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Verificacion del método para la enumeracion y confirmacion de Staphylococcus
aureus en Petrifilm™, en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de Zamorano

Darvin Abel Cuellar Milian

Resumen: Las verificaciones de métodos microbiol6gicos tienen como proposito proveer
evidencia de la exactitud y confiabilidad que tienen los laboratorios para realizar dichos
analisis. Como parte del sistema de acreditacion basado en la norma 1ISO 17025:2005
implementado por el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de Zamorano (LAMZ),
se busca verificar el método AOAC 2003.08 para el recuento y confirmacion de
Staphylococcus aureus. Esta bacteria es la principal especie causante de intoxicaciones
estafilococicas por el consumo de alimentos contaminados. Por esta razén es necesario
contar en el LAMZ con un método verificado para el analisis de este microorganismo. Para
la verificacion de este método se trabajo con tres alimentos; salchicha, vegetales cocidos y
leche. Las muestras fueron inoculadas con S. aureus a 102, 103, 104, 105 y 106 UFC/g.
Con los resultados se calcularon los parametros de desempefio precisién, veracidad e
incertidumbre. Los resultados mostraron precision cumpliendo en un 100% con los criterios
de reproducibilidad y repetibilidad, con valor r promedio de 0.223 log10 UFC/g o ml y
desviacion estandar relativa (RSDr) <10% en todas las muestras. La incertidumbre
expandida promedio estimada para el método en estudio fue de 4.3%. La mayor fuente de
incertidumbre estuvo asociada a la aplicacion de la técnica de analisis, aportando en
promedio un 97.83% de la incertidumbre expandida. Los pardmetros calculados garantizan
que el personal del Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de Zamorano tiene la
capacidad de realizar este analisis microbiolégico en diferentes alimentos de forma precisa
y con resultados validos.

Palabras clave: Acreditacion, incertidumbre, precision, veracidad.

Abstract: The aim of the microbiological methods verification is to provide evidence of
the precision and reliability that microbiology laboratories have to perform these analysis;
as part of the accreditation system based on ISO 17025:2005 implemented by the
Zamorano’s Food Microbiology Lab; which seeks to verify the method AOAC 2003:08,
for the count and confirmation of Staphylococcus aureus. This bacteria is the main cause of
the foodborne staphylococci intoxications. For this reason, it is necessary that the
Zamorano’s Lab has a verified method for the analysis of this microorganism. In the
verification, it was worked with three kind of foods: sausage, cooked veggies and milk. The
samples were inoculated with S. aureus at 102, 103, 104, 105 and 106 CFU/g. The
performance parameters were calculated; precision, trueness and uncertainty. The results
shown precision by fully complying with the reproducibility and repeatability; with an r
value of 0.223 log10 CFU/g or ml, and less of 10% relative standard deviation (RSDr) for
all the samples. The expanded uncertainty estimated for this method was 4.3%. The greater
source of uncertainty was related with the method of application, with an average input of
97.83%. The calculated parameters ensure that the Zamorano’s Food Microbiology Lab
staff is able to apply this microbiological method for different kind of food, with precision
and providing valid results.

Key words: Accreditation, precision, trueness, uncertainty.
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1. INTRODUCCION

La verificacion de andlisis microbioldgicos tiene como objetivo proveer evidencia de la
exactitud y confiabilidad de los métodos de analisis realizados por el laboratorio,
mediante parametros especificos. Como parte del Sistema de Gestion de Calidad
implementado en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de Zamorano (LMAZ)
basado en la norma ISO 17025:2005, se busca verificar el método oficial AOAC
2003.08 de recuento y confirmacion de Staphylococcus aureus en Petrifilm™. La norma
ISO 17025:2005 establece los requisitos que deben cumplir los laboratorios de ensayo
y calibracion, para comprobar la calidad de sus operaciones, que son competentes
técnicamente y capases de generar resultados validos (ISO/IEC 17025:2005).

Los analisis microbiol6gicos son una herramienta de gran importancia para la salud
publica, tecnologia de alimentos y medio ambiente; ya que los resultados tienen una
gran repercusion en el diagndstico, toma de decisiones y control. La verificacion de
métodos analiticos ha cobrado gran importancia debido al desarrollo de nuevas técnicas
y equipos cada vez méas complejos, y el interés de garantizar la calidad de los protocolos
y resultados. La verificacion se define como en conjunto de procesos desarrollados para
asegurar el cumplimiento de los requisitos para el uso especifico de métodos analiticos
mediante el examen y aporte de evidencia objetiva (Camaré et al. 2014).

En la industria alimentaria los analisis microbioldgicos son usados y requeridos en
inspecciones gubernamentales para asegurar el cumplimiento de requerimientos legales
en los alimentos; para determinar el cumplimiento de los estandares microbiolégicos en
el comercio internacional; en el control de la calidad y procesos en la industria de
alimentos; en laboratorios educativos para investigacion; en laboratorios de referencia
para validar los resultados de otros laboratorios. Los resultados en estos analisis deben
de ser exactos, por esta razon es necesario determinar las caracteristicas de desempefio
de cada método analitico empleado, y que todos los involucrados estén de acuerdo con
él (Mead 2007). Existen varios métodos estandarizados disponibles desarrollados por
agencias internacionales, entre ellas: International Organization for Standardization
(I1SO), Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, Standard
Methods for the Examination of Dairy Products, American Society for Testing and
Material (ASTM), Environmental Protection Agency (EPA), Association of Analytical
Communities (AOAC), y Food and Drug Administration (FDA) (Parraga y Pilla, 2013).

