinado por el Instituto Pasteur de Lille.

Después del estudio de todos los métodos existentes se desarrollo un método de referencia
para cada parametro con la finalidad de minimizar el riesgo de falsos positivos y falsos
negativos hasta llegar a menos del 5% para muestras naturales. Los estudios se hicieron sobre
muestras con material de referencia y con muestras naturales. De esta manera se evaluaron
los 18 métodos alternativos utilizados para E.coli y los 16 para enterococos fecales. Los
resultados pusieron en evidencia una gran divergencia entre estos métodos en términos de
repetitividad y reproducibilidad. La conclusién fue que era imposible comparar resultados de la
calidad microbiologica de las aguas de bafio debido a la falta de referencias y calibraciones.

El proyecto demostré la necesidad y la posibilidad de realizar estudios colaborativos con un
laboratorio de referencia para caracterizar el trabajo de los técnicos de laboratorio y de los




meétodos empleados. La aportacion del proyecto fueron dos métodos ISO: 9308-3 para e]
recuento de E.coli y 7899-1 para el recuento de enterococcos intestinales.

El proyecto demostré6 que los métodos que estan basados en la revivificacion de
microorganismos estresados o dafnados por el medio ambiente, agua salada por ejemplo, es
muy dificil encontrar un método de referencia que tenga un alto nivel de recuperacion de los
microorganismos investigados y al mismo tiempo una alta selectividad frente a la flora
acompanante.

En el estudio para E.coli participaron 6 laboratorios de los cuales un técnico de cada uno se fue
al IPL durante 2 semanas a fin de homogeneizar las condiciones de trabajo. Las muestras
naturales fueron recogidas en 5 paises diferentes paises, entre julio y septiémbre.

Lo que aprendimos:

* El efecto temperatura para la recuperacién de los microorganismos estresados. Lg
recuperacion es mejor a 37°C que a 44°C. La recuperacion mas baja se observa a 44°C
con el medio MU/SF (37%).

e El TTC (ISO 9308-1) y el Chromocult no fueron seleccionados debido a su baja
selectividad.

* El riesgo estadistico al no poder confirmar todas las colonias.

* La confirmacion por la B-glucuronidasa es la mas recomendada para evitar los riesgos de
falsos positivos y falsos negativos.

* Debido a la distribucion de Poisson, no se puede esperar unos coeficientes de
repetitividad y Reproducibilidad inferiores a 1.2.

e Los métodos NMP con un numero limitado de tubos no son ni repetibles ni
reproducibles.

LAS NORMAS : hoy tenemos a nuestra disposicién normas para todo pero en particular:
ISO 17994 Microbiologia del agua: criterios para establecer la equivalencia entre métodos
microbiolégicos

EN ISO 16140 Microbiologia de los alimentos: Protocolo para la validacién de métodos
alternativos

ISO 13843 Calidad del agua: lineas directrices para la validaciéon de métodos
microbiolégicos

No se trata aqui de explicar estas normas ni de entrar en sus diferencias estadisticas. Estas
diferencias dependian a menudo del experto en estadistica que asistia a las reuniones. Solo
quiero contar una anécdota: se intenté probar la equivalencia de un método alternativo para
aguas de bafio, equivalencia con el método de referencia ISO 9308-3 (E.coli) y basado en los
mismos criterios de deteccién. Después de analizar 259 muestras de aguas continentales y
328 de aguas de mar, esto en 7 paises diferentes de la CE, la conclusion fue que los
métodos no eran equivalentes. Como para poder utilizar oficialmente métodos alternativos
se necesita un estudio para confirmar que los resultados obtenidos por los dos métodos son
equivalentes, se decidié intentar una validacion AFNOR basada en la ISO 16140. Con un
estudio estadistico diferente, basado en el perfil de exactitud, un ntumero de muestras
definido y una preparacién de muestras diferente, el método no equivalente segun el estudio
17994 fue validado por el protocolo AFNOR y se pudo utilizar para las aguas de bafio en
todo la CE.

Este estudio AFNOR se tuvo que repetir 2 veces ya que la primera vez, la utilizacién, por
parte del laboratorio experto de un crio protector para las cepas hizo que las bacterias, en
vez de utilizar directamente el ONPG como unica fuente de carbono, utilizaron primero el
crio protector con la consecuencia de un tempo de lectura mucho mas largo para el método
alternativo. Esto era inaceptable ya que quitaba muchas ventajas a la utilizacion del método
alternativo.

Conclusiones: Hoy en dia, nuestros laboratorios estan todos dotados de ordenadores con
una cantidad de bases de datos para calcular los limites de deteccion, de cuantificacion, las
varianzas, las desviaciones estandar, la repetitividad, la Reproducibilidad, hacer las graficas
de control etc. A veces pasamos mas tiempo delante de las pantallas que no en las poyatas.




