VALIDACION DEL METODO P/A (PRESENCIA/AUSENCIA) PARA LA
DETECCION DE PATOGENOSE INDICADORESEN AGUAS, MEDIANTE UN
ESTUDIO INTERCOLABORATIVO Y OTRO INTERCOMPARATIVO
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Oviedo, 9/2000, donde faltaban los pardmetros de sensibilidad, especificidad y limite de deteccion.).

El estudio incluyé 3 fases: 12 fase: Se analizaron, entre los afios 1997 y 2000, un total
de 248 duplicados de muestras naturales de aguas (de la red de aguas potables, de mar, y de
plantas embotelladoras de bebidas de consumo humano), para los parametros mas habituales
entonces. Coliformesy E.coli, entre un total de 10 laboratorios independientes repartidos por
toda la geografia espariola, 2 de ellos de la Administracion publicay 8 privados. En € afio
2003 se anadieron a lalista de participantes otros 2 laboratorios privados, otras 40 muestras.

Se compararon los resultados de presencialausencia de los 2 parametros
microbioldgicos diferentes (Coliformes y E.coli), con respecto a los obtenidos con €l
método de filtracion de membrana, hoy método de referencia. El medio de P/A, cedido por
Laboratorios MICROKIT a los participantes, fué e Caldo MCC-COLICULT (Lauryl
MUG+X-Gal) para Coliformes (se considerd positivo todo virgje a azul, en 24 h a 37°C) y
E.coli (se considerd positivo todo agua fluorescente bagjo luz U.V.A. de 366 nm, en 24 h a
37°C). Los medios MF para comparacion fueron: ENDO para coliformes totales (se
consider6 como coliforme toda colonia roja y como E.coli toda colonia roja con brillo
metalico, en 24 h a 37°C). M-FC/IM7hFC para coliformes fecales (se consideré6 como
coliforme fecal-presunto E.coli toda colonia azul, en 24 h a 44,5°C). Tergitol 7-Chapman
TTC Agar (aungue todos sabemos que esto implica muchos falsos positivos, se considerd
como coliforme toda colonia amarilla o naranja 'y como E.coli toda colonia amarilla con
centro naranja, en 24 h a 37°C). Lamentablemente nadie identifico los presuntos positivos de
cada método, invalidando asi € estudio, por 1o que hubimos de tomar e méodo MF como
método patron, aungue no estemos de acuerdo en absoluto: Efectivamente, durante estudios
previamente realizados en USA en los afios 1970, e método MF obtuvo, con ENDO, jun
36% de falsos negativos confirmados con respecto al método P/A! Para Coliformes, 59 de
248, € 23,79% de las muestras, fué positivo por alguno de los dos métodos, € 76,21%
negativo. Para E.coli, 16 de 248, €l 6,45% de las muestras, fué positivo por alguno de los dos
métodos, e 93,55% negativo. Los resultados estadisticos hubieran resultado maéas
significativos si se hubieran conseguido aproximadamente un 50% de aislamientos positivos
y un 50% de negativos, para cada parametro. Por ello, en nuestro caso, tendera a conocerse
con mayor grado de fiabilidad |a selectividad/especificidad que la sensibilidad. Sin embargo,
59 positivos para coliformes y 16 positivos para E.coli resultan muy representativos, ya que
se cumple sobradamente e minimo requerido en validaciones de 10 muestras, por |o que los
resultados de sensibilidad tambien son estadisticamente significativos. Por fin, los resultados
con agua de mar son muy dispares, aungque parece haber unanimidad en el exceso de
resultados falsamente positivos, que no aconsgjan € uso del método P/A para
Coliformes/E.coli en aguas marinas.



22 fase: El estudio de limites de deteccion fue integramente realizado durante 2002
por Laboratorios MICROKIT, S.L, con un triplicado de 100 muestras de 100 ml cada una.

Sensibilidad (v falsos negativos) del méodo P/A frente al MF, pardmetro COLIFORMES:

De los 59 aislamientos presuntamente positivos para coliformes:

En P/A se aidaron 45 muestras positivas (76,27%), de las que 14 eran contrastando
con Endo y 34 con Tergitol 7-Chapman TTC.

En MF (suma de todos |os medios) se aislaron 54 muestras positivas (85,71%).

Para el medio ENDO, se aislaron 12 positivos, frente a 14 positivos aislados por P/A,
lo que indica que el método P/A es un 14,29% mas sensible que e método MF con Endo.

Para el medio Tergitol 7-Chapman TTC, se aislaron 45 positivos, frente a 34 positivos
aislados por P/A, 1o que indica que e método MF con Tergitol 7-Chapman TTC seria un
24,44% mas sensible que e méodo P/A, SI SE HUBIESEN CONFIRMADO COMO
POSITIVOS TODOS LOS AISLAMIENTOS PRESUNTIVOS DEL Tergitol 7-Chapman
TTC. Todos sabemos que no es asi, por lo que hemos de tomar estos datos con suma cautela.