Para el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de Zamorano, es fundamental tener
un meétodo verificado para el recuento y confirmacion de Staphylococcus aureus debido
a laimportancia de esta bacteria en la inocuidad de los alimentos. Staphylococcus aureus
es una bacteria Gram positiva, no movil, de forma esférica, vista bajo el microscopio
como un arreglo similar al de racimos de uvas. Esta bacteria es ubicua, por lo que se
encuentra difundida en el ambiente y es practicamente imposible erradicarla (FDA
2012).



S. aureus es la principal especie causante de intoxicaciones estafilocdcicas causadas por
el consumo de alimentos contaminados (Portocarrero et al. 2002). En algunos paises es
considerado el segundo microorganismo causante de intoxicaciones por alimentos
(Atanassova et al. 2001). Los principales sintomas de una intoxicacién estafilococica
son nauseas, vomito violento, calambres estomacales y diarrea, presentandose de una a
ocho horas despues de haber consumido el alimento. El diagnéstico de la intoxicacion
es confirmado al encontrar > 10° UFC/g de S. aureus en remanentes del alimento
causante de la intoxicacion, mediante la deteccion de enterotoxina estafilocdcica en el
alimento o al aislar el mismo fagotipo del paciente enfermo y el alimento. Sin embargo
el diagndstico se hace principalmente mediante la deteccion de enterotoxina en el
alimento (Kérouanton et al. 2007). S. aureus es capaz de producir una gran variedad de
enterotoxinas, sin embargo el 95% de los casos de intoxicaciones han sido producidas
por las enterotoxinas clasicas A, B, C, D y E (Pelisser et al. 2009). Las enterotoxinas
estafilococicas son resistentes a la accion de enzimas proteoliticas gastrointestinales
como la pepsina y tripsina, y altamente resistentes al calor (Atanassova et al. 2001).

La produccion de enterotoxinas estafilocdcicas en un alimento esta determinada por
factores como lo son recuento de células, temperatura, concentracion de sal, pH y flora
competitiva (Ertas et al. 2010). Las condiciones para la produccién de enterotoxinas
estafilocOcicas, se encuentran en un rango de temperatura de 10-46 °C (siendo la
temperatura optima 34-40 °C), una actividad de agua de 0.86 a>0.99, pHde 5-9.6,y
una concentracién de sal (NaCl) menor a 12%. Se desarrolla bien en ambiente
anaerobico o aerdbico (Schelin et al. 2011).

Los métodos estandares y de referencia muchas veces son considerados como
laboriosos, tardados y caros (Rentenaar 1996), y que su implementacion es poco flexible
y muy lenta (Hitchins, 1996, Leclercq et al. 2000). En la microbiologia moderna existen
nuevos métodos para la deteccidén y enumeracion de microorganismos en alimentos, esto
como resultado del desarrollo de la biotecnologia, inmunologia e instrumentacion. Estos
métodos como es el caso del sistema Petrifilm™, tienen una mayor facilidad de uso y
son mucho mas practicos. Como parte de las acreditaciones para laboratorios de
microbiologia, es necesaria la verificacion de los métodos microbiol6gicos utilizados,
ya sean métodos estandarizados, métodos estandarizados modificados, o métodos
alternativos (Mead 2007). El Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de Zamorano
debe asegurar mediante la verificacion, que domina los métodos de ensayo y es capaz
de aplicarlos de forma correcta. La Oficina Guatemalteca de Acreditacion (OGA), que
es la acreditadora del LMAZ, establece que el laboratorio debe de calcular y evaluar los
parametros de desempefio que considere necesarios para asegurar la confiabilidad del
método (OGA 2007). Para métodos normalizados se debe de evaluar como minimo los
parametros de desempefio: precision (repetibilidad y reproducibilidad), veracidad e
incertidumbre (ECA 2014). Por su parte el Organismo Hondurefio de Acreditacion OHA
indica que para la verificacion de métodos normalizados se deben considerar como
minimo los parametros de precision, veracidad, limite de cuantificacion (si aplica) e
incertidumbre (si aplica) (OHA 2015).

La precision es el grado de concordancia entre los resultados (independientes) del
ensayo, obtenidos al aplicar el procedimiento de analisis varias veces a la misma
muestra. Usualmente se calcula como la desviacion estandar de los resultados del ensayo
y expresada en términos de imprecision. Una desviacion estandar relativamente alta,
indica una baja precision (Uyttendaele y Debevere, 2007). El pardmetro de precision se



divide en dos partes: la repetibilidad que indica la variabilidad observada dentro de un
laboratorio, durante un corto periodo de tiempo, operando con el mismo analista, los
mismos aparatos de laboratorio y materiales idénticos. Mientras que la reproducibilidad
indica la variabilidad observada cuando distintos analistas o laboratorios analizan la
misma muestra, utilizando el mismo método microbioldgico (Uyttendaele y Debevere
2007).

La veracidad es el grado de concordancia entre el valor verdadero y la media de los
resultados obtenidos al aplicar el procedimiento de andlisis varias veces. Si se desconoce
el valor verdadero, se debe utilizar el valor de referencia aceptado (Uyttendaele y
Debevere 2007). La incertidumbre se define como “un parametro asociado con el
resultado de una medicion, que caracteriza la dispersion de los valores que puede ser
atribuido razonablemente al mensurando” (Ellison et al. 2012).

