Norma ISO 16140-3- Verificacion
de métodos de referencia

Maria Jesus Zamora Escribano. Jefe se Servicio de Microbiologia Alimentaria. mzamorae@aesan.gob.es

Jornadas de Referencia CNA
14-15 de junio de 2022



. L . . ayencly
%ﬁq SoEmNa  of cosomo Organizacion ejercicios de intercomparacion MA 2022 & sfzur.dt'add ,
= e

AESAN ES 1/22. ENSAYO DE INTERCOMPARACION PARA LA DETECCION DE ENTEROTOXINA
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Convocatoria

Art. 35 de la Ley 17/2011, de Seguridad Alimentaria y Nutriciéon

“Se creard la Red de Laboratorios de Sequridad Alimentaria (RELSA), para compartir y fomentar la acreditacion de laboratorios
de ensayo y métodos analiticos para el control oficial. Formardn parte de la dicha red los laboratorios, publicos o privados, que
participen en trabajos de control oficial por designacion de las autoridades competentes de las comunidades autonomas o de la
Administracion General del Estado. Las distintas autoridades competentes deberdn facilitar a ésta ultima la informacion relativa a
dichos laboratorios y su cartera de servicios.
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NORMAS ISO métodos de referencia
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En 2006 el Grupo de Trabajo 3 «Validacion del método» de la norma
ISO/TC 34/SC 9 «Productos alimentarios — Microbiologia» es responsable
de las normas ISO de validacidon y verificacion de métodos.

Desarrollo de la Norma ISO 16140 en diferentes partes:

Para dar respuesta al requisito establecido en la Norma ISO 17025 «El
laboratorio verificara que puede realizar correctamente los metodos antes
de introducirlos, velando por que pueda alcanzar el rendimiento requerido.
Se conservaran los registros de la verificacion.»

Para ofrecer protocolos mas especificos de validacion o verificacion de
meétodos de analisis cuantitativos y cualitativos, que sustituyen a la ISO de
16140:2003.

Para armonizar los criterios
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ISO 16140/ UNE-EN ISO 16140 «Microbiologia de la cadena alimentaria -
Validacion del método»:

Parte 1. Vocabulario

Parte 2: Protocolo para la validacion de métodos alternativos (registrados)
con respecto a un método de referencia

Parte 3: Protocolo para la verificacion de métodos de referencia y
meétodos alternativos validados en un Unico laboratorio

Parte 4: Protocolo para la validacion del método en un unico laboratorio
Parte 5: Protocolo para la validacion factorial interlaboratorio para métodos
no propietarios

Parte 6: Protocolo para la validacion de métodos alternativos (registrados)
de confirmacion microbioldgica y procedimientos de tipado microbioldgico.
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Objeto y campo de aplicacion: Verificacion de métodos de referencia y
métodos alternativos validados para su implementacién en el laboratorio
usuario. Es aplicable a la verificacion de métodos utilizados para el analisis
(deteccion y/o cuantificacion), confirmacion y tipificacion de microorganismos (en
particular, bacterias y hongos) presentes en: productos destinados al consumo
humano, al consumo animal, muestras ambientales de las areas de
produccion y manipulacion de los anteriores, muestras de produccion primaria.
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La verificacion se define como:

“Demostracion de que un método validado implementado por un usuario
tiene un rendimiento conforme a las especificaciones del método
determinadas en el estudio de validacion y es adecuado para su uso
previsto”.

La verificacion que aplica en el caso del CO de criterios microbiolégicos:
METODOS DE REFERENCIA (reconocido internacionalmente vy
ampliamente aceptado), las Normas ISO que se han validado mediante al

Menos un ejercicio de intercomparacion.

Normas ISO sin validar ? FUERA DE ESTE ALCANCE ISO 16140-3“

I
O

Para verificar métodos de referencia que no han sido validados se emplea el
Anexo F de la ISO 16140-3.
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La normas I1SO validadas han incluido un ANEXO informativo donde se recogen
los estudios de validacion del método y las caracteristicas de funcionamiento.

Antes de planificar la verificacion
debemos:

» Estudiar el método validado

« Determinar el uso previsto

* Determinar el alcance
especificos de los productos.

