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RESUMEN:

En el presente trabajo se evalud la incertidumbre asociada a la determinacion de mesofilicos aerobios expresada como cuenta
total en ufc/mL por el método para la Cuenta de Bacterias Aerobias en placa, Norma Oficial Mexicana NOM-092-SSA1-
1994, en la microbiologia sanitaria es de vital importancia contar con un control de la calidad, dentro del cual, debe
considerarse el método de ensayo para garantizar una éptima calidad de los datos resultantes, con respecto a la normativa
vigente, El calculo de la incertidumbre esta siendo abordado por la comunidad de laboratorios y se espera que en un futuro se
disponga de directrices mas claras en este campo. La incertidumbre, como un atributo cuantificable, es un concepto
relativamente nuevo en la historia de las mediciones, a pesar de que los conceptos de error y andlisis de error han sido parte
de la practica de la ciencia de la medicion por largo tiempo. De manera general se acepta que cuando todas las componentes,
conocidas o supuestas, del error han sido evaluadas y se han aplicado las correcciones, aln persiste una incertidumbre acerca
de la confiabilidad del resultado expresado.

En este trabajo se realiza una estimacion de la incertidumbre en los ensayos microbioldgicos de cuanta de bacterias aerobias
en alimentos, siguiendo las recomendaciones que aparecen en documentos normalizativos nacionales e internacionales. Se
ofrecen los resultados alcanzados en la cuantificacion de este importante pardmetro. Los componentes de la incertidumbre se
organizaron en tablas, lo que permite realizar de una forma rapida una apreciacion global..

ABSTRACT:

In the present work, the uncertainty associated with the determination of aerobic mesophiles expressed as total bill in cfu /
mL was evaluated by the method for the Aerobic Bacteria Account in plate, Official Mexican Standard NOM-092-SSA1-
1994, in the sanitary microbiology It is of vital importance to have a quality control, within which, the test method must be
considered in order to guarantee an optimum quality of the resulting data. with respect to current regulations, the calculation
of uncertainty is being addressed by the laboratory community and it is expected that in the future clearer guidelines will be
available in this field. Uncertainty, as a quantifiable attribute, is a relatively new concept in the history of measurements,
although the concepts of error and error analysis have been part of the practice of measurement science for a long time. It is
generally accepted that when all the known or assumed components of the error have been evaluated and the corrections have
been applied, uncertainty persists about the reliability of the expressed result.

In this work an estimation of the uncertainty in the microbiological assays of how many aerobic bacteria in food is made,
following the recommendations that appear in national and international normative documents. The results achieved in the
quantification of this important parameter are offered. The components of the uncertainty were organized in tables, which
allows a rapid global assessment..
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INTRODUCCION

La incertidumbre de medida es un pardmetro, asociado al resultado de una medicion, que caracteriza la dispersion
de los valores que pueden atribuirse razonablemente al mensurando. El concepto de incertidumbre, como un
atributo cuantificable, es relativamente nuevo en la historia de las mediciones en México, aunque los términos
error y analisis de error han sido bastamente usados como parte practica de la ciencia de las mediciones o
metrologia. Cuando se han evaluado todas las componentes, conocidas y supuestas de un error, y se han aplicado
las correcciones adecuadas, todavia queda como remanente una incertidumbre sobre la correccion del resultado
establecido, esto es, la duda de cuén bien representa el resultado de la medicidn al valor de la magnitud que se esta
midiendo. La incertidumbre del resultado de una medida refleja la falta de conocimiento exacto del valor del
mensurando. Esa incertidumbre proviene de los efectos aleatorios y de la correccidn imperfecta del resultado de la
medida debida a efectos sistematicos.

El objetivo de un sistema de gestion de las mediciones es gestionar el riesgo de que los equipos y procesos de
medicion pudieran producir resultados incorrectos que afecten a la calidad del producto de una prueba de ensayo.
De acuerdo a los lineamientos en nuestro pais sobre la evaluacion de la competencia técnica de los laboratorios de
calibracion y ensayo, se solicita la estimacion de la incertidumbre de las mediciones, las cuales deben aplicar
criterios técnicos uniformes y consistentes, propuestos por la Entidad Mexicana de Acreditacién A.C. (EMA), la
cual entrd en vigor en Julio del 2008, esta Guia técnica de Trazabilidad e Incertidumbre de las Mediciones sirven
de apoyo a la aplicacién del la norma NMX-EC-17025-INMC-2006.

