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1. Objetivos

Comprobar si el método de recuento de Aerobios a 20-25°C propuesto con PCA/TSA-
cromogénico MICROKIT (Ref. deshidratado BCD510, Placas preparadas ECOP27) iguala o mejora la
rapidez de obtencion de resultados respecto al método utilizado estandar empleado hasta ahora en nuestro
laboratorio de analisis microbiolégicos de productos cosméticos (TSA), tal y como sabemos lo hace
fulminantemente con los aerobios a 30-37°C, por anteriores validaciones. Y verificar si los detecta y
enumera adecuadamente en las muestras procesadas. Es decir, comprobar que la técnica propuesta frente
a la utilizada, los medios de cultivo utilizados y los analistas que intervienen en el control rutinario de
recuento de Aerobios, son idéneos, con resultados aptos y fiables, determinados mediante la exactitud y la

precision de nuestro método en los rangos de trabajo habituales.

Si el medio PCA/TSA cromogénico a 20-25°C es mas rapido que el TSA clasico a 5 dias con
recuentos significativamente similares y ademas, en la futura validacion del recuento de hongos, el medio
propuesto RapidYM Agar, también de Microkit, es mas rapido que los estandar (Sabouraud Dextrose
Agar 6 Sabouraud Caf Agar) a 5 dias, con recuentos significativamente similares, podremos ahorrar

tiempo en la liberacion de nuestros lotes, ya que los deméas pardmetros tardan entre 3 y 4 dias.

2. Alcance

Las muestras de cosméticos fabricadas en nuestra empresa y/o procesadas en nuestro laboratorio.

3. Parametro microbiolégico a validar

El parametro objeto de la presente validacion es el recuento de bacterias Aerobias mesofilas a 20-25°C
durante 2-5 dias. Lo aerobios a 25°C son el indicador de la microbiota alterativa cuando el producto se va
a almacenar a temperatura ambiente (primavera-otofio en paises templados como Espafia, incluso verano
en paises de latitudes altas). En cambio los aerobios a 30-35°C son un indicador de la microbiota asociada
al hombre, algo redundante cuando ademds ya estamos buscando activamente los patdgenos tras
enriquecimiento neutralizante. Y ya sabemos que el PCA cromogénico de Microkit es capaz de dar
resultados de alerta fulminantes a 30-35°C en s6lo 18-24h. Nos faltaba validar lo que ocurre con este
medio cuando se incuba a 20-25°C para detectar y enumerar los aerobios alterativos “de
almacenamiento”, no asociados al hombre sino al medio ambiente Yy al deterioro del producto.

4. Disefio del experimento

Analizaremos con el método habitual empleado en este laboratorio (TSA), basado en la Norma
ISO 21149, duplicado con el método rapido de 35°C (placas de PCA/TSA cromogénico), un nimero de
muestras suficiente que, previamente, habremos contaminado con cantidades conocidas muy precisas de
microorganismos diana, interferentes y acompafiantes (aunque en un recuento total de aerobios todas ellas
se consideran diana). Asi podremos comparar los resultados finales obtenidos con los resultados
esperables (comparacién doble, al emplear a la vez cepas cuantitativas y métodos duplicados) y aplicar
las técnicas estadisticas adecuadas, lo mas inteligibles posible, para evaluar el nivel de efectividad. Este
se podré calcular mediante los pardmetros estandar de validacion cuantitativa (exactitud y precision a
diferentes rangos de recuento en placa). De este modo podremos tomar la decision segun el método quede
0 no quede validado en nuestro laboratorio (la exactitud y la precision a diferentes rangos cumplan con

los estandares internacionales de aceptabilidad). Y todo ello con los tipos de muestras que analizamos



habitualmente, con nuestros equipos, con nuestros medios de cultivo, en nuestras instalaciones, mediante

nuestros analistas... con una demostracion basada en el método cientifico y en pruebas documentales.

El nimero de muestras elegido para esta validacion se podria haber calculado de acuerdo con el
criterio estandar de ser mayor o igual a la raiz cibica del nimero de muestras que analizamos anualmente,
por lo que al ser éstas menos de 1000, un nimero de 10 seria el adecuado. Sin embargo, al parecernos
muy pocas, nos acercaremos al criterio menos extendido de elegir la raiz cuadrada del ndmero de
muestras, de modo que de 1000 muestras analizadas al afio, la raiz cuadrada serian 32, redondeando a 30
(10 para cada uno de los tres rangos de recuento en placa). Realizaremos pues el analisis de validacién en
30 muestras (en cada uno de los 3 rangos de recuento en placa), todo ello sin contar con la duplicidad de
los métodos comparados, que nos aportara datos para la precision. Asi como blancos de muestras sin
cepas (para conocer la contaminacion inicial de las muestras mas probleméticas y en caso positivo,
descontar dicho recuento del obtenido para poder compararlo con el inoculado). Y un "negro” de cada una
de las cepas sin muestra (y sin seguir los pasos el analisis) directamente afiadidas al caldo diluyente (por
si no creciesen en el experimento verificar que no ha sido un problema de las cepas sino un excesivo
poder inhibitorio de las muestras); estos negros se realizaran en todos los medios empleados, para
verificar si la concentracion actual de las cepas coincide con la del certificado del proveedor (para, de no
ser asi, tener en cuenta el recuento actual mas que el certificado). Los negros se haran preferentemente en
el rango medio de recuento en placa, al ser el que menos imprecision tiene.

En cuanto a la naturaleza de las muestras, existen dos criterios enfrentados: Segin unos autores
deben hacerse muestras que representen todos los tipos cosméticos que fabricamos y/o analizamos
(excepto aquéllos de demostrada capacidad inhibitoria intrinseca donde inocular cepas no sirve para nada
porque luego no son capaces de crecer), a fin de tener una muestra mas representativa de todo lo que
fabricamos/analizamos.  Segln otros autores, debemos elegir sélo los tipos de matrices que mas
problemas microbiol6gicos nos hayan dado histéricamente, porque si no los buenos resultados de las otras
enmascararian los resultados mas criticos. Como ambas posturas nos parecen igualmente razonables (ya
que si elegimos solo la segunda no vamos a saber mediante la validacion si, cuando en nuestros analisis
rutinarios no obtenemos crecimientos, se debe a que no hay microorganismos, o se debe a que nuestros
conservantes inhiben tan bien que nuestro método no es capaz de detectar adecuadamente aunque los
microorganismos estén presentes), decidimos hacer conjuntamente muestras representativas de todos los
cosméticos que fabricamos/analizamos y muestras de las matrices que mas problemas microbiol6gicos
nos han dado histéricamente en otros lotes (o0 si no hubiera, de las que conocemos como mas inhibitorias).

Si no encontrasemos 30 tipos diferentes de cosméticos, repetiriamos alguno de diferentes lotes.

Somos conscientes de que en vez de con placas duplicadas es mejor trabajar con placas
triplicadas, pero consideramos suficiente en esta validacién haber hecho placas duplicadas porque en
realidad, al usar tres rangos de recuento en placa, tenemos datos repetitivos sobrados para estimar la
precision. De modo que el total de placas empleadas en la validacion serd de 30 muestras x 3 rangos x
duplicado x 2 medios = 360 placas. Asi, el nimero de datos finales serd muy alto, lo que nos permitird
después aplicar una estadistica mas simple y comprensible para todos.

Leeremos los recuentos a las 48 h en ambos medios y también a las 72h en el método rapido y a
los 5 dias en TSA.



Ademas aprovechamos para intentar comprobar si algunas de nuestras muestras tienen un
elevado poder inhibitorio intrinseco (“efecto matriz”), realizando el recuento, en paralelo a la solucién
madre (dilucién -1 de 10 g de muestra en un frasco con 90 mL del LPT Neutralizing Broth), también en la

dilucion -2 (1 mL del frasco a un tubo con 9 ml del LPT Neutralizing Broth).

Previamente habremos inoculado en nuestras propias matrices (10 g en 90 mL de LPT
Neutralizing Broth), varias cepas de referencia (cuantitativas, de reserva, trazables, con indicacién de su
precision inicial), siguiendo el método que queremos validar, asi dopado con estos “patrones” (cepas de
referencia), lo que nos permitira conocer el valor esperable (ufc/0,1 mL del frasco de 100 mL), para asi
compararlo con el valor obtenido y poder tomar decisiones acordes a los criterios de aceptabilidad
estandar. Las cepas usadas persiguen el objetivo de emplear especies bacterianas interferentes y
acompafantes en las muestras, ademas del microorganismo diana; aunque en recuento de aerobios todas
son diana. Si ademas queremos conocer la inclusividad del método, habremos de emplear varias cepas
diana diferentes y si queremos conocer la exclusividad del método, habremos de usar varias cepas no-
diana (que no existen en recuentos de aerobios). En el caso concreto de recuento de aerobios, elegiremos
los aerobios mas dispares: dos Gram positivos (por ejemplo Staphylococcus hominis y Enterococcus
faecalis), un Gram negativo oxidasa positivo (Pseudomonas aeruginosa) y un Gram negativo oxidasa
negativo (E.coli). Y no solo cepas de coleccion, también cepas nativas o salvajes de la zona geogréfica

donde se realice la validacion: El Staphylococcus hominis lo es, bacteria del mal olor de los pies.

En validaciones cuantitativas de cosméticos y medicamentos, debe tenerse en cuenta que (a
diferencia de las cualitativas, en las cuales enriquecemos la muestra con el in6culo) hemos de inocular,
en el rango bajo, hasta 15 ufc/placa (en el medio 16-50 y en el alto hasta 200) , es decir, si inoculamos 0,1
ml por placa en siembra en superficie, serian hasta 15 ufc/0,1ml de “muestra diluida de 100 ml”; por ello
en los 100 ml de muestra diluida, en realidad habremos de inocular 1.000 veces més: hasta 15.000 ufc. Y
lo mismo para los rangos medio y alto. Y muy probablemente varias lenticulas (cada una en tubo de
salina de 10 ml) para el experimento total. Las ufc inoculadas en una misma muestra deben ser la suma
de las diversas diana elegidas (por ejemplo si son 2dianas, 12 ufc/placa de cada una de ellas seran 24

ufc/placa).

Los negros de cepas sin muestra, para comprobar la concentracion real de las cepas en el
momento de usarlas, es mas facil que den resultados mas cercanos al del certificado, ya que no pasan por

el cosmético.

En Validaciones cuantitativas de aerobios es mejor no mezclar varios microorganismos en una
misma muestra, ya que la sinergia o antagonismo nos podria jugar malas pasadas en los resultados
te6ricamente sumatorios. Mejor usar una cepa distinta en cada muestra (hasta 4 cepas en 4 muestras y

luego repetirlas una por una en las deméas muestras).

No olvidar hacer blancos sin cepas de algunas muestras al azar, para confirmar que las muestras

estaban correctas.

Se calculan cudntos ml y de qué concentracién del banco de diluciones se debe partir para
obtener finalmente en la placa de recuento, aproximadamente el nimero de colonias deseadas en los

rangos bajo, medio y alto estandard en placa (aprox. <15, 16-50 y 51-200 ufc). Si los microorganismos



diana formasen colonias muy pequefias (ej: Enterococos) el rango maximo podria subir; si formasen
colonias muy grandes (ej. Pseudomonas aeruginosa) el rango alto podria bajar (en general, se acepta que

como maximo la superficie de las colonias sume 1/3 de la superficie de la placa).

Para dichos calculos se puede aplicar la formula logica Veepa X [Cepa] = Viecesario X [final

necesaria], de donde: Vnecesario = Vepa X [CePa] / [final necesaria]

Este paso es el mas lento de toda la validacion y hay que repasar los calculos hasta confirmar que
no haya errores, ya que de haberlos todos los resultados saldrian mal y no seria la primera vez que hay
que repetir el experimento. Es mejor llevar los calculos ya hechos al dia de la validacién, como se ha
hecho.

O bien la regla de tres simple para ver cuantos pl de in6culo necesitaremos por cada muestra. Y
ademas, cuantos ml de in6culo necesitaremos para el total de muestras. Por ejemplo, si tenemos E.coli a
concentracion 1,84 x 10° ufc/lenticula, al afiadir esa lenticula en 10 ml de Ringer, la concentracion de este
primer tubo (dilucién 0) sera de 1,84 x 10° ufc/ml. Haciendo una primera dilucién del tubo madre en 9 ml
de Ringer, obtendremos 1,84 x 10* ufc/ml, en una segunda dilucién obtendremos 1,84 x 10° ufc/ml, de la
que necesitamos inocular en cada muestra positiva 1 ml (1.840 ufc/muestra de 10 g en 100 ml de
disolvente, para obtener 184 ufc/g (18 ufc/ml), que al sembrar 1 ml de esto en placa permitiran obtener
aproximadamente 18 colonias/placa). En el ejemplo, si vamos a necesitar, en una cepa concreta, inocular
1 ml de esta dilucién -2 (o bien 0,1 ml de la dilucién -1) en 7 de las 30 muestras de cada uno de los 2
métodos, necesitaremos 34 ml (o bien 3,4 ml de la dilucidn -1) es decir, al menos 4 tubos Ringer 10 ml de
la dilucion -2 de esta dilucion, y sélo para este rango. Sumando los demas rangos (por ejemplo, 0,2 ml de
la -1 para obtener 36 colonias/placa, en otras 4 de las 20 muestras; y 0,4 ml de la -1 para obtener 72
colonias/placa en otras 4 de las 20 muestras; y 0,8 ml de la -1 para obtener 144 colonias/placa en otras 4
de las 20 placas; las otras placas iran sin diana (blancos) para control de la especificidad exclusiva)
obtendremos la cantidad de in6culo (n° de tubos Ringer) que necesitaremos para cada uno de los 2
métodos (multiplicar por 2 la cantidad obtenida). Y asi con todas las cepas diana, interferentes y
acompariantes.