Tabla C.1 - Resultados del analisis de los datos
obtenides con muestras de cuajada de queso fresco

Cuajada de Cuajada de Cuajada de
Pardmetro queso fresco queso fresco queso fresco
[blaneo) {nivel bajo de (mivel alto de
contaminacion)? contaminacién)?
Nimero de colaboradores participantes 23 23 23
Nimero de muestras por colaborador 5 5 5
Nimero de colaboradores mantenidos tras
W 21 21 z1
la evaluacion de los datos
Numerq Eie muestras mantenidas tras Ja 105 105 105
evaluacion de los datos
Tamafio de la porcidn para andlisis, en g 25 25 25
Especificidad, en % 100 - -
Sensibilidad, en % - 74,3 83,8

LODso (intervalo de confianza al 95%), en
cfu/porcitn para andlisis

5,7 (entre 4,0y 8,1}

a Las muestras de queso se contaminaron artificialmente con Salmenelia Montevideo (cepa positiva para lactosa),

Los resultados del niimero mas probable (MPN; mast probable number) de las muestras contaminadas artificialmente

fugron las siguientes:

MPN/25g

0,7 (entre 0,2 y 2,4)
37,2 (enire 7,5 y 95,0)

Nivel bajo
Nivel alto
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Determinar el alcance especifico de los productos.

Es imposible en un estudio de validacion analizar todos los alimentos, por lo que se
considera valida cuando se validan 5 categorias de alimentos diferentes. Se espera que
el método funcione para todos los alimentos.

Conocer :

» Alcance del método

« Alcance de la validacion

« Alcance que va a utilizar el laboratorio.

El alcance de la validacién debe estar de acuerdo al alcance del método y eso debe
definir los alimentos que se deben verificar.

Alcance de
validacion

Leche y productos Alcance del
lacteos sometidos laboratorio

Alcance del
método

Productos de a tratamientos Quesos
consumo humano térmicos
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Hay dos tipos de verificaciones:

1.-Verificacion _de la _implementaciéon Sirve para demostrar que un

laboratorio es capaz de implementar el método validado.

Compara los resultados obtenidos en la validacion con los resultados
obtenidos en la verificacion. Por tanto debe demostrar que puede
obtener resultados previstos en un articulo.

Métodos cualitativos seleccionar un articulo alimentario que se ha
utilizado en la validacion que pertenezca al alcance del laboratorio.
Cuando los articulos incluidos en la validacion NO ESTAN en el alcance
del laboratorio debe elegir uno, ya que el limite de deteccion esta
influido por el articulo/matriz.

Métodos cuantitativos elegir un articulo que pertenezca al alcance de
validacion del método, aunque no se haya utilizado en la validacion.
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1.-Verificacion de la implementacion

Revisar los datos de la validacion.

N de . o Se necesita para
Matriz utilizada P

Método articulos . o determinar el limite de
. . en la validacion o
alimentarios deteccion

Cualitativo 1 Si, siempre SI

Cuantitativo 1 No necesariamente NO
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2.-Verificacion de las matrices alimentarias demostrar que el laboratorio

es capaz de analizar correctamente los alimentos incluidos en el
alcance de acreditacion.

Tabla 1 - Resumen del nimero minimo de articulos
(alimentarios) requeridos para la verificacion

Niimero de muestras

Alcance de la validacién Verificacién dela | Verificacién de articulos

. . . . Total
implementacion (alimentarios)
Alcance de una “gama amplia de
alimentos” = 5 categorias de 1 25 26
alimentos
Alcance de una “gama limitada de
: » 8 s 1 Nalimentn <4 (Nalimenm + 1) <5
alimentos” categorias Nalimento
» . > 5 articulos alimentarios
Alcance de una “gama amplia de N
alimentos” + otras categorias 1 , > 6 + Notras
1 artfculo por cada una de
(NUII‘HS}

las Nowas otras categorias

Alcance de una “gama
limitada de alimentos”
Categorl’as Nalimento+ Otras
categorfas (Nowas)

Nalimento < 4
+
1 .
articulo por cada una de las
Nowas 0tras categorias

[Nalimento + Notras + 1} <8

Alcance solo p(all\?a ot}ras categorias 1 Nomas € 3 (Notwas + 1) < 4
otras

El laboratorio debe seleccionar un alimento dificil por cada categoria
incluida en su alcance.
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ARTICULOS DIFICILES (Anexo B):
EFECTOS DE LA MATRIZ Acido  Neutro Alcalino

Caracteristicas fisico-quimicas composicion, p. €j., alto contenido en grasas, lecitina,
espesante, contenido en nutrientes, pH, p. ej. pH < 4, potencial de redox, actividad
agua, p. €j. a,, < 0,85, estructura del alimento como su viscosidad, color.