MEDIO (Y METODO) TERGITOL 7-CHAPMAN TTC (MF) MCC COLICULT (P/A)
SENSIBILIDAD AL SER EL MEDIO Y METODO DE 34/45= 75,56%
REFERENCIA, SERIA EL 100%

FALSOS NEGATIVOS 0 DE 45 PRESUNTOS POSITIVOS 11 DE 45 PRESUNTOS
POSITIVOS

MEDIO (Y METODO) ENDO AGAR (MF) MCC COLICULT (P/A)

PARA COLIFORMES

SENSIBILIDAD 12/14=85,71% CON RESPECTO AL ENDO,

SERIA EL 100%

FALSOS NEGATIVOS 2 DE 14 PRESUNTOS POSITIVOS 0 DE 14 PRESUNTOS

POSITIVOS

Lo que si se puede concluir es que, para COLIFORMES, e método P/A se
coloca, en cuanto a senshbilidad (escasez de falsos negativos con respecto al total de
positivos), entre los dos medios mas universales del método MF: ENDO y Tergitol 7-
Chapman TTC. Por dlo, este parametro queda validado para € método P/A.

Sensibilidad (y falsos negativos) del método P/A frente al MF, pardmetro E.coli:

De los 16 aislamientos presuntamente positivos para E.coli:

En P/A se aislaron 13 muestras positivas (81,25%), de las que las 13 eran
contrastando con MFC/M7hFC y ninguna con Tergitol 7-Chapman TTC.

En MF (suma de todos los medios, aunque en Tergitol 7-Chapman TTC no se obtuvo
ningun positivo para E.coli) se aislaron 11 muestras positivas (68,75%).

Para el medio Tergitol 7-Chapman TTC, se aislaron O positivos, frente a los otros 11
positivos aislados en MFC/M7hFC y frente a los 13 positivos aislados por P/A, 1o que indica
gue e método MF con Tergitol 7-Chapman TTC tendria un 0% de sensibilidad para E.coli, €l
método MF con MFC/m7hFC tendria un 68,75% de sensibilidad para E.coli y el método P/A
un 81,25% de sensibilidad para E.coli, la méxima conseguida.

MEDIO (Y METODO)[TERGITOL 7- MFC/M7hFC (MF) MCC COLICULT (P/A)
PARA E.coli CHAPMAN TTC (MF)

SENSIBILIDAD 0% 68,75 13/16= 81,25%
FALSOS NEGATIVOS 16 DE 16 POSITIVOS 5 DE 16 POSITIVOS 3 DE 16 POSITIVOS




Se concluye que, para E.coli, é método P/A se coloca, en cuanto a sensibilidad
(escasez de falsos negativos con respecto al total de positivos), en cabeza, muy por
encima de los dos medios mas univer sales del método MF: M-FC (y M7hFC) y Tergitol
7-Chapman TTC. Por €llo, este parametro queda validado para el método P/A.

Especificidad (y falsos positivos) del método P/A frente al MF, pardmetro COLIFORMES:

De los 189 aislamientos negativos para coliformes:

En P/A (5 falsos positivos de 189 muestras negativas), la especificidad para
Coliformes resulta ser del 97,35 %.

En MF (14 fasos positivos de 189 muestras negativas), la especificidad para
Coliformes resulta ser del 92,59%. De €llos, 2 son en ENDO (98,94%) y 12 en Tergitol 7-
Chapman TTC (93,65%).

MEDIO/METODO ENDO/MF TERGITOL/MF MF (GLOBAL) MCC P/A
ESPECIFICIDAD 98,94% 93,65% 92,59% 97,35%
FALSOS + 2DE 189 12 DE 189 14 DE 189 5 DE 189

Salta a la vista que e mejor método en cuanto a especificidad (escasez de falsos
positivos con respecto al total de negativos) para Coliformes es el P/A. Si se compara con
el medio de referencia, €l Tergitol 7-Chapman TTC, ganamos un 3,7% de especificidad, es
decir, nos ahorramos confirmar e 3,7% de las muestras presuntamente positivas. El medio
Endo resulta aln mas selectivo, pero ya se vié que resultaba e menos sensible de los 3
medios. Por ello, este parametro queda validado para el método P/A.

Especificidad (y falsos positivos) del método P/A frente al MF, pardmetro E.coli:

De los 232 aislamientos negativos para E.coli:

En P/A (3 falsos positivos de 232 muestras negativas), la especificidad para E.coli
resulta ser del 98,71 %.

En MF (3 falsos positivos de 232 muestras negativas), la especificidad para E.coli
resulta ser idéntica, del 98,71%. Todos los falsos positivos son en MFC, por lo que a
Tergitol 7-Chapman TTC cabe atribuirle una especificidad del 100% para E.coli.

