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CERTIFICADO DE VALIDACION Listeriswabbs-Green

VALIDACION

ISO 16140

Certificamos que el metodo y/o productos:

Listeriswabbs-Green (Ref. MICROKIT MW370), cumple con los estandares de
VALIDACION en base a la Norma UNE-EN-ISO 16140:2003, cuyos resultados se anexan. La validacion del kit
ha sido realizada con las méas diversas cepas cuantitativas de referencia. Las validaciones de MICROKIT son
inspeccionadas y certificadas en el alcance por terceros (TUV Rheinland en sus auditorias 1ISO 9001).

El presente certificado sélo es valido durante el periodo de vigencia de los métodos citados y aunque se
garantiza rutinariamente, mediante revalidacion intercomparativa SEILA (para todo tipo de superficies), habra de
ser renovado antes de cinco afios desde su fecha de emision, indicada al pie, siempre que haya cambios de
disefio que puedan afectar significativamente los resultados.

Este certificado autoriza al usuario del método y del método validado, a respaldarse en los estudios de
validacion de MICROKIT si Sanidad le exige la validacién interna de su método en concreto con sus propias
matrices, equipos, analistas y sus instalaciones, siempre que se empleen los métodos, matrices y productos
referenciados y amparados en este certificado.

Garantizado por:

A fecha: 19-Septiembre-2013
Actualizado a fecha: 04/03/2021
Jorge Sanchis Solera
Coordinador Intercomparativos SEILA y Director de Calidad MICROKIT®




<+ METODO DE VALIDACION

Entre Junio y Septiembre de 2013 se compara durante su disefio final un total de 60 muestras (duplicados)
de superficies inoculadas con las 30 cepas de referencia cuantitativas mas habituales en microbiologia
ambiental y alimentaria, mediante el método MICROKIT® Listeriswabs-Green, segun la UNE 11133-2 sobre
control de la fertilidad de los medios de cultivo cuantitativos, reflejada en los certificados de control de calidad de
cada cepa empleada.

El nuevo sistema validado tiene grandes ventajas sobre el método clasico, al tratarse de escobillones que
acceden a cualquier tipo de superficie (incluidas las escondidas, convexas, rugosas...); al contener el medio
Ottaviani & Agosti (MICROKIT® Cromocytogenes ISO 11290:2004) que no proporciona los frecuentes
resultados falsamente positivos de otros microorganismos esculina-positivos (como ocurre con otros kits de uso
similar, que emplean Fraser semisélido); y al haber un viraje del positivo muy nitido de crema a verde (en lugar
del subjetivo cambio de marrén a negro de otros kits); ahorra ademas el punto critico de la fusiéon de agares del
método tradicional para hacerse sus propias placas o tubos, asi como mucha manipulacién y tiempo de trabajo.

% RESULTADOS

Resultados relativos de deteccidn viraje a verde (+++) o de mantenimiento del color crema (---) en tubos por
duplicado.

Estudiamos los pardmetros estandar de validacion cualitativa con lectura de resultados a las 18 y 48 h:

- Sensibilidad (escasez de resultados falsos negativos)

- Especificidad (escasez de resultados falsos positivos)

- Limite de deteccién (valor minimo estadisticamente demostrado desde el que el kit detecta, teniendo en
cuenta que la incertidumbre de la concentracidén las cepas no suele permitir que se puedan asegurar
valores por debajo de 5 = 3 ufc)