Caracteristicas microbianas ﬁ

®* muestras de microbiota basal elevada p. €]. carne picada de aves de corral o leche
cruda

® microorganismos alterantes: la presencia de esta microbiota natural puede influir en
la recuperacion y crecimiento del microorganismo objetivo

®* microbiota tecnologica como cultivos microbianos fermentados y probioticos ' /
'l B

»

L]
Otras: N

Componentes antimicrobianos e inhibidores del crecimiento, p. ej. Polifenoles
Procesos de fabricacion que puedan alterar la viabilidad de los microorganismos
calor o presion.
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Alcance del laboratorio
Alcance de la validacion Alcance de una "gama amplia de categorias
de alimento y otras categorias”

Método de referencia validado o método
alternativo validado segiin las Normas
[SO 16140-2 0 [SO 16140-5
Alcance de una "gama amplia de alimentos Verificacion de la implementacion

y otras categorias”

Categorias
de alimento s _
ensayadas Categoria 1 — Tipos — Articulos ; — . .
durante 1a Cate ia 2 = Tipos — Articul - Para metodos cualitativos: se selecciona un articulo
validacion ategoria !F' S ',cu 0s alimentario engayvado durante el estudio de
~| Categoria3 — Tipos — Articulos validacién que pertenezca al alcance del laboratorio.
Categoria 4 — Tipos — Articulos - Para métodos cuantitativos: se selecciona cualquier
Categoria 5 —* Tipos —* Articulos articulo alimentario que pertenczca al alcance del
Catepgorias de laboratorio,
alimento no ’
ensayadas | | Categorfa 6..
durante la -

... Categoria 15

validacion pero

incluidasenel | Verificacion de articulos
alcance de la (" Categoria Piensos y alimentos para (alimentarios)
validacion

animales  —Tipos — Articulos
Categoria Muestras

Otras categorias

ensayadas & | ambientales —Tipos — Articulos - Se elige un minimo de cinco articulos alimentarios

durante la (:gteggrja Muestras de pmd uccién dificiles, cada uno de una categoeria de alimento

validacion \Lpr‘imaria - Tipns — Articulos d.ll*ern.ente ¥y pertenezcan al a.lca nce del ]ahnrm:nrm.
- Siseincluyen otras categorias, se elige un articulo

de cada una de esas categorias que pertenezcan al
alcance del laboratorio.
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Lechey
Productos de > .
productos Carne cruday Productos S svede corral | CATEGORIAS
Leche cruday lacteos productos carnicos para ave de corral listos para DE ENSAYO
productos carnicos para listos para .
lacteos sometidos a cocinar (excepto consumo o crudosy |.IStOS cons:lmo ° AMPLIA
N i recalentar para cocinar recalentar GAMA
térmico + OTRA
CATEGORIA
Productos de la Verduras y
Huevos 'y AR AL B pesca listos para Frutay Frutas, verduras hortalizas,

productos
derivados del
huevo

p Chocolate, L
Férmula multiples
. . productos de
infantiles y , componentes o
panaderia,
cereales . compenentes de
pasteleriay )
. comidas
confiteria

listos para

cocinar (sin
procesar)

consumo o
recalentar

Alimentos de

productos
frescos

y hortalizas
trasformadas

semillas, frutos
secos, frutay
cereales secos

Tabla 2 - Caracteristicas de rendimiento requeridas que se determinaran para la verificacion

: . - Verificacion de la | Verificacion de articul
Meétodo Caracteristicas de rendimiento .en reacion .E. e ca:cmn E? culos
implementacion (alimentarios)
Cualitativo LODsp estimado(eLODsqg) J J
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Tabla 1 - Resumen del nimero minimo de articulos