Se ha de tener en cuenta que el volumen final inoculado de cada dilucion de cepa sea suficiente para
inocular todas las muestras y el negro de cepas sin muestra (asi como recordar que la muestra de 100 mi
en la que estan los 10 g de muestra -muestra tratada-, diluyen en 2 logaritmos la concentracién que
afladamos por placa de 1 ml por muestra, o por 3log si afiadimos 0,1 mL/placa) y para ello habré cepas de
las que por tener concentracién inicial alta necesitaremos poco volumen y otras que por tener
concentracion inicial mas baja podria necesitarse el lote completo de dicha cepa. Como inocularemos en
tres rangos, es més facil calcular la concentracion del indculo para obtener el rango bajo (ej. 10 ufc/ml
final de muestra tratada = 10 colonias/placa) y afiadirlo a las muestras, extraer de éstas el volumen
necesario para las placas y después afiadir el doble de indculo a cada muestra para conseguir el rango
medio (en el ej, 10 + 20 = 30 ufc/ml final de muestra tratada = 30 colonias/placa), extraer de éstas el
volumen necesario para las placas y después afiadir un tercer indculo del doble del inicial a cada muestra
para conseguir el rango alto (en el ej. 30 + 30 = 60 ufc/ml final de muestra tratada = 60 colonias/placa).

Por ello estos célculos y su revisién requieren la mayor concentracion y bastante tiempo.



Aungue en los analisis normales se hicieran varias diluciones, carece de sentido hacerlo en una
validacion cuantitativa, ya que si calculamos el indculo necesario para obtener el n® de colonias/placa de
por ejemplo <15, 16-50 y 51-200 en la dilucién madre, ya en la segunda dilucidn los recuentos quedarian
por debajo de las 15 colonias/placa que definen el minimo recuento fiable. Por ello lo haremos sélo en la
dilucion madre, que es la que méas puede interferir en los crecimientos y lecturas de placas (recordando el
concepto de hacer siempre la validacién en el peor de los casos). Y si lo hacemos es para demostrar si
alguna muestra tiene excesivo poder inhibitorio intrinseco y, por lo tanto, los recuentos son mayores a la

dilucion mayor, en vez de lo que seria simple I6gica matematica.

Las cepas diana se siembran siempre después de las demas: en el caso de las validaciones cualitativas,
para evitar contaminaciones en las muestras negativas; en el caso de las validaciones cuantitativas,
ademas, para minimizar el tiempo durante el cual podrian multiplicarse durante el experimento. Como

esta validacion es de recuento de aerobios, no aplica esta precaucion.

Se reproduce mejor una situacion real, afiadiendo a cada muestra (y en cada rango) diferentes
proporciones de cada una de las cepas interferentes y acompafantes, incluso afiadiendo en algunas
muestras solo uno de los interferentes (y todos los acompafiantes) y en otras s6lo uno de los
acompafantes (y todos los interferentes). Como esta validacion es de recuento de aerobios, tampoco

aplica esta precaucion.

La exactitud se calculard como % de recuperacion de colonias diana respecto al valor in6culo
gue habremos calculado a partir de las cepas inoculadas. En cada rango de recuento en placa. Y también

la comparada entre los diversos medios de recuento.

La precision se calcularda como coeficiente de variacion (CV%) de la desviacion estandar

dividida por la media obtenida. En cada rango de recuento en placa.

Si se desea realizar estudio de la reproducibilidad, deben inocularse y analizarse la mitad de las
muestras (10 de cada 20) un dia y las 10 restantes, que deben ser idénticas a las 10 primeras, otro dia, y/o
por otro analista. Si el laboratorio sélo dispone de un analista para microbiologia, basta con que el mismo
realice los dos experimentos duplicados en dos dias diferentes. Dado que el laboratorio participa en
ensayos intercomparativos, ya tiene datos de su reproducibilidad, por lo que podemos olvidar esta

componente de la precision en esta validacion.

La linealidad se establecerd mediante una grafica que refleje cdbmo al aumentar el nimero de ufc
de cepas diana inoculadas, aumenta linealmente el nimero de colonias tipicas obtenidas en placa. Para

ello necesitaremos los 3 rangos de recuento en placa.

El caracter inclusivo (selectividad, escasez de falsos negativos) y exclusivo (especificidad,
escasez de falsos positivos) del método cuantitativo, lo demostraremos gracias al indculo de al menos dos
dianas diferentes en el primer caso y de al menos dos interferentes diferentes en el segundo, (ademas de
dos cepas acompafiantes). [En el caso de aerobios no procede estudiar la exclusividad: La eleccion de
las cepas interferentes se hara de acuerdo con la experiencia previa sobre las cepas que mejor crezcan
en los medios empleados y sean capaces de generar falsos positivos. La eleccion de las cepas

acompafiantes serd acorde a cepas salvajes aisladas de muestras naturales similares, siempre que se



hayan caracterizado genéticamente, a ser posible un Gram positivo y un Gram negativo y de forma ideal,

un Gram positivo, un Gram negativo oxidasa positivo y un Gram negativo oxidasa negativo.]

La incertidumbre de las mediciones se calculard de acuerdo a los estandares internacionales
actuales, aln siendo conscientes de que hay muchas premisas o componentes de la incertidumbre
microbioldgica que no se estan teniendo en cuenta en dichos estandares. Por ello, consideramos absurdo
calcular una incertidumbre exclusivamente basada en datos de precision, como se hace en las validaciones

guimicas.

El experimento se inicia el dia 7 de Febrero de 2023, los resultados se leen el 9, 10 y 13, el informe se
acaba de redactar por parte de la empresa asesora MICROKIT, en su servicio del curso de validacién, el
dia 15 de Febrero de 2023.

5. Herramientas utilizadas

5.1 Material de laboratorio e instrumental necesario

Para la realizacion de la presente validacion es necesaria la utilizacion del siguiente material:

- Micropipeta rango 100 - 1000uL
- Micropipeta rango 10 - 100uL
- Puntas para micropipeta

- Agitador Vortex

- Autoclave

- Estufaa22,5°C £2,5°C

- Neveray su congelador

- Probetas estériles

- Botes de 100 ml estériles

- Alcohol de 70°

- Cabina de flujo laminar

- Placas de 90 mm estériles

- Balanza

5.2 Medios y diluentes utilizados

Medios y kits MICROKIT Lote y caducidad

Agua marina al 0,9% soluci6n isoténical0 ml para disolver cepas 2209/3950 6, 28-09-2024

Agua marina al 0,9% sol.isotonica 9 ml para diluciones de cepas 2211/3972 6, 28-11-2024

LPT Neutralizing Broth en frascos 90 mL para neutralizar 10 g de

muestra 2211/3973 6, 15-12-2024
LPT Neutralizing Broth en tubos 9 mL para la dilucion [-2] 2211/3972 6, 25-11-2024
TSA deshidratado como medio de referencia 21759, 09-01-2024
PCAJ/TSA Cromogénico (=Maxim Rapid Agar) en placa de 22-25

mL (para abreviar, PCA-cromogénico o Cromokit-.PCA) 2212/3981 6, 03-04-2023




5.3 Material biolégico utilizado

Suspensiones de cepas cuantitativas de referencia, trazables, con indicacion de su precision inicial a partir
de las cuales se prepara el indculo. Incluimos dianas, interferentes y acompafiantes. Y, si es posible, cepas
nativas (salvajes, “in house”) ademds de las de coleccién, para aumentar el rigor de la validacion. Se
eligen siempre 2 cepas diana, 2 interferentes y 2 acompafiantes; lo ideal es que en cada uno de estos tres

tipos de cepas, una sea de coleccion y la otra nativa/salvaje de la zona geogréafica donde trabajamos:

Ref, universal Cepa CONCENTRACION MEDIA |  PRECISION DEL LOTE | LOTE/CADUCIDAD

WDCMO00025 | Pseudomonas aeruginosa (25+0,8)x 10" en TSA 17,34% en TSA 07-10-23

WDCMO0090 | Escherichia coli (1,22 + 0,48)x104 en TSA 21,62% en TSA 07-10-23

WDCMO00087 | Enterococcus faecalis (3,20 % 0,70) x 104 en TSA 11,52% en TSA 07-10-23

PECHT iaggyllr?ﬁ(r)ncacﬁas '?331?#133'5 e (7,54 + 1,44) x 107 en TSA 12,40% en TSA 07-04-24
genéticamente ante Genbank

¢Por qué hemos elegido estas cepas como dianas, nterferentesy-acompafiantes y cdmo crecen en los
medios empleados?:

Pseudomonas aeruginosa como representante de los Gram negativos oxidasa positivos, ademas es de los
microorganismos mas aerofilos que existen, por lo que sirve de control de calidad de la siembra en
superficie y también de la proporcién de agar-agar en los medios para las siembras en masa.

E.coli como representante de los Gram negativos oxidasa negativos. Al ser fermentadores facultativos,
crecerdn muy bien en masa y en superficie también.

Staphylococcus aureus como representante de los Gram positivos facultativamente anaerobios, de nuevo
para comprobar la capacidad del agar elegido para el crecimiento en superficie de los aerobios y tambien
en masa de los fermentadores facultativos.

Enterococcus faecalis como representante de los Gram positivos aeréfilos, ideal para siembra en
superficie y también para siembras en masa si hay poca proporcién de agar-agar en el medio empleado.

5.4 Matrices empleadas

Muestra Matriz Muestra Matriz
1 GEL CONTORNO DE 0JOS 16 GEL ALOE
2 LOCION CORPORAL BEBE 17 CREMA GEL ACNE
3 GEL HIGIENE INTIMA 18 SERUM HIDRATANTE
4 AMPOLLAS ANTIEDAD PEELING 19 TONICO LIMPIADOR
5 PROTECTOR SOLAR TACTO SEDA 20 CREMA FACIAL HIDRATANTE
6 PROTECTOR SOLAR TACTO SECO 21 CREMA GEL EXFOLIANTE
7 PROTECTOR SOLAR FLUIDO LIGERO 22 MASCARA FACIAL REAFIRMANTE
8 LECHE CORPORAL HIDRATANTE 23 BALSAMO LABIAL
9 SERUM ANTIENVEJECIMIENTO DE LA PIEL 24 PROTECTOR SOLAR FACIAL INFANTIL 50
10 SERUM LIPOSOMAL CON VITAMINAS 25 EXTRACTO GINKGO BILOBA
11 GEL LIMPIADOR Y DESMAQUILLANTE 26 EXTRACTO CAMOMILA
12 CREMA ESPUMOSA SIN JABON 27 ACIDO FERULICO ANTIOXIDANTE
13 AGUA LIPOSOMAL DESMAQUILLANTE 28 NIACINAMIDA REDUCCION ACNE
14 CREMA EXFOLIANTE 29 LIMPIADOR LIPOSOMAL ACIDO LAURICO
15 FLUIDO FACIAL ANTIOXIDANTE 30 LIPOSOMA ARBOL DE MORERA




6. Procedimiento

6.1 Operativa con muestras inoculadas.

La técnica realizada en el laboratorio se puede resumir de la siguiente manera:

Preparamos 30 frascos estériles, cada uno con 90 mL de LPT Neutralizing Broth con 10 g de una
muestra diferente, de los cuales habra algunos "blancos" al azar de muestra sin cepas. En
validaciones cuyo objetivo es la sensibilidad de un medio, tomaremos muestras de todos ellos
para plaquear y conocer la concentracién inicial de aerobios en la muestra, por si en alguna
muestra los hubiere poder descontarlos del recuento final y asi poder comparar éste con el
valor indculo. Como en este caso el interés es ver la capacidad de recuento mds rapido del PCA
cromogénico con respecto al medio clasico TSA (exactitud relativa), no es necesario.

NOTA: Si hubiéramos querido estudiar la reproducibilidad, la mitad de los frascos se deben
inocular y analizar un dia; y la otra mitad, otro dia y/o por otro analista, que debe inocularlos
de forma idéntica, con los mismos lotes y concentraciones de cepas y acto seguido analizarlos.
Si solo se dispone de un analista para microbiologia, basta con que el mismo haga los ensayos
dos dias diferentes. Dada la imprecision que esto afiade al método, ya que las cepas y sus
diluciones no se mantienen de un dia para otro, es preferible no hacerlo.

Reconstituimos las cepas de laboratorio en tubos de 10 ml de solucién isotdnica marina (Ringer
con sales de mar, que recuperan mejor todo tipo de cepas al contener todos los oligoelementos
necesarios). Con meticulosidad para no perder ninguna de las lentejas que conforman las
mismas, atemperadas para que se disuelvan mejor, cuidando para que no se queden pegadas a
las paredes del tubo (lo que dificultaria y retrasaria su disolucién) y bajen al fondo, dejando 10-
20 minutos que se empapen y agitando después con un vortex para conseguir una correcta
homogeneizacion.

Ya hicimos los cdlculos para determinar la cantidad de indculo que se debera traspasar a cada
frasco para conseguir la cantidad de colonias que queremos en cada ml final (=placa). Es
necesario diluir mas las cepas de alta concentracion (en este caso Pseudomonas aeruginosa 10’
ufc/lenticula y Staphylococcus hominis 107 ufc/lenticula en 10 ml del tubo inicial de solucién
isotdnica marina, que equivale a 10° ufc/ml del tubo) pasando 1 ml del tubo inicial de 10 ml a
un tubo de 9 ml de Ringer Marino 1/4 para conseguir la concentracion de 10° ufc/ml del
segundo tubo). Es mas facil partir de todas las cepas a la misma concentracion exponencial para
asi no complicar los calculos. Una vez determinado este valor traspasamos dicho volumen de
indculo a los frascos con muestras con micropipeta y puntas estériles. Tras ello, agitamos las
muestras para su correcta homogeneizacion.

Los microorganismos utilizados seran Pseudomonas aeruginosa WDCM 00025, E.coli WDCM
00090, Staphylococcus hominis salvaje PECJT identificado genéticamente frente a Genbank y
Enterococcus faecalis WDCM 00087, todo ellos como diana. Si esta validacion fuese para el
recuento de uno concreto de ellos (diana) y los demas fuesen acompafiantes e interferentes, se
anadirian éstos a concentraciones 2-3 veces superiores a la del diana. La concentracién tedrica
de los distintos microorganismos inoculados en las muestras se detalla en la siguiente tabla:

Rango Pseudo_monas E coli Staphylo_cgccus Enteroco_ccus
aeruginosa hominis faecalis
Bajo <15 <15 <15 <15
Medio 20-50 20-50 20-50 20-50
Alto 70-200 - 68-200 62-123

Hacemos placas duplicadas en cada muestra y en cada uno de sus tres rangos. En el rango bajo
es simple placa duplicada en la dilucidén (-1), pero en los rangos medio y alto, es placa duplicada
de la dilucién (-1) en la segunda dilucién (-2).