La incertidumbre de medicién incluye varios componentes, algunos pueden ser
evaluados a partir de la distribucion estadistica de los resultados y caracterizados
mediante desviacion estandar. Por su parte otros componentes que también pueden ser
caracterizados por desviacién estandar, son evaluados usando distribuciones de
probabilidades basadas en la experiencia u otra informacion (Ellison et al. 2012). Es
importante mencionar que la incertidumbre no significa duda en el analisis
microbiologico, la incertidumbre implica una mayor confidencia en la validez de los
resultados obtenidos usando el método microbiolégico. La incertidumbre de los
resultados puede tener diferentes fuentes que deben ser consideradas (Niemel& 2002).
Las principales fuentes de incertidumbre son: el muestreo, las condiciones de
almacenamiento, el efecto de los instrumentos de medicion, pureza de los reactivos,
condiciones ambientales, muestra (composicion de la matriz), efectos de cémputo,
analista y efectos aleatorios (Ellison et al. 2012).

Los laboratorios de ensayos deben de tener y aplicar procedimientos para estimar la
incertidumbre de las mediciones que realiza. En caso de que la naturaleza del método
de ensayo no requiera un célculo riguroso, el laboratorio debe por lo menos de tratar de
identificar los componentes de la incertidumbre y hacer una estimacion razonable. Debe
también asegurarse de reportar los resultados de una forma clara para no dar una idea
errénea sobre la incertidumbre. Una estimacion aceptable se debe de basar en el
conocimiento del desemperfio del método y en el alcance de la medicién; haciendo uso
de la experiencia adquirida y de métodos de verificaciones anteriores (ISO, 2005). Este
estudio busca verificar los parametros de desempefio del método para la enumeracion y
confirmacion de S. aureus en placas Petrifilm™ en tres alimentos de diferente tipo. Al
igual que determinar la incertidumbre de medicion del método y el factor que més aporta
a esta.



2. MATERIALES Y METODOS

Seleccion de las muestras (matrices alimenticias). Las muestras fueron seleccionadas
aleatoriamente, el estudio se realiz6 con tres matrices alimenticias elegidas con base en
el reglamento técnico centroamericano (RTCA). En el cual se indican las categorias de
alimentos para las que se establecen limites de Staphylococcus aureus (RTCA 2009).

Protocolo para la verificacion del método estandar. Para la verificacion del método
oficial AOAC 2003.08 para recuento y confirmacion de Staphylococcus aureus en
Petrifilm®, se siguidé el protocolo para la verificacion de métodos microbiol6gicos
cuantitativos 1ISO 16140 (ISO 2003), que se presenta a continuacion.

Matrices alimenticias: salchicha (producto carnico cocido), leche (2% de grasa)
(producto lacteo) y vegetales mixtos cocidos (alimento listo para consumo). Las
muestras fueron procesadas por tres analistas. Teniendo en total tres matrices
alimenticias x cinco niveles de indculo x tres repeticiones (analistas). Todas las
muestras fueron contadas por cada analista para determinar los pardmetros de
desempefio.

Preparacion del inoculo. Para la preparacion del indculo se utilizé un cultivo de
Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosembach (25923, ATCC) del stock de
referencia del LMAZ, los cultivos se encuentran almacenados en tubos Eppendorf con
Agar de soya a 4 °C. Con un hisopo estéril se tomd una pequefia cantidad del cultivo y
se sembro6 en 10 ml de caldo soya tripticasa, luego se incubd a 35 °C por 24 horas. El
proceso anterior se realizé en una cdmara de flujo laminar por razones de bioseguridad
e inocuidad.

El cultivo después de ser incubado, fue sembrado en Agar Soya Tripticasa, mediante el
método de rayado. El rayado de placa se realiz6 en forma ordenada, dividiendo en tres
secciones el plato Petri, de forma que el crecimiento de las bacterias fuese claro y se
pudieran aislar para obtener un cultivo puro. Para el rayado en placa de S. aureus se
usaron asas esterilizadas. Las placas Petri fueron incubadas a 35 °C por 24 horas. Para
la preparacion del in6culo se tomé con asas estériles, colonias aisladas tipicas de S.
aureus y se colocaron en tubos con 10 ml de caldo soya tripticasa, los tubos se dejaron
incubar a 35 °C durante 24 horas. Luego el cultivo de Staphylococcus fue diluido en
buffer de fosfatos para obtener los niveles de in6culo con los que se inocularon las
muestras: 102, 10%, 10%, 10° y 10% UFC/g de muestra.



Inoculacion de muestras con Staphylococcus aureus. En la verificacion de este método
se utilizaron tres matrices alimenticias. Salchicha, leche semidescremada (2% de grasa) y
vegetales mixtos cocidos. Cada una de las matrices se inoculé con los cinco niveles de
inoculo de Staphylococcus aureus.

Para cada una de las matrices se tomaron 100 gramos de muestra y se inocularon por cada
nivel de indculo, utilizando bolsas estériles. Luego de haber inoculado las muestras, se
homogenizaron durante dos minutos en un homogeneizador peristaltico.

Se pesaron 50 gramos de las muestras inoculadas y se colocaron en una bolsa estéril, luego
se agregaron 450 ml de buffer de fosfatos, y se colocaron en el homogeneizador por dos
minutos. Una vez listas las muestras inoculadas con cada uno de los niveles de inoculo, se
procedié a realizar las diluciones necesarias para sembrar en Petrifilm™, para hacer las
diluciones se colocaron 10 ml de la muestra diluida en 90 ml de buffer de fosfatos (AOAC
2005). Una vez listas las diluciones se sembraron en Petrifilm™ Staph Express, siguiendo
el método AOAC 2003.08.