Norma ISO 16140-3 Verificacion de métodos de referencia

(alimentarios) requeridos para la verificacion

Alcance de la validacién

Numero de muestras

Verificacion de la

Verificacion de articulos

Alcance de una “gama amplia de
alimentos” + otras categorias

[Notras]

Alcance de una “gama
limitada de alimentos”
Categorias Nalimento+ Otras
categorias (Notras)

> 5 articulos alimentarios
+

1 articulo por cada una de

las Nowas Otras categorias

Nalimento <4
+

articulo por cada una de las
Nowas Otras categorias

. . . . Total
implementacion (alimentarios)
Alcance de una “gama amplia de
alimentos” = 5 categorias de 1 25 26
alimentos
Alcance de una “gama limitada de
: " : 1 Nalimento <4 (Nalimento + 1) <5

alimentos” categorias Nalimento

> 6 + Notras

[Nalimento + Notras + 1) <8

Alcance solo para otras categorias
(Notras)

NOTI‘ﬂS S 3

(Notras + 1] <4
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DISENO EXPERIMENTAL PARA VERIFICAR METODO CUALITATIVO:

La norma propone tres protocolos en funcion del inoculo utilizado.
Necesario el valor LOD., para ambas verificaciones

Tabla 3 - Protocolos para determinar el eLODs, y el
numero de réplicas necesarias por nivel de inoculacion

Nivel de inoculacion de la porcion para analisis
Nivel alto . Nivel . Nivel bajo
Protocolo | o xpQpsyy | PPETMmedio | . yopg, | 3ufcasufe/ Nimero total
. - 3 x LODsgo/ . - porcion para Blanco -
porcion para . porcion para P de replicas
. porcion para fre analisis
analisis e x hnalisis
analisis
1 4 4 - 1 10
- 3 5 - 1 9
- - - 7 1 8

En el 1 el inéculo se prepara utilizando un cultivo

En el 3 el inéculo se prepara utilizando material de referencia cuantificado
El 2 se lleva a cabo cuando el primer protocolo seleccionado no funciona.



3
4
=

<

GOBIERNO
DE ESPANA

MINISTERIO
DE CONSUMO

agencia

Norma ISO 16140-3 Verificacion de métodos de referencia @ )

alimentaria y
nutricion

DISENO EXPERIMENTAL PARA VERIFICAR METODO CUALITATIVO:

Indculo: Cultivo de una cepa o material referencia cuantificado.
Cultivo implica > trabajo y aumentar el n°® de experimentos.
Para obtener los niveles de contaminacién se realizan diluciones 1:3 desde un

nivel anterior.

Tabla C.1 - Resultados del anélisis de los datos
obtenidos con muestras de cnajada de queso fresco

Cuajada de Cuajada de Cuajada de
Pardmetro queso fresco queso fresco queso fresco
(blanco) (nivel bajo de (nivel alto de
contaminacion)? contaminacién)?

Niimero de colaboradores participantes 23 23 23
Nimero de muestras por colaborador 5 5 5
Ntéimero de colaboradores mantenidos tras 2 21 21
la evaluacién de los datos
Numero de muestras mantenidas tras la 105 105 105
evaluacion de los datos
Tamafio de la porcién para analisis, en g 25 25 25
Especificidad, en % 100 - -
Sensibilidad, en % - 74,3 83,8

LODso (intervalo de confianza al 25%), en
cfu/porcién para andlisis

fueron las siguientes:

MFPN/25 g
Nivel bajo 0,7 (entre 0,2y 2,4)
Nivel alto 37,2 (entre 7,5 y 95,0

a Lasmuestras de queso se contaminaren artificialmente con Salmoneila Montevideo (cepa pUSTave
Los resultados del nlimero mas probable (MPN; most probable number) de las muestras contaminadas artificialmente

5,7 (entre 4,0 ¥ 8,1}

patd lactosa),

LODg, X9 = 22,5 ufc
LOD;,x3 = 7,5 ufc
LOD,, X1 = 2,5 ufc :3

Dilucion 1:10,
por ejemplo,
1mlen9 ml
de diluyente

Si no se ha determinado el LOD., para una matriz se toma el valor <1,0 ufc/porcion de

analisis.

