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4.3

VALIDACION ENSAYOS MICROBIOLOGICOS: ANTECEDENTES

HASTA 2007...” VALIDACION QUIMICA”

Apdo. 4 G-ENAG 04 Validacion de métodos ensayo

Los métodos de ensayvo microbiologicos cualitativos, tales como los que el resultado se
expresa en términos de detectado/no detectado, v los procedimientos de confirmacion e
identificacion, deben ser validados estimando, cuando sea apropiado, su especificidad
exactitud relativa, desviacion positiva, desviacion negativa, limite de deteccion, efecto
matricial, repetibilidad v reproducibilidad (véase en el Anexo I las definiciones).

En el caso de ensayos microbiologicos cuantitativos, debe considerarse la espe cificidad,
sensibilidad, exactitud relativa, desviacion positiva, desviacion negativa, repetibilidad,
reproducibilidad y el limite de cuantificacion dentro de una variabilidad establecida y, en
caso necesario, determinar cuantitativamente estos parametros. Las diferencias debidas a
las matrices deben tenerse en cuenta al analizar diferentes tipos de muestras. Los
resultados deben evaluarse utilizando métodos estadisticos apropiados.
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VALIDACION ENSAYOS MICROBIOLOGICOS: ANTECEDENTES

Apdo. 4 G-ENAGO04..Problemas
» Cada laboratorio debia validar sus metodos de ensayo microbiologicos

» No establecia diferenciacion entre verificacién y validacion

» Establecia exigencias de validacion muy rigurosas al requerir parametros de
validacion como especificidad, sensibilidad

» No todos los parametros requeridos tenian sentido en el caso de métodos
normalizados

» Se requerian parametros de validacion “dudosos”, ej. limite de cuantificacion en
metodos cuantitativos o repetibilidad y reproducibilidad en meétodos
cualitativos...

> No se establecia como llevar a cabo las actividades de validacion aun cuando
se trataba de una guia (ej. seleccion de muestras, n® de analisis..)

» No incluia criterios de aceptacion yrechazo para evaluar resultados



Moderador
Notas de la presentación
La ausencia de sistemática de validación (pautas) y de criterios para evaluar los resultados traía consigo una falta de homogeneización en las auditorías en cuanto a qué era exigible y qué era aceptable. MUCHO RUIDO!!! Se desplazó el foco en la evaluación de la competencia de los laboratorios 


VALIDACION ENSAYOS MICROBIOLOGICOS: SITUACION ACTUAL

Clausula 7.2 de UNEEN ISO/IEC 17025:2017
Seleccidn, verificacion y validacion de meétodos

o 7.2.1 Seleccion del método de ensayo: el laboratorio debe usar métodos apropiados

¢ Cualespueden ser? =% Anexo CGA-ENAGLEC

v' Métodos normalizados (ej. normas de ensayo UNE, ISO, métodos alternativos)
v' Métodos internos basados en métodos normalizados®)

v' Métodos internos
“ENFOQUE NT32"

(1) En Microbiologia hay poco margen para introducir modificaciones en un método normalizado




VALIDACION ENSAYOS MICROBIOLOGICOS: SITUACION ACTUAL

Clausula 7.2 de UNEEN ISO/IEC 17025:2017
Selecciodn, verificacion y validacion de metodos

« 7.2.1.5 Verificacion del método de ensayo: el laboratorio debe verificar que los
metodos [normalizados] logran el funcionamiento requerido

« 7.2.2.1 Validacion del método de ensayo: el laboratorio debe validar los métodos
no normalizados, método desarrollados, métodos normalizados modificados o
utilizados fuera de su alcance

Demostracidn de su validez = Anexo CGAENAGLEC “ENFOQUE N7¥32”

v' Métodos normalizados } VERIEICACION

v' Métodos internos basados en métodos normalizados
v’ Métodos internos | }  VALIDACION




VALIDACION ENSAYOS MICROBIOLOGICOS: SITUACION ACTUAL

Apdo. 3 de CEAENAG 20 (antes NT-32)
Caracteristicas de funcionamiento de los métodos de ensayo

« 3.1 Metodos normalizados y basados en método normalizados

Métodos cuantitativos

v Recuperacion (vs. valores de referencia) ]
v Precision (intralab)
Métodos cuantitativos VERIFICACION

v’ Limite de deteccidn

e 3.2 Métodos internos

v" Disponer de evidencias completas de que han sido validados}  VALIDACION




VALIDACION ENSAYOS MICROBIOLOGICOS: SITUACION ACTUAL
Apdo. 3 CEA-ENAG-20..Problemas

» Aungue establece diferenciacion entre verificaciébn y validacibn no hay una
sistematica establecida para llevar a cabo dichas actividades, por ej.

e Seleccion de matrices representativas adecuadas alalcance del método
 Niveles de inoculacion
e Disefo de las pruebas

» No hay criterios A/R para evaluar los resultados

» Los parametros a verificar/validar no estan suficientemente descritos




4 NICIO: ;Esta el método validadoe

[se conocen las caracteristicas del
rendimiento del método)?