- Por cada muestra realizamos cuatro ensayos: dos en TSA por siembra en superficie de 0,1 mLy
extensidn con asa Digralsky y otros dos en PCA cromogénico también por siembra en superficie
de 0,1 mL y extensidn con asa Digralsky. Ambos medios se incuban (todas las placas juntas e
introduciéndolas a la vez en la misma estufa) a 20-25°C durante 48 h ambos medios, y después
un total de 72 h el PCA cromogénico y 5 dias el TSA.

- Transcurrido el tiempo de incubacidn se hace el contaje de las colonias en cada una de las
placas de cultivo.

- Sien el blanco realizado salen colonias, descontaremos su media (siempre que no sea >50% del
valor inoculado, lo cual invalidaria el experimento). No procede, ya que los 6 blancos elegidos al
azar han dado 0O colonias.

6.2 Control de la concentracién de las cepas (tabla del "negro").

Lectura de los negros:

Ref c_oleccic’)n Cepas MICROKIT Concentracion Rto. en placa TSA Rto. en plch PCA
Universal calculada cromogénico
2 dias 5 dias | 2 dias 3dias
WDCMO00025 Pseudomonas aeruginosa | 40 ufc/0,1 mL | 10 col 9col | 19 col 19 col
WDCMO00090 Escherichia coli 40 ufc/0,1 mL | 292 col 200 col | 58 col 61 col
WDCMO00087 Enterococcus faecalis 40 ufc/0,1 mL | 40 col 40 col | 50 col 48 col
PECIIT Staphylococcus hominis | 40 ufc/0,1 mL | 9 col 9col | 22 col 22 col

Llama la atencién el recuento en TSA de E.coli, 5-7 veces por encima del valor in6culo, lo cual habria
gue tener en cuenta en los resultados si violviese a ocurrir en ellos. En las demés cepas recupera mucho
mejor el PCA cromogénico que el TSA y con valores mas cercanos al valor indculo (dentro de su orden
de magnitud).

Cuando el recuento de los negros resulta significativamente diferente del valor certificado de las cepas,
como ha suedido con E.coli en TSA (por ejemplo, la siembra en masa o por filtracién suelen bajar
respectivamente 1 log y un 30% la concentracion certificada), se consideran datos aberrantes, y se
tomardn con precaucién como base del estudio estos resultados, en lugar de los certificados por el
proveedor, a no ser que extraflamente los resultados de la validacion se acercasen més a los certificados
por el proveedor que al de estos blancos positivos. Se concluye gracias al PCA cromogénico que las
lenticulas se mantienen con un recuento y una variabilidad perfectos (en el mismo log) respecto al
certificado en origen por el proveedor. Segln criterio 1SO 17025, muy estricto, si el valor obtenido
estuviera fuera de la precision certificada, se invalidaria este trabajo y habriamos de repetirlo con otro lote
de cepas; pero nos parece un criterio demasiado ortodoxo para trabajar bajo él en microbiologia.
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7. Resultados

= 7.1 Rango BAJO (placas duplicadas de la dilucién madre (-1)

Muestra | Cepa ir\gizll?lro TSA PCA-crom TS:A PCA-clrom
tebrico 48 h 48 h 5 dias 3 dias
1 Blanco 0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 Blanco 0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 Esch 2 0,0 0,2 0,0 0,2
4 Pseud 2 0,0 0,0 0,0 0,0
5 Enter 2 2,1 2,5 2,1 2,5
6 Staph 2 0,0 0,0 1,0 0,0
7 Esch 5 3,4 2,0 4,4 2,0
8 Pseud 5 0,0 0,0 0,0 1,0
9 Enter 4 7,5 6,4 8,5 6,11
10 Staph 4 1,1 1,0 1,1 1,0
11 Esch 10 3,5 7,11 3,7 7,11
12 Pseud 10 1,1 0,0 1,1 1,1
13 Enter 9 8,9 54 89 54
14 Staph 9 2,2 3,1 2,2 3,2
15 Esch 13 18, 16 29, 25 18, 16 29, 27
16 Pseud 12 7,2 6,3 7,2 7,3
17 Enter 11 2,0 0,0 2,0 1,1
18 Staph 11 1,1 4,3 2,3 7,5
19 Esch 14 18, 14 15,6 18,16 15,11
20 Pseud 14 6,6 55 6,6 55
21 Enter 13 0,0 1,0 1,2 1,0
22 Staph 13 55 13,9 6,5 13,9
23 Esch 16 20, 36 36, 40 30, 58 36, 42
24 Pseud 16 5,12 13,8 5,13 14,8
25 Enter 15 1,0 2,6 1,0 2,6
26 Staph 15 3,2 4,1 3,2 51
26 Esch 18 3,3 3,3 3,4 4,3
28 Pseud 18 0,0 0,0 0,0 0,0
29 Enter 17 24, 25 32,32 25,28 32,36
30 Staph 17 Incont, incont 58 Incont, incont 58
S ambas placas 290 370 342 405
128% mas que 118% mas que 118% mas que
TSA en 48h, TSA48hy92% | TSA5dy 109%
Comparativa total 108% mas que | menos que PCA mas que PCA
TSA en 5 dias cromogénico en crom 48h
solo 48h

Esch: E.coli

Pseud: Pseudomonas aeruginosa

Enter: Enterococcus faecalis

Staph: Staphylococcus hominis
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Los resultados en color rojo se descartan como aberrantes, claros fallos en la dispensacion de inéculos, al
no ser interpolables con los resultados anteriores y posteriores de la misma cepa, o al ser Incontables, o al
haber en la placa doble o nulo in6culo,

4 placas incontables en TSA, ninguna incontable en PCA-cromogénico
36 resultados descartados por aberrantes de Rango BAJO de los 240 totales (15%)

En la tabla de rango bajo es donde podremos estudiar la precision de pares de placas. En las de rangos
medio y alto no, al provenir cada par de una dilucién diferente

Tambien en la tabla de recuento bajo es donde mas debemos fijarnos, ya que en el dia a dia son los
recuentos mas significativos: si la Normativa habla de <1.000 ufc/g, al diluir 10 g de muestra en 90 mL
de LPT Neutralizing Broth (-1) y tomar por cada placa 0,1 mL de los 100 mL resultantes (=0,01 g), si
hubiera 1000 ufc/g obtendriamos 10 colonias. La estrategia del laboratorio de afiadir 0,2 ml/placa es
excelente, ya que asi conseguimos que 1000 ufc/g = 20 colonias, que ya esta por encima del estandar 15
colonias/placa que define cuando empieza el recuento y hasta donde termina el “numero estimado”. Y
ademas, en las muestras de cosmética donde es probable que caigan en manos de inmunocomprometidos,
donde la Normativa habla de <100 ufc/g, el laboratorio siembra 1 mL de la solucién madre (-1) en masa
(0,1 g de muestra), por lo que 100 ufc/g equivalen a 10 colonias/placa.

Y en este rango bajo, el PCA cromogénico obtiene en 48h un 128% de mas colonias que el TSA.

Y en 3 dias, el PCA cromogeénico (Maxim Rapid Agar) obtiene en sélo 72h, un 118% mas colonias que el
TSA en 5 dias, en los rangos bajos de recuento en placa

Para colmo, el PCA cromogeénico (Maxim Rapid Agar) en solo 2 dias (48 h) obtiene un 108% mas
colonias que el TSA en 5 dias, en los rangos bajos de recuento en placa.

Por lo que perfectamente ya lo puede sustituir sin necesidad de observar lo que ocurre en los rangos
medio y alto, que son menos significativos en microbiologia cosmética a causa de los méximos
normativos arriba indicados.

Por otra parte, incubar 5 dias en TSA en vez de 2 dias, implica obtener un 118% mas colonias que
incubando 48 horas, lo cual se sale del +10% clésico de tolerancia en microbiologia, y no permite
extrapolar resultados a 5 dias con un factor de correccién x 118 por el hecho de incubar el TSA sélo 48h

E incubar 3 dias en PCA cromogeénico en vez de 48 horas, en el rango bajo, implica obtener un 109% mas
de colonias que incubando 48 horas, por lo que los resultados a 2 y a 3 dias a 20-25°c pueden considerarse
equivalentes, al ser la diferencia inferior al 10%. Tambien se puede aplicar un factor de correccion,
multiplicando el recuento de 48 h por 1,09, para conseguir una aproximacion al recuento en 3 dias,
aunque un 9% en microbiologia se considera despreciable.

Aungue si se buscase en los rangos extraordinariamente bajos (1-2 colonias/placa) si que valdria la pena
esperar al recuento en 3 dias, como se observa en varias muestras donde el TSA recuenta 0 y el PCA
cromogeénico acaba enumerando 1 6 2 colonias/placa.

Otras observaciones de la casuistica: Pseudomonas no ha seguido una clara linealidad en el rango bajo, ya
que hay muestras con méas concentracion que obtienen recuentos méas bajos. También fallan en linealidad
en el rango bajo algunas diluciones de las otras tres cepas.
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= 7.2 Rango MEDIO (placas duplicadas: dilucién -1 respecto a dilucién -2)

Valor TSA PCA-crom TSA PCA-crom
Muestra | Cepa | indculo 48 h 48 h 5 dias 3 dias
tedrico (-1),(-2) (-1),(-2) (-1),(-2) (-1),(-2)
1 Blanco 0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 Blanco 0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 Esch 20 9,0 8,0 9,0 10,0
4 Pseud 20 0,0 0,0 0,0 0,0
5 Enter 19 Incont, 3 112,1 Incont, 9 112, 1
6 Staph 19 10,1 8,0 10,1 8,0
7 Esch 25 18,1 27,0 22,1 32,1
8 Pseud 25 8,0 0,0 8,0 3,1
9 Enter 21 48,9 80,3 165, 9 94,3
10 Staph 24 5,0 4,0 6,0 4,0
11 Esch 29 7,0 6,2 14,0 10,2
12 Pseud 30 3,0 4,0 3,0 4,0
13 Enter 23 100, 1 98,5 74,1 98,5
14 Staph 29 7,1 12,0 91 13,0
15 Esch 34 8,1 3,2 12,1 4,2
16 Pseud 35 14,3 13,5 14,3 14,5
17 Enter 25 2,0 3,1 2,0 3,1l
18 Staph 33 14,0 91 15,0 9,1
19 Esch 39 7,0 13,3 11,0 14,3
20 Pseud 40 16,3 13,1 16,3 15,2
21 Enter 27 0,0 0,0 0,1 0,0
22 Staph 38 15, 3 13,2 18,3 13,3
23 Esch 44 7,2 17,1 12,2 18,1
24 Pseud 45 Incont, 1 16, 3 Incont, 1 17,4
25 Enter 29 29,0 24,1 29,0 24,1
26 Staph 44 4,0 10,2 6,0 10,2
26 Esch 49 6,0 51 10,0 51
28 Pseud 50 0,0 0,0 0,0 0,0
29 Enter 31 70, 4 66, 7 108, 4 66, 7
30 Staph 49 Incont, 280 7,3 Incont, 360 83
s placas (-1) y ambas 394 (424) 455 (494) 403 (433) 481 (525)
115-117% mas | 102-102% més | 119-121% mas
que TSA 48h, que TSA 48hy que TSA5d y
Comparativa total 113-114% m'és 88-89% menos 105-106% mas
que TSA 5 dias que PCA que PCA crom
cromogénico en 48h
solo 48h

NOTA: Hemos buscado un valor medio de 30 en vez del tipico de 50 porque en microbiologia cosmética importan
mas los rangos bajos, a causa de los valores limite Normativos

Esch: E.coli

Pseud: Pseudomonas aeruginosa

Enter: Enterococcus faecalis

Staph: Staphylococcus hominis
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Los resultados en color rojo se descartan como aberrantes, claros fallos en la dispensacién de inéculos, al
no ser interpolables con los resultados anteriores y posteriores de la misma cepa, o al ser Incontables, o al
haber en la placa doble o nulo in6culo,

6 placas incontables en TSA, ninguna incontable en PCA-cromogénico

64 resultados descartados por aberrantes de Rango MEDIO de los 240 totales (26,7%), son muchos los
aberrantes que interferirian en unas conclusiones certeras en este rango de recuento en placa.

En la tabla de rango medio no podremos estudiar bien la precisién de pares de placas, ya que cada placa
de un par procede de una dilucidn diferente.

Y esto se hizo para comprobar si habia alguna matriz entre las elegidas que tuviera “efecto matriz” o
“excesivo poder inhibitorio intrinseco”. Los resultados muestran claramente que no es asi, y la dilucién
mayor da, como es de esperar, un recuento menor. En la mayoria de las muestras, una dilucién 10 veces
mayor, supone un recuento 1 log inferior, pero curiosamente hay algunas (muestras 9, 13 y 29) donde la
dilucién 10 veces mayor, supone un recuento casi 2 log inferior, aunque esto también puede ser achacable
a la incertidumbre del método microbiolodgico en las diluciones.

La tabla de rango medio no es tan importante en microbiologia cosmética como la de rango bajo, como ya
hemos explicado en los comentarios de la misma.

En este rango medio, el PCA cromogénico obtiene en 48h un 115-117% mas colonias que el TSA en el
mismo tiempo, en los rangos medios de recuento en placa

Y en 3 dias, el PCA cromogénico (Maxim Rapid Agar) obtiene en s6lo 72h, un 119-121% mas colonias
respecto al TSA en 5 dias, en los rangos medios de recuento en placa

Para colmo, el PCA cromogénico (Maxim Rapid Agar) en s6lo 2 dias (48h) obtiene un 113-114% mas
colonias que el TSA en 5 dias, en los rangos medios de recuento en placa.

Por otra parte, incubar 5 dias en TSA en vez de 2 dias, implica obtener un 141-144% mas colonias que
incubando 48 horas, lo cual se sale del +10% clésico de tolerancia en microbiologia, y no permite
extrapolar resultados a 5 dias por un factor de correccién x144 incubando el TSA s6lo 48h, lo cual
imposibilita el uso del TSA en s6lo 48 h.

E incubar 3 dias en PCA cromogénico en vez de 48 horas, en el rango medio, implica obtener un 105-
106% mas de colonias que incubando 48 horas, por lo que los resultados a 2 y a 3 dias a 20-25°c pueden
considerarse equivalentes, al ser la diferencia inferior al 10%. Tambien se puede aplicar, si se desea, un
factor de correccion, multiplicando el recuento de 48 h por 1,05-1,06, para conseguir una aproximacion al
recuento en 3 dias, aunque un 5-6% en microbiologia se considera despreciable y no vale la pena esta
correccion.