Con los resultados obtenidos de los ensayos se aplican tablas segun el nimero de positivos

0 negativos.
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DISENO EXPERIMENTAL PARA VERIFICAR METODO CUALITATIVO:

Criterios de aceptacion

Los resultados de el LOD;, obtenidos en verificacion cuando se aplican los
protocolos 1y 2 se comparan con el LOD, de la validacion.

NO DEBE SER > 4X LODg,

Los resultados cuando se utiliza el protocolo 3 se evalian teniendo en cuanta
gue al menos 6 de las 7 muestras son positivas.

S| EL BLANCO ES POSITIVO O LOS PROTOCOLOS NO HAN FUNCIONADO
SE DEBE REPETIR LA VERIFICACION.

Protocolol
Nivel alto de Nivel intermedio Nivel bajo de Nivel en
. . . . . . . . . eLODso
inoculacién de inoculacién inoculacién blanco
objetivo 9 x objetivo 3 x objetivo 1 x ufc/porcién
LODso/porcién LODso/porcién LODso/porciéon porcion
P PO 1 para andlisis
para andlisis para analisis para analisis m
1/1 4/4 4/4 0/1 <1,0 x LILa
1/1 4/4 3/4 0/1 - 0,5 x LIL LODg, Norma
1/1 4/4 2/4 0/1 = 0,7 x LIL| 5,7
1/1 4/4 1/4 0/1 =1,0 x LIL

45 ufc/porcion e 15 ufc/porcion e 5 ufc/porcién e 0 ufc/prcion e

LOD,, debe ser < 5,7 x 4= 22, 8 ufc CUMPLE



Dilucién 1:10 Dilucion 1:3

Material de referencia  Dilucién 1:10 Dilucién 1:3 de la dilucién A
certificado (MR) nivel esperado nivel esperado 1,7 ufc/ml
50 ufc/ml 5 ufc/ml = dilucion A = dilucién B

1ml 1 1 ml

Ejemplo protocolo 3 empleando un cultivo

O,
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DISENO EXPERIMENTAL PARA VERIFICAR METODO CUANTITATIVO:

Determinacidon de la desviacion estandar de la reproducibilidad intralaboratorio
(Sir)- Solo para la implemetancion.

Se realiza en un solo laboratorio y la reproducibilidad se expresa como la Sy

La determinacion de S corresponde a la determinacion de la incertidumbre técnica y se
basa en el apartado 5.2.2 de la ISO 19036:2019.

Consideraciones generales:

« Serequieren al menos 10 muestras de laboratorio pertenecientes la misma matriz
alimentaria. Cada una de ellas se dividira luego en 2 porciones.

« Seleccionar niveles de contaminacion representativos del rango de contaminacion
natural observado.

« Homogeneizar la muestra antes de tomar las dos porciones para el analisis para
distribuir uniformemente los microorganismos.

« Si se utiliza contaminacion artificial, se inocula la suspension inicial de cada porcion
para analisis con un nivel conocido.

Las condiciones de ensayo utilizadas durante el analisis de las dos porciones para
analisis deben ser lo méas diferentes posible, es decir incluir diferencias en los técnicos,
los lotes de medios y reactivos, los dispositivos.
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DISENO EXPERIMENTAL PARA VERIFICAR METODO CUANTITATIVO:

Suspension

Suspension
inicial A

inicial B

Método realizado
por el técnico A

>
medio det lote A > 8 8
)

Método realizado
por el técnico B

Se analiza con medio

N NN

del lote B
Se utiliza Se utiliza
incubador A incubador B
< <

LA MUESTRA SE DIVIDE EN DOS PORCIONES
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DISENO EXPERIMENTAL PARA VERIFICAR METODO CUANTITATIVO:

1.-VERIFICACION IMPLEMENTACION

Seleccién del articulo (alimentario)/matriz alimentaria.
La S|k es independiente de la matriz por el disefio del ensayo, se puede seleccionar cualquiera del
alcance de la validacién, se recomienda uno que pueda homogeneizarse eficazmente.