__—

(Esta el método validado de acuerdo

con la Norma 150 16140-47

sl

NO

MO —

[Existen requisitos
especiales [por ejemplo,
legales) para usar las
Normas [50 16140:2003 o
150 16140-27

¥

Seelige la
Norma
IS0 16140-2

Se aplica el método Unicamente en ese
laboratorio (incluida la ampliacion del alcance)

Para validar un Seelige la
meétodo alternati- —s Norma

vio (registrado) 150 16140-2

Para validar un Se elige [a
método alternati- —» MNorma
VO N0 [egiskae Gldd-3

Para realizar

una validacion
[interna) de un
laboratorio

Se elige la
Norma
150 161 40-4

Para validar Seelige la
métndos de - Morma
150 17468

referencia

IS0 16140-5 o;

v .
;Lacategoria (o _ : Seelige la
alimenta) a ensayar\ | Ni—— Para la extensidon del alcance de un método de referencia — Norma
estd incluida en el 50 17468
alcance del métodg/ < eliee]
. . . e elige la
) Para la extension del alcance de un método alternativo an'lfn:-l
i E i i % = L (il < S0 31440- r
[registrado) validado de acuerdo con la Norma 150 16140-2 120 16140-2
- ; ; ; Seelige la
- ) Para la aplicacion del alcance de un método no registrado Nm-i—ua
S L'llgf-‘ la Norm: validado de acuerdocoplaMNonma 150 161 40-5 :
[verificacion) ara utilizar en un tipo (de alimento) en un solo laboratorio, en
el caso de:
a) un método alternativo (registrado) validado de acuerdo con
la Norma 150 16140-2; .
oot el . . Se elige la
b} un método no registrado validado de acuerdo con la Morma
.- = Norma

150 16140-4

¢} un método de referencia con las caracteristicas de su

rendimiento;

un método de referencia sin las caracteristicas de su

VALIDACION ENSAYOS

MICROBIOLOGICOS:

SERIE DE NORMAS IS0 16140
UNE

UNE-EN 150 16140-3

Diciembre 202

Verskhn corregid i}

Microbiologia de la cadena alimentaria

Validacidn de métodos

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

(150 16140-3:2021)

UNE-EN ISO 16140-4

Septiembre 2021

Microbiologia de la cadena alimentaria
Validacion de métodos

Parte 4: Protocolo para la validacién de métodos
internos de un laboratorio

(ISO 16140-4:2020)



Moderador
Notas de la presentación
“Universo 16140”


VALIDACION ENSAYOS MICROBIOLOGICOS: SERIE DE NORMAS ISO 16

METODOS NORMALIZADOS EN MICROBIOLOGAg(n Anexo CGAENAGLEC

> METODOSDEREFERENCIA —
(normas de ensayo ISOen aplicaciéon Reg. 2073/2005)

, | METODOS
» METODOSALTERNATIVOS VALIDADOS
(patentados, normalmente métodos “rapidos”)

U].\E UNE-EN IS0 17468 norma UNE-EN ISO 16140-2
espaiola

Diciembre 2016

Microbiologia de la cadena alimentaria
; m Microbiologia de la cadena alimentaria

Validacién de métodos

Requisitos técnicos y recome
desarrollo o la revision d

normalizados

(ISO 17468:2016) Parte 2: Protocolo para la validacién\de mé
(registrados) frente a los métodos de referencia

(IS0 16140-2:2016)




VALIDACION ENSAYOS MICROBIOLOGICOS: SERIE DE NORMAS ISO 16

VALIDACION METODOS DE REFERENCIA Y METODOS ALTERNATIVOS
¢Engué consiste?

METODOS CUALITATIVOS METODOS CUANTITATIVOS

(Ej. Deteccion Patogenos) (Ej. Recuento Indicadores)

« SENSIBILIDAD(intra-lab)  VERACIDADRELATIVA (intra-lab)

« NIVELDEDETECCIONintra-lab)  PERFILDEEXACTITUD(intra-lab)

« INCLUSIVIDAD/EXCLUSIVIDAD  INCLUSIVIDAD/EXCLUSIVIDAD
(intra-lab) (intra-lab)

« SENSIBILIDAD(inter-lab) « SENSIBILIDAD(inter-lab)