Protocolo para la deteccion y recuento de S. aureus. La deteccidn y recuento de S. aureus
se realiz6 mediante la siembra de diluciones de cada nivel de indculo, para las tres matrices
alimenticias en placas Petrifilm®, siguiendo la metodologia AOAC 2003.08, con el
conocimiento que esta metodologia es adecuada para este tipo de investigacién segun
literatura consultada (Silva et al. 2005, Nogueira et al. 2010). Las placas de cultivo
contienen medio Baird Parker modificado listo para su uso, que es selectivo y diferencial
paraS. aureus. Los discos Petrifilm™ Staph Express son utilizados para identificar colonias
sospechosas de ser S. aureus; contienen un colorante y acido desoxirribonucleico que
reacciona con la desoxirribunocleasa producida por S. aureus produciendo zonas con
coloracion rosa (AOAC 2005).

Una vez lista la dilucién a sembrar, se coloco la placa rehidratable en una superficie plana,
se levantd la pelicula superior de la placa y se inoculd 1 ml de la solucién preparada, en el
centro de la pelicula inferior; con cuidado se bajé la pelicula superior sobre el in6culo. Se
distribuyé el in6culo en toda el area de crecimiento (6.2 cm de didmetro) haciendo presion
hacia abajo con un esparcidor de plastico. Se dejaron reposando las placas para permitir que
el medio de cultivo solidificara de forma correcta. Luego se incubaron a 35 °C por 24 + 2
h, colocando las placas de forma horizontal en estibas no mayores a 20 unidades.

Luego de haber sido incubadas las placas Petrifilm™ se contaron las colonias de S. aureus
(colonias de color rojo-violeta). Debido a que no hubo crecimiento de colonias atipicas, no
fue necesario el uso de los discos Petrifilm™ de confirmacion.

Muestras control inoculadas. Se sembraron platos Petri con el mismo nivel de indculo
que las muestras en Petrifilm™. Para ello se inocularon 100 ml de buffer de fosfatos con
los cinco niveles de indculo usados para la verificacion. Se hicieron diluciones en buffer de
fosfatos y se sembré mediante la técnica de vaciado en placa en medio agar soya tripticasa.
Los platos Petri fueron incubados a 35 °C durante 24 + 2 h.



Recuento de colonias de S. aureus en UFC/ml o g. Se realizo el conteo de las placas
Petrifilm™ vy los platos Petri inoculados, se sembraron Gnicamente las diluciones que
estaban en el rango contable 25-250 colonias por plato. Los recuentos se multiplicaron por
su factor de dilucion para obtener UFC/g o ml. Después estos valores se pasaron a logio
para tener asi el dato de logio UFC/g o ml inoculados y recuperados, para cada matriz.

Modelo estadistico

Precision. Para medir la precision del método se estimo la reproducibilidad y repetibilidad.
La reproducibilidad fue estimada considerando como pardmetro de desempefio la precision
entre cada analista al procesar cada matriz alimenticia y nivel de inéculo. Para que exista
aceptacion en el estudio el valor absoluto de la diferencia de recuentos expresados en logio
UFC/g o ml, entre analistas debe ser menor o igual al criterio de precision. Para al menos
el 90% de los datos (APHA 1999). Si el valor absoluto de las diferencias entre analistas es
mayor al criterio de precision (r) los resultados no cumplen con el pardmetro de precision.
El criterio de precision fue calculado utilizando la ecuacion 1 (Wehr 2012).

r=0.028 x (X) x RSDr [1]

Donde:

r: Criterio de precision.

X: Media aritmética.

RSDr: Desviacion estandar relativa.

La repetibilidad fue estimada usando como parametro de aceptacién la desviacion estandar
relativa de los recuentos de cada matriz alimenticia y nivel de indculo, por cada analista. La
repetibilidad del método es confiable cuando la RSD entre analistas es <10% en el 90%
de los datos (Wehr, 2012). La desviacion estandar relativa fue calculada utilizando la
ecuacion 2.

RSDr = (SD/X) x 100 [2]

Donde:
RSDr: Desviacion estandar relativa.
X: Media aritmética.

Veracidad. La veracidad se obtuvo al comparar los resultados del recuento de colonias de
S. aureus de esta verificacion con los valores de referencia aceptados. En este estudio con
los resultados obtenidos se calculo la desviacion estandar relativa (RSD) y se comparo con
RSD calculada con los resultados de la validacion para este método (AOAC 2003.08)
realizada por la AOAC (Silbernagel et al. 2003a, 2003b) (McMahon et al. 2003). La
desviacion estandar relativa se calculd con la misma foérmula utilizada en el analisis de
precision.

Analisis de varianza. Se realizd un analisis de varianza utilizando el programa Statistical
Analysis System (SAS version 9.3®) para determinar las diferencias estadisticas entre
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matrices alimenticias, niveles de indculo o analistas. También se evalué la interaccién entre
matriz alimenticia y nivel de indculo, y matriz, analista y nivel de indculo. Con un nivel de
confidencia del 95%.

Incertidumbre. El célculo de la incertidumbre del conteo se realizé por el método de
recuperacion de muestras inoculadas sugerido por la American Association for Laboratory
Accreditation (AALA, 2014). Para identificar las fuentes de variacion que aportan a la
incertidumbre se estimo un presupuesto de incertidumbre mediante un diagrama tipo espina
de pescado (Corry et al. 2007) (Lombard 2006). Para el calculo de la incertidumbre los
valores de la cantidad de microorganismo inoculada y la cantidad recuperada contada,
expresados en UFC/g o ml se transformaron a valores de logio UFC/g 0 ml, para reducir la
variacién y obtener una distribucion normal (APHA 1999). Con los datos de la cantidad de
S. aureus inoculada y la cantidad recuperada, se calculo el porcentaje recuperado. Restando
la cantidad recuperada de la inoculada, y multiplicando el resultado por 100.