Otras observaciones de la casuistica: Pseudomonas no ha seguido una clara linealidad en el rango medio,
ya que hay muestras con mas concentracion que obtienen recuentos mas bajos. También fallan en
linealidad en el rango medio algunas diluciones de las otras tres cepas.
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= 7.3 Rango ALTO (placas duplicadas: dilucién -1 respecto a dilucién -2)

Valor TSA PCA-crom TSA PCA-crom
Muestra | Cepa | indculo 48 h 48 h 5 dias 3 dias
tedrico (-1),(-2) (-1),(-2) (-1),(-2) (-1),(-2)
1 Blanco 0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 Blanco 0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 Esch 69 4,2 91 5,2 91
4 Pseud 70 0,0 0,0 0,0 0,0
5 Enter 62 92,8 216,4 216, 8 243, 4
6 Staph 68 16,2 26,4 18,2 26,4
7 Esch 84 17,4 36,5 17,6 36,5
8 Pseud 85 14,4 10,1 14,5 13,2
9 Enter 84 224, 16 184, 3 244, 15 228, 3
10 Staph 83 8,2 22,1 13,2 22,1
11 Esch 99 13,3 21,3 22,0 23,3
12 Pseud | 100 8,0 8,2 8,- 9,2
13 Enter 98 460, 5 224,22 124, 5 224,22
14 Staph 98 24,1 24,1 16, 2 25,1
15 Esch 123 17,2 25,9 24,2 25,9
16 Pseud 125 30,7 46, 3 35,7 51,3
17 Enter 123 13,2 13,0 12,2 14,1
18 Staph 122 13,5 19,4 14,4 24,4
19 Esch 148 12,5 20,6 30,5 26,6
20 Pseud 150 Incont, 50 144, 30 Incont, Incont, 144, 32
21 Enter 148 0,0 0,0 0,0 0,0
22 Staph 146 45,5 36,7 44,6 41,7
23 Esch 173 36,5 8,7 42,5 56,7
24 Pseud 175 Incont, 100 Incont, 104 Incont, 68 Incont, 104
25 Enter 173 28,1 36,4 29,2 36,4
26 Staph 171 25,6 22,6 30,7 22,6
26 Esch 198 21,4 15,6 22,5 15,6
28 Pseud | 200 0,0 0,0 0,0 0,0
29 Enter 198 25, 4 14,1 22,4 22,2
30 Staph 196 Incont, 340 36,8 Incont, Incont, 36,8
s placas (-1) y ambas 735 (1.270) 1.214 (1.456) 1.001 (1.164) 1.371 (1.635)
115-165% mas | 92-136% mds 137-140%
que TSA 48h, que TSA48hy | respecto TSA 5d
Comparativa total 121-125% m'és 82-92% menos |y 112-113% mas
que TSA 5 dias que PCA que PCA crom
cromogénico en 48h
solo 48h

Esch: E.coli  Pseud: Pseudomonas aeruginosa  Enter: Enterococcus faecalis Staph: Staphylococcus hominis
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Los resultados en color rojo se descartan como aberrantes, claros fallos en la dispensacion de inéculos, al
no ser interpolables con los resultados anteriores y posteriores de la misma cepa, o al ser Incontables, o al
haber en la placa doble o nulo in6culo,

8 placas incontables en TSA, 2 incontables en PCA-cromogénico
36 resultados descartados por aberrantes de Rango ALTO de los 240 totales (15%)

En la tabla de rango alto no podremos estudiar bien la precision de pares de placas, ya que cada placa de
un par procede de una dilucién diferente.

Y esto se hizo para comprobar si habia alguna matriz entre las elegidas que tuviera “efecto matriz” o
“excesivo poder inhibitorio intrinseco”. Los resultados muestran claramente que no es asi, y la dilucion
mayor da, como es de esperar, un recuento menor. En la mayoria de las muestras, una dilucion 10 veces
mayor, supone un recuento 1 log inferior, pero curiosamente hay algunas (muestras 5, 9,y 13; a9y la 13
repiten lo que les sucedié en el recuento medio) donde la dilucién 10 veces mayor, supone un recuento
casi 2 log inferior, aunque esto también puede ser achacable a la incertidumbre del método
microbioldgico en las diluciones.

La tabla de rango alto no estan importante en microbiologia cosmética como la de rango bajo, como ya
hemos explicado en los comentarios de la misma.

Y la tendremos més en cuenta que la de rango medio, porque la proporcion de aberrantes baja del 26,7%
al 15% (proporcion idéntica ésta a la del rango bajo)

En este rango alto, el PCA cromogénico obtiene en 48h un 115-165% mas colonias que el TSA: 165% si
solo tenemos en cuenta las placas que han resultado mas fiables, las de la dilucién madre (-1).

Y en 3 dias, el PCA cromogénico (Maxim Rapid Agar) obtiene en s6lo 72h, un 137-140% mas colonias
que el TSA en 5 dias.

Y en 2 dias, ademas, el PCA cromogénico (Maxim Rapid Agar) obtiene en sélo 48h, un 121-125% mas
colonias que el TSA en 5 dias, en los rangos altos de recuento en placa.

Por otra parte, incubar 5 dias en TSA en vez de 2 dias, implica obtener un 136% mas colonias que
incubando 48 horas (el 92% calculado entre la suma de resultados de ambas diluciones es aberrante,
porque no puede haber mas recuento en las mismas placas a las 48h que a los 5 dias; esta aberracion se
explica al haber mas incontables a 5 dias que no suman, que en 48 horas)

E incubar 3 dias en PCA cromogénico en vez de 48 horas, en el rango alto, implica obtener un 112-113%
mas de colonias que incubando 48 horas, por lo que los resultados a 2 y a 3 dias a 20-25°C pueden
considerarse casi equivalentes, al ser la diferencia cercana al 10%. Tambien se podria aplicar, si se desea,
un factor de correccién, multiplicando el recuento del rango alto de 48 h por 1,12-1,13, para conseguir
una aproximacion al recuento en 3 dias, aunque ese 12-13% en microbiologia es casi despreciable y no
vale la pena tener en cuenta esta correccion.

Otras observaciones de la casuistica: Pseudomonas no ha seguido una clara linealidad en el rango medio,
ya que hay muestras con mas concentracion que obtienen recuentos mas bajos. También fallan en
linealidad en el rango alto algunas diluciones de las otras tres cepas.

Nota: No hemos trabajado para conocer la reproducibilidad (para eso esta la posterior participacion en
servicios intercomparativos de estos tipos de matrices); de haberlo necesitado, simplemente repetiriamos
el experimento con el mismo lote de cepas y haciendo duplicados idénticos, otro dia y con otro analista. Y
plasmariamos los resultados en tablas como las de arriba, a fin de comparar cada muestra con su
duplicado del otro dia y del diferente analista. Pero precisamente para eso se trabaja después en servicios
intercomparativos.
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8. Estudio estadistico de los datos

En toda validacion cuantitativa partimos de las siguientes premisas, que sin embargo no deben hacernos

“perder el Norte” de lo que queremos demostrar en la validacion:

a)

b)

<)

d)

Antes de realizar ningln célculo, hemos de eliminar los resultados mal expresados (es decir,
ilegibles, ambiguos, los expresados como <..., >..., cualitativos, inconcretos...) y los que no se
proporcionan por duplicado o triplicado.

Dada la distribucion contagiosa (denominada de Poisson) o heterogénea (denominada binomial
negativa) que sufren los microorganismos en cualquier matriz, habriamos de transformar todos
los resultados a su logaritmo decimal (el log de 10° recordemos que es 5, el de 2,3 x10° nos dice
la calculadora que es 5,362, el de 8,9 x 10° segln la calculadora es 5,949...) para asi transformar
dicha distribucion en logNormal o de Gauss. Asi podriamos ya calcular la media y la desviacion
estandar de todas las medidas. Esto solo es necesario realizarlo en servicios intercomparativos y
en validaciones de “procedencia quimica”, ya que segin veremos: l-aumentando el nivel de
exigencia en la comparacion entre los resultados obtenidos y los esperables (o valor inéculo); 2-
asimilando la exactitud al porcentaje de productividad respecto al medio estandar (exactitud
absoluta) y respecto al valor indculo diana (exactitud relativa); y 3-asimilando la precision al CV
(dispersion relativa a la media, por ejemplo en 5+ 0,7, el CV% es 0,7/5 x 100); nos ahorraremos
todos estos logaritmos.

Antes de realizar ningun calculo, hemos de eliminar los resultados aberrantes (es decir, los que
se alejan demasiado del valor in6culo a causa de una exagerada inexactitud y los que se alejan
demasiado entre si por pares a causa de una exagerada imprecision. Para ello podemos aplicar el
test de Grubs 0 ademaés el test de la mediana (eliminar resultados que estan fuera del + 50% del
valor de la mediana del total de resultados) para eliminar inexactitudes; e incluso se puede
aplicar el test de Cochran para eliminar imprecisiones. En general se puede prescindir de estos
test si se tiene experiencia y criterio para descartar a simple vista los resultados excesivamente
desviados (como minimo los ceros y los incontables, ademas de los que no interpolan bien entre
recuentos lineales).

Se considera valor asignado al valor indculo certificado de las cepas; en el caso de que difiera
significativamente de los negros (que hemos realizado para constatar si la cepa llegd en las
mismas condiciones de exactitud y precision en que salié del fabricante), se toma como valor
asignado el obtenido en los negros. En este caso “diferir significativamente” quiere decir que el
recuento del certificado y el recuento de los negros varia al menos 1 log (es decir, el certificado
dice por ejemplo 40 y nuestro negro dice >400 o <4). Segln otros autores demasiado estrictos
(procedentes de escuelas quimicas, para llegar a esas conclusiones en microbiologia podrian
haberse ahorrado hacer logaritmos), “diferir significativamente” quiere decir que el recuento de
los negros varia por encima de la desviacién estandar certificada por el proveedor de las cepas
(lo cual, sin embargo, es mas que habitual incluso en las mas exactas y precisas marcas de cepas
cuantitativas, hecho que dificultaria su uso en las validaciones y por tanto, impediria realizar las
validaciones mas adecuadas, que emplean cepas cuantitativas que certifican su exactitud y su

precision).
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e) La desviacion estandar diana del inoculo es la que consideramos aceptable y suele estar 3 veces
por encima de la obtenida en el certificado de la cepa cuantitativa. La desviacion estandar
robusta es la obtenida en el conjunto de datos, por eso también la llamamos desviacion estandar
global. En ensayos intercomparativos se considera que la desviacion estandar diana debe estar
1/3 por debajo de la desviacidn estandar robusta, lo cual al participar muchos laboratorios, suele
ser muy facil de cumplir.

f) La incertidumbre del valor asignado requiere prudencia, como toda incertidumbre calculada en
microbiologia, dado que los mayores componentes de la incertidumbre microbioldgica (estados
metabolico e historico de la cepa) no se pueden medir. Algunos autores sugieren que se calcule
dividiendo la desviacidn estandar robusta o global por la raiz cuadrada del nimero de muestras
analizadas (o en servicios intercomparativos, del nimero de laboratorios no descartados).

g) Los valores “z” o z-scores se emplean en los servicios intercomparativos y resultan de calcular la
diferencia entre el valor asignado y el valor medio obtenido por cada laboratorio, y dividirla por
la desviacion estandar. Esta herramienta corre el peligro de descalificar aberrantemente a los
laboratorios que se han acercado, mucho mas que la media de los demés laboratorios, al valor
indculo, sélo por el hecho de que los demas se hayan alejado mucho del mismo, creando asi un
valor consensuado aberrante. Los participantes deben estar al tanto y si se producen casos como
el mencionado, protestar a la organizacion del servicio por haberles descalificado o calificado
negativamente, cuando deberian ser felicitados por obtener los mejores resultados de todos los
participantes (aunque se llaman servicios intercomparativos precisamente porque comparan
laboratorios, independientemente de que los demas lo hayan hecho muy mal).

h) El coeficiente de variacion (CV %) resulta de dividir la desviacion estandar global obtenida en el
estudio por el valor medio obtenido en el mismo. Se emplea para asignar un valor de

“incertidumbre microbioldgica medible” en las cepas cuantitativas.

Para aprobar o no la validacion del método de recuento de Aerobios, se tendran en cuenta los siguientes

parametros:

Limites de cuantificacién o rango: el rango dentro del cual se puede contar los resultados de una
placa sin estar sometidos a posibles interferencias ni imprecisiones: En bacterias, en placa normal, se
suele aceptar que es de 15-200 colonias/placa. Y se divide en 3: bajo (1-15 colonias/placa), medio
(16-50 colonias /placa) y alto (51-200 colonias /placa). En microbiologia cosmética el rango méas
importante es el bajo, porque es por donde nos vamos a mover cuando estemos cerca del limite
Normativo de 1.000 ufc/g, que equivale a 10 colonias/placa cuando afiadimos 0,1 mL de la solucién
madre de 10 g de cosmético en 90 mL de caldo neutralizante, es decir, cuando afiadimos 0,01g de
muestra/placa.

Exactitud: cercania de los resultados respecto al valor tedrico en los tres rangos de recuento en
placa. Elegimos como valor asignado el valor indculo calculado en lugar del valor obtenido en los
medios estdndar, a causa de las interferencias antagonicas que han demostrado ciertos
microorganismos con respecto a otros cuando estaban en el rango alto de recuento en placa. No
obstante se estudia tanto la recuperacion relativa (la obtenida respecto al valor inoculo) como la

recuperacion absoluta (la obtenida respecto al recuento en los medios estandar).
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- Precision: medida de dispersion de los resultados obtenidos respecto a su media. Suelen medirse dos
de sus componentes: tanto la repetitividad (grado de concordancia entre resultados de sucesivas
mediciones del mismo mesurando, realizadas en las mismas condiciones de medicion: tiempo,
operario, muestras, laboratorio); como la reproducibilidad (grado de concordancia entre los
resultados de sucesivas mediciones del mismo mesurando, realizadas en diferentes condiciones de
medicion: con el mismo método y la misma muestra, pero con distintos operarios, tiempo,
instrumentos, laboratorios, etc.)