CODIGO WDCM MICROORGANISMO CONCENTRACION| Crecimiento 18h Crecimiento
O COLECCION ufc/inéeulo 48h
WDCMO00019 Listeria monocytogenes 5,20x10° Viraje a verde/ldem | Viraje a verde/ldem
WDCMO00019 Listeria monocytogenes 6+1x10°=6+1 | Viraje a verde/ldem | Viraje a verde/ldem
WDCMO00017 Listeria innocua 6,86x10° Viraje a verde/ldem | Viraje a verde/ldem
WDCM00018 Listeria ivanovii 3,54x10" Viraje a verde/ldem | Viraje a verde/ldem
MKTA35897Z Listeria welshimeri 2,88x10° Viraje a verde/ldem | Viraje a verde/ldem
WDCMO00061 Aerococcus viridans 4,88x10° Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
WDCMO00144 Aspergillus niger 1,46x10" Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
MKTN7464 Bacillus cereus 1,33x10" Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
MKTD10 Bacillus subtilis 1,36x10° Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
MKTM-R002 Bacillus thuringiensis mix 7,70x10° Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
MKTN10743 Burkholderia cepacia 2,40x10° Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
WDCMO00055 Candida albicans 3,19x10° Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
MKTD9893 Caulobacter vibroides-crescentus >100 ufc Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
WDCMO00077 Citrobacter freundii 1,72x10° Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
WDCMO00007 Clostridium perfringens 1,30x10° Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
WDCMO00080 Clostridium sporogenes 6,40x10° Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
WDCMO00009 Enterococcus faecalis 2,46x10° Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
WDCMO00090 Escherichia coli 6,60x10° Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
MKTN9258Z Klebsiella aerogenes 2,26x10" Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
MKTD5175 Klebsiella oxytoca 7,10x10° Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
WDCMO00111 Micrococcus luteus 2,50x10" Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
MKTB0038 Mix acidolacticas 1,37x10° Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
WDCMO00114 Pseudomonas aeruginosa 6,60x10" Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
MKTM-R001 Rhodotorula mucilaginosa 2,89x10° Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
WDCMO00058 Saccharomyces cerevisiae 2,60x10" Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
MKTB7832 Salmonella nottingham 1,52x10° Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
WDCM 00031 Salmonella enterica typhimurium 5,48x10° Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
WDCMO00035 Staphylococcus aureus 2,70x10° Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
WDCM 00132 Staphylococcus epidermidis 3,16x10° Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
WDCMO00038 Yersinia enterocolitica 1,94x10° Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido
WDCM00023 Proteus mirabilis 1,73x10° Inhibido/Inhibido Inhibido/Inhibido




< CONCLUSIONES

# La sensibilidad encontrada es del 100%, al no haber ni un solo caso de resultados falsamente negativos.
+ La especificidad encontrada es del 100%, al no haber ni un solo caso de resultados falsamente positivos.

4+ El limite de deteccion demostrado es de 5-7 ufc/test. Sin que ello implique que el kit no sea capaz de detectar 1 ufc/test,
simplemente la incertidumbre microbiolégica no nos deja demostrar valores inferiores a 5.

4 L os datos a las 18 horas son idénticos que los datos a las 48 h, lo que da al kit una ventaja adicional de extrema rapidez.

* Las réplicas realizadas tanto en duplicados de kits como en repeticiones por parte de diferentes analistas y en diferentes
dias, no arrojan diferencia alguna entre el valor obtenido y el valor esperado.

+ No hay ni un solo valor discrepante, lo que también habla en favor de la robustez del método y del kit.

4+ Por todo ello, queda VALIDADO el kit Listeriswabs-Green para deteccion de la presencia o ausencia de Listeria spp. en

superficies, ya que con sus datos de validacion demuestran ser, no sélo la forma més cémoda y préctica de trabajar en
microbiologia, sino ademas la mas fiable. La mayor facilidad de uso de este método permite realizar muchas mas muestras
en menos tiempo, a la vez que se disminuye el nimero de puntos criticos del anlisis y por tanto se aumenta su robustez
incluso para usuarios poco acostumbrados a su manejo o a las técnicas microbioldgicas.

+ Dado que el medio vira a verde para todas las cepas de Listeria, hay que repicar los positivos estriando en placa de Agar

Ottaviani & Agosti (MICROKIT® Cromocytogenes 1ISO 11290:2004), ya que en el tubito no se pueden observar los halos
que distinguen la L.monocytogenes. Sin embargo, Listeriswabs-Green se convierte en un excelente método de screeening
negativo de muestras, ya que si en una superficie no detecta Listeria, se concluye con certeza que no hay L.monocytogenes.
Sélo si el kit detecta la presencia de Listeria, habrd que confirmar estriando la superficie del tubito en una placa de Agar
Ottaviani & Agosti (MICROKIT® Cromocytogenes ISO 11290:2004), para ver si se trata de L.monocytogenes (halo
alrededor de las colonias verdes, en 18 h) o si son otras especies de Listeria.