Luego se calculé la desviacion estandar (SD) del porcentaje de recuperacion. La desviacion
estandar es igual a la incertidumbre asociada a la aplicacién de la técnica de analisis. La
incertidumbre combinada se calculé sumando la incertidumbre asociada a la técnica de
analisis y la incertidumbre aportada por los materiales de diluciones. Para tener la
incertidumbre expandida se multiplic6 la incertidumbre combinada por el factor de
cobertura k=2 , para tener un 95% de confidencia (Corry et al. 2007; APHA 1999).

Dado que la cantidad recuperada esta expresada en porcentaje (%), al momento de calcular
la incertidumbre para una muestra, se debe multiplicar la incertidumbre (%) por el valor del
resultado expresado en logio UFC/g 0 ml. Como la incertidumbre es un rango se debe de
sumar y restar al resultado en logio UFC/g o ml del conteo. Una vez listo el rango de
incertidumbre en logio UFC/g 0 ml, se calculara el rango de incertidumbre expresado en
logio UFC/g 0 ml (AALA 2014).



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Se realiz6 un analisis de regresion con los resultados del porcentaje de recuperacion de
Staphylococcus aureus el cual mostro que los resultados se ajustan al modelo lineal con un
99% de confiabilidad. Indicando de esta forma que la cantidad de S. aureus recuperada es
la misma que se estéa recuperando mediante la aplicacion del método de anélisis (Cuadro 1).

Cuadro 1. Resultados del analisis de regresion en términos del ajuste del modelo (R?) para
el recuento de Staphylococcus aureus recuperado y la cantidad inoculada, por analista.

Analista Valor R?
1 0.9921
2 0.9933
3 0.9936

Para determinar la precision del método se evalud la repetibilidad y la reproducibilidad. En
el analisis de reproducibilidad en todas las matrices alimenticias y niveles de inéculo se
cumplio con el criterio de precision ya que el valor absoluto de la diferencia de los recuentos
entre analistas fue menor al criterio de precision en el 100% de los datos. Estos resultados
indican un alto grado de concordancia al realizar el mismo analisis a las mismas muestras
por diferentes analistas (Uyttendaele y Debevere, 2007) (Cuadro 2).

Para el calculo de los criterios de precision para los niveles de indculo de los cuales no se
encontrd informacidn disponible en la literatura consultada, se utilizé la desviacidn estandar
relativa (RSDr) de esta verificacion. Para las matrices alimenticias vegetales y leche se
utilizé como referencia para calcular la RSDr los resultados de las validaciones realizada
por la AOAC para este método en estudio. Las validaciones realizadas por la AOAC
consistieron en un analisis comparativo entre el método Petrifilm™ Staph Express Count y
el método oficial de la AOAC 975.55 para la enumeracion de Staphylococcus aureus en
alimentos. Se evaluaron un total de 14 alimentos, con la participacion de 13 laboratorios.
Los cuales evaluaron ocho muestras de cada tipo de alimento, y tres niveles de indculo.
Determinando que la precision (repetibilidad y reproducibilidad) entre ambos métodos es
estadisticamente igual (Silbernagel et al. 2003a, 2003b) (McMahon et al. 2003). En este
estudio el 100% de los datos cumplieron con los criterios de precision. Esto revela que el
personal del Laboratorio de Microbiologia de Zamorano es capaz de aplicar este método
con un alto grado de precision.



En la validacion realizada por De Buyser et al. (2003), se evaluaron los métodos estandares
para la enumeracion de S. aureus cuagulasa-positiva en alimentos EN ISO 6888-1 y 2.
Teniendo como resultado para el método 6888-1 un valor (r) de 0.28 (logio UFC/g) y para
el método 6888-2 un r = 0.22 logio UFC/g, siendo estos valores similares a los obtenidos
en este estudio (valor r promedio = 0.223 logi0 UFC/g). Los resultados de reproducibilidad
de esta verificacion se compararon con valores r de repetibilidad de otros estudios ya que
en ésta la reproducibilidad se calculé unicamente debido al cambio del analista y no fue una
ronda de verificacion interlaboratorios. EIl anélisis de reproducibilidad realizado en este
estudio se fundamentan en que la reproducibilidad puede determinarse con datos
producidos por un solo laboratorio (Corry et al. 2007). EI cumplimiento con el parametro
de reproducibilidad respalda el hecho de que el personal del laboratorio de microbiologia
de Zamorano es capaz de realizar este analisis microbioldgico con precision sin importar
quien de sus analistas realice el mismo.

Cuadro 2. Reproducibilidad del recuento de Staphylococcus aureus (logio UFC/g o ml), en
los alimentos; vegetales mixtos, salchicha y leche semidescremada (2% de grasa).