Contaminacién natural. Utilizarla siempre que sea posible. Las porciones analizadas deben tener
niveles de contaminacion representativos. Si el nivel esperado es <10 ufc/g en la porcion para
analisis, se utiliza contaminacion artificial.

Contaminacion artificial. Se siguen las mismas indicaciones que para la contaminacion de los
métodos cualitativos.

Evaluacion de resultados. La Sk se calcula a partir de al menos 10 muestras de laboratorio, es
aconsejable analizar mas de 10 muestras por si hay que descartar alguna.

Para los criterios de aceptabilidad las muestras que estan por encima o debajo de los limites de
aceptabilidad de la norma ISO 7218 no se pueden utilizar para el calculo de la Sk.

Limite de aceptabilidad.

La S,z del método verificado debe ser < 2 x el valor medio méas bajo de la desviacion estandar de la
reproducibilidad interlaboratorio (Sg) de los articulos (alimentarios) utilizados en el estudio de
validacion.
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Table E.1 — Results of data analysis obtained with cold-smoked salmon

Norma ISO 16140-3 Verificacion de métodos de referencia @

Parameter Cold-smoked salmon (contamination level of
Listeria monocytogenes)
110 cfu/g 1300 cfu/g 13 000 cfu/g
(low level) | (medium level) | (high level)
Number of participating collaborators 15 15 15
Number of collaborators retained after evaluation of the data 15 14 15
Number of samples tested 30 30 30
Number of samples retained after evaluation of the data 30 28 30
Mean value Za (logip cfu/g) 1,85 3,04 3,95
Repeatability standard deviation s, (log1g cfu/g) 0,13 0,10 0,12
Repeatability limit r: — — —
as difference on logyg scale (logig cfu/g) 0,37 0,28 0,32
as ratio on normal scale (cfu/g) 1,92 2,10
Reproducibility standard deviation sg (log1o cfu/g) 1¢D 0,19 0,19
Reproducibility limit R: - — —
as difference on logig scale (logio cfu/g) 0,51 0,53 0,54
as ratio on normal scale (cfu/g) 3,26 3,37 3,44

Los limites de aceptacion son: Sz del método verificado debe ser < 2 x el valor medio mas
bajo de la desviacion estandar del método validado.
El valor mas bajo de la Sy es 0,18, por lo tanto 2x0,18 = 0,36. La S,z del método validado
debe ser < 0,36.
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DISENO EXPERIMENTAL PARA VERIFICAR METODO CUANTITATIVO:

2.- VERIFICACION DEL ARTICULO

Determinacion de la desviacion estandar (eBias).
Disefio experimental:

« Seleccionar las matrices. Analizar al menos un articulo, preferiblemente dificil, de
cada categoria.

« Contaminar artificialmente a tres niveles de inoculacion que cubran el rango de uso
del método por parte del laboratorio, en la suspension inicial de cada muestra de
ensayo.

« Cada nivel se realiza por_duplicado. Se utiliza preferiblemente una muestra de
laboratorio diferente o un lote diferente para cada uno de los tres niveles de
inoculacion.

» Realizar el recuento del articulo contaminado y la suspension del inéculo (cultivo puro)
utilizada para su inoculacion.

« Analizar la porcion para analisis sin inocular para cada muestra de laboratorio o lote,
para determinar el nivel de contaminaciéon de base.
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Ejemplo parala determinacidn de la desviacion estandar (eBias)

de un articulo a un nivel.

Porcién inicial
sin inocular

|

U

/ Nivel esperado x ufc/ml \

Inoculacién en la dilucién
inicial
Suspensién Suspensién
inicial A inicial B
Método a verificar Método a verificar

con articulo [alimentario] sin articulo (alimentaria)

1
...... |
|
' ' + : } + + ¥ v ¥
OO0 0,100 O OO O

L

Mismo método (placas, medios)
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DISENO EXPERIMENTAL PARA VERIFICAR METODO CUANTITATIVO:

2.- VERIFICACION DEL ARTICULO

Evaluacion de resultados.

Se comparan los resultados del articulo contaminado artificialmente con los resultados de
la suspension de indculo utilizada para contaminar la suspension inicial del articulo. El
articulo y la suspension se analizan usando el método a verificar.