Cuando se crea un modelo para evaluar la incertidumbre y se analizan las diferentes variables que influyen en el
proceso de medicién, cualquier evento, fendbmeno o propiedad que pueda restar nitidez al valor del mensurando,
participa como factor o componente de la incertidumbre en el valor de la mediciéon. Cabe mencionar que no
siempre seran tomadas en cuenta todas ellas, pues habra algunas que sus valores no sean significativos y seran
descartadas.

Entre las variables que afectan la incertidumbre se encuentran: a) la medicion; de la cual se obtiene informacién
del estado de una propiedad empirica (proceso de medicidn) y b) la estabilidad de los instrumentos de medicion
donde se considera el ruido propio o ambiental y la combinacion de diversos errores aleatorios.

La evaluacion de la incertidumbre debe efectuarse, si y solo si, se cumple con los requisitos que se enuncian a
continuacion: las personas que realizan el anélisis de incertidumbre deben tener un buen conocimiento del proceso
de medicidn y de sus limitaciones, asi como de la naturaleza de las magnitudes que deben medirse. Ademas deben
conocer el proposito de la medicion y uso que se le dé.

Hasta la fecha, los conceptos basicos que se utilizan para cuantificar son de naturaleza estadistica, por lo tanto, el
personal de evaluacion debe tener un conocimiento de esta disciplina. La instalacion, los reactivos, el tipo de
equipos, los aditamentos y las condiciones ambientales asi como sus posibles variaciones deben estar definidos.
Los tipos de instrumentos y de los equipos deben estar especificados. EI comportamiento de los mismos, a largo
plazo, asi como la accion de las variables de influencia, deben ser conocidos o por lo menos enmarcados dentro de
ciertos valores y finalmente, el procesamiento de la informacidn recolectada debe estar definido.

MATERIALES Y METODOS

METODOLOGIA MICROBIOLOGICA:

Se utilizo el método de vertido de placa (Pour Plate) para los recuentos de bacterias mesofilas aerobias.
NUmero de muestras.

El nimero de muestras utilizadas por matriz (alimento para bebé: papilla de carne y verduras), se evalud en un
nivel de in6culo por cada analista como se muestra en la Tabla Il. El analisis se realizé por duplicado de placas
para bacterias mesofilas aerobias.
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Preparacion de muestras inoculadas para bacterias mesofilas aerobias.

Se utilizé una matriz: alimento para bebé: papilla de carne y verduras. La matriz se inoculo con un nivel de
Escherichia coli conocido, se realizaron dos repeticiones de los indculos. Para las muestras homogenizadas se
realizaron diluciones (10-2) utilizando 10 mL de la muestra diluida y mezclando con 90 mL de buffer fosfato, pH
7.2. Se utiliz6 el método de vertido de placa para las siembras de cada una de las muestras, se colocé 1 mL de
cada dilucion por duplicado en platos Petri estériles y se agregd 15 mL de medio Agar Triptona-Extracto de
Levadura (agar para cuenta estandar). Se esperd tres minutos para que el medio se solidificara. Una vez
solidificado el medio, se colocaron los platos Petri en la incubadora a 37 °C por 48 horas. Finalizado el tiempo de
incubacion, se realizo el recuento sugerido por el método Aerobic Plate Count, FDA.

Preparacion de muestras control inoculadas. En 100 mL de buffer fosfato, pH 7.2 se agreg6é 1 mL del in6culo.
La muestra control fue diluida y sembrada como se describi6 anteriormente.

Preparacion de placas para control de medio. Para controlar la esterilidad del medio, se vertié 15mL de medio
Agar Triptona-Extracto de Levadura (agar para cuenta estandar) en placas Petri individuales. Se incub6 a 37 °C
por 24 y 48 horas respectivamente.

Recuento y registro de colonias UFC/g o UFC/mL. Para reportar UFC/g o mL se utilizé la siguiente:
C= Nyidy + Nypdy + Nppdy + Nood,
n

Ec.(1)

Do6nde: N = Numero de colonias por g o mL de producto. d = Dilucion de la que se obtuvieron los primeros
recuentos. n = NUumero de diluciones tomadas para el célculo.

Para la presente evaluacion de la incertidumbre se tom6 como referencia la NMX-EC-17025-INMC-2006 vy la
EUROCHEM. La estimacion de la incertidumbre de una medicion se realiza en las siguientes etapas:
especificaciones del mesurando, expresar el modelo matematico del mensurando, identificar las fuentes de
incertidumbre, cuantificar la incertidumbre de cada componente, combinar las incertidumbres estandares, calcular
la incertidumbre expandida y definir expresion de los resultados.