. CRITERIO
Matriz L1f L% 13" |L1L2] [LLL3 [L2:L3] ANAP ol o
Vegetales 586 586 592 0000  0.060  0.060 A 0.191°
Vegetales 590 594 596 0040  0.060  0.020 A 0.191
Vegetales 6.03 6.02 603 0010  0.000  0.010 A 0.191
Vegetales 4.95 494 499 0010 0040  0.050 A 0.093°
Vegetales 4.91 491 494 0000 0030  0.030 A 0.093
Vegetales 4.90 498 499 0080  0.090  0.010 A 0.093
Vegetales 3.98 4.06 406 0080  0.080  0.000 A 0.166°
Vegetales 391 396 400 0050  0.090  0.040 A 0.166
Vegetales 3.89 396 397 0070  0.080  0.010 A 0.166
Vegetales 290 292 297 0020 0070  0.050 A 0.158 €
Vegetales 2.89 297 300 0080 0110  0.030 A 0.158
Vegetales 293 300 303 0070 0100  0.030 A 0.158
Vegetales 2.00 200 200 0000  0.000  0.000 A 0.131°
Vegetales 2.00 1.95 195 0050  0.050  0.000 A 0.131
Vegetales 2.00 208 208 0080  0.080  0.000 A 0.131
Salchicha 569 573 575 0040 0060  0.020 A 0.393
Salchicha 5.05 507 509 0020 0040  0.020 A 0.230©
Salchicha 5.6 516 518 0000 0020  0.020 A 0.230
Salchicha 500 4.94 497 0060 0030  0.030 A 0.230
Salchicha 4.19 420 420 0010 0010  0.000 A 0.336°
Salchicha 3.96 4.03 4.04 0070 0080  0.010 A 0.336




Continuacion Cuadro 2.

. CRITERIO
Matriz L1f L2t L3 |L1L2]  |LLL3  [L2L3 ANAP oo oo
Salchicha  3.04 3.04 3.09 0000  0.050  0.050 A 0.290°
Salchicha 2,79 2.84 286 0050 0070  0.020 A 0.290
Salchicha ~ 290 289 290 0010 0000  0.010 A 0.290
Salchicha 211 211 211 0000  0.000  0.000 A 0.385°
Salchicha ~ 1.85 1.85 1.85 0000  0.00  0.000 A 0.385
Salchicha 211 215 215 0040  0.040  0.000 A 0.385
Leche 601 601 6.06 0000 0050  0.050 A 0.136
Leche 592 594 595 0020 0030 0010 A 0.136
Leche 486 487 486 0010 0000  0.010 A 0.165°
Leche 496 496 498 0000 0020  0.020 A 0.165
Leche 501 498 501 0030 0000  0.030 A 0.165
Leche 398 396 399 0020 0010  0.030 A 0.043°
Leche 396 395 396 0010 0000  0.010 A 0.043
Leche 394 395 396 0010 0020 0010 A 0.043
Leche 302 299 301 0030 0010  0.020 A 0.297%
Leche 297 295 297 0020 0000  0.020 A 0.297
Leche 298 295 297 0030 0010  0.020 A 0.297
Leche 208 211 211 0030 0030  0.000 A 0.327¢
Leche 215 215 215 0000  0.000  0.000 A 0.327
Leche 195 195 1.95 0000  0.000  0.000 A 0.327

£1ogi0 UFC/g 0 ml del conteo analista 1/ * logio UFC/g 0 ml del conteo analista 2/ © logio UFC/g 0
ml del conteo analista 3.

P A: Aceptable / NA: No aceptable.

® Criterio de precision calculado con los datos de esta verificacion para S. aureus.

° Criterio de precision calculado con los valores de validacién de Petrifilm Staph Express Count en
vegetales mixtos inoculados con 4 logio UFC/g de S. aureus, AOAC.

€ Criterio de precision calculado con los valores de validacion de Petrifilm Staph Express Count en
vegetales mixtos inoculados con 3 logio UFC/g de S. aureus, AOAC.

¢ Criterio de precision calculado con valores de validacion de Petrifilm Staph Express Count en
leche cruda inoculada con 3 logio UFC/ml de S. aureus, AOAC.

d Criterio de precision calculado con valores de validacion de Petrifilm Staph Express Count en
leche cruda inoculada con 2 logio UFC/ml de S. aureus, AOAC.

Se logré determinar que la repetibilidad del metodo es confiable ya que la desviacion
estandar relativa de los resultados debe ser <10% en el 90% de los datos (Wehr 2012). Y
en esta verificacion el 100% de los datos presentaron una RSDr menor a 10% (Cuadro tres,
cuatro y cinco). El mayor rango de variacion en esta verificacion se tuvo en el analisis para
salchicha, siendo la RSDr de 1.61 a 7.99%. Parraga y Pilla (2013), en la verificacién de los
métodos para el recuento de bacterias mesofilas aerobias (BMA) y coliformes totales (CT);
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reportan valores RSDr de 1.13 a 11.39% y 0.19 a 9.67% respectivamente, siendo la
variacion mayor a la observada en esta verificacion. En la validacion de métodos estandares
para el recuento de S. aureus realizada por De Buyser et al. (2003), la RSDy estuvo en el
rango de 3.0 a 8.5 %, que fue similar a los resultados de repetibilidad de esta verificacion.
El cumplimiento con el parametro de repetibilidad indica que el personal del laboratorio de
microbiologia de Zamorano es capaz de realizar este analisis microbioldgico con precision.

Cuadro 3. Repetibilidad del recuento de Staphylococcus aureus en vegetales mixtos, por
nivel de indculo y analista.

logio UFC/g

Nivel de in6culo UFC/g Analista Bromedio SD RSDr¥ (%)
1 2.000 0.000 0.000
102 2 2.010 0.066 3.262
3 2.010 0.066 3.262
1 2.907 0.021 0.716
103 2 2.963 0.040 1.364
3 3.000 0.030 1.000
1 3.927 0.047 1.204
104 2 3.993 0.047 1.180
3 4.010 0.046 1.143
105 1 4.920 0.026 0.538
2 4.943 0.035 0.710
3 4973 0.029 0.580
1 5.930 0.089 1.499
106 2 5.940 0.080 1.347
3 5.970 0.056 0.933

¢ Desviacion estandar (raiz cuadrada de la varianza).
¥ Desviacion estandar relativa, desviacion estandar dividida para el promedio y
multiplicada por cien.
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Cuadro 4. Repetibilidad del recuento de Staphylococcus aureus en salchicha, por nivel de
indculo y analista.