- Linealidad: grado de concordancia entre lo esperable (valor inéculo en ufc/ml) y lo detectado (valor
obtenido en colonias/placa) en los diferentes rangos de recuento en placa

- Selectividad inclusiva: escasez de falsos negativos empleando diferentes dianas

- Especificidad exclusiva: escasez de falsos positivos empleando diferentes interferentes. No procede
en los recuentos de aerobios, ya que cualquier microorganismo es diana.

- Robustez del pardmetro: Denominamos asi la capacidad del parametro Recuento de Aerobios para
obtener una elevada precision de los resultados obtenidos entre los diferentes métodos/medios
ensayados; de modo que cuanto mas cercanos sean los resultados en los diferentes métodos, méas
robusto se considerard el parametro. No hay que confundir esta robustez con la robustez de cada
método, que viene en parte definida por los anteriores pardmetros.

- Incertidumbre de las medidas: Es lo inverso a la certeza de los resultados que obtengamos para
cada uno de los parametros arriba indicados. Depende de las premisas que seamos capaces de
detectar y medir, es decir, de los componentes que disminuyen la certeza en la obtencion de
resultados. Actualmente s6lo se tienen en cuenta, como estandar internacional, en el célculo de la
incertidumbre microbioldgica, las componentes derivadas de la imprecision y, en algunos casos, la
componente derivada de las diluciones (pero lamentablemente tenidas en cuenta como analitos
quimicos, no como células vivas que, por su naturaleza externa polisacarida, sufren distribuciones
contagiosas en forma de microcolonias, clusters o biofilms). Por todo ello, no creemos en el célculo
de la incertidumbre en microbiologia y consideramos que es una absurda pérdida de tiempo, maxime

no habiendo, como no hay, ni puede haber, valores limite con los que compararse.
Una vez se han leido las placas, se hara la media y desviacién estdndard para cada rango de medida. Los

resultados obtenidos servirdn para evaluar y validar si el método de recuento de Aerobios es adecuado o
no con la ayuda de los resultados de exactitud y de precision obtenidos.

8.1 Limites de cuantificacion

Son los limites por debajo y por encima de los cuales los resultados obtenidos tienen asociada
una imprecision no admisible. Aunque vienen dados ya fuera del experimento de validacion, debemos
tener en cuenta una serie de consideraciones:

El recuento en placa suele tener como limite inferior de cuantificacién 15 colonias/placa y por
debajo de este recuento ya no se habla de recuento sino de valor estimado. Pero en cosmeética, es
precisamente ahi donde esta el limite Normativo (<1.000 ufc/g para cosmética en general, es decir, <10

colonias si se emplea la dilucion -1 y se siembra 0,1 mL y <100 ufc/g para cosmética que pueda acabar
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en manos de inmunodeprimidos, es decir, < 10 colonias si se emplea la dilucién -1 y se siembra 1 mL. En
cuanto al limite superior, varia en funcion del tamafio colonial de las cepas diana. Este valor maximo
suele aceptarse como 1/3 de la superficie total de la placa ocupada por colonias (con respecto a los
restantes 2/3 de la placa sin colonias).

En el caso de estudio se han fijado por normativa técnica en limite inferior 1 colonia/placa y en

limite superior 200 colonias /placa.

El limite superior se puede solventar en caso necesario (placas incontables o confluentes) repitiendo el
trabajo con diluciones decimales de la muestra, pero como nuestro limite de aceptabilidad en cosméticos

es 10 colonias/placa, no tiene sentido profundizar en este rango.

En cambio el limite inferior de cuantificacion se debe considerar equivalente al limite de deteccion de los
métodos cualitativos, ya que no existe forma de mejorarlo. Por ello, al dispararse la incertidumbre por
debajo de 15 colonias/placa, en tales casos no se habla de recuentos sino de “valor estimado <15
colonias/placa”. Reiteramos aqui la incongruencia que es exigir legislativamente <100 6 <1.000 ufc/g,
con un método que solo es capaz de demostrar recuentos fiables cuando hay muchos mas

microorganismos presentes en la muestra).

No olvidemos que en realidad el recuento de cada placa (1 ml de muestra tratada), al estar ésta
diluida a razén de 10 g + 90 ml LPT Broth (10™), es en realidad 0,1 g de muestra inicial. Esto provoca un
sesgo en los recuentos en placa, al no ser capaces de contar por debajo de 15 colonias/placa, es decir, por
debajo de 150 ¢ 1.500 ufc/g de muestra en 1 mL de la solucion madre (muestra tratada). Por ello los
resultados analiticos de recuento, cuando no nos salga ninguna colonia tras haber sembrado 1 mL, sélo
podremos expresarlos como "recuento <150 ufc/g"” y si en la placa saliesen por ejemplo 9 colonias,

deberiamos expresarlo como "valor estimado <90 ufc/g"

En el rango medio del recuento en placa es I6gicamente donde la incertidumbre es menor y por
tanto los resultados suelen ser mas fiables. Por eso algunas escuelas de validacion como la de
Farmacopea, s6lo miden la exactitud alrededor de 100 ufc/placa, lo cual nos parece demasiado simplista.
De todas formas en cosméticos, por lo que acabamos de comentar en el parrafo anterior, el rango en el

gue mas deberiamos centrarnos es el bajo.

8.2 Exactitud

Para calcular el valor de exactitud del método utilizado, se calculara el promedio de los resultados en cada
rango y la desviacién estandar.

La exactitud o % recuperacion relativa es el porcentaje de desviacion de la media de cada rango con
respecto al valor tedrico del inoculo de cepas patron. Pero lo que realmente importa en esta validacion es
calcular la recuperacion absoluta (comparando el recuento en PCA cromogénico, que es el medio que
queremos validar porque ha demostrado ser mucho mas rapido, al menos al incubar a 35°C, con respecto

al TSA, como medio clésico oficial).
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El valor de exactitud resultante da idea del grado de concordancia entre el resultado de analisis y el valor

de referencia aceptado, dando una aproximacion al porcentaje de recuperacion.

Seremos prudentes con este parametro, ya que lo que estamos comparando en esta validacion no es lo
bien o mejor que recupera el PCA cromogénico con respecto a cepas diana de concentracién calculada,
sino lo bien o mejor que recupera el PCA cromogénico respecto al TSA estandar y sobre todo, la rapidez
en la obtencion de sus resultados con respecto al TSA, que puede ahorrar a la industria cosmética mucho
tiempo de incubacion y, en definitiva, mucho stock de almacén de producto final en cuarentena. Sobre
todo si se conjuga con un medio rapido del otro parametro mas lento que existe: el recuento de hongos

(levaduras y mohos).

Resultados de exactitud

La Exactitud medida como recuperacion relativa media % respecto a cepas cuantitativas certificadas
(como criterio estandar, ver ejemplos de fertilidad minima para medios generales y selectivos en los
anexos de la Norma I1SO 11133-2: 50-95%) no nos interesa en esta validacion. Lo que queremos
comprobar es la exactitud (y ademas la rapidez) del medio PCA cromogénico de MICROKIT con

respecto al TSA estandar.

Exactitud absoluta entre el PCA cromogénico y el TSA a las 48 horas (2 dias) a 20-25°C

Rango de Medida Recuent,o gn PCA Recuento en TSA Recuento PCA crom/TSA
cromogenico 48 h 48h
BAJO 370 colonias/60 placas 290 colonias/60 placas 128%
MEDIO 455-494 colonias/60 placas 394-424 colonias/60 placas 115-117%
ALTO 1214-1456 colonias/60 placas | 735-1270 colonias/60 placas 115-165%
Exactitud absoluta 128%
media

Excelente, superior al 90% necesario segin ISO 11133-2 e incluso >100% de excelencia en el mismo

tiempo que el TSA.

Exactitud absoluta entre el PCA cromogénico a las 72 h (3 dias) y el TSA a los 5 dias a 20-25°C

. Recuento en PCA Recuento en TSA Recuento PCA crom/TSA
Rango de Medida Ak 2 .
cromogénico 3 dias 5 dias

BAJO 405 colonias/60 placas 342 colonias/60 placas 118%

MEDIO 481-525colonias/60 placas 403-433 colonias/60 placas 119-121%

ALTO 1371-1635 colonias/60 placas | 1001-1164 colonias/60 placas 137-140%
Exactitud absoluta 127%

media

Excelente, superior al 90% necesario segun 1SO 11133-2 e incluso >100% de excelencia en menos

tiempo (ahorra 2 dias) que el TSA.
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Exactitud absoluta entre el PCA cromogénico a las 48 h (2 dias) y el TSA a los 5 dias a 20-25°C

. Recuento en PCA Recuento en TSA Recuento PCA crom/TSA
Rango de Medida - .
cromogeénico 48h 5 dias

BAJO 370 colonias/60 placas 342 colonias/60 placas 108%

MEDIO 455-494 colonias/60 placas 403-433 colonias/60 placas 113-114%

ALTO 1214-1456 colonias/60 placas | 1001-1164 colonias/60 placas 121-125%
Exactitud absoluta 116%

media

Excelente, superior al 90% necesario segun I1SO 11133-2 e incluso >100% de excelencia en mucho menos

tiempo (ahorra 3 dias) que el TSA.

Otras conclusiones interesantes:

El PCA cromogénico obtiene resultados muy similares cuando se incuba a 25°C en 2 y en 3 dias

(48hy72h)
. Recuento en PCA Recuento en PCA Recuento 48/72h
Rango de Medida o .-
cromogénico 48 h cromogeénico 72 h
BAJO 370 colonias/60 placas 405 colonias/60 placas 91,4%
MEDIO 455-494 colonias/60 placas 481-525colonias/60 placas 94,6-94,1%
ALTO 1214-1456 colonias/60 placas | 1371-1635 colonias/60 placas 88,5-89,1%
Exactitud absoluta 91,54 %
media (>90%)

De modo que podemos reducir el tiempo de incubacién de aerobios no asociados al hombre, sino

al deterioro de producto (sapréfitos a 25°C), de 5 dias a s6lo 2

En cambio el TSA no obtiene resultados fiables a las 48 horas y hay que esperar 5 dias para que

los recuentos sean fiables:

Rango de Medida Recuento en TSA 48h Recuento en TSA 5 dias Recuento PCA crom/TSA
BAJO 290 colonias/60 placas 342 colonias/60 placas 84,8%
MEDIO 394-424 colonias/60 placas 403-433 colonias/60 placas 97,8-97,9%
ALTO 735-1270 colonias/60 placas | 1001-1164 colonias/60 placas 73,4% a -aberrante
Exactitud absoluta 88,47 %
media (<90%)

Ademas en PCA cromogénico (2 de 360 placas) se minimiza el nimero de placas incontables,

que son mucho mas frecuentes en TSA (18 de 360 placas).

La conclusién es clara: podemos trabajar con plena confianza con PCA-cromogénico (Maxim
Rapid Agar) y ahorrar 2 6 incluso, si nos conviene, 3 dias de incubacion. Por tanto, los aerobios a
20-25°C dejan de ser uno de los 2 handicaps que nos obligaban hasta ahora a retener el producto
final durante 5 dias. Falta que validemos el Rapid YM Agar para que, si en el recuento de hongos
sucede lo mismo, la cuarentena de stock de producto terminado la pasen a marcar desde ahora los
patogenos lentos (sobre todo Staphylococcus aureus, con sus 3-4 dias entre enriquecimiento y

aislamiento en placa).
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8.3 Precision

Mide la dispersion de los resultados obtenidos en las diferentes réplicas respecto el valor
promedio.

Tiene dos componentes: repetitividad (la que obtenemos con réplicas en nuestro laboratorio con
experimentos como el de hoy) y reproducibilidad (la que obtenemos mediante z-scores en ensayos
intercomparativos. En validaciones mas estrictas, ADEMAS, con replicas de este experimento en
diferentes dias para cada analista y con todos los analistas).

Mediremos la precision-repetitividad, en cada uno de los tres rangos, como desviacion estandard
relativa, como coeficiente de variacion CV: % (imprecision) que es la “precision media” relativa a
(dividida por) el recuento medio obtenido (la cifra de la derecha del * dividida por la cifra de la izquierda
del mismo). Este valor es analogo en su inversa a los empleados en los ensayos intercomparativos "Z-
scores" (logaritmicamente, la cifra de la izquierda del + dividida por la cifra de la derecha del mismo), por
lo que tiene el mismo valor estadistico que éstos. Asi no nos perderemos en herramientas estadisticas que
no entenderiamos y tampoco nos iban a dar mayor fiabilidad en los resultados.