Los resultados aplicables al articulo deben expresarse en log,, ufc/porcion para analisis y
los aplicables a la suspension de inéculo, en log,, ufc/ml.

Limite de aceptabilidad.

En cada nivel, la diferencia absoluta entre los resultados del articulo y los de la
suspension del inéculo se espera que sea < 0,5 l0g,,,.

Sin embargo, si el articulo utilizado estaba contaminado naturalmente antes de la
inoculacion se debe tener en cuenta.
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Norma ISO 16140-3 Verificacion de métodos de referencia

Tabla 13 - Resultados del ensayo obtenidos con el método a verificar

Para comparacion eBias:
diferencia
Resultado absoluta entre
medio Resqltado Resultado resultfldos de
Articulo l{!rtlc:;llo_ Suspensién de articulo.
[alll:;en.tarl;] E"J:) :::i::in;ldog inéculo [sin (allt;;enf:ando]
contaminado olal articulo contaminado
artificialmente al‘tlficmlnfllente (alimentario)] al'tiﬁcialn_u’ante en
(logioufc/g c(nf‘ct“:i’é‘;l‘: ;/r . articulo cada porcion para
oml)? porcion p ! (logio cfu/ml) analisisy la
andlisis) suspension de
indculo
Muestra de laboratorio 1
(de lote 1), porcién para
analisis 1 2,06
: (promedio de 3,06 3,17
Muestra de Iabo.r:atono 1 1,87y 2,25)
(de lote 1), porcion para
analisis 2
Muestra de laboratorio 2
(de lote 2), porcion para
analisis 1 311
: (promedio de 411 4,05
Muestra de labo.r:atono 2 3,16y 3,06)
(de lote 2), porcion para
analisis 2
Muestra de laboratorio 3
(de lote 3), porcién para
analisis 1 3,99
: (promedio de 4,99 5,29
Muestra de Iabo.r:atono 3 3,93 y4,04)
(de lote 3), porcion para
analisis 2

a Este ejemplo se basa en el uso de una porcién para andlisis de 10 ginoculada con 1 ml de inéculo.
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Criterio aceptabilidad, la diferencia absoluta entre los resultados del articulo y los de la
suspension del inéculo se espera que sea < 0,5 log .

Todos cumplen
con los criterios
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Tabla 16 - Limites de aceptabilidad aplicables a la verificacion de métodos validados
Método Caracteristicas de rendimiento Limites de aceptabilidad
Para los protocolos 1y 2: eLODso <4 x LODso
Cualitativo eLODso Para el protocolo 3: > 6 de 7
resultados positivos
S Sir < 2 x valor medio mas bajo de Sg?
determinado durante el estudio de validacion
Cuantitativo | log1o ufc/ml (indculo) - promedio log1o
ufc/porcién para analisis (articulo
eBias [alimentario] contaminado artificialmente) |
< 0,5 logio para cada uno de los niveles de
inoculacion
Cm;ﬁ;gﬁgon Inclusividad y exclusividad Concordancia del 100% entre métodos
a S <2 x Sg para estudios de validacion con un solo valor de Sg.
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Métodos ya acreditados en el ambito de aplicacion de laboratorio:
Nno es necesario volver a verificar, a menos que se realicen cambios en el
método.

Métodos o categorias (alimentarias) nuevas en el ambito de aplicacion
de laboratorio:

verificar los métodos introducidos en el laboratorio tras la publicacion de la
norma ISO 16140-3.

verificar nuevas adiciones de categoria (alimentaria) a los meétodos
acreditados en el ambito de aplicacion de laboratorio.

Metodos revisados después de haber sido acreditados en el ambito de
aplicacion de laboratorio:
Depende de si el cambio es mayor o menor, segun lo determinado por el
organismo de certificacion.
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PERIODO DE TRANSICION

« Hasta 31-12-2027 los laboratorios podran realizar la verificacion del
meétodo de los métodos de referencia no validados de acuerdo al Anexo F

de la Norma ISO 16140-3.

« A partir de 01-01-2028, solo los métodos de referencia validados son
aplicables para la verificacion del método segun la Norma ISO 16140-3.



Gracias
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