. . . logio UFC/g

Nivel de in6culo UFC/g Analista Bromedio ) RSDr (%)
1 2.023 0.150 7.419

102 2 2.037 0.163 7.998
3 2.037 0.163 7.998
1 2.910 0.125 4.306

103 2 2.923 0.104 3.560
3 2.950 0.123 4.165
1 4.033 0.136 3.366

104 2 4.073 0.112 2.737
3 4.077 0.110 2.691
1 5.070 0.082 1.614

10° 2 5.057 0.111 2.187
3 5.080 0.105 2.074
1 5.877 0.176 2.998

108 2 5.920 0.165 2.791
3 5.940 0.165 2.771

Cuadro 5. Repetibilidad del recuento de Staphylococcus aureus en leche semidescremada
(2% de grasa), por nivel de indculo y analista.

. o . logio UFC/ml

Nivel de in6culo UFC/ml  Analista Bromedio ) RSDr (%)
1 2.060 0.101 4.927

10? 2 2.070 0.106 5.113
3 2.070 0.106 5.113
1 2.990 0.026 0.885

103 2 2.963 0.023 0.779
3 2.983 0.023 0.774
1 3.960 0.020 0.505

10 2 3.953 0.006 0.146
3 3.970 0.017 0.436
1 4,943 0.076 1.545

10° 2 4.937 0.059 1.187
3 4.950 0.079 1.603
1 5.987 0.059 0.979

108 2 5.990 0.044 0.728
3 6.020 0.064 1.054
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La veracidad del método se estimd comparando la desviacion estandar relativa (RSD) de
los resultados obtenidos y la RSD calculada con los resultados presentados por la AOAC
en la validacion de este método. El criterio de desempefio utilizado para las muestras
inoculadas con 5y 6 logio UFC/g 0o ml fue estimado con los datos de esta verificacion.
Para las muestras inoculadas con dos, tres y cuatro logio UFC/g o ml se utilizaron los
criterios de desempefio (RSD) de las validaciones para este método (Petrifilm Staph Express
Count) realizadas por la AOAC (Silbernagel et al. 2003a, 2003b; McMahon et al. 2003).

Cuadro 6. Veracidad del recuento de Staphylococcus aureus, segin matriz alimenticia y
nivel de indculo.

Matriz Indculo logi0 UFC/g o mli Criterio de Desempefio
UFC/goml Promedio SD  RSD (%) (RSD) (%)
102 2.007 0.047 2.324 2.324
10° 2.957 0.049 1.657 2.070
Vegetales 10 3.977 0.058 1.461 1.590
10° 4.946 0.035 0.709 0.709
106 5.947 0.068 1.150 1.150
102 2.032 0.138 6.773 6.773
10° 2.928 0.104 3.536 3.536
Salchicha 10* 4.061 0.106 2.601 2.601
10° 5.069 0.087 1.721 1.721
10° 5.912 0.149 2.517 2.517
102 2.067 0.091 4.382 4.540
103 2.979 0.024 0.813 3.000
Leche 104 3.961 0.015 0.388 0.388
105 4,943 0.063 1.267 1.267
106 6.000 0.051 0.858 0.858

Los resultados muestran una veracidad satisfactoria para los recuentos de S. aureus en las
tres matrices y los cinco niveles de indculo utilizados. Ya que en todos la desviacién
estandar relativa fue menor o igual al criterio de veracidad establecido (RSD) (Cuadro 6).
Parraga y Pilla (2013), evaluaron la veracidad para los métodos de recuento de BMA y CT,
con resultados de RSD mayores a los obtenidos en esta verificacion, pero de igual forma se
cumplio con el parametro de veracidad en la verificacion realizada por las mismas. Con los
resultados de veracidad de esta verificacion se puede concluir que los resultados obtenidos
al aplicar este método por el LMAZ van acorde con los valores de referencia para este
método de la AOAC.

13



Se logro determinar que la mayor fuente de incertidumbre en el desarrollo del método para
recuento de Staphylococcus aureus AOAC 2003.08, esta asociada al efecto de la ejecucion
de la técnica de andlisis. Siendo para todas las muestras, mayor al 90% de la incertidumbre
combinada expandida (Cuadro 7). El proceso para el anélisis microbioldgico incluye varias
actividades como son la recoleccion de muestras, el transporte de las muestras al
laboratorio, la preparacion de submuestras, la inoculacion de las muestras, la preparacion
de diluciones y siembra en medios de cultivo, la incubacién y recuento de placas Petri y
Petrifilm. Cada etapa en el proceso adiciona variabilidad a los resultados. Excluyendo la
variacion asociada a las actividades previas al analisis de las muestras (Corry et al. 2007).

Cuadro 7. Distribucion de la Incertidumbre combinada del método 3M™ Petrifilm™ Staph
Express Count para el recuento de Staphylococcus aureus.