La incertidumbre es lo contrario de la certeza. Por poner un ejemplo, si paseamos bajo la lluvia
y deja de llover, podemos ver mientras caminamos que aun caen 3 gotas del lado izquierdo de un tejado y
ninguna del lado derecho, lo que nos llevaria a la conclusién de que el lado izquierdo es mas grande.
Qué certeza tiene este resultado? Ninguna, ya que si nos paramos un minuto, probablemente veamos
caer unas 200 gotas del lado izquierdo y también unas 200 del lado derecho; en este caso la
incertidumbre es enorme. La incertidumbre de los resultados que obtengamos en la validacion depende
del nimero de parametros que intervienen en la medida y hemos sabido detectar. El haber hecho tantas
muestras nos libera de aplicar estadistica méas compleja, al disminuir la componente de la incertidumbre,
la cual en microbiologia no se puede aplicar como en quimica, ya que los dos mayores componentes de la
incertidumbre microbiolégica (1-sobre todo el estado metabdlico de la cepa en el momento del
experimento: latencia, fase exponencial de crecimiento, fase de meseta, fase de caida o fase de letargia o
subletalidad, de ahi los conceptos “no vivificables, no cultivables”, dada la inmortalidad de los seres
unicelulares excepto por destruccion celular; 2-pero también su historia metabdlica, que le puede hacer
rechazar un nuevo alimento o medio de cultivo durante dias hasta que su genética lo reconozca como
comida “pon un microorganismo junto a lo que sea, y acabara comiéndoselo”) no son medibles. Otros
argumentos de peso en contra de un calculo veraz de la incertidumbre microbioldgica expandida son: 3-
los microorganismos no se distribuyen homogéneamente en ninguna muestra, sino contagiosamente
(aunque nos pasemos toda la mafiana agitando 100 ufc en 100 ml, nunca obtendremos 1 ufc/ml) y hacer
una conversion logNormal para convertir la distribucion de Poisson (o la binomial negativa) en Normal,
es solo un artefacto estadistico que no resuelve la raiz del problema; 4-los microorganismos tienen un
comportamiento impredecible, cadtico, formando a veces sinergias en su crecimiento, otras veces
antagonismos y otras veces indiferencias entre unas cepas y otras, e incluso entre diferentes miembros de
una misma cepa; 5-la unidad de medida en microbiologia no sélo es entera (sin decimales) sino que es la
ufc, que puede estar formada por una o por muchas células “microclusters o microcolonias” de modo
completamente impredecible; 6-el tipo de matriz puede actuar de forma completamente diferente en el
crecimiento de una misma cepa, lo que vuelve a hacer dicho crecimiento completamente impredecible; 7-

el empleo durante la validacion de matrices no estériles y el uso de cepas cuantitativas de amplia
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incertidumbre inicial (ej: <100 ufc significa 50 + 49, algo absolutamente intolerable) no permiten realizar
un calculo valido de la incertidumbre de la medida; 8-muchos microorganismos pueden crecer a
temperatura ambiente, incluso duplicando su poblacién en s6lo 20 minutos, lo que arroja otra componente
no medible a la incertidumbre durante el experimento de validacion; 9-cada medio de cultivo se comporta
de modo diferente con un mismo microorganismo, obteniendo recuperaciones aceptadas entre un 50 y un
90%, por ejemplo un medio de recuento de aerobios puede recuperar una cepa concreta (por ejemplo
Staphylococcus aureus) en un 15% o incluso en un 0% y no por ello deja de ser valido, ya que esta
destinado al recuento de una poblacion que denominamos “aerobios”, que puede incluir unas cepas del
ejemplo de S.aureus y no otras de sus cepas; otro ejemplo de la componente “incertidumbre no medible”
del medio de cultivo: podemos (y solemos) obtener un mayor recuento de coliformes en VRBL que de
Enterobacterias en VRBG en una misma muestra, cuando esto es inaudito para los no-microbiélogos, al
ser todos los coliformes enterobacterias, pero muchas enterobacterias no son coliformes, por lo que en
teoria siempre habra mas enterobacterias que coliformes. Otras componentes de la incertidumbre
microbioldgica, que son tenidas en cuenta por algunos quimicos que incursionan en validacion
microbioldgica, son las debidas a las diluciones, a las colonias procedentes de mas de 1 ufc por
solapamiento (colonias mixtas de la misma o de diferentes cepas), al ratio de colonias identificadas por
placa, a la experiencia/competencia del analista y a las condiciones puntuales de Temperatura y tiempo
de incubacion; son también importantes, pero resultan tan despreciables como las de la formula de
incertidumbre (incertidumbre de la cepa, incertidumbre de la repetitividad e incertidumbre de la
reproducibilidad) si consideramos los demas factores mencionados, cuyo peso en la incertidumbre real se
dispara. Las Normas ISO sobre validacion de métodos microbiolégicos (ISO 16140, ISO 13843) y sobre
equivalencia de métodos (ISO 17994) no tienen en cuenta casi ninguna de estas consideraciones
microbioldgicas, por lo que los microbidlogos no podemos tenerlas en cuenta a ellas. Todo esto no
significa que si el método microbioldgico es tan impreciso (respecto al quimico), nosotros nos podamos
permitir ser imprecisos también, de modo que haremos nuestro trabajo con el maximo esmero para que
otra de las componentes no medibles de la incertidumbre microbioldgica (el analista, su estado

metabdlico durante el experimento y su competencia técnica) se minimice en todo lo posible.

Ej: Dados unos resultados de media y desviacion 3,7 £ 1,4, se calculara CV como 1,4/ 3,7 = 37,84.

Cuanto menor sea el valor absoluto del CV%, mas correcta sera la precision (menor imprecision CV%).
Valores de CV superiores al 70% deben hacernos pensar en mejorar los experimentos, aunque sean

inferiores al estandar del 100%.

En las z-scores empleadas en los servicios intercomparativos, se admite que los valores
logaritmicos son adecuados mientras se mantengan entre + 2. De modo que, andlogamente, mientras el
valor absoluto del CV no sea superior a 1 (al 100%), ya que la desviacién nunca puede admitirse si es
mayor al valor medio, consideraremos correcta la repetitividad. En los casos en que sea superior al 100%,
se descartaran dichos casos por aberrantes. Cuanto menor sea el valor del CV% (que mide la
imprecision), mas correcta serd la precision demostrada. Valores de CV% superiores al 70% deben

hacernos pensar en mejorar el experimento.
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Si se desea, se puede calcular una incertidumbre medible, sumando el cuadrado de la incertidumbre
certificada de la cepa y el cuadrado del coeficiente de variacion obtenido en la repetitividad (y en la
reproducibilidad). Pero hemos de ser conscientes de que la incertidumbre real es muy superior a esta
“incertidumbre derivada s6lo de la imprecision”, por causa de componentes no medibles, sobre todo los
gue hemos detectado y resumido en el parrafo anterior. De modo que ese calculo deberiamos considerarlo
un valor sin relevancia.

Y dejaremos la precision-reproducibilidad para los futuros ensayos intercomparativos en que
participemos, cuyos informes anexaremos a la presente validacion. Aunque si se tratase de una validacion
més compleja, deberiamos medir esta componente ADEMAS replicando este experimento en distintos

dias y para los diferentes analistas.
En este caso tenemos en cuenta las réplicas de muestras teéricamente idénticas, asi como los duplicados

de placas, pero en otros casos también habremos de tener en cuenta las otras formas de medir la precision,

enumeradas al comienzo de este capitulo.

Resultados de precisién (sélo en el rango bajo)

Nos centraremos en los resultados del rango bajo, ya que en el rango medio y en el rango alto, los
duplicados de placas a diferente dilucién, tenian la mision exclusiva de detectar a ver si habia matrices de
elevado poder inhibitorio intrinseco, que requieren el caldo LPT Neutralizing a doble concentracién, o
incluso exigen trabajar a la dilucion (-2). Y una vez hecha su labor (= no hay ninguna de esas matrices),

no aportarian nada al estudio de la precisién del método y de los analistas.

Tampoco era el motivo de esta validacion centrarnos en este parametro, que en este caso mide sobre todo
el trabajo repetitivo del analista en los duplicados de placas, pero aun asi estudiaremos los pares de cada

placa del rango bajo. Los resultados de TSA a 5 dias y de PCA cromogénico a 2 dias:

TSA 5 dias PCA cromogénico 48h
0 9
Muestra | Datos, Media Sm Smj:l\\il/;dia Datos, Media Sm SM(/ZI\\//I/;dia

1 0/0 0 0 - 0/0 0 0 -
2 0/0 0 0 - 0/0 0 0 -
3 0/0 0 0 = 0/2 1 1,41 141%
4 0/0 0 0 = 0/0 0 0 -
5 2/1 1,5 0,71 46,7% 2/5 3,5 2,12 60,6%
6 1/0 0,5 0,71 142% 0/0 0 0 -
7 4/4 4 0 0 2/0 1 1,41 141%
8 0/0 0 0 - 0/0 0 0 -
9 8/5 6,5 2,12 32,6% 6/4 5 1,41 28,2%
10 1/1 1 0 0 1/0 0,5 0,71 142%
11 3/7 5 2,83 56,6% 7/11 9 2,83 31,4%




12 1/1 1 0 0 0/0 0 0 -

13 8/9 8,5 0,71 8,4% 5/4 4,5 0,71 15,8%
14 2/2 2 0 0 3/1 2 1,41 70,5%
15 18/16 17 1,41 8,29% 29/25 27 2,83 10,5%
16 7/2 4,5 3,53 78,4% 6/3 4,5 2,12 47,11%
17 2/0 1 1,41 141% 0/0 0 0 -

18 2/3 2,5 0,71 28,4% 4/3 3,5 0,71 20,3%
19 18/16 17 1,41 8,3% 15/6 10,5 6,36 60,6%
20 6/6 6 0 0 5/5 0 0 0

21 1/2 1,5 0,71 47,3% 1/0 0,5 0,71 142%
22 6/5 5,5 0,71 12,9% 13/9 11 2,83 25,7%
23 30/58 44 19,80 45% 36/40 38 2,83 7,4%
24 5/13 9 5,66 62,9% 13/8 10,5 3,54 33,7%
25 1/0 0,5 0,71 142% 2/6 4 2,83 70,7%
26 3/2 2,5 0,71 28,4% 4/1 2,5 2,12 84,8%
27 3/4 3,5 0,71 20,3% 3/3 3 0 0

28 0/0 0 0 = 0/0 0 0 -

29 25/28 26,5 2,12 8% 32/32 32 0 0

30 Incont,/incont _ _ 5/8 6,5 2,12 32,6%

TOTAL = 39,2 +45,3 - - 53,0 49,0

Como es habitual y légico, y aun que los datos parecen decir lo contrario, el medio de cultivo no

tiene incidencia en la precision.

Se observa siempre una mayor precisién (menor CV %) en microbiologia, en los rangos medio y
alto (<10%); el rango bajo es el que mas imprecision tiene siempre, aunque en este caso sigue siendo
adecuada (< 70%).

La precision resulta bastante similar en ambos medios, ya que la precision es una variable que
depende mas del analista que del medio. Como criterio de aceptabilidad debe saberse que los CV cuyo
valor absoluto es > 100% no son admisibles. Valores de CV superiores al 70% deben hacernos pensar en
mejorar los experimentos, aunque sean inferiores al estandar mas basico del 99% que siguen empleando
muchos laboratorios, incluidos otros fabricantes de cepas cuantitativas. CV del 19-50 % son habituales en
las cepas cuantitativas de alta calidad como las empleadas. CV inferiores al 25% son considerados
excelentes por los estdndares de calidad méas elevados. Los que obtenemos en esta validacion son por

tanto correctos, al no superar en ninguno de los dos medios ni siquiera el 70%.

No existe criterio de aceptabilidad en la precision, segin Norma ISO 16140, lo cual hace aberrante
emplear sus complejos calculos estadisticos, para luego no saber a qué atenerse. Nosotros hemos basado

el criterio de aceptabilidad de la precision en lo que nos piden los clientes acreditados 1SO 17025.
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8.4 Linealidad: grado de concordancia entre lo esperable (ufc/indculo) y lo detectado (colonias/placa) en

los diferentes rangos de recuento en placa: Linealidad
Si hemos trabajado con diferentes concentraciones
N® ufcs
calculadas para un mismo rango (por ejemplo empleando un inoculadas
solo microorganismo en cada muestra), la grafica de
linealidad sera diferente para cada concentracion teérica o Recuento en placa del
. . metodo a validar
microorganismo.
Rango qe Medida y valor Rtos. medios en TSA, 5 dias Rtos. mefjlgs en P,CA
estimado medio cromogénico, 2 dias
BAJO: 10 ufc/inéculo 342/60 col/placa = 5,7 370/60 col/placa = 6,2
MEDIO: 30 ufc/indculo 403/60 col/placa=6,7 455/60 col/placa=7,6
ALTO: 119 ufc/indculo 1.001/60 col/placa = 16,7 1.214/60 col/placa = 20,2

En nuestro caso la linealidad ha quedado demostrada porque las medias obtenidas de los recuentos en
placa van subiendo conforme suben los valores inéculo, en cada unos de los rangos, aungque no de una
forma tan lineal como ocurre en otras validaciones. Tampoco nos importa, porque la meta en
microbiologia cosmética es el rango bajo, al ser el valor limite Normativo, con los calculos efectuados en
esta validacion y en el trabajo habitual, de 10 colonias /placa. Y queda mejor demostrado en PCA
cromogénico (entre 6,2 y 20,2 colonias/placa) que en TSA (entre 5,7 y 16,7 colonias/placa). Aunque no
era este parametro el objetivo de esta validacion, ya que la linealidad es algo inherente al método de
recuento en placa, y tampoco aporta hada nuevo a nuestro objetivo de conseguir reducir los tiempos de

incubacion, objetivo prioritario de esta validacion.

8.5 Selectividad inclusiva: escasez de falsos negativos con diferentes dianas.

En el rango bajo, sin tener en cuenta valores normalmente indetectables a causa de la incertidumbre
(como son sélo 2 ufc/indeculo), hay un falso negativo en ambos medios de Pseudomonas aeruginosa en la
muestra 28. En el rango medio, de nuevo falso negativo en ambos medios de Pseudomonas aeruginosa en
la muestra 28, y también en la 4. Y en el rango alto, otra vez falso negativo en ambos medios de
Pseudomonas aeruginosa en las muestras 4, y 28, lo que hace sospechar que estas muestras son

inhibitorias para este microorganismo. Y de Enterococcus faecalis en la muestra 21.

Hay otros 2 falsos negativos, cada uno sélo en uno de los dos medios:

Pseudomonas aeruginosa en la muestra 8 a concentracion baja s6lo en TSA
Enterococcus faecalis en la muestra 21 a concentracién media s6lo en PCA cromogénico

De modo que en el total de 180 muestras (30 x 3 rangos x 2 medios) hay 14 con falso negativo de estos
dos microorganismos entre ambos medios, mientras E.coli y Staphylococcus hominis no han sufrido

ningun caso de falsos negativos.
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La sensibilidad inclusiva es pues del 1-(14/180) x100 = 92,22 %, superior al tipico 90% aunque inferior al

estricto 95%

8.6 Especificidad exclusiva: escasez de falsos positivos con diferentes interferentes. No procede en un

recuento de aerobios totales, donde no hay cepas interferentes ni acompafantes, que puedan dar lugar a

falsos positivos, sélo cepas diana.

8.7 Robustez del pardmetro aerobios totales: precision entre los diferentes métodos ensayados. Se puede

equiparar en este caso a la exactitud, que ya vimos en su capitulo que era muy buena entre ambos

métodos:

128% del PCA cromogénico respecto al TSAen 48 h

127% del PCA cromogénico en 3 dias respecto al TSA en 5 dias
116% del PCA cromogénico en 2 dias respecto al TSA en 5 dias

De modo que se puede considerar un parametro bastante robusto: no hay enormes diferencias en el

recuento entre ambos medios

8.8 Incertidumbre de las medidas obtenidas arriba: Insistimos en que los célculos actuales de
incertidumbre de la medida microbioldgica, al estar derivados de validaciones quimicas, son muy
sesgados y se basan practicamente sélo en la incertidumbre de la precisién y, en el peor de los casos,
incluyen la componente de las diluciones como si de analitos quimicos se tratase. Los componentes mas
importantes de la incertidumbre microbioldgica, que hemos listado en pdaginas anteriores en la
introduccidn de la precisién, no son medibles; por tanto el valor que obtenemos de la incertidumbre es
muy inferior a la realidad. Si se desea apliar la formula de incertidumbre més basica, es esta:

U=+ (CV % cepa diana)? + (repetitividad)? + (reproducibilidad)?