En Métodos de Referencia las caracteristicas de rendimiento se evalian de acuerdo a ISO 16140-2
si bien se suele emplear Material de Referencia para evaluarlas y no siempre se completa la
validacion con un interlaboratorio (es obligatorio en deteccion de patdgenos) Por otra parte, no
todos los Métodos de Referencia estan validados a dia de hoy




VALIDACION ENSAYOS MICROBIOLOGICOS: SERIE DE NORMAS ISO 16140
VALIDACION METODOS DE REFERENCIA Y METODOS ALTERNATIVOS

» Se aplican criterios de seleccion de matrices representativas del alcance del
método (ej. para un alcance Alimentos se validan 5 Categorias diferentes de un
total de 15 Categorias (Anexo Il de ISO 16140-2) y, normalmente, varios Tipos
de matrices dentro de cada Categoria)

» Se realiza un nimero de analisis muy elevado que garantiza la fiabilidad de los
resultados (suele ser mayor en Métodos alternativos) Por ejemplo:

Parametro Validacion Método cualitativo Parametro Validacion Método cuantitativo

5 Categorias x 3 Tipos 5 Categorias x 3 Tipos

Sensibilidad intra-lab Veracidad Relativa intra-lab

TOTAL: 300 muestras TOTAL: 75 muestras
5 Categorias x 1 Tipo x 3
Perfil de exactitud intra-lab niveles de contaminacion
5 Categon'as X 1 T|p0 X 3 TOTAL: 150 muestras
Nivel de deteccion intra-lab niveles de contaminacion 8 labs x 1 Categoria x 1

Precision inter-lab . .,
contaminacion

TOTAL: 48 muestras

INCLUSIVIDAD/EXCLUSIVIDAD intra-lab (sin matriz) 50 cepas mo. diana y 30 cepas mo. no diana

Entidad Nac



- VALIDACION ENSAYOS MICROBIOLOGICOS: SERIE DE NORMAS ISO 16

VERIFICACIONvs. VALIDACION
1ISO16140-1 VOCABULARIO

2.81 validacion:
Establecimiento de las caracteristicas de comportamiento de un método y provision de evidencia objetiva que demuestre
que se cumplen los requisitos de comportamiento para un uso previsto definido. —

Métodos de referencia
Métodos alternativos

LIMITES
X@ABORA@ —  ACEPTABILIDAD

METODOS VALIDADOS

—
2.83 verificacion:

Demostracion de que un método validado utilizado por un usuario funciona conforme a las especificaciones del método
determinadas en el estudio de validacion (2.81) y que resulta adecuado para sus objetivos.

UNEEN ISO 161403 l UNICO LABORATORIO o LABORATORIO USUAR

i , iii ESTE PLANTEAMIENTO CUMPLE A LA
NORMAUNEEN ISO/IEC17025 !!!

REFERENCIA METODOSALTERNATIVOS



Moderador
Notas de la presentación
IMPORTANTE: En el caso de métodos alternativos con Validación 16140-2: la norma incluye criterios de aceptabilidad (se basan en datos y en la opinión consensuada de los expertos, pero no provienen del análisis estadístico de los datos) para evaluar los resultados de los parámetros de validación vs. método de referencia. En el caso de los métodos de referencia, es más bien una caracterización y los resultados obtenidos “se aceptan”.



VALIDACION ENSAYOS MICROBIOLOGICOS: SERIE DE NORMAS ISO 16

1SO16140-3 APLICACION

ETAPA1: VERIFICACIONMPLANTACION ETAPA2: VERIFICACIONDEMATRICES
Criterios de seleccion de matrices en cuanto a alcance, tipologia y nimero minimo

Nimero de muestras

Alcance de la validacion Verificacion dela | Verificacion de articulos

implementacién (alimentarios) Total
Aleance de una "gama amplia de
alimentos” = & categorias de 1 =5 =6
alimentos
Alcance de una “gama limitada de 1 Natimenta < 4 (Natimento + 1) 5

alimentos” categorias Nalimento

N , = 5 articulos alimentarios
Alcance de una "gama amplia de .

alimentos” + otras categorias 1 . 2 6 + Notras
1 articulo por cada una de
(Motras)

las Nowas Otras categorias

Alecance de una "gama Nalimentn = 4
limitada de alimentos” +
: 1 p Mai Notas + 1) = 8
Categorias Nalimento + otras articulo por cada una de las (Natimenta + Notras + 1)
categorias [Nowas) Marwas Otras categorias

Alcance solo para otras categorias
(Notras)

1 Notras < 3 (Notras + 1) < 4

Verificacion de matrices (Etapa 2)
» Elndmero de matrices dependera del alcance del laboratorio para el método
> Se seleccionan matrices “dificiles” de cada Categoria (Anexo B 1SO 16140-3)




VALIDACION ENSAYOS MICROBIOLOGICOS: SERIE DE NORMAS ISO 16
1ISO16140-3 APLICACION

Caracteristicas de Rendimiento: son los parametros que se determinaran en la verificacion

Método Caracteristicas de rendimiento Verificacion de la | Verificacion de articulos
implementacion (alimentarios)
Cualitativo LODsg estimada(eLODso) Ny o
Desviacion estandar de la reproducibilidad :
. ) + No aplica
Cuantitativo intralaboratorio (Smr)
Desviacion estimada (eBias) No aplica V'

> Métodos cualitativos : es necesario verificar el Limite de Deteccion (como eLOL))

» Métodos cuantitativos : es necesario verificar precision intralaboratorio vy
desviacién estimada (diferencia entre el valor asignado y el promedio de
resultados del método calculada de acuerdo al protocolo que establece ISO
16140-3 Apdo. 6; dado que el n° de replicados sera bajo es “estimada”)




VALIDACION ENSAYOS MICROBIOLOGICOS: SERIE DE NORMAS ISO 16

1ISO16140-3 APLICACION o
Protocolos de verificacidon

Método Carac. Implementacion Verificacion matrices
Método Prot. 3 1 matriz x 7 replicas 5 matrices x 7 replicas
3-5 ufc/muestra 3-5 ufc/muestra

Cualitativo

Prot. 1 1 matriz x 9 replicas (9xLOD; 5 matriz x 9 replicas (9xLOD,;

elOD., 3xLOD.,; 1xLOD.)) 3xLODg; 1xLODg))
Metodo 1 matriz x 10 muestras x .

Sir ) No aplicable

Cuantitativo duplicado

Sesgo No aplicable 5 matrices x 3 niveles x duplicado

> Métodos cualitativos :

Hay hasta 3 protocolos para obtener eLOL},(se conocen como protocolo 1, protocolo 2y protocolo 3
y se dispone de criterios para seleccionar uno u otro) Elnimero de muestras varia ligeramente entre
cada protocolo (8<n<10). Se aplica tanto en implantacion como en verificacion de matrices

> Métodos cuantitativos :

 Precision intermedia: solo implantacion . Los ensayos son por duplicado en condiciones diferentes

» Sesgo (eBias): solo en verificacibn de matrices, en 3 niveles de concentracion y los ensayos se
realizan por duplicado




VALIDACION ENSAYOS MICROBIOLOGICOS: SERIE DE NORMAS ISO 16

1SO16140-3 APLICACION o .
Limites de aceptabilidad (AL)

Método Caracteristicas de rendimiento Limites de aceptabilidad

Método Para los protocolos 1y 2: eLODsp £ 4 x LODsp

Cualitativo eL.0Dsg Parael protocolo 3:z6de 7
resultados positivos

Sir = 2 x valor medio mas bajo de 5

Sir . . oy e
determinado durante el estudio de validacion
Método . g ] .
Cuanttativo | logyo ufc/ml (indculo) - promedio logie
ufe/porcion para analisis (articulo
eBias [alimentario] contaminado artificialmente] |

= 0,5 logip para cada uno de los niveles de
inoculacion

> Se utilizan para evaluar los resultados de la verificacién (sin realizar una evaluacion estadistica)

> Se basan en datos procedentes de la validacion del método de referencia o alternativo o, si es
necesario en la opiniéon de expertos.




VALIDACION ENSAYOS MICROBIOLOGICOS: SERIE DE NORMAS ISO 16

1SO16140-3 APLICACION

Ejemplo para estimar el n° de muestras a analizar en una verificacion interna por laboratorio usuario

Método de referencia: Norma de ensayo ISO
Deteccion patdgeno (cualitativo) para Alimentos
(=Alcance laboratorio)

« Parametro a verificar: eLOL,
* Implementacion :

Protocolo 1: 1 matriz x 9 muestras (3 niveles) + 1

blanco

Protocolo 3: 1 matriz x 7 muestras (1 nivel 3 ufc a5
ufc) + 1 blanco

e Verificacidn matrices:

Protocolo 1: 5 matrices “dificiles” x 9 muestras
Protocolo 3: 5 matrices “dificiles” x 7 muestras

=4.-55 muestras (puede aumentar)

ISO
para

Método de referencia: Norma de ensayo
Recuento mo. indicador (cuantitativo)
Alimentos (=Alcance laboratorio)

e Implementacion :
Parametro a verificar : precision intralab S,

1 matriz x 10 muestras (3 niveles) x duplicado
» Verificacion matrices:

Parametro a verificar : sesgo (eBias)
5 matrices “dificiles” x 3 niveles x duplicado

= 40 muestras (puede aumentai )