. In6culo = Aporte a la incertidumbre U (%)
Matriz UFC/g o ml U(%) Aplicacion de la técnica Equipo para diluciones

Vegetales 102 4.73 99.027 0.973
Vegetales 103 3.21 98.565 1.435
Vegetales 104 2.89 98.406 1.594
Vegetales 10° 1.43 96.774 3.226
Vegetales 106 2.35 98.039 1.961
Salchicha 10° 13.55 99.660 0.340
Salchicha 103 6.87 99.330 0.670
Salchicha 10* 5.37 99.143 0.857
Salchicha 10° 3.39 98.642 1.358
Salchicha 10° 4.87 99.055 0.945
Leche 102 9.21 99.262 0.738
Leche 10° 1.73 96.065 3.935
Leche 10* 0.85 91.981 8.019
Leche 10° 2.57 97.352 2.648
Leche 10° 1.79 96.197 3.803

El error asociado al recuento manual de colonias puede llegar a ser alto. Estudios realizados
han demostrado variaciones en los conteos realizados a un mismo plato por diferentes
analistas de + 10 a 18% y en conteos realizados por el mismo analista variaciones de + 5 a
7% (Corry et al. 2007). La variabilidad del conteo entre analistas no debe de ser mas del
10% mientras que en el conteo por el mismo analista la variacion no debe ser mayor a 5%
(Weissfeld 2010). Ciertamente existe un grado de error al hacer el recuento de colonias,
debido a la coalescencia y diferencia de tamafios de las mismas, que influyen al momento
en que los analistas realizan el conteo. Sin embargo es posible reducir ese error dando
entrenamiento a los analistas para la correcta realizacion de practicas microbiologicas;
haciendo un uso correcto del equipo de laboratorio y siguiendo la metodologia de los
métodos a realizar (Corry et al. 2007).
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Para estimar la incertidumbre combinada expandida, la incertidumbre combinada se
multiplico por el factor de cobertura k=2 lo para tener un 95% de confidencia (Corry et al.
2007; APHA 1999). Tanto los pardmetros de precision y veracidad como la incertidumbre
muestran que el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de Zamorano tiene la
capacidad de realizar este andlisis microbioldgico de forma precisa y que los resultados de
dicho analisis son vélidos y puede ser utilizado para el analisis de diferentes tipos de
alimentos. En esta verificacion se utilizaron tres matrices alimenticias con el objetivo de
evaluar si existe alguna diferencia al aplicar este método para diferentes alimentos. El
analisis de varianza (ANDEVA) mostrd que existe diferencia estadistica en el porcentaje
de recuperacion, entre tipo de matrices alimenticias, niveles de inéculo y la interaccion de
matriz alimenticia y nivel de indculo. Sin embargo no se encontr6 diferencia estadistica
entre analistas. Por esta razon la incertidumbre para el recuento de colonias se presentd de
forma separada para cada tipo de matriz alimenticia y nivel de inéculo.

La incertidumbre expandida promedio para este método microbiolédgico fue de 4.3%. La
mayoria de las estimaciones de incertidumbre basadas en el célculo de la desviacion
estandar relativa para repetibilidad y reproducibilidad; rondan entre 2.0 a 22.0% y 4.1y
31.0% respectivamente. Dependiendo del microorganismo, método analitico, y alimentos
con los que se trabaje (Jarvis et al. 2007). Para conocer el margen de error de un resultado
debe de multiplicarse el porcentaje de incertidumbre por el resultado del anélisis expresado
en logio UFC/g o ml. Por ejemplo si se tiene un resultado en vegetales de 4 logio UFC/g
(tomado de los resultados del cuadro 7) este valor tendria un margen de error de + 0.1156
logio UFC/g (4 logio UFC/g x 0.0289 = 0.1156 logio UFC/g), y el rango del conteo seria de
3.884 a 4.1156 logio UFC/g.

Por varios afios los microbidlogos han expresado la incertidumbre de sus métodos de
analisis como +0.5 logio UFC (Corry et al. 2007; Jarvis et al. 2007), sin embargo esto nos
puede llevar a sobre estimar o subestimar la variacion en los resultados de los analisis
microbioldgicos. Ya que la variacion observada en métodos para el recuento de
microorganismos es grande, que segun literatura consultada puede ir de 0.1 a 1.0 logio
UFC/g (Lombard, 2006). El reto actual en la microbiologia es proveer estimaciones reales
y objetivas de la incertidumbre de los métodos microbioldgicos que se utilizan (Corry et al.
2007).

Conocer la incertidumbre de los analisis que se realizan es de suma importancia para los
laboratorios de analisis microbioldgico, ya que permite estandarizar la expresion de la
variabilidad asociada al ensayo (Corry et al. 2007). Ademas es un requisito para los
laboratorios acreditados con la norma ISO 17025, el estimar y reportar la incertidumbre de
cada uno de los métodos de analisis que trabajan. En encuesta realizada por LGC Standards
se determino que el 57.1% de 198 laboratorios encuestados estimaron la incertidumbre para
los métodos de recuento de S. aureus que usan en sus ensayos. De igual forma la encuesta
revel6 que el 72.9% de los laboratorios no reportan la incertidumbre al entregar resultados
de los analisis que realizan (Noblett, correo electronico, 29 de octubre de 2013). Esto debido
a que los clientes no demandan conocer la incertidumbre del método, y Unicamente la
reportan cuando el cliente la solicita y para cumplir con acreditaciones.
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La cantidad y tipo de microorganismos presentes en los alimentos indican la inocuidad y
seguridad de los mismos, por lo que es importante disponer de analisis microbiolégicos que
brinden resultados confiables, para monitorear procesos en la industria alimentaria,
verificar sistemas de inocuidad y comprobar el cumplimiento de los criterios
microbiologicos establecidos (Jarvis et al. 2007). La inocuidad de los alimentos es de suma
importancia, cada vez las organizaciones internacionales aumentan sus esfuerzos para
asegurar que el consumo de alimentos no sea una amenaza para la salud de las personas y
animales. Un ejemplo de ello es la nueva regulacion emitida por la FDA, