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2. INTRODUCCION

Los lineamientos que se aportan en este documento corresponden los lineamientos para evaluar las caracteristicas de
desempefio de los métodos de Numero Mas Probable (NMP), en coherencia con las recomendaciones de organismos de
reconocida competencia técnica.

Es importante tener en cuenta que en algunos casos las opciones de abordaje se extractan de versiones bibliograficas
diferentes a la vigente; sin embargo, a la luz de la practicidad y aplicabilidad, siguen siendo excelentes alternativas para el
andlisis de datos; en cualquier caso, queda a criterio del usuario de este documento, el aporte de valor a sus propios
esquemas.

Por lo anterior, los criterios que se aportan en este documento recopilan las recomendaciones emitidas en la bibliografia y
se enriquecen con las experiencias de evaluacion de métodos que se han llevado a cabo en el Instituto Nacional de Salud,

como parte de los procesos de acreditacion de ensayos y el fortalecimiento de los esquemas de aseguramiento de la
validez del resultado.

3. OBJETIVO DEL LINEAMIENTO

Presentar criterios orientativos que permitan a los Laboratorios de Salud Publica planificar y desarrollar ejercicios de
evaluacion de métodos de ensayo de numero mas probable (NMP).

4. ALCANCE DEL LINEAMIENTO

Los criterios de evaluacion de caracter cualitativo y cuantitativo para Métodos Numero Mas probable (NMP) aplicados para
determinar la calidad del agua para consumo humano.

5. DEFINICIONES ESPECIFICAS

e Caracteristicas de categoria: caracteristica de funcionamiento de un método, expresada numéricamente en forma
de frecuencia relativa basada en una clasificacion P/A o +/- [UNE-EN-ISO 13843]

e Detector: placa de matriz sélida o tubo de liquido que contiene un medio nutritivo para el recuento o deteccion de
particulas biologicamente activas [UNE-EN-ISO 13843]

o Distribucién homogénea de Poisson: distribucién completamente aleatoria de cantidades de particulas cuando se
muestrea una suspension perfectamente mezclada [UNE-EN-ISO 13843]

NOTA — La probabilidad, P(k), de observar en una porcién de ensayo, cuya media es igual a [, exactamente k
unidades, se calcula a partir de la siguiente ecuacion:
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e Exclusividad: cepas no target que pueden ser potencialmente interferentes y no deben ser detectadas por el método.
[AOAC Apendix J].

¢ Inclusividad: cepas o aislamientos target que el método puede detectar. [AOAC Apendix J].

¢ Limite de Deteccién: Valor medido, obtenido mediante un procedimiento de medida dado, con una probabilidad B de
declarar erréneamente la ausencia de un constituyente en un material, dada una probabilidad a, de declarar
errébneamente su presencia. [VIM 2012]

NOTA 1 — La IUPAC recomienda por defecto los valores de a 'y B iguales a 0,05.
NOTA 2 — En inglés algunas veces se usa la abreviatura LOD.
NOTA 3 — No debe utilizarse el término “sensibilidad” en lugar de “limite de deteccion”

NUmero de particulas x por porcion analitica donde la probabilidad po de un resultado negativo es igual al 5%.
Probabilidad de un resultado positivo pi) = 1 - po. [GTC 84].

e Material de referencia interno (IRM - in house reference material): sustancia o material no certificado producido
por un laboratorio, del cual los valores de una 0 mas de sus propiedades son suficientemente homogéneas y bien
establecidas como para utilizarse para la validacion [ISO 16140-1].

e Nivel de deteccion: concentracién minima de organismos que producen evidencia de crecimiento con una
probabilidad de P = 0,95, cuando se inoculan en un medio de cultivo especifico y se incuban en condiciones definidas
[UNE-EN-ISO 13843]

NOTA — El nivel tedrico conforme a esta definicién es una media de tres células viables en un volumen de indculo.

e Porcion analitica; porcion de ensayo: volumen de suspensién de particulas (muestra) inoculado en una unidad de
deteccion (placa de agar, filtro de membrana, tubo de ensayo, porta cuadriculado para microscopia). [UNE-EN-ISO
13843]

e Proporcionalidad: Correspondencia de los recuentos de particulas efectuados con el volumen (o la dilucién) de una
serie de porciones analiticas, a partir de una suspensién de raiz comdn. [UNE-EN-ISO 13843]

NOTA — La proporcionalidad se calcula para una evaluacién estadistica como el coeficiente de ajuste logaritmico
estadistico, G2, con n-1 grados de libertad.

e Recuperacién: término general utilizado para el nimero de particulas estimado en una porcion de ensayo o una
muestra, asumiendo que hay un numero real de particulas (aunque sea desconocido) del cual la metodologia
empleada “recupera” un 100% o menos. [UNE-EN-ISO 13843]
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o Serie de deteccion: Combinacion de placas o de tubos sobre los que esta basada la estimacién cuantitativa de la
concentracién microbiol6gica de la muestra.

NOTA — La serie de deteccidn es el conjunto de placas o tubos utilizados para la estimaciéon numérica de un Unico
valor.

EJEMPLO Placas paralelas de una suspension, placas de diluciones consecutivas, sistema por NMP de 3 x 5 tubos,
microplaca.

o Desviacion estandar operativa relativa, u0: variabilidad operativa, expresada como una incertidumbre estandar
relativa, asociada a las etapas técnicas del procedimiento operativo de analisis.

NOTA — La desviacion estandar operativa relativa se expresa frecuentemente en forma de porcentaje.

e Varianza operativa relativa, u02: constante de sobredispersion, el cuadrado de la desviacién estandar operativa
relativa.

o Desviacion estandar relativa, urel: estimacion de la desviacion estandar de una poblacién para una muestra de n
resultados dividida por la media de dicha muestra.

e Varianza relativa, urel?; cuadrado de la desviacion estandar relativa.

6. GENERALIDADES

e Las actividades de evaluacion de método deben realizarse sobre muestras naturales o, en su defecto, con muestras
fortificadas, preferiblemente no esterilizadas para que exista microbiota interferente. Si se incluye la categoria de agua
superficial para preparar el material enriquecido por adicion, las muestras deben proceder de tres origenes, como
minimo. [UNE-EN-ISO 13843]

e  Enlos casos en que sea necesario fortificar o adicionar las muestras incluidas en el estudio de evaluacion se deben
tener cuenta lineamientos frente a estandarizacion del indculo para llevar a cabo el proceso de estandarizacion
requerido. Sin embargo, independiente de la metodologia escogida para el proceso esta debe referenciarse en el
respectivo disefio experimental del ejercicio.

e Para el andlisis de datos es necesario tener claridad que las pruebas estadisticas de estimacion y contraste
frecuentemente empleadas se basan en suponer que se ha obtenido una muestra aleatoria de una distribucion de
probabilidad de tipo normal o de Gauss. En muchas ocasiones esta suposicidn no resulta valida, y en otras la
sospecha de que no sea adecuada no resulta facil de comprobar, por tratarse de muestras pequefias. En estos casos
se dispone de dos posibles mecanismos [GTC 84]

o Los datos se pueden transformar de tal manera que sigan una distribucién normal, por ejemplo, la
transformacién a Logro y Ln aplicable a los recuentos y estimacion de densidad poblacional en métodos
microbioldgicos.
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o Aplicar pruebas estadisticas que no se basan en ninguna suposicién en cuanto a la distribucién de probabilidad
a partir de la que fueron obtenidos los datos, y por ello se denominan pruebas no paramétricas (distribucion
free), mientras que las pruebas que suponen una distribucion de probabilidad determinada para los datos se
denominan pruebas paramétricas.

7. CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS A INCLUIR EN EL PANEL DE EVALUACION

Segun la aplicacion del método y en el marco de la vigilancia de la calidad del agua, se debe considerar la inclusion de
muestras representativas del agua para consumo humano. De manera general se pueden agrupar en las siguientes
categorias:

FUENTE
——| Rios/Quebradas
MATRIZ
—D—( Lagunas/Lagos/Represas )

I

CATEGORIA SUPERFICIAL
e Nacimientos
AGUA TRATADA _—__—____________—

AGUA PARA > .
CONSUMO SUBTERRANEA —I—D
HUMANO
AGUA SIN _________—————"‘"
TRATAMIENTO

SUPERFICIAL

\

Y

Y

I

\

SUBTERRANEA

Idealmente se deben trabajar muestras “naturalmente” contaminadas; sin embargo, para los estudios de veracidad se hace
necesario “fortificar” muestras con concentraciones conocidas del mensurando target; es ideal trabajar como minimo,
niveles bajos (por encima del limite de cuantificacion del método) y niveles medios. Si se realiza inclusion de niveles altos
de concentracion, se debe tener especial cuidado en que se pueda obtener un resultado dentro de los establecidos en las
tablas de NMP asociadas al método.
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8. TAMANO DE MUESTRA

Segun la jerarquia del método adoptado, se presentan a continuacién las alternativas de tamafio de muestra para el
ejercicio, las cuales deben aplicarse de manera equivalente para muestras que contengan el mensurando target y muestras
que no lo contengan.

e Método normalizado o de fabricante avalado por organismo normalizador. Se debe procesar un nimero de
veinte muestras como minimo procedentes de distintos origenes [[UNE-EN-ISO 13843], es decir, representativas de
las categorias de matrices sobre las cuales se aplica el método de manera rutinaria.

e Método no normalizado del fabricante

o Verificacion de un método del fabricante con soporte robusto de validacion primaria: cuando el
fabricante suministra informacion de estudios internos y externos aplicados al método utilizando un
tamafio de muestra superior a 30 muestras procesadas, se asume una evaluacién robusta de desempefio
del método. En estos casos se establece procesar minimo un N = 33 de muestras positivas y un
equivalente de muestras negativas; este tamafio de muestra permite tener un numero de datos
estadisticamente valido para inferir el comportamiento de una poblacién y adicionalmente suministra un
margen razonable (10%) para sustraccion de datos atipicos.

o Verificacion de un método del fabricante sin soporte robusto de validacion primaria: cuando el
fabricante suministra informacién de estudios internos y externos aplicados al método con un tamafio de
muestra inferior a 30 muestras procesadas, no se puede tener certeza del nivel de robustez con el cual
se desarroll6 la validacién primaria, por tanto, es prudente adoptar criterios mas estrictos para evaluar el
método. En estos casos se establece procesar minimo un N = 55 de muestras positivas y un equivalente
de muestras negativas, adoptando el criterio detallado en el documento CLSI EP12 A2 e incluyendo un
margen razonable (10%) para sustraccion de datos atipicos.

o Validacion de modificacién de un método del fabricante: en algunos casos especificos y mediando
una justificacién técnicamente valida, puede ser necesario ajustar una variable en el proceso de ejecucion
del método (por ejemplo, esquemas de mezcla de muestra, niumero de réplicas, etc.). Para realizar una
evaluacién del impacto de la modificacion implementada, se debe trabajar un tamafio de muestra
estadisticamente representativo (minimo un n=33), el cual debe idealmente ser procesado en condiciones
de precision intermedia (cambio de dia y/o analista) y enfocado a evaluar el cambio a evaluar.

9. PARAMETROS A EVALUAR
9.1. Inclusividad y Exclusividad [AOAC Appendix J]

e Los ensayos se realizan directamente con las cepas aisladas directamente por el LSP, custodiadas y manejadas en
el cepario de acuerdo con los lineamientos correspondientes construidos para este fin.

e Parael caso en que se utilicen medios de cultivo preparados en el LSP, estos deben ser evaluados de acuerdo con
criterios adecuados que pueden incluir ensayos de productividad, selectividad, rendimiento y esterilidad.
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e Para cada cepa utilizada en la evaluacion, debe ser reportada la fuente que documenta la caracterizacién y método
(s) utilizados para determinar la identidad. Esta informacion debe ser incluida en los soportes que acompafian el
disefio de validacion o verificacion.

e Para el estudio de inclusividad la fase de recuperacién de las cepas target debe incluir cualquier fase de pre-
enriquecimiento o enriquecimiento segun aplique al método de ensayo bajo estudio. De igual forma si incluye una
etapa de confirmacién adicional, esta debe realizarse para las cepas seleccionadas.

e Parael estudio de exclusividad las cepas deben ser recuperadas en un medio no selectivo en la fase de aislamiento
con el fin de ser probadas en los medios selectivos correspondientes. Si el método supone realizar un pre-
enriquecimiento y/o enriquecimiento antes de la etapa de deteccion este debe ser aplicado segun establezca el
método bajo estudio.

e Laevaluacion de inclusividad y exclusividad debe ser desarrollada en forma simultanea; los aislamientos deben ser
codificados aleatoriamente asegurando que los analistas no puedan conocer la identidad de los microorganismos bajo
prueba.

e Para la evaluacién de inclusividad y exclusividad se debe procesar al menos 10 cepas target y no target
respectivamente. El indculo a emplear corresponde a suspender una colonia (tomada con asa de 10 pl) en 100 ml de
matriz seleccionada para trabajar el ejercicio experimental.

e Analizar los datos de inclusividad y exclusividad para la identificacion correcta, identificacion errénea y organismos
no identificados. Los datos se informan como nimero de cepas correctamente identificadas.

e Elinforme del estudio debe incluir los resultados obtenidos asociados a la informacién de las cepas probadas, su
origen y caracteristicas esenciales méas el resultado de caracterizacion inicial.

e Elinforme consolidado del estudio debe considerar lo siguiente:

PANEL DE INCLUSIVIDAD / EXCLUSIVIDAD
Inclusividad (cepas target / objeto de estudio)

. . Conclusiones del estudio
Microorganismo

Serotipificacion u Tipo de Resultado de la Identificacion
otro método de material de prueba
confirmacion control (Identificacion o g '3
Género | Especie adicional (MRC-MR- ausencia de 2 g Observaciones
(Cuando aplica) MQC) crecimiento) 3 e

n
Exclusividad (cepas no target / no objeto de estudio)
1
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e  El criterio de aceptacion para esta fase de evaluacion tedricamente debe corresponder al 100% de identificaciones
correctas para el parametro de inclusividad y 0% de deteccién para el parametro de exclusividad. Sin embargo,
adicionalmente debe realizar correlacion frente al comportamiento de los parametros de sensibilidad y especificidad
respectivamente.

9.2. Identidad / Selectividad [IDEXX]

Es necesario establecer que la sefial producida en la etapa de medicion se debe unicamente al analito (mensurando) y no
a la presencia de algo quimica o fisicamente similar o que surja como una coincidencia; esta es la confirmacién de la
identidad. La selectividad (especificidad) es atributo del método que garantiza la confiabilidad de las mediciones en
presencia de interferencias. Es bastante dificil establecer que nada interfiere ya que siempre existe la posibilidad de
encontrar alguna interferencia no reconocida hasta el momento [EURACHEM - AEFI].

A partir de los cultivos de muestras naturalmente contaminadas o fortificadas, se debe realizar un porcentaje de
aislamientos tras la incubacién de los tubos o dispositivos del fabricante, seleccionando para siembra en medios selectivos
y posterior confirmacién de identificacién. Con el fin de tener una evaluacion representativa se debe procesar un n = 33
distribuido como se detalla a continuacion:

e 11 aislamientos de tubos o celdas de reaccion que muestren reaccion positiva para coliformes totales, de tal forma
que se propenda por la inclusién de la gamma de reacciones posibles.

e 11 tubos o celdas de reaccién que muestren reaccién positiva para E. coli o coliformes fecales, de tal forma que se
propenda por la inclusion de la gamma de reacciones posibles.

e 11 tubos o celdas de reaccién que muestren reaccion negativa.

Determinar mediante tabla de contingencia 2 x 2 los porcentajes de sensibilidad, selectividad (especificidad) estimadas y
las correspondientes tasas de falsos positivos y negativos, basados en las confirmaciones bioquimicas de los
microorganismos aislados.

9.3. Limite de deteccion (LOD) [AOAC Appendix F — Appendix H]

Los limites de trabajo confiables se pueden inferir ara los métodos microbiologicos desde las especificaciones de los
métodos en cuanto a rangos confiables para el recuento. Para determinar el LOD se deben aplicar los siguientes criterios:

e En esta herramienta el parametro se evallia sobre la probabilidad de que el método detecte al menos 1 unidad
formadora de colonias (ufc) en la porcién de muestra de ensayo.

e Para la estimacion de los parametros la herramienta utilizada es el POD Program la cual se encuentra disponible en
el link http://www.wiwiss.fu-berlin.de/fachbereich/vwl/iso/ehemalige/professoren/wilrich/index.html de la Freie
Universitat Berlin. Dado que el programa es frecuentemente actualizado, se sugiere verificar la version vigente al
momento del uso de la herramienta.

e Laestrategia de analisis corresponde combinar sensibilidad, especificidad, falsos positivos y falsos negativos en uno
parametro unico, equivalente a la probabilidad de deteccién (POD), que cubre todos los rangos de concentracion,
tanto cero como distinto de cero. Este modelo simplificado permite comparar probabilidades de deteccién del método
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9.4.

9.5.

a través de las concentraciones y ademas permite representar los datos de validacién/verificacién como una curva
POD graficada por concentracion frente a la probabilidad asociada [Adaptado AOAC Appendix H].

09 !
0.8 ] all
/

0.6 /

0.5

04 /

03

0.2 /
0

0 0.5 1 15 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5

Probability Of Detection

Concentration (CFU/Test Portion)

Fuente AOAC Appendix H

La herramienta permite obtener la Probabilidad de deteccion (POD) 50% (PODso%) y 95% (PODos%) asociada a sus
intervalos de confianza al 95%.

Limite de cuantificacion (LOQ)

El limite de cuantificacién se determina a partir del rango de concentracion en que la curva de probabilidad de
deteccion (POD) marque un 100% de deteccion.

Se debe realizar una confirmacién grafica mediante la confrontacion del rango de concentracion vs la precisidn en
unidades logaritmicas base 10 / veracidad en porcentaje de recuperacion, con el fin de verificar el rango a partir del
cual se obtienen resultados con precision y veracidad de manera consistente.

El criterio de precision se define en términos de rango (diferencia entre réplicas) y corresponde al establecido en SM
9020 (ver item Precision del presente documento) y el de veracidad se define respecto al porcentaje de recuperacién
esperado y los intervalos de confianza asociados al NMP promedio (ver item de veracidad del presente documento).

Efecto Matriz [AOAC Appendix J - FAO 2013]

Por principio el ejercicio de evaluacién tendra como uno de sus objetivos evaluar el comportamiento del método en las
diferentes matrices aplicables. Sin embargo, si se decide que dicha aplicacion sea gradual o si se identifica la necesidad
de trabajar el método con matrices fundamentalmente diferentes a las incluidas, se debe valorar el efecto que la matriz
puede tener sobre el resultado de ensayo la siguiente herramienta de calculo de los porcentajes de recuperacion en
muestras fortificadas asi:
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e Elestudio de efecto matriz debe ser conducido en un dia de analisis, procesando simultaneamente las matrices objeto
de estudio.

e Siel ensayo tiene por objeto la deteccién de mas de un microorganismo target, se deben estructurar categorias que
permitan la evaluacion simultanea de los mismos en las matrices alcance del estudio/ensayo.

e  Se debe realizar la valoracién del efecto matriz para la recuperacion del microorganismo target para cada matriz que
se incluya en el alcance del método.

e  Se preparan inoculos de concentraciones baja y media, con los cuales se fortifican las matrices a evaluar, procesando
cinco (5) réplicas para cada concentracion.

e Es vélido realizar el andlisis de efecto matriz desde los datos obtenidos en la fase de evaluacion del Limite de
Deteccién/Limite de cuantificacién, tomando los datos generados a partir los dos rangos de concentracion
equivalentes o superiores al limite de cuantificacion.

e Se evalla el porcentaje de recuperacion promedio (ver item de veracidad del presente anexo) de conformidad con
los criterios de aceptacion establecidos para la metodologia de analisis y/o los establecidos previamente en la
validacion o verificacion del método, esto en caso de incorporar una nueva matriz en el alcance de aplicacién. Esta
evaluacién permite determinar si existe 0 no un efecto de la matriz que impacte negativamente la recuperacion del
microorganismo target.

e Realizar la comparacion de los resultados transformados en logaritmo base 10 obtenidos mediante la herramienta de
ANOVA de un factor para verificar que no existen diferencias significativas entre las medias asociadas a cada matriz.

9.6. Precision
Método GTC 84 / UNE-EN-ISO 13843 - Criterio de precision
La precisidn de los resultados en NMP depende del recuento mismo, pero de una manera un poco mas complicada que la
del recuento de colonias. La desviacion estandar del registro de NMP es una curva ondulatoria. Tienen tanto elementos
minimos locales como niveles de dilucidn existentes en el conjunto de deteccion. [GTC 84/ UNE-EN-ISO 13843].
Para la estimacién de precision se adopta la formula de Cochran [GTC 84/ UNE-EN-ISO 13843] en la cual el calculo se
realiza en escala logaritmica y depende del nimero de tubos/pozos (n) y del factor de dilucion (f) entre diluciones
consecutivas.
Formula para diluciones décuplas:

log f

Siognmp = 0,58 o
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Formula para dilucién menor a 10:

log f
SlogNmp = 0,55 o

Método Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater [SM 9020]

e  Procesar duplicados de las muestras incluidas en el panel de validacion/verificacion las cuales deben corresponder
minimo 15 muestras para cada matriz/analista participante en el ejercicio.

e Lasmuestras a incluir deben ser positivas idealmente; dicha condicidn debe asegurarse mediante una caracterizacién
historica o por fortificacion a una concentracion superior al limite de cuantificacion del método (rango estimado),
propendiendo por cubrir el intervalo de aplicacion del método en las muestras rutinarias.

e Registrar los duplicados D1y D2 y calcular el logaritmo base 10 de cada resultado. En casos excepcionales y si el

resultado de una muestra naturalmente contaminada que se esperaba diera positiva arroja un resultado <1,
reemplazar por 1 para el calculo del logaritmo.

e  (Calcular el rango R de cada par de duplicados transformados y la media de dichos rangos R.

e El criterio de precisién corresponde a:

Z Rlog
n

E =
Criterio de precisién = 3.27 * R
9.7. Veracidad
Porcentaje de recuperaciéon [SM 9020]
Permite evaluar la cantidad de microorganismo target que el método de prueba es capaz de recuperar cuando una matriz
es inoculada con un nimero conocido de microorganismos. Para realizar el andlisis se deben fortificar o adicionar

muestras naturales, a las cuales por principio se les debe caracterizar su contenido inicial de microorganismos target.

e Con los resultados obtenidos de por lo menos seis corridas analiticas montadas por duplicado, se debe calcular la
media de la concentracién del microorganismo target.
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e Finalmente se debe calcular el porcentaje de recuperacion de acuerdo a lo definido por el método o aplicando la
siguiente formula:

% Recuperacion = Media de la concentracién de microorganismo target X 100
Concentracion de microorganismo inoculada

Intervalos de confianza [SM 9020- 1ISO 9308-2 — BAM]

Para una concentracion de microorganismo target, se calcula la media geométrica de los resultados expresados en NMP
y posteriormente se confrontan frente a los intervalos de confianza definidos al 95%:

e Para cadarango de concentracién incluido en el ejercicio de validacion se realiza transformacion del dato en logaritmo
base 10.

e Se halla la media aritmética de los datos transformados correspondiente a los resultados obtenidos por todos los
analistas participantes para cada rango de concentracion establecido.

e  Se halla la media geométrica de los datos transformados obtenidos en el anterior paso, la cual se calcula asi:

Xg = n\/ (x1) (x2) oo (x)

y

2 logx;

log x4 = "

Esto es, la media geométrica en NMP es igual al antilogaritmo de la media aritmética de los logaritmos.
e  Se establece el cumplimiento de la media geométrica global frente al intervalo de confianza al 95% desde los criterios
establecidos en la tabla NMP, de acuerdo a la naturaleza de la categoria de matriz respectiva (agua-ISO 9308-2)
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