MEDIO/METODO MFC-M7hFC/IMF TERGITOL/MF MF (GLOBAL) MCC PIA
ESPECIFICIDAD 98,71% 100,00% 98,71% 98,71%
FALSOS + 3 DE 232 0 DE 232 3 DE 232 3 DE 232

Se concluye que la especificidad para E.coli es excelente en los tres casos
estudiados, con un 6ptimo en el medio Tergitol 7-Chapman TTC, seguido tanto del MFC
como del método P/A. Usemos el método y medio que usemos, dentro de los aqui estudiados,
para E.coli son de esperar muy pocos falsos positivos, por |0 que nos ahorraremos numerosas
confirmaciones. Por ello, este parametro queda validado para el método P/A.



L imite de deteccion, par ametr o Colifor mes:

Para detectar este pardmetro se realizaron muestras paraelas por ambos métodos: MF con €l
medio mas sensible (Chapman TTC-Tergitol 7 con Triptéfano) y P/A mediante MCC COLICULT,
inoculando cepas conocidas de diversos Coliformes (Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae y
Serratia marcescens), hasta obtener cargas de Coliformes Totales cercanas a 100 ufc/100 ml, y
realizando a partir de éstas, diluciones seriadas 1/10, 1/20, 1/40, 1/60, 1/80 y 1/100, hasta conseguir
muestras cuyas cargas eran de 10 ufc/1000 ml de agua (el equivalente de 1 ufc/100 ml, pero
minimizando riesgos). Una vez conseguida la dilucion correcta, se realizaron 10 muestras de 1000 ml
(equivalentes a 100 muestras de 100 ml), a fin de obtener los resultados con una fiabilidad del 99%.
Ademés del Tergitol 7-Chapman TTC, se duplico €l andlisis P/A, realizando 10 andlisis con frascos
preparados P/A (MICROKIT RPL303) y otros 10 con viaes de polvo irradiado (MICROKIT
FPA900). Los resultados, para dicha muestra donde se consiguieron 10 ufc/litro (1 ufc/100 ml)

fueron:

Muestra cuya carga| RECUENTOMF M CC P/A preparado MCC P/A polvo
esperada de Coliformes| TERGITOL 7 CON (10 kits RPL 303, para (10 kits FPAQ00, para
Totales fue de 10 ufc en TRIPTOFANO 100 ml cada uno) 100 ml cada uno)
1000 ml (1 ufc/100 ml) (por litro)

Muestra 1 9 ufc/l Presenciaen 9/10 kits | Presenciaen 9/10 kits
Muestra 2 7 ufcl/l Presenciaen 4/10 kits | Presenciaen 7/10 kits
Muestra 3 3 ufc/l Presenciaen 10/10 kits | Presenciaen 9/10 kits
Muestra 4 0 ufc/l Presenciaen 8/10 kits | Presenciaen 6/10 kits
Muestra 5 5 ufc/l Presencia en 10/10 kits | Presencia en 9/10 kits
Muestra 6 4 ufcll Presenciaen 10/10 kits | Presencia en 5/10 kits
Muestra 7 8 ufc/l Presencia en 10/10 kits | Presencia en 9/10 kits
Muestra 8 6 ufc/l Presenciaen 10/10 kits | Presencia en 8/10 kits
Muestra9 2 ufc/l Presenciaen 8/10 kits | Presenciaen 9/10 kits
Muestra 10 9 ufc/l Presenciaen 7/10 kits | Presencia en 8/10 kits
Suma 53 ufc/l Presencia 86/100 kits | Presencia 79/100 kits

Se consider6 ufc de Coliforme en Tergitol 7-Chapman TTC, toda colonia amarilla o naranja crecida
en 24-48 horas a 37°C. Se considerd presencia de Coliforme en P/A, todo frasco virado a azul
turquesa en 24-48 horas a 37°C. Se demuestra asi que e método P/A para coliformes tiene un
limite minimo de deteccién de 1 célula en 100 ml en el 82,5% de las muestras, con muy superior
probabilidad de acierto que la del método MF en Tergitol-Chapman TTC, donde e limite de
deteccion de 1 célula en 100 ml se encuentra en €l 53,0% de las muestras. Dentro del método P/A,
funciona algo mejor el kit preparado en medio hidratado (deteccién de 1 célula en 100 ml en € 86%
de las muestras) que €l polvo irradiado (deteccion de 1 célula en 100 ml en € 79% de las muestras),
aungue éste sigue teniendo mucha mayor probabilidad de acierto que e método MF (deteccion de 1
célula en 100 ml en e 53,0% de las muestras). Para més de 10 células en 100 ml, la deteccién se
realiza en e 99% de las muestras para el método Presencia/Ausenciay en e 98% de las muestras para
el método MF en Tergitol-Chapman TTC. Asi, este par ametr o queda validado para P/A.

L imite de deteccion, parametro E.coli:

Para detectar este pardmetro se realizaron muestras paraelas por ambos métodos: MF con €l
medio mas especifico (Chapman TTC-Tergitol 7 con Triptéfano) y P/A con e MCC COLICULT,
inoculando diversas cepas confirmadas de E.coli, hasta obtener cargas cercanas a 100 ufc/100 ml, y
realizando a partir de éstas, diluciones seriadas 1/10, 1/20, 1/40, 1/60, 1/80 y 1/100, hasta conseguir
muestras cuyas cargas eran de 10 ufc/1000 ml de agua (el equivalente de 1 ufc/100 ml, pero
minimizando riesgos). Una vez conseguida la dilucién correcta, se realizaron 10 muestras de 1000 ml
(equivalentes a 100 muestras de 100 ml), a fin de obtener los resultados con una fiabilidad del 99%.
Ademés del Tergitol 7-Chapman TTC, se duplico el andlisis P/A, realizando 10 andlisis con frascos



preparados P/A (MICROKIT RPL303) y otros 10 con viaes de polvo irradiado (MICROKIT
FPA900). Los resultados, parala muestra donde se consiguieron 10 ufc/litro (1 ufc/100 ml) fueron:

Muestra cuya carga RECUENTO MF MCC P/A preparado MCC P/A polvo
esperada de E.coli fue| TERGITOL-TRIPTOF. (10 kits RPL 303, para (10 kits FPA900, para
de 10 ufc en 1000 ml (por litro) 100 ml cada uno) 100 ml cada uno)
Muestra 1 9 ufc/l Presenciaen 10/10 kits | Presenciaen 9/10 kits
Muestra 2 8 ufc/l Presencia en 10/10 kits | Presencia en 9/10 kits
Muestra 3 8 ufcll Presenciaen 9/10 kits | Presenciaen 8/10 kits
Muestra 4 9 ufc/l Presencia en 10/10 kits | Presencia en 9/10 kits
Muestra5 8 ufcll Presenciaen 9/10 kits | Presenciaen 9/10 kits
Muestra 6 11 ufc/l Presencia en 10/10 kits | Presencia en 8/10 kits
Muestra 7 8 ufc/l Presenciaen 9/10 kits | Presencia en 9/10 kits
Muestra 8 8 ufcll Presenciaen 8/10 kits | Presenciaen 9/10 kits
Muestra9 7 ufc/l Presenciaen 7/10 kits | Presencia en 8/10 kits
Muestra 10 10 ufc/l Presenciaen 10/10 kits | Presencia en 9/10 kits
Suma 86 ufc/l Presencia 92/100 kits | Presencia 87/100 kits

Se considerd ufc de E.coli en Tergitol 7-Tryptophan Agar (MICROKIT DMT214, PPL903), toda
colonia amarilla con centro naranja crecida en 24-48 horas a 37°C y que virara inmediatamente €
reactivo de Kovacs, de amarillo arojo (Indol +), directamente en la colonia. Se considerd presenciade
E.coli en P/A, todo frasco fluorescente bajo luz UVA de 366 nm, tras 24-48 horas a 37°C, que ademas
produjera inmediatamente anillo rojo de Indol en su superficie, tras afadirle 1 ml de reactivo de
Kovacs. Se demuestra asi que el método P/A para E.coli tiene un limite minimo de deteccion de 1
célula en 100 ml en e 89,5% de las muestras, con mayor probabilidad de acierto que la del
método MF en Tergitol-Chapman TTC, donde €l limite de deteccion de 1 célula en 100 ml se
encuentra en el 86,0% de las muestras. Dentro del método P/A, funciona algo mejor €l kit preparado
en medio hidratado (deteccion de 1 célulaen 100 ml en el 92% de las muestras) que €l polvo irradiado
(deteccion de 1 célula en 100 ml en e 87% de las muestras), aunque éste sigue teniendo mayor
probabilidad de acierto que € método MF (deteccién de 1 célula en 100 ml en el 86,0% de las
muestras). Para mas de 10 células en 100 ml, la deteccidn se realiza en el 100% de las muestras para
ambos métodos. Por €llo, este pardmetr o queda validado para € método P/A.

CONCLUSIONES:

1-Para Coliformes, e método P/A se coloca, en cuanto a sensibilidad (escasez de falsos negativos
con respecto al total de positivos), entre los dos medios mas univer sales del méodo MF: ENDO
y Tergitol 7-Chapman TTC.

2- Para E.coli, el método P/A se coloca, en cuanto a sensibilidad (escasez de falsos negativos con
respecto al total de positivos), en cabeza, muy por encima de los dos medios mas univer sales del
método MF: M-FC (y M7hFC) y Tergitol 7-Chapman TTC.

3- Para Coliformes, tambien en especificidad el método P/A se coloca entre los dos medios mas
universalesdel método MF: ENDOy Tergitol 7-Chapman TTC.

4- La especificidad para E.coli es excelente en los tres casos estudiados, con un 6ptimo en €
medio Tergitol 7-Chapman TTC, seguido tanto del MFC como del método P/A.

5- El método P/A para coliformestiene un limite minimo de deteccion de 1 célula en 100 mi, con
muy superior probabilidad de acierto que la del método MF en Tergitol-Chapman TTC.

6- El método P/A para E.coli tiene un limite minimo de deteccién de 1 célula en 100 ml, con
mayor probabilidad de acierto quela del método MF en Tergitol-Chapman TTC.




3 fase: Ademas de este estudio, invitamos a la participacion de todos los laboratorios de andlisis de
aguas en SEILAGUA, servicio intercomparativo trimestral de microorganismos del agua
coordinado por Laboratorios MICROKIT, SL. ya que este servicio esta demostrando
reiteradamente que los laboratorios que utilizan el método P/A obtienen una proporcion infima
de falsos negativos, en comparacion con los que usan el método de Filtracion de Membrana, y
ello es cierto para pardmetros tan dispares como E.coli, Enterococos, Clostridium perfringens,
Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas hydrophila, Legionella pneumophila, Saphylococcus aureus,
Salmonella spp, Shigella spp, Vibrio cholerae y Microalgas/Cianobacterias. En concreto, para €l
primer afio de este servicio (otras 109 muestras de agua):

@ En e segundo servicio, de verano de 2002, se demostré un 29% de resultados falsamente
negativos por Filtracién de Membrana para Staphylococcus aureus, frente a un 0% mediante el
método P/A.

< En €l tercer servicio, de otofio de 2002, para Legionella pneumophila se obtuvo nada menos que
un preocupante 83,3% de andlisis falsamente negativos por e método de Filtracion de
Membrana, frente a un 25% por e método P/A; y del 100% de andlisis falsamente negativos
para Vibrio cholerae por Filtracion de Membrana, frente a un 0% por e método
Presencia/Ausencia.

< En e cuarto servicio, de invierno de 2002 a 2003, para E.coli se obtuvo e 10% de falsos
negativos por MF y el 0% por P/A. Para Enterococos y Salmonella, el 0% de falsos negativos en
ambos métodos. Para Legionella pneumophila se abtuvo € 100% de falsos negativos por €
método de Filtracion de membrana, protocolo SO 11731, frente a “sélo” un 20% de falsos
negativos por €l método P/A MICROKIT. En este caso la Legionella pneumophila ATCC 33152
inoculada estaba perfectamente revitalizada, a diferencia de la muestra de otofio; y €l caldo de
revitalizacion incluido (para 4 horas previas al andlisis) estaba especialmente disefiado para
Legionella, a diferencia del servicio de otofio. Y a pesar de todo €llo, los resultados MF de
invierno son aun peores que los de otofio, y los de P/A aiin mejores (sobre todo teniendo en
cuenta que 2 de los 10 laboratorios que usaron el método P/A no tenian experiencia previa con
este parametro y la detectaron sin dudas). MICROKIT estd estudiando un protocolo que
incluya el uso de este caldo GVPC-P/A Legionella para revitalizacion sélo 2-4 dias previos a la
filtracion (actualmente son 14 dias), a fin de intentar disminuir esta aberrante unanimidad de
falsos negativos obtenidos por MF, asi como motivar €l uso previo del caldo revitalizador sin
retrasar tanto los resultados. Creemos de la maxima importancia que este dato sea tenido en
cuenta por los expertos a la hora de definir futuros protocolos oficialess A) CON
REVITALIZACION y B) SIN RECUENTO (o con recuentos cuyas tolerancias sean amplias,
por ser dificil estandarizar €l recuento trasun enriquecimiento).

< En conjunto, durante los 4 servicios del primer afio SEILAGUA, con un total de 109 muestras de
8-11 pardmetros microbiol6gicos cada una (cerca de 1.000 andlisis), se obtiene casi 1 de cada 3
andlisis falsamente negativos mediante e método de Filtracién de Membrana, y casi 1 de cada 14
andlisis falsamente negativos por € método PresencialAusencia, con lo que € método P/A
demuestra ser casi 5 veces méasfiable que el método M .F.

= En en primer servicio SEILAGUA de 2003, se corroboran |os siguientes resultados:

SENSIBILIDAD Filtracion de Membrana P/A previo alaMF
Legionella pneumophila 0% 100%
Saphylococcus aureus 23% 100%

Vibrio cholerae 33% 100%

Resto pardmetros

SIN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS
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Madrid, 28 de Noviembre de 2002
Estimado cliente:

Nos es grato adjuntarle boceto de nuestra proxima publicacion sobre la
validacion del método Presencia/Ausencia, método del que su laboratorio es cliente habitual .

Dado que numerosos clientes nos han pedido ayuda en su validacion interna
del método, para su laboratorio concreto, a causa de su préxima acreditacion, les informamos
gue la smple incluson de su laboratorio como participante de este estudio
intercolaborativo serd mucho mas tenida en cuenta por cualquier auditor de
acreditacion/certificacion, que la simple validacion interna, para darles e visto bueno
definitivo respecto a su uso, maxime teniendo en cuenta las entidades que ya han participado.

Nos consta que muchos de Uds. no disponen de aparato de filtracion para
comparar el minimo de 10 muestras que estos ensayos intercolaborativos requieren. Es por
ello que tambien les ofrecemos nuestro aparato de filtracion de uso interno en [+D
(Milliflex de Millipore), durante 1 semanay sin coste alguno, siempre que se comprometan a
hacer uso del mismo en 10 muestras positivas y 10 negativas de Coliformesy de E.coli, en €
plazo maximo de 1 semana, comparando con € método P/A (I6gicamente, con kits de
MICROKIT). Les ofrecemos tambien, a precio de coste, e fungible necesario, que hemos
denominado “KIT VALIDACION P/A” con referencia KMTO07, y que no deben sentirse
obligados a comprarnos a nosotros, pero gue ofrecemos para su comodidad, al ser todo é
material imprescindible para este estudio (parametros sensibilidad y especificidad):

- Cepade E.coli + Mix de cepas de Coliformes totales para inocular en 10 muestras
naturales duplicadas de agua (cada cepa se vende habitualmente a 215,77 €).

- 20 Embudos estériles de filtracion Milliflex para medio sdlido, para las 20
muestras (10 positivosy 10 negativos).

- 20 Placas con membrana para uso con dichos embudos.

- Medio de cultivo preparados para Coliformes + E.coli (2 frascos 100 ml Tergitol 7
Agar parafundir en agua hirviendo y elaborar las 20 placas, de 10 ml cada placa).

- 2 cgas MCC-COLICULT con 10 frascos preparados (GRATIS por € pedido del
resto).

- 1 Reactivo Indol Kovacs para confirmacién de E.coli

- TOTAL COSTEKIT VALIDACION P/A: 38544 €+ IVA

Por todo ello, vamos a paralizar durante 2 meses dicha publicacion, a fin de darles a
todos Uds. la oportunidad de participar en ella. Rogamos que s estan interesados, se pongan
urgentemente en contacto con nuestro Director Técnico y Gestor de la Calidad, D.Jorge
Sanchis Solera, para consensuar € depdsito del aparato de filtracion, agilizar € pedido del
fungible necesario (KMTO007, si lo desean) y explicarles con detalle € protocolo de trabajo.

Esperando sepan apreciar nuestros esfuerzos, aprovechamos para saludarles, como
siempre, muy atentamente

Covadonga Estévez Sarabia
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PROTOCOL O DE VALIDACION METODO PRESENCIA/AUSENCIA

Los clientes de MICROKIT interesados en participar en la préxima publicacion
interlaboratorio sobre el tema, para que su laboratorio valide el método en comparacion con
el de filtracion de membrana, en los 3 parametros: “ sensibilidad, especificidad y eficiencia’,
deberan seguir los siguientes pasos.

1-

6-

Pedir a menos 1 kit de validacion P/A ref. MICROKIT KMTO007 para 10
muestras positivas mas 10 muestras negativas (total 20 muestras)

“Pedir vez” en el préstamo del aparato de filtracion (si no tienen en su laboratorio)

Seqguir € protocolo de trabajo que se adjunta mas abajo

Ser conscientes de que € plazo de presentacion de resultados comparativos
finaliza el 24 de Febrero de 2003, si desean ser incluidos en la publicacion que se
derivara, ya que para entonces se tendran los resultados comparativos de todos los
microorganismos del servicio intercomparativo SEILAGUA, que se incluiran
tambien en esta publicacion.

Conocer que € cuarto pardmetro de validacion, “limite de deteccion”, necesita de
100 muestras comparativas (total 200) y de una rigurosa precision en e calculo de
ufc en la muestra, por o que no ofrecemos su participacion. Este parametro ha
sido validado en las instalaciones de MICROKIT y aparecera en la publicacion tal

y como aparece en la segunda gal erada de dicha publicacion, que adjuntamos.

Dar su autorizacion escrita (firmay sello) si desean aparecer en la publicacién con
nombres de personasy empresas. En caso contrario apareceran como “anénimo”:

Autorizo a Laboratorios MICROKIT a que e nombre de las siguientes personas y/o
empresa aparezca en la publicacion definitiva sobre la validacion del método P/A en
Espaia:

Firma de la persona responsable en dicho laboratorio y sello de la empresa:

Enviar copiafirmaday selladaaMICROKIT, fax 91-897 46 41



Protocolo de validacion método P/A

1-Verter e mix bacteriano, compuesto por un cocktel de E.coli y por varias especies
de los géneros de coliformes: Klebsiella spp., Enterobacter spp. y Serratia spp., en 2
litros de agua del grifo tratada con Tiosulfato s6dico en un recipiente Unico. Tras
recibir el mix bacteriano debe conservarse en refrigeracion 4-8°C un maximo de 1
semana (-1 mes).

2-Agitar volteando al menos 10 veces para homogeneizar la muestra positiva.
3-Afadir 100 ml a cada uno de 10 de los kits preparados MCC P/A (muestras 1 a 10,
inoculadas, P/A)

4-Filtrar 100 ml en cada uno de 10 de los embudos estériles y depositar € filtro sobre
una placa preparada de Tergitol Agar-Chapman TTC (muestras 1b a 10b, inoculadas,
MF)

5- Repetir los pasos 3 y 4 con agua exenta de coliformesy de E.coli, con los otros 10
kits MCC P/A (muestras 11 a 20, sin inocular, P/A) y con los otros 10 embudos
estériles (muestras 11b a 20b, sin inocular, MF)

6-1ncubar 10s 40 test juntos a 35-37°C, 24-48 horas

7-Registrar los resultados (+ si aparecen 6 — si ho) en unatabla como la que sigue:

M étodo

PIA

MF

Par ametro

Coliformes

E.coli

Coliformes

E.coli

Muestral/1b

Muestra 2/2b

Muestra 3/3b

Muestra 4/4b

Muestra 5/5b

Muestra 6/6b

Muestra 7/7b

Muestra 8/8b

Muestra 9/9b

Muestra 10/10b

Muestra11/11b

Muestra 12/12b

Muestra 13/13b

Muestra 14/14b

Muestra 15/15b

Muestra 16/16b

Muestra 17/17b

Muestra 18/18b

Muestra 19/19b

Muestra 20/20b

Indicar en cada casillalos resultados obtenidos, sdlo con un signo + 6 -. Se consideran
con coliformes (+) en P/A, las muestras que viran a azul; y en MF las que tienen
alguna colonia naranja o roja. Se consideran con E.coli (+) en P/A, las muestras que
emiten fluorescencia azul (como latonica en las discotecas), en la oscuridad, cuando
se iluminan con luz ultravioleta de 366 nm (linterna MICROKIT VMTO050), y
DESPUES reaccionan positivo en Indol (anillo rojo en superficie tras 1 minuto de
anadir 1 ml de reactivo de Kovacs MICROKIT SBHO056); y en MF, las colonias
naranjas con centro amarillo, que producen viraje arosa del mismo reactivo, amarillo,
al afadir 1 gota sobre la colonia sospechosa (Atencidn, esta reaccion solo es directaen
colonias de E.coli crecidas en Tergitol Agar-Chapman TTC de la marca MICROKIT;
parael resto de marcas, tomar la colonia, incubarlaen 9 ml de Agua de Triptona, 24 h
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a 35-37°C, y anadir entonces la gota de reactivo de Kovacs, considerando positivo el
tubo que produzca anillo rojo en superficie tras 1 minuto).

8-Anotar el nimero de falsos positivos (muestras 11 a 20 gque den positivo) y € de
falsos negativos (muestras 1 a 10 que den negativo) obtenidos de cada uno de los dos
métodos, para ambos pardmetros (Coliformes y E.coli) en dos tablas como las que

siguen:

Coliformes

Método

P/A

MFE

Fal sos negativos

Sensibilidad

%

%

Falsos positivos

Especificidad

%

%

Eficiencia

%

%

E.coli

Método

PIA

MF

Fal sos negativos

Sensibilidad

%

%

Fal sos positivos

Especificidad

%

%

Eficiencia

%

%

Calcular l1a Sensibilidad como €l nimero de positivos obtenidos (10 menos el nimero
de falsos negativos) dividido por € nimero de positivos reales (que son 10), todo €ello
expresado en porcentgjes. Calcular la Especificidad como el nimero de negativos
obtenidos (10 menos € numero de falsos positivos) dividido por € numero de
negativos reales (que son 10), todo ello expresado en porcentges. Calcular y registrar
la Eficiencia como el nimero de positivos reales mas el nimero de negativos reales
obtenidos (20 menos el nimero de falsos negativos y menos e nimero de falsos
positivos), todo ello dividido por e nimero total de muestras (que son 20), y
expresado en porcentgjes.

9-Considerar validado el método P/A, con un 95% de acierto estadistico (al ser 20 las
muestras comparadas, entre positivos y negativos), s su sensibilidad, su especificidad
y su consecuente eficiencia, son iguales o superiores a las del método MF. Si alguno
de estos tres parametros es inferior en P/A que en MF, habria que repetir €l
experimento porque muy probablemente, algo se ha hecho mal (en comparacién con
las 451 muestras de los otros laboratorios que si 1o han validado).
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SO 9001

Madrid, 20 de Enero de 2003 Sanidad Exterior-Administracion Central
Subdirector General de Sanidad
Ambiental y Salud Laboral
Paseo del Prado, 18-20
28014-Madrid

Excmo. Sr:

Adjuntamos boceto preliminar del estudio intercolaborativo que con fecha
inminente (24 de Febrero de este afio) daremos por concluido, y que publicaremos a
partir de dicho momento en unarevista de alcance al laboratorio nacional.

Nos permitimos remitirselo dada la importancia que imaginamos podria
suponer a la hora de aceptar el método microbiologico de Presencia/Ausencia en la
Normativa de trasposicion de la Directiva Europea de Aguas de Consumo Humano,
dado que en & han participado mas de 40 laboratorios de nuestro pais desde el
afo 1997 hasta la actualidad, si bien muchos de ellos deben permanecer andnimos por
su propia peticion o por € hecho de participar en un servicio intercomparativo que es
de carécter confidencia (SEILAGUA de MICROKIT).