% Confiamos gue todo este trabajo sea correctamente aceptado por las entidades de acreditacién, normalizacion e
inspeccion. Todo ello en aras a una mejora de la calidad analitica y del menor coste y derroche para los laboratorios y el
medio ambiente que estos métodos implican. Ello incentivard que desde esta empresa podamos seguir disefiando en Espafa
métodos mas eficientes para otros parametros microbioldgicos y evitara que los laboratorios acreditados 1ISO 17025 y los
autorizados por Sanidad, se estanquen en métodos clasicos que hemos demostrado como son no sélo igualables en calidad,
sino incluso mejorables, gracias a un concepto que nunca debe olvidarse en ningln laboratorio: la mejora continua sin trabas
burocréticas que la limiten.

+ Esperamos también que los laboratorios sepan aprovechar todas estas conclusiones para implementar desde ya los
métodos mas eficientes. No s6lo obtendran resultados més fiables, ademas ahorrardn tiempo mediante técnicas mas
avanzadas Y selectivas, asi como dinero al ahorrar muchas de las manipulaciones que ahora les resultan necesarias y luego
no lo serén. Les recordamos que estas conclusiones de validacion se pueden aplicar exclusivamente a los kits indicados de la
marca MICROKIT®, ya que usando otras marcas tendran que revalidarlo todo, porque nadie puede asegurar que vayan a
comportarse de igual modo. MICROKIT ® es marca registrada en Espafia y otros paises, propiedad de Laboratorios
MICROKIT, S.L. Todo proveedor que le ofrezca estos productos sin ser distribuidor oficial de Laboratorios MICROKIT,
S.L. comete un delito por apropiacion indebida y por uso ilicito de marcas, que debe ser dado a conocer al propietario de la
marca por el laboratorio que lo detecte. jEs facil comprender que no trabajamos para nuestros competidores, s6lo
solicitamos su apoyo en algo moral y legalmente correcto!

+ Las validaciones de MICROKIT estan respaldadas por terceros (las auditorias 1ISO 9001 por parte de AENOR/TUV
Rheinland desde 1997), como consta en el alcance del certificado 1SO9001, tal y como solicita el reglamento CE
2073/2005: Se autoriza el uso de métodos analiticos alternativos cuando los métodos estén validados con respecto al
método de referencia y si se utiliza un método registrado, certificado por terceros conforme al protocolo de la norma EN/
ISO 16140, u otros protocolos similares internacionalmente aceptados”. En el caso de las validaciones de MICROKIT los
terceros son TUV-Rheinland en su auditoria anual de nuestro sistema de calidad, como se demuestra en el alcance de
nuestro certificado 1ISO 9001. Algunos proveedores estan difundiendo una interpretacion deficiente de este reglamento, al
asegurar que los terceros deben ser AOAC o AFNOR, lo cual es radicalmente falso. Dichos fabricantes son libres de
externalizar sus validaciones, pero ello no implica que los demas hayamos de hacerlo también, si sabemos validar. De lo
contrario, se estaria incurriendo en un delito de prevaricacién y/o de acoso contra las pimes. MICROKIT es consultor de
validacion microbioldgica desde el afio 2000, habiendo formado en este tema a cientos de microbidlogos de Espafia y
diversos paises de Iberoamérica, de dos formas: mediante cursos presenciales de teoria de la validacién microbiolégica, de 8
h de duracidn, con cientos de asistentes; y mediante cursos practicos de 8 h de duracidn, in situ en el laboratorio de cada
cliente interesado, con decenas de laboratorios asi asesorados. Las aportaciones en materia de validacion microbiol6gica de
MICROKIT han sido muy bien recibidas por parte de ENAC. Un certificado de validacién interna como el presente, que no
es un simple diploma, sino que define los parametros, resultados, conclusiones y limitaciones del producto validado, no
puede ser rechazado por ninguna entidad de inspeccion ni de auditoria, lo mismo que no lo son los Certificados de Calidad
internos de los productos ni los informes de intercomparacion internos de empresas privadas.




< ANEXO FOTOGRAFICO

Listeriswabs-Green:
Izda: Negativo. Dcha: Positivo para Listeria spp.

gl

Abaio: Varios positivos
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