Unas incertidumbres (sin tener en cuenta la componente de las diluciones) calculadas, cercanas al 75%,
son normales en microbiologia y no indican que estemos fuera de ningun criterio de aceptabilidad.

Desconocemos la reproducibilidad mientras no participemos en servicios intercomparativos, por lo que
este componente de la incertidumbre no se puede afadir.

Otras componentes de las que hablan algunos autores tampoco se pueden tener en cuenta en este célculo,
como son: la veterania del analista, el % de colonias confirmadas (que ademas no procederia en un
recuento de aerobios), las colonias procedentes de méas de 1 ufc por solapamiento (colonias mixtas de la
misma o de diferentes cepas), las condiciones puntuales de Temperatura y tiempo de incubacion... esto
sumado a las otras componentes que hemos listado antes y ni siquiera se mencionan en las monografias
sobre el célculo de la incertidumbre microbioldgica, hacen de la mediciéon de ésta un tema tan
controvertido que cada vez mas autores ni siquiera contemplan la posibilidad de su célculo.
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9. Conclusiones, calificacion final de la validacion segun el resultado estadistico y decision

12 La exactitud absoluta entre el PCA cromogénico (Maxim Rapid Agar) y el TSA a las 48 horas (2
dias) a 20-25°C es del 128%, excelente, superior al 90% necesario segn 1SO 11133-2 e incluso
>100% de excelencia en el mismo tiempo que el TSA.

2% La exactitud absoluta entre el PCA cromogénico (Maxim Rapid Agar) a las 72 h (3 dias) y el TSA
a los 5 dias a 20-25°C es del 127%, excelente, superior al 90% necesario segun 1SO 11133-2 e incluso
>100% de excelencia en menos tiempo (ahorra 2 dias) que el TSA.

3% La exactitud absoluta entre el PCA cromogénico (Maxim Rapid Agar) a las 48 h (2 dias) y el TSA
a los 5 dias a 20-25°C es del 116%0, excelente, superior al 90% necesario segun 1SO 11133-2 e incluso
>100% de excelencia en mucho menos tiempo (ahorra 3 dias) que el TSA.

42 La exactitud del PCA cromogénico (Maxim Rapid Agar) frente al TSA a 25°C es > del 50%, >
70%, >90% vy, lo que marca la diferencia: >100% en los 3 rangos del recuento en placa, por lo que
cumple el criterio de aceptabilidad mas estricto. De modo que podemos afirmar que es mejor medio
(recuenta un nimero superior de colonias procedentes de las ufcs de la muestra) y mucho mas rapido
(en solo 2 dias) que el TSA estandar en 5 dias. Se sabe por otras validaciones del proveedor, que a
35°C, el PCA cromogénico es todavia mas rapido (24h), por lo que desde ahora, tambien podemos
usarlo de rutina en los recuentos de aerobios a 35°C, que también leemos en 2 dias (en vez de en uno)

por comodidad.

52 La precisién medida como Coeficiente de Variacion CV%, es del 39,2% en TSA a 5 dias y del 53%
en PCA cromogénico (Maxim Rapid Agar) a 2 dias a 25°C, ambas inferiores al 70% estandar, por lo

que cumplen ambos con este criterio de la repetitividad.

6% La Linealidad, la Selectividad inclusiva (la Especificidad exclusiva no procede en un recuento de
aerobios) y la Robustez paramétrica han quedado suficientemente demostradas en los dos medios.
La incertidumbre microbioldgica no se puede medir, por mas que las entidades de acreditacién 1SO
17025 se empefien en calcular una incertidumbre completamente sesgada, basada solo en los datos de
precision, y que por tanto se puede calcular a raiz de su férmula, con los datos de precision, por lo que

no sirve para nada, al no haber criterios de aceptabilidad para ella.

72 Por todo ello, se considera validado el parametro de recuento de Aerobios en nuestras
muestras, empleando PCA cromogeénico (Maxim Rapid Agar) de MICROKIT frente al TSA, con
mejores resultados: recuentos medios mas elevados, mas cercanos a la realidad; menor
proporcién de placas incontables y recuentos fiables muchisimo mas rapidos (2 dias en vez de 5
dias) incluso para la poblacién de aerobios no ligados al hombre (que crecen a 25°C y deterioran
los productos una vez almacenados). Y por supuesto ya se validd internamente su recuento con

la maxima exactitud fiable a 35°C en so6lo 18-24h.

Se complementa y se mantiene la presente validacion mediante la participacion en ejercicios de
Intercomparacion con otros laboratorios a lo largo del afio, especificos para cosméticos, como el de
ielab. Aunque también seria necesario participar en servicios intercomparativos de aguas de uso
cosmético, si existen, al ser la materia prima potencialmente mas conflictiva que tenemos y origen tipico

de Pseudomonas aeruginosa y Burkholderia cepacia.
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Se considerara caducada la presente validacion, y por ello habra que repetirla, o al menos emularla bajo el

concepto de “verificacion”, cuando haya cambios que puedan afectar de manera significativa a los

resultados analiticos: cambio de personal analitico, cambio de medios de cultivo o de casa comercial

aunque declaren fabricar la misma férmula del medio (aunque dicha férmula no estd totalmente

publicada, a causa de sus factores doping y sus cromogenos termoestables), cambios de equipos

relevantes, cambio de tipos de muestras, cambio del procedimiento, cambio de instalaciones...
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ANEXO 1: Estudio de las Posibles causas de aparicién de resultados anémalos de anteriores validaciones

(o]

Las muestras se irradiaron en bolsas estériles cuya capacidad no permitia afiadir
directamente los 90ml de LPT, con lo cual las muestras tuvieron que traspasarse a
bolsas stomacker, produciéndose un error de pesada de muestra durante el cambio de

bolsa.

El afiadir el inéculo a la bolsa de stomacker dentro de la campana de flujo laminar
dificultaba el trabajo por un problema de espacio, de forma que parte del in6culo
resbalaba por la pared de la bolsa, no llegando de forma clara al fondo con la muestra.
Aungue luego se homogeneizasen en stomacker, creemos que puede haberse producido

alguna pérdida de inéculo.

Desde que se finaliz6 la homogeneizacion de las bolsas inoculadas en el stomacker
hasta la siembra en las placas, transcurrié un tiempo excesivo, de forma que la misma
sedimentacién de la muestra produce un arrastre de los microorganismos inoculados,

ocasionando recuentos mas bajos.

Por un problema de horario, se tuvo que interrumpir el experimento para ir a comer.
Cuando se reinicio y se inocularon las placas, se comprob6 que los medios de cultivo
que habia fundidos se habian solidificado en parte. Estos medios tuvieron que volverse
a fundir, lo cual ocasioné una pérdida de tiempo estando ya las placas con el in6culo.
Al ser in6culos de muestras ricas en proteinas y grasas, éste queda adherido al fondo de
la placa no permitiendo una mezcla uniforme con el agar afiadido. Se producen

solapamientos de colonias, no siendo los recuentos fiables.

Al tener que refundir los medios se puede haber producido un deterioro en componente
cromogeénico y nutrientes de éstos, que haya ocasionado el funcionamiento inadecuado

del medio de cultivo.

Al hacer los “negros” solo en un medio, no hemos podido comprobar cual es la
concentracion actual de una de las cepas que no crece en el mismo, de modo que hemos

tenido que fiarnos 100% del certificado del proveedor de la cepa.

ANEXO 2: Propuestas de mejora para proximas validaciones

Irradiar las muestras pesadas directamente en la bolsa de stomacker para evitar pérdidas
y excesivas manipulaciones. En cosméticos simplemente usar muestras de lotes que no

tuvieron problemas microbiolégicos.

Afiadir el indculo hasta el fondo de la bolsa, evitando que parte del mismo quede en las

paredes, de esta forma la homogeneizacion es mas correcta.

Reducir al maximo el tiempo entre homogeneizacion en stomacker y siembra del
indculo en placas, para evitar problemas de sedimentacion de bacterias por la propia

muestra.
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Reducir al maximo el tiempo de inoculacion de placa y vertido y homogeneizacién con
el agar, para evitar que el inoculo se adhiera al fondo de la placa y se pueda mezclar

bien con el agar.

Controlar la T2 de mantenimiento de los medios fundidos para evitar solidificaciones y

tener que volverlos a fundir.

Utilizar tubos de mayor diametro para la preparacion de los in6culos para facilitar la
disolucion de las lentejas de cepas utilizadas. EI LPT Neutralizing Broth dispersa mejor

las ufc que el Ringer marino al 9%,

Hacer los negros también en medio general para comprobar la concentracion total de

todos los microorganismos.

Ajustar el pH en matrices que no sean neutras, durante la inactivacion de conservantes,

y protocolizarlo para siempre

Realizar los negros una semana antes de la validacién, para evitar emplear cepas que
con nuestros medios salgan a concentraciones muy diferentes a las certificadas por el
proveedor y sepamos esta contingencia demasiado tarde, lo cual ponia en riesgo los

calculos para los recuentos

La falta de correlacion entre el valor inoculado y el valor obtenido podria deberse a un
efecto inhibitorio excepcional de las matrices empleadas (sinergia excelente de
conservantes), que impide que los caldos neutralizantes hagan bien su trabajo. Se
deberia comprobar si realizando una dilucién (-2) de la muestra (10 g en 90 ml y de
aqui, tras 30 minutos, 10 ml en otro frasco de 90 ml) algunas de las matrices obtienen
recuentos superiores a la dilucion madre, como sucede en muchas matrices de alto
poder inhibitorio intrinseco; y para las matrices donde esto suceda, variar el Protocolo
para trabajar con ellas a partir de ahora a la dilucion (-2) en vez de (o mejor: ademas de)
ala(-1)

PARA LA PROXIMA VALIDACION DE AHORRO DE TIEMPO EN LA LECTURA
DE HONGOS (LEVADURAS Y MOHOQS):

Calcular para afadir 0,2 mL/placa en vez de 0,1, y asi aumentamos el rango inferior

Al ser las mismas matrices, nos ahorramos hacer la segunda dilucion para el estudio del
efecto matriz, ya sabemos que ninguna de estas matrices sigue inhibiendo tras su paso
de 10 g en 90 mL de LPT Neutralizing Broth

No hara falta inocular en los rangos altos mas de 100 colonias/placa, ya que el rango
mas importante en micro cosmética es el bajo-muy bajo, y ademéas los mohos no se

cuentan bien a mayor concentracion por placa

Repartir los blancos de forma mas aleatoria, para que no sean siempre de las mismas

matrices

Afadir cepas acompafantes/interferentes, ya que en el caso de los hongos si que existen
(bacterias): Pseudomonas aeruginosa como Gram negativo y Staphylococcus hominis

como Gram positivo
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Inoculacion de las muestras con microorganismos a concentraciones conocidas (0,1 mL) y siembra de las

placas (extension con asa Digralsky)
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Lectura de las placas: E.coli en TSA y en PCA-cromogénico, indculo tedrico 25 ufc: 18 colonias en TSA

y 25 exactas en PCA-crom, que se ven mucho mejor sin desgastar la vista y ademas mucho antes
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Lectura de las placas: Enterococcus faecalis en TSA y en PCA-cromogeénico, indculo tedrico 21 ufc.
TSA, con claras colonias secundarias mas pequefas y apelotonadas en una zona marginal de la placa, que

se descarta como aberrante. Reparto homogéneo en PCA-cromogénico

Recuento de Aerobios en PCA cromogénico (Maxim Rapid Agar) incluso en formato DryPlates (Dcha)
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ANEXO 4. Tablas de resultados “de campo”

VALIDACION CUANTITATIVA PARAMETRO: Recuento de aerobio
TIEMPO Y TEMPERATURA DE INCUBACION: 2-3 DIAS A 252C, YA QUt i-2 DIAS A 352C NO APORTA MAYOR RAPIDEZ GLOBAL

cdlculos acordes a vuestro recuento previo

RANGOBAIO _
FECHA: 07/02/2023

xN\A P}mz?ﬁ

Notas e incidencias: E.coli y Enterococcus \nmn&M se mW_um_‘m: m:ﬁmm de terminar,
5o Aee | T3P £3h) P<A

R Al Aoge NA’wuL 5% Lh
P dopkTs foufe |
e CorpT Aok

Sh o P T4 k_ur%ﬁ 9

N“o

190 'S4 m_

9 mvrw«u

L

MATRICES [ CEPAS [CONCENTRACION Volumen ufc/10g (= ufc/100 mL) | Col/Placa RESULTADOS SEGUN MEDIOS DE CULTIVO/METODOS
CRECIENTE] calculadas calculadas |G h TsA 48K = 48k  TsA72n SA | crROMeHF 72h

1 2 | Odiana (Blanco 1) Nada 0 “Ag | 3" PV 67" | [ e e "
2 & Es 1 repe (Blanco 2) Nada 0 QO 0 0 C &S o |le
3p E.coli 1x10°, 1lentenT; 2mLT1 a Frasco 100ml =2,8 col/0,1 mL pl 2 i S B 2 O lo o 2
432 Ps.aerug1x10’, 1lent Ty a 0,2mL T3 a Frasco 100ml =2,6 col/0,1 mL pl 2 (@) O (@) [ (o) [e) (&) (@)
5% Etc.foecalis8x10°, llenten T, | 0,3mLT1 a Frasco 100ml =2,4 col/0,1 mL pl 2 23 ¥ 1) e I = I8 s S
6 > St.hominis 8x10’, 1lent T,aT, | 0,3mL T4 a Frasco 100mi=2,4 col/0,1 mL pl 2 (=) o O Q A (@) (@] D
72 6 E.coli 4mLT1 a Frasco 100ml =5,6 col/0,1 mL pl 5 8 + 2 (o] Y Y 2 (@)
8 % 6 Ps.aeruginosa 0,4mL T3 a Frasco 100ml =5,2 col/0,1 mL pl 5 %) [©) <) ) 0D o) A @]
9% 6 Enterococcus faecalis 0,6mLT1 a Frasco 100ml =4,8 col/0,1 mL pl 4 3. (=3 7 L < M G
10 & 6 Staphylococcus hominis 0,6mL T4 a Frasco 100mi=4,8 col/0,1 mL pl 4 v d J (@) \A A N O
113 | 8Ecoli 8mLT1 a Frasco 100ml =10 col/0,1 mL p! 10 ] = > [z S =+ X AN
123 8 Ps.aeruginosa 0,8mL T3 a Frasco 100ml =10 col/0,1 mL pl 10 ke ) 0o Q $ 5] A A
13 ¢ | 8Enterococcus faecalis 1,2mLT1 a Frasco 100ml =9 col/0,1 mL pl 9 X ) 5 4 aq Y
14 2 | 8Staphylococcus hominis 0,12mL T3 a Frasco 100ml=9 col/0,1 mL pl 9 B K] 4 L 25 s i
153 | 10Ecoli 10mLT1 a Frasco 100ml =13 col/0,1 mL pl 13 3 I3 23 Wl AL 6 129 | 9299
16 » | 10 Ps.geruginosa 1mL T3 a Frasco 100ml =12 col/0,1 mL pl 12 2 2 & =2 = o Y B = Sl
17 3 10 Enterococcus faecalis 1,5mLT1 a Frasco 100ml =11 col/0,1 mL pl 11 9 () (@) (@) Z (®) A A
18 & | 10 Staphylococcus hominis | 0,15mL T3 a Frasco 100ml=11 col/0,1 mLpl 11 7 | 4 E) 2x 2 =+ 3
19 B 12 E.coli 12mLT1 a Frasco 100ml =14 col/0,1 mL pl 14 [y T I~ L sy /g ol A
20 3 | 12 Ps.aeruginosa 0,12mL T2 a Frasco 100ml =14 col/0,1 mL p! 14 4 =] S S "6 T I S
218 12 Enterococcus faecalis 1,8mLT1 a Frasco 100ml =13 col/0,1 mL pl 13 O 0 A 0 A 2 A [e)
22 3 12 Staphylococcus hominis | 0,18mL T3 a Frasco 100ml=13 col/0,1 mL p! 13 g S 18 9 G S o a
23 3 | 14E.coli 14mLT1 a Frasco 100ml =16 col/0,1 mL pl 16 2C ¢ 4o 2 M 36 L
24 3 | 14 Ps.aeruginosa 0,14mL T2 a Frasco 100ml =16 col/0,1 mL pl 16 S / /3 3 S M %
25 3 | 14 Enterococcus faecalis 2,1mLT1 a Frasco 100ml =15 col/0,1 mL pl 15 A Q 2 ¢ N (o) 2 G
26 % 14 Staphylococcus hominis 0,21mL T3 a Frasco 100mi=15 col/0,1 mL pl 15 R 74 < A = 2 N A
273 | 16Ecoli 16mLT1 a Frasco 100ml =18 col/0,1 mL pl 18 5 2 3 S 3 Y = =]
28 2 16 Ps.aeruginosa 0,16mL T2 a Frasco 100ml =18 col/0,1 mL pl 18 o Q (@) @) () (V) [&) O
29 3 | 16 Enterococcus faecalis 2,4mLT1 a Frasco 100ml =17 col/0,1 mL pl 17 57 B il 72 Sou|ugcEl 2QRde (S
30 O [ 16 Staphylococcus hominis | 0,24mL T3 a Frasco 100mi=17 col/0,1 mL pl 17 |inen# linet | S 3 (e meat] S

Diana: E.coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Staphylococcus :oa..:&rn.& 5> Yfoegy D6 3lomes - ‘cly. Oehes

por no haber de mayor concentracién: llevamos ya 6 lenticulas en [bajas] w@
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VALIDACION CUANTITATIVA PARAMETRO: Recuento de aerobios célculos acordes a vuestro recuento previo RANGO MEDIO IN
TIEMPO Y TEMPERATURA DE INCUBACION: 2-3 DIAS A 25°C, YA QUE 1-2 UIAS A 352C NO APORTA MAYOR RAPIDEZ GLOBAL _ FECHA: 07/02/2023 i
MATRICES | CEPAS [CONCENTRACION | Volumen ufc/10g (= ufc/100 mL) | Col/Placa RESULTADOS SEGUN MEDIOS DE CULTIVO/METODOS
CRECIENTE] calculadas calculadas |42}, TSA 48f & 4M.CROMOKIT TSA 72h CROMOKIT 72
1M 0 diana (Blanco 1) Nada 0 6! g A2 [-d | o 2] P [[Pe 2
£2 M Es 1 repe (Blanco 2) Nada 0 [€) G [ G O (=) [5) )
E3 A Ecoli /VoUgn ~wi 28 =1 18mlT1 a Frasco 100ml =20 col/0,1 mL pl 20 q &) 3 Q) =1 o e, 2 S
B4 M Ps.aeruginosa 0,18mL T2 a Frasco100mi =20col/0,1 mLpl 20 Q Q Q [©) o) 0 o) C
E5 Enterococcus faecalis 2,7mLT1 a Frasco 100ml =19 col/0,1 mL pl 19 heert| 3 e 14 iponr| 4 78
6 M Staphylococcus hominis 0,27mL T3 a Frasco100mi=19 col/0,1 mLp! 19 /o A 3 (@) A0 A g 0]
17 A Ecoli o, R, ~o IS 20mLT1 a Frasco 100ml =25 col/0,1 mL pl 25 IR} ~4 (Y A D95 A EFE) A
38 M Ps.aeruginosa 0,2mL T2 a Frasco 100ml =25 col/0,1 mL pl 25 2 o) S 10 ¢ O =) A
79 M Enterococcus faecalis 3mLT1 a Frasco 100ml =24 col/0,1 mL pl 241\ |43 G o =2 768 | g [ 2
L1 10 M Staphylococcus hominis 0,3mL T3 a Frasco 100mI=24 col/0,1 mL pl 24 i % ] 05 6 (@) Y o)
<[ 11 M | % Ps.aerug + % St.hominis w\>—/0,12 Ps+ 0,18 5t 29 + © I3 2 AY O
112 A Ps.aeruginosa 0,24mL T2 a Frasco100ml =30 col/0, 1mLpl 30 3 Q 4 O 2 @)
Wi 13 ;| Psaerog+¥Stheminiss | 23 b1, 632Ps+0,185t 13 290 oo | /A a4y s N 1A
w14 A Staphylococcus hominis 0,36mL T3 a Frasco 100ml=29 col/0,1mLpl 29 3 /] 2 0 =1 A :
NSl15 M % Ps.aerug + % St.hominis 0,14 Ps +0,21 St 34 3 A = s Al I
6] 16 m Ps.aeruginosa 0,28mL T2 a Frasco100ml =35 col/0,1mLpl 35 14 3 /3 £ A9 2 <
17 M - “homisis .- | 2 4 0,14-Ps+021St 34D | 2 o 3 J 9 D3] A
vy 18 m Staphylococcus hominis 0,42mL T3 a Frasco 100ml=34 col/0,imLpl 33 4 0 1 J 5 [0) = A
4[19 A | % Ps.aerug + % St.hominis 0,16 Ps + 0,24 St 39 3 [0) R 3 AA SuiliAN ] 2
20 A Ps.aeruginosa 0,32mL T2 a Frasco100ml =40 col/0,1mLpl 40 > 3 /3 7] AR R
si[20 P | kPsaerug+%Sthommiss. | 1% 0,16 Ps + 0,24 St 390 | O =) Q Q (o (B
2[ 22~ [ Staphylococcus homini 0,48mL T3 a Frasco100ml=38 col/0,1mLpl | ~ 38 ti<=3l:2 2 TE S e e
3(23 m % Ps.aerug + % St.hominis 0,18 Ps + 0,27 St 44 > 2 (B 4 Jon 2 A
cul 24 M Ps.aeruginosa 0,36mL T2 a Frasco100ml =45 col/0,1mLpl 45 Inesvt| 1 ¢ 3 e | A 1T 9
ss[25 M : “RominGs /7 | 4 2 0,18 Ps+0,27 5t Mia |28 | D 724 / 211 0 [ZM] A
c6[ 26 4 | Staphylococcus hominis 0,54mL T3 a Frasco100ml=44 col/0,1 mLpl 44 < O lo < 4 oA s
2[27 A | % Ps.aerug + % St.hominis 0,2Ps+0,3 5t 49 = ) = 1 ol ig iisil A
5128 m Ps.aeruginosa 0,4mL T2 a Frasco 100ml =50 col/0,1 mL pl 50 O O O QO © ) 20 (@] O
(28 A [HPemerogiisrhomimisk. | ¥ 5 02Ps+035t SN [Jo |4 |ge [3 A48 | M l66] >
[ 30 M | Staphylococcus hominis 0,6mL T3 a Frasco 100mi=49 col/0,1 mL pl 49 inet %> J- = inent 30 | Y =
[P (Are T YevegSTS 13, Jgnen M2 Vitmey
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VALIDACION CUANTITATIVA PARAMETRO: Recuento de aerobic

calculos

acordes a vuestro recuento previo

RANGO ALTO IN

7

TIEMPO Y TEMPERATURA DE INCUBACION: 2-3 DIAS A 252C, YA QUAST2DI0IAS A 352C NO APORTA MAYOR RAPIDEZ GLOBAL _ FECHA: 07/02/2023 =
MATRICES | CEPAS [CONCENTRACION | Volumen ufc/10g (= ufc/100mL) | Col/Placa RESULTADOS SEGUN MEDIOS DE CULTIVO/METODOS
CRECIENTE] calculadas calculadas ¥ TSA 48R CROMOKIT48r&(.  TSA72f 54 | CROMOKIT 72h
b1 A 0 diana (Blanco 1) Nada 0 ) Q-C|0-At¢0-2[-A g | o 2] -4 PP 2
£2 p Es 1 repe (Blanco 2) Nada 0 0 [ 0 Q o o
3 A % Ps.aerug + % St.hominis 0,29 Ps +0,43 St - 69 P R 9 A 5 2 4] A
4 A Ps.aeruginosa 0,58mL T2 a Frasco100ml =70 col/0,1mLpl 70 Ho) ) o €] e he [&) [)
(5 . | %Psserug+viSthominis | @5 | 029Ps+043st T ey I e R T S T i T B S A
6 ~ | Staphylococcus hominis 0,87mL T3 a Frasco 100mi=68 col/0,1mLpl 68 ) )3 M k. A B 2 | U4
k7 A % Ps.aerug + % St.hominis 0,34 Ps +0,5 St 84 B 4 ¢ S 1= | & 54 S
k8 A Ps.aeruginosa 0,68mL T2 a Frasco100ml =85 col/0,1mLpl 85 (4~ 4 /o 4 74 S LAY i
E9 | JPsaerugtSthemimscl-| Z7fLH 0.34Ps+0,55t 84 1 (7724 (¢ ﬂN 3 | 244 | 1< | 22X S
»[10 A Staphylococcus hominis 1mL T3 a Frasco 100m|=83 col/0,1 mL pl 83 B 2 225 o 12 |2 N
»[11 A | %Ps.aerug + % St.hominis 0,4 Ps + 0,06 St 99 /3 3 [ e I e B m 2
12 A Ps.aeruginosa 0,8mL T2 a Frasco100ml =100 col/0,1mLpl 100 - R D | B d M
1135 | #Psaerugersthomins | @4 [\ 04Ps+0065t 9993 |4Le S 24 22 e R ) 2T
M 14 A Staphylococcus hominis 0,12mL T2 a Frasco100mI=98 col/0,1 mLpl 98 24 47 24 il oy A
F15 A % Ps.aerug + % St.hominis 0,5 Ps +0,07 St 123 B |2 U5 <t 24- 2y 25 G
316 A Ps.aeruginosa 1mL T2 a Frasco 100ml =125 col/0,1mL pl 125 RS oY LA S 35 [~ | &4 i
W17 A | ¥Pssersg+ySthommsst- | &3 13y 0,5Ps+0,075t 1233 J2 |9 13 o 212 12 A4 A
25 18 A | Staphylococcus hominis 0,15mLT2 a Frasco100ml=122 col/0,1mLpl 122 1< s (5 4 |4+ 4 24 L
2419 A | % Ps.aerug + % St.hominis 0,6 Ps,+ 0,09 St 148 P = <20 G| A0 e i =S
5[ 20 o | Ps.aeruginosa 0,12mLT1 aFrasco100ml =150 col/0,1mLpl 150 Ineht| &0 M4+ 30 [nget (vt ALY | 52
i[21 . | %Pseerugersthomnss’ | & Lo 0,6 Ps +0,09 St 148 ) Q. [3) ol @) o ©
v122 . | Staphylococcus hominis 0,18mL T2 a Frasco100ml=146col/0,1mLpl 146 il [ K4 ok defssilie YA =R
¢/ 23 . | % Ps.aerug + % St.hominis 0,7 Ps.+0,11 St 173 8% < KR > [49 S S|t
94 24 A | Ps.geruginosa 0,14mLT1 a Frasco100ml =175col/0,1mLpl 175 Intont (422 |Ihtadol)) 105 |incont-| X th |
2525 Ac | %Psaerug+¥rSthommis @] 63 0,7 Ps+0,11 5t 173 73 A %< 2= 7 R 2c Y
s4 26 A | Staphylococcus hominis 0,21mLT2 a Frasco 100ml=171col/0,1mLpl 171 2 7 272 ] S6 AL | Y [0
5327 A | %Ps.aerug + % St.hominis 0,8 P5 +0,12 5t 198 [J) - < il 2Es S 3
7| 28 A | Ps.aeruginosa 0,16mLT1 aFrasco100ml =200 col/0,1mLpl 200 Q O O (€] ) [ [®]
+[29 A | %Psaenugs¥ksthominiss, |@ECk  08Ps+0125t 198 [ Im = 14 I by AR s s N S
al| 30 A | Staphylococcus hominis 0,24mLT2 a Frasco100mI=196 col/0,1mLpl 196 In @A 34 9< T |jnett et 3C b

Gl ?«c@.:»do <P JUEURS [HOP \.VN Jonea \Q\N UHines
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