VALIDACION ENSAYOS MICROBIOLOGICOS: SERIE DE NORMAS ISO 16
1ISO16140-3 APLICACION

Verificacion interna por laboratorio usuario de método de referencia sin validar (Anexo F)

« Solo se realiza la VERIFICACIONDE MATRICESya que al no haber datos de validacién disponibles no es
posible realizar la verificacion de la implementacidon pues los resultados no se pueden evaluar

« Seleccion de matrices: dentro del Alcance del laboratorio y del método de referencia: 1 matriz “sin
dificultad” + <5 (6 <5+3) matrices “dificiles” del resto de Categorias dentro del alcance del laboratorio

* Protocolos de verificacion

Métodos cualitativos : eLOL),
Protocolo 1: [1 matriz “sin dificultad” + <5 (6 <5+3) matrices “dificiles” ]x 9 muestras (3 niveles) + 1 blanco

Protocolo 3: [1 matriz “sin dificultad” + <5 (6 <b5+3) matrices “dificiles” ] x 7 muestras (1 nivel, 3 ufc a 5 ufc)
+ 1 blanco

Limite de aceptabilidad: Protocolo 1 (eLOD,, <4 ufc/porciéon andlisis); Protocolo 3 (=6 resultados +)
Métodos cuantitativos : Sesgo (eB/as).

Protocolo : [1 matriz “sin dificultad” + <5 (6 <b+3) matrices “dificiles” ] X 3 niveles x duplicado
Limite de aceptabilidad: [log ufc/ml in6culo — promedio log ufc/porcion analisis] <0,5 log




VALIDACION ENSAYOS MICROBIOLOGICOS: SERIE DE NORMAS ISO 16

1ISO 16140-4 APLICACIONVALIDACION de métodos por un SOLO laboratorio
¢ Cuando aplica?

» Extension del Alcance de validacion de un método (cualitativo o cuantitativo) validado I1SO
16140-2 (por ej. Extension a una Categoria)

> Validacion de un método interno

» Modificaciones de metodos existentes
(son dos situaciones frecuentes en acreditacion...y no aplica Verificacion...)

Caracteristicas

> LA VALIDACION ES SOLO PARA EL LABORATORIOQUE LA HA REALIZADO(no hay estudio
interlaboratorio )

» Aplicable a metodos para Alimentos, Piensos, Muestras Ambientales, Muestras P.Primaria

» Se evaluan los mismos parametros de validacion que en la norma ISO 16140-2 + precision
(cuantitativos)

> Por tanto, la carga de trabajo asociada a los protocolos de validacion es comparable con estudio
de validacion intralab (por Lab. experto) de 1ISO 16140-2

ENAC



VALIDACION ENSAYOS MICROBIOLOGICOS: SERIE DE NORMAS ISO 16

Conclusiones ISO 16140-3 (e ISO 16140-4)

> Establecen criterios necesarios para que cada laboratorio pueda realizar de forma adecuada la
verificacién y la validacion de los métodos de microbiologia de alimentos:

Clarifican las situaciones en las que aplica verificacion vs. situaciones en las que aplica
validacion

Permiten una adecuada seleccion de matrices representativas para el Alcance del laboratorio

Determinan el N° de pruebas a realizar

Determinan los Parametros (Caracteristicas de rendimiento) eLOL eBias, precision intralab

Establecen Criterios A/R (Limites de Aceptabilidad) para evaluar los resultados

» Son de aplicacion para el cumplimiento de los requisitos normativos de la UE-Reglamento
2073/2005




VALIDACION ENSAYOS MICROBIOLOGICOS: SITUACION ACTUAL

“Transition period for the implementation of ISO 16140 -3 Version 2021-01-19”
¢, Qué debe saber un laboratorio usuario para aplicar correctamente 1ISO 16140-3 (e ISO 16140-4)?

» Métodos validados (métodos de referencia y métodos alternativos)

* (Apdo. 3) ¢Las verificaciones realizadas antes de 1SO 16140-3 siguen siendo validas? S/, /os
metodos ya acreditados no tienen que volver a ser verificados con ISO16140-3

 (Apdo. 4) (Si voy a implantar un nuevo metodo o incluir nuevos productos en uno ya
Implantado, tengo que realizar verificacion por ISO 16140-3? S/, siempre que sea dentro del
Alcance de validacion del metodo de referencia o alternativo (Ampliaciones del alcance de
acreditacion)

* (Apdo. 5) (Sise producen cambios en el metodo de referencia o alternativo tengo que verificar
el método de acuerdo a ISO 16140-3? S/, pero solo s/ se trata de cambios tecnicos relevantes
(afectan a las caracteristicas de rendimiento o extienden el Alcance del metodo)

> Métodos de referencia no validados

* (Apdo. 2) ;/Sivoy a implantar un método de referencia no validado puedo realizar verificacion
aplicando ISO 16140-3? S/, hasta 31/12/2027 (aplicando Anexo F)




VALIDACION ENSAYOS MICROBIOLOGICOS: SITUACION ACTUAL
¢, Qué propone ENAC? (1)

» Moadificar CEAENAG22
« Actualizar los criterios de acreditacion de ENACen linea con 1ISO16140-3 (e 1ISO16140-4)

« Paraello, es necesario modificar el Apdo. 3 Caracteristicas de funcionamiento de los métodos
para incluir los Ensayos de Microbiologia de la CadenaAlimentaria

» Aplicar los criterios de seleccion de matrices, n° de pruebas, caracteristicas de rendimiento y
limites de aceptabilidad de ISO 16140-3 para la verificacion de métodos de referencia vy
meétodos alternativos

« Establecer la aplicacion de ISO 16140-4 para extensiones del Alcance del laboratorio a
Categorias no incluidas en el Alcance de validacion del método normalizado y la validacion de
metodos internos no validados en linea con la norma 17025 y Anexo CGAENACGLEC




VALIDACION ENSAYOS MICROBIOLOGICOS: SITUACION ACTUAL
¢, Qué propone ENAC? (1)

> Establecer una transicién ordenada para aplicar ISO 16140-3 en las nuevas acreditaciones de
Ensayos de Microbiologia de la CadenaAlimentaria

e A partir de 01/01/2023: en las evaluaciones Iniciales y de Ampliacion (Nuevos ensayos)
evaluar en linea con 1SO16140-3

« En la Solicitud (Inicial o Ampliacion) el laboratorio aportara en el campo “Documentacion
Adicional” el procedimiento establecido para la verificacion y validacion de ensayos
microbiologicos de alimentos que tenga en cuenta ISO 16140-3. Este procedimiento sera
evaluado por el Auditor Técnico/Experto Técnico designado.

Nota.- Enlas solicitudes recibidas con anterioridad se podran aplicar ya los criterios 1SO 16140-3
si lo identifica el solicitante.

» Las desviaciones identificadas con respecto a ISO 16140-3 deberan resolverse en el plazo
establecido en el documento NO-11 para Iniciales/Ampliacion (4 meses)

> Evaluar en linea con 1ISO16140-4 en caso de métodos internos




VALIDACION ENSAYOS RESIDUOS MEDICAMENTOS

ACREDITACION UNEN ISO 17025




VALIDACION ENSAYOS RESIDUOS MEDICAMENTOS

> ANTECEDENTEY SITUACIONACTUAL EN ENSAYOSRESIDUOSMEDICAMENTOS

» NUEVOREGLAMENTOQUE2021/808

> PLAN DETRANSICION




VALIDACION ENSAYOS RESIDUOS: ANTECEDENTES

DECISION DE LA COMISION
B Cl de 14 de agosto de 2002 «

DESDE 2002 - por la que se aplica la Directiva 96/23/CE del Consejo en cuanto al funcionamiento de los métodos
analiticos y la interpretacion de los resultados

[natificada con el nimere C{2002) 3044]
(Texto pertinente a efectos del EEE)

.(2002/657/CE)

» Anexo | Apdo. 2: Requisitos de funcionamiento de los métodos

« Tipos de meétodo (Cribado, Confirmacién) y criterios para la seleccion del método
(cromatografico) en funcién deluso previsto (ej. Cuadro 1, Métodos de confirmacion)

e Criterios de funcionamiento que deben ser estudiados (ej. Veracidad y precision en métodos
cuantitativos cromatograficos)

e Criterios de evaluacion que deben cumplir los parametros de validacién (ej. Métodos
cuantitativos cromatograficos: Veracidad-Cuadro 2 y Precision-Cuadro 3)

* Requisitos de los métodos cromatograficos con deteccion por espectrometria de masas (ej.
Uso de patron interno; Tolerancias en las intensidades relativas-Cuadro 4, Puntos de
iIdentificacion-Cuadro 5y 6) y otros sistemas de deteccion




VALIDACION ENSAYOS RESIDUOS: ANTECEDENTES

DECISION DE LA COMISION
B Cl de 14 de agosto de 2002 «

DESDE 2002...

por la que se aplica la Directiva 96/23/CE del Consejo en cuanto al funcionamiento de los métodos
analiticos y la interpretacion de los resultados

[notificada con el mimero C(2002) 3044]
{Texto pertinente a efectos del EEE)

(2002/657/CE)

» Anexo | Apdo. 3: Validacion interna (un solo laboratorio)

« (Caracteristicas de funcionamiento que se han de determinar segun el tipo de método:

Cuadro 9

Clasificacion de los métodos analiticos en funcién de las caracteristicas de funcionamiento que
deben determinarse

Realizacion de:

« Veracidad y Recuperacion: N° niveles
Limite de | Limite de |Veracidad/la | selectivie | AP concentracion 'y  concentraciones  de
deteccidn decisidn recupera- Precision | dad/especifi- -/,
CCp CCa cidin cidad | ¥ fl“;:;h’l" eleccion
T - - - - - - o Estudio de Especificidad
cualitativos e N° de pruebas para Repetibilidad vy
. - - - - ~ ~ Repoducibilidad
Metodos _ _ _ _ _ _ e Estudio de las rectas de calibrado (met.
vos ) ) ) ) ) ) Cuantitativos)
$ = métodos de criba; C = métodos de confirmacion; + = determinacién obligatoria. e Limites Ccalfa, Ccbeta...




VALIDACION ENSAYOS RESIDUOS MED. VET: SITUACION ACTUAL

Acreditacion Ensayos determinacion residuos medicamentos veterinarios.
Opciones que pueden visualizarse en los alcances de acreditacion:

» Acreditacion por Método interno conforme a Decision 2002/657/CE
El laboratorio documenta en un procedimiento interno de ensayo el método analitico que:
« Cumple los requisitos de funcionamiento del Anexo | Apdo. 2 de la Decision 2002/657/CE
 Ha sido validado de acuerdo con el Anexo | Apdo. 3 de la Decision 2002/657/CE } Ar S

« Cumple los requisitos de expresion de resultados para una interpretacion armonizada ]. Art. 4

» Acreditacion por Método interno (con revision)

« Ellaboratorio documenta en un procedimiento interno de ensayo un método analitico que NO
garantiza el cumplimiento de los Art. 3 y 4 de la Decision 2002/657/CE y por tanto no puede

utilizarse en el control oficial .

* No obstante, en las evaluaciones ENAC si tiene en cuenta ciertos requisitos de
funcionamiento de la Decisién 2002/657/CE




VALIDACION ENSAYOS RESIDUOS: SITUACION ACTUAL

Acreditacion Ensayos determinacion residuos medicamentos veterinarios.
Opciones que pueden visualizarse en los alcances de acreditacion:

» Acreditacion por Método interno conforme a Decision 2002/657/CE

Higada Determinaciaon cualitativa de B-agonistas por cromatografia | PMNT/LSPPASTA
Orina de bovino v porcino liquida con detector de espectrometria de masas (LC- / \
MSSBAS) fdétodo interno cenforme o
Higado Orina Decisign 2002,/657/CE )
Brombuteral CCo=0,2 pgikg CCo=0.5 paskg
Gimaterel, CCo=0.5pgskg  CCo=0,25 pg/kg — /\
Cimbuteral CCo=0,5 pgkg CCo=0,25 pgikg
Clenbutenal CC o=0,2 pgkg CCo=0,25 pgikg > Apdo. 9. 1 de PAC' ENAC' LEC
lzoxsuping CCo=0,5 pg/kg CCeo=0.5 ug/kg
Mabuterel CCe0,2 ug/kg — CCo-0,25 ug/kg Nuevo documento o0 nueva
Magsnteral CC o=0,2 pgkg CCo=0,25 pg/kg . . . .,
BRCIOBAMING, CCo=05ug/kg  CCa=05 pafkg revision es una Ampliacion lo
Salbutamol CCe=0,5 pug/ kg CCe=0,5 pgykg R . .
Terbutalina CC e=2,0 pg/ kg CCe=1,0 pgykg
| Coo20uafig  CComloualts que significa que es necesaria

una evaluacion

Orina
Suero animal

[g (Ctrl) =

» Acreditacion por Método interno (con revisién)

Determinacion cualitativa de hormonas (esteroides) por cromatografia
liguida con detector de espectrometria de masas (LC-MS5/M3) (métod
de confirmacion)

Qualitative determination of hormones (Steraids) by liquid chromatography
with mass spectrametry detectar (LC-M5 / MS) {Confirmation method)

Qring/Urine Suera/Serum,
Nandrolona/Ngndrolons {2 3 ugtl) = 1 ugA)
Moretisterona/ Norethisterone, (2 3 ug/l) (= 0.5 ug/l)
B -Trenbolona/ B-Trenbalone = 3 ug/fl) (1,5 ugdl)

PE-1S010 Rev. &

Neétodo interno

in-fouse method

\/

/




NU EVO R EG | AMEN TO UE 202 1 / 808 REGLAMENTO DE EJECUCION (UE) 2021/808 DE LA COMISION

de 22 de marzo de 2021

relativo al funcionamiento de los métodos analiticos para los residuos de sustancias

farmacologicamente activas utilizadas en animales productores de alimentos y a la interpretacion de

resultados, asi como a los métodos que deben utilizarse para el muestreo, y por el que se derogan las
Decisiones 2002/657/CE y 98/179/CE

» La Comision ha agrupado en nuevo acto juridico las disposiciones aplicables a las sustancias
farmacologicamente activas (como en Micotoxinas, Dioxinas/PCB, metales pesados, HAP)

» Contindan los requisitos de funcionamiento de los métodos de analisis y de validacion interna
(en Capitulos 1, 2 y 4 del Anexo I). Se incluye nuevo Capitulo 4 sobre validaciones reducidas

> Se mantiene el mismo esquema de requisitos de funcionamiento y de validacion que con
Decision 2002/657/CE..pero se han producido cambios técnicos (ej. identificacién, niveles de
concentracién , criterios de aceptabilidad de veracidad y precision, calculo CCa, concepto CCB)

> Sera necesario disponer de un Analisis de cambios del Reglamento UE 2021/808 respecto a la
Decision 2002/657/CE

» Yasolicitado por ENACa LNRs (CNAYy Santa Fe) en aplicacién del documento NT-55




NUEVO REGLAMENTO UE 2021/808
VENTAJAS DE DISPONER DE UN DOCUMENTO PUBLICO CON EL ANALISIS DE LOS
CAMBIOS EN EL REGLAMENTO UE 2021/808 ELABORADO POR LOS LNRS

» ENACaceptara como suficiente el analisis de cambios (técnicos) realizado por los laboratorios
de referencia, que incluya:

* Unaidentificacion de los cambios y descripcion de los mismos

« Una clasificacion de los cambios que identifique su relevancia y su impacto en las
validaciones de acuerdo a la Decision 2002/657/CE

 Unaidentificacion de los aspectos en los que seria necesario ajustar las validaciones internas.

* Informacion/consideraciones sobre conceptos, seleccion de niveles de interés, n° de pruebas
a realizar etc en modo similar a la Comunicacion de Laboratorio n® 112 que establecio los
criterios minimos necesarios para realizar las validaciones internas de acuerdo con la
Decision 2002/657/CE

» Eldocumento de analisis de cambios debera tener caracter publico para cumplir con NT-55




NUEVO REGLAMENTO UE 2021/808: PLAN DE TRANSICION
ENAC PROPONDRA UN PLAN DE TRANSICION CON LOS SIGUIENTES HITOS:

> FECHALIMITE: 10/06/2026 (a partir de esa fecha todas las acreditaciones deberan ser Conforme
al Reglamento UE2021/808 o por método interno con estado de revision en el Anexo Técnico)

» NUEVOSENSAYOS(NO ACREDITADOS)

o A partir de 01/07/2022 no se admiten solicitudes (Iniciales, Ampliacion) de ensayos de residuos
de sustancias farmacologicamente activas conforme a la Decision 2002/657/CE

 Desde esafecha solo se evalua Conforme al Reglamento UE2021/808
» ENSAYOSACREDITADOS

 Antes del 10/12/2025 los laboratorios acreditados con métodos internos conforme a la
Decision 2002/657/CE tienen gue solicitar ser evaluados conforme al Reglamento UE2021/808
(mediante el envio de una Solicitud de Ampliacion )

> PLAZORESOLUCIONDESVIACIONES4 MESES(TABLA | NO-11 PLAZOSRESPUESTA] y A)
> EnDOCUMENTACIONADICIONALde e-Solicitud se aportara el Procedimiento de validacién
> SIEMPREQUESEAPOSIBLESE REALIZARAUNA EVALUACIONDOCUMENTAL




NUEVO REGLAMENTO UE 2021/808

PLAN DE TRANSICION: ALCANCE FLEXIBLE
» ENSAYOSINCLUIDOSEN LEBA

 Antes de 10/12/2025 los laboratorios acreditados por Categoria de ensayos con métodos

internos conforme a la Decision 2002/657/CE tienen que ser evaluados conforme al
Reglamento UE2021/808.

La evaluacion se hard en una auditoria de mantenimiento planificada, previo aviso del
laboratorio con una antelacion de al menos 4 meses.

» ENSAYOSNO INCLUIDOSEN LEBA

A partir del 1 de julio de 2022 la inclusion de nuevos ensayos en la LEBAsolo podra realizarse
de acuerdo con los requisitos del Reglamento UE2021/808.

La evaluacion se realizara en la siguiente auditoria de mantenimiento, previa identificacion del
cambio por parte del laboratorio al Responsable del expediente y al Equipo Auditor

> PLAZORESOLUCIONDESVIACIONES 1 mes (TABLA | NO-11 PLAZOSRESPUESTASY R)
> EVALUACIONIN SITU
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