Creemos que la marca comercia no es o importante, aunque todo el estudio se
haya realizado con los kits P/A de MICROKIT, disefiados hace ya casi una década; 1o
importante es que el método P/A demuestra ser, a menos, tan sensible, especifico y
eficiente (0 mas) que el de Filtracion de Membrana, y para todos los parametros
mi crobiol 6gicos estudiados, incluidos E.coli, Enterococos, Clostridium perfringens y
hasta Legionella pneumophila, entre muchos otros.

Ello implicariala viabilidad de numerosos autoandlisis, que en la actualidad se
desarrollan sin seguir normativa pero, sobre todo, € tremendo aumento de la
capacidad para hacer mas andlisis por parte de los laboratorios que ya los hacen y
el aumento del numero de laboratorios que podrian realizarlos y que ahora no
pueden (sobre todo, de la industria alimentaria y numerosos Ayuntamientos de
localidades pequefias, sin experiencia en la analitica de microbiologia de aguas).

El 24 de Febrero les enviaremos €l borrador definitivo, que incluira los
resultados del ultimo servicio intercomparativo SEILAGUA de esta firma comercial.

Esperando contribuir, desde nuestra modesta colaboracién, en la mejora de la
capacidad analitica de la microbiologia de las aguas, aprovechamos para saludarles,

COmo siempre,
Atentamente
Jorge Sanchis Solera
Coordinador del estudio
Bidlogo
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Madrid, 20 de Febrero de 2003 Sanidad Exterior-Administracion Central
Director General de Sanidad Ambiental
y Salud Laboral: Dr.Francisco Vargas
Paseo del Prado, 18-20
28014-Madrid

Excmo. Sr:

Tras un mes exacto de nuestra ultima carta (ver reverso), en la que
les haciamos participes del boceto preliminar del estudio
intercolaborativo que damos ahora por concluido, y que vamos a
publicar en una revista de alcance al laboratorio nacional, nos es grato
adjuntar el proyecto definitivo, que incluye los ultimos resultados del
estudio intercomparativo de microbiologia de aguas SEILAGUA.

Nos permitimos remitirselo dada la importancia que imaginamos
podria suponer a la hora de aceptar e método microbiolégico de
Presencia/Ausencia y/o € método de pre-enriquecimiento revitalizador
(ambos con nuestro caldo GVPC modificado), tambien en €l caso de
Legionella pneumophila, en la futura Normativa de deteccion de este
patbgeno en muestras ambientales. A la vista de los resultados
intercomparativos sobre 30 clientes confidenciales en Espafia, donde la
Legionella se ha detectado como falsamente negativa en una
proporcion abrumadora de muestras analizadas por el método 1SO
11731, més o menos modificado, proponemos nuestro método previo de
tratamiento de la muestra.

Estamos convencidos de que ello implicaria un impactante aumento
de la sensibilidad en la deteccion de las, hoy afortunadamente estresadas,
legionellas en las muestras de campo.

Esperando contribuir, desde nuestra modesta colaboracion, en la
mejora de la capacidad analitica de la microbiologia de las aguas,
aprovechamos para saludarles, como siempre,

Muy atentamente
Jorge Sanchis Solera
Coordinador del estudio
Bidlogo
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GRAFICASVALIDACION METODO P/A

SENSBILIDADE coli (escasez de falsos -)
S/MEDIOS

BTERGITOL7- ®MFCM7hFC (MF) OMCC COLICULT (P/A) ‘

100%

81,25%

ESPEAFADAD E coli (escasez falsos+) S/
MVEDICS

| MVFGCM/hRCMF @ THRGTO/M- B M-(GLCRAL) O MITHRA

100,00%

100%
95%
90%
85%
80%
75%
70%

SENSBILIDAD GOLIFORVES (escasez de falsos - )
S MEDICS

100%

SRR P

100%
80%

60%

40%

20%

0%

B ENDO(MP) B TERGTOL 7-GHVIN TIC(MF) B MC@LIGAT(FA

ESPECIFICIDAD COLIFORMES (escasez de
falsos +) S/ MEDIOS

98,94% 97,35%

100% 3,65%92,59
90%

80%

0%

60%

50%

B BNDOMF O THRGTAU/M- B MF(G.CRA) O MICRA

%

LIMTE DE DETEGION-E Q0L
S/ METODO

100% Y
80%
60%
40%
20%
0%

@ RECUENTO MF TERGITOL-TRIPTOF
0 MCC P/A preparado
0O MCC P/A polvo

LIMTE DE DETECOON- COLIFORVES
S/ METODO

100%
80%
60%
40%
20%

0%

@ RECUENTO MF TERGITOL 7
O MCC P/A preparado
O MCC P/A polvo

SENSIBILIDAD (escasez falsos-) métodos sequiin Servicio | nter compar ativo de Aquas (Seilagua) ANO 2002

100%

Seaph. aureus Eaooli

O M-

ORA

V. dholerae

Legiondla pn.
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