El modelo utilizado tiene la ventaja de que con el estudio de cada una de las contribuciones permite identificar las
fuentes que mas contribuyen a la incertidumbre y asi reducirlas para mejorar los resultados de los ensayos. El
objetivo de este trabajo es la estimacion de la incertidumbre en los ensayos microbiolégicos de bacterias aerobias
en alimentos mediante la técnica de cuenta en placa, aplicando las recomendaciones de los documentos
normalizativos nacionales e internacionales mas actualizados, con el objetivo de cumplir con los requisitos de la
NC I1SO 17025:2000.

A continuacion se describe la metodologia para calcular la incertidumbre de la determinacién de bacterias
aerobias en placa para muestras de matriz liquida de alimentos segin norma NOM-092-SSA1-1994.

1. El método objeto de estudio fue el Ensayo de “Determinacion de bacterias aerobias en placa para
muestras de alimentos en una matriz liquida, mediante la técnica de cuenta en placa”.

El modelo de trabajo utilizado esta basado en los siguientes documentos normalizativos:

Guia para la expresion de la incertidumbre de las mediciones (ISO 17025, 2006)

Guia para cuantificar la incertidumbre en las mediciones analiticas (EURACHEM/CITAC, 2000).
NC TS-367: 2004. Guia para la estimacion y expresion de la incertidumbre de la medicidn en anélisis
Quimico.

Etapas fundamentales para la estimacion de la incertidumbre:

e Descripcion del Mensurando.
e |dentificacion de las Fuentes de Incertidumbre.
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e Cuantificacion de los Componentes de la Incertidumbre.
e Célculo de la Incertidumbre Combinada.
e Calculo de la Incertidumbre expandida.

La incertidumbre de la medicion expandida U est4 dada por:
U=kXRSD, xc

donde:

k = factor de cobertura.

RSD,.= desviacion tipica relativa hallada segun se describi6 anteriormente.

¢ = concentracion del analito. [Ec. (1)]

Para estimar la incertidumbre de los instrumentos de medicidn de volumen se utiliz6 una evaluacion tipo B, con
distribucion triangular, usando la ecuacion 2.

u= — Ec.(2)

La etapa final fue calcular la incertidumbre expandida, que se determina al multiplicar la incertidumbre
combinada u, por el factor de cobertura (k = 2), factor de cobertura al 95% de nivel de confianza) elegido para

calcular una incertidumbre expandida (Uexp).
U=u()x2parak =2 Ec.(3)

La incertidumbre expandida se requiere para proporcionar un intervalo con un nivel de confianza al 95%, el cual
se espera que abarquen una fraccion grande de la distribucion de valores, los cuales pueden ser razonablemente
atribuidos al mesurando. De esta manera la incertidumbre de bacterias aerobias expresado en UFC/G obtenido
gueda expresado como:
, ~ UFC UFC

Bacterias AerobtasT = 7 + Utexp) Ec.(4)
Identificar todas las posibles fuentes de incertidumbre. Las principales fuentes de incertidumbre en la medicién
guedan incluidas en Tabla .

Tabla I. Principales fuentes de incertidumbre en la medicion

. Fuentes de Magnitud
Etapa operativa incertidumbre involucrada
Sub-muestreo Toma de muestra masa
Método de preparacion Analista volumen

de la muestra

Verificacion de
Calibracion externa material volumen
volumetrico
Repetibilidad y
reproducibilidad
del proceso de
cuenta en placa

Medicion UFC
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En la NMX-17025-IMNC-2006 se recomiendan las fuentes de incertidumbre que han sido mencionadas en la
Tabla 1, sin embargo en la prueba a realizar, se ha descartado la etapa de sub-muestreo, ya que en este caso en
particular se trabajé con diferentes matrices que fueron muestreadas por la empresa interesada en el estudio, asi la
fuente de incertidumbre que se considera en el céalculo sera: 1) método de preparacion de la muestra, se toma la
muestra por duplicado para realizar la prueba, el resultado por duplicado proporciona informacion que
corresponde al tratamiento que se les da a las muestras antes de ser analizadas y la incertidumbre se puede notar
por la dispersion en la reproducibilidad de los datos obtenidos en la confirmacion del método del analista, 2)
verificacion de material volumétrico utilizado en la medicion, que involucra la incertidumbre estandar de
linealidad y resolucion y 3) repetibilidad y reproducibilidad del proceso expresada como la incertidumbre del
analista.

Para la cuantificacion de cada componente se considera que la cuantificacion de la incertidumbre combinada
involucrada en la ecuacion del modelo matemaético queda definida por la Ec. (1) La incertidumbre de la resolucion
gueda definida por la Ec. (2), donde dicha incertidumbre se calcula suponiendo una distribucion triangular, el
valor obtenido fue u(resolucion).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla Il, quedan resumidos los resultados de las cuentas en placa de bacterias aerobias y su repetibilidad, en
la Tabla Ill, se muestra la distribucién de la incertidumbre combinada para el método de bacterias aerobias en
placay en latabla IV observamos los resultados finales y su incertidumbre expandida.

Los valores mostrados en la tabla Il corresponden a la incertidumbre asociada a cada uno de los factores de
influencia en la cuenta de bacterias aerobias en placa para una matriz sélida que fueron analizadas de acuerdo a la
NOM-092-SSA1-1994.

La evaluacion de la incertidumbre realizada en este trabajo se llevo a cabo en una muestra con diez repeticiones
en las cuales se obtuvieron conteos de 5,400 a 11,000 ufc/g. Adicionalmente en la evaluacion de la incertidumbre
no se incluyeron algunos otros factores de influencia como son las etapas de sub muestreo, entre otros.

Tabla Il. Repetibilidad y recuento de bacterias aerobias en placa por el analista 1.

Repeticion Placal | Placa2 | Promedio |Promedio*FD |Log(promedio) | Promedio
Dil 1:100 | Dil 1:100 (UFC/g)
Repeticion 1 70 89 79.5 8000 3.9031 3.8714
Repeticion 2 51 55 53.0 5300 3.7243 Desviacion
Repeticion 3 | 112 99 105.5 11000 4.0414 ST
Repeticion 4 66 67 66.5 6700 3.8261 0.10898
Repeticion 5 76 78 77.0 7700 3.8865 DSR
Repeticion 6 80 89 84.5 8000 3.9031 0.0281
Repeticion 7 58 50 54.0 5400 3.7324 DSR?
Repeticion 8 100 101 100.5 11000 4.0414 0.00079
Repeticion 9 63 71 67.0 6700 3.8261 r
Repeticion 10 60 75 67.5 6750 3.8293 0.0000

Tabla I11. Distribucion de la incertidumbre combinada para el método de bacterias mesofilas aerobias

Componente de la incertidumbre

Valor de la incertidumbre

Incertidumbre conteo

0.9944

Incertidumbre equipos

0.00959 mL
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| | 0.02015 mL |
Se evalué el procesador creado para determinar la incertidumbre de la cuenta de bacterias aerobias en una matriz

solida, con la finalidad de conocer si este disefio cumple con las especificaciones dictadas por la NMX-EC-17025-
INMC-2006.

Los resultados obtenidos de incertidumbre para dicha prueba se encuentran entre 98 y 151 ufc/g valores que al ser
redondeados da un resultado de 100 ufc/g, por lo que la incertidumbre estimada se encuentra dentro de los valores
esperados ya que representa un valor menor al 2 % del resultado obtenido por muestra, esto corrobora que el
proceso de la prueba tiene un alto grado de confiabilidad en los valores obtenidos. Ademas se verifico que los
factores externos como medio ambiente, analista, inoculo y equipo de laboratorio no influyen de manera negativa
al momento de realizar el analisis.

Tabla IV. Incertidumbre expandida en la determinacion de bacterias aerobias en placa.

Muestra Promedio*FD | U ( UFC/g)
(UFC/g)
Repeticion 1 8000 123
Repeticion 2 5300 98
Repeticion 3 11000 151
Repeticion 4 6700 126
Repeticion 5 7700 115
Repeticion 6 8000 123
Repeticion 7 5400 117
Repeticion 8 11000 146
Repeticion 9 6700 126
Repeticion 10 6800 109
7600 +100

CONCLUSION

Podemos concluir que este procesador puede proporcionar una idea clara del intervalo en el que se encuentra el
verdadero valor del mesurando y cuéles son las variables significativas que influyen en este proceso de
estimacion, el cual cumple satisfactoriamente. Ademas, la estimacion de la incertidumbre en el laboratorio de
prueba permite llevar a la evaluacion del desempefio de los equipos y los analistas involucrados en el proceso. En
este trabajo se presentaron resultados de la Cuenta de Bacterias Aerobias en una matriz sélida de alimento para
bebé, con la finalidad de resaltar la eficiencia del procesador de incertidumbre cuando se manejan concentraciones
entre 2,500 y 25,000 ufc/g, como podemos observar encontramos valores de incertidumbre menor al 2 % lo que
resalta la eficiencia del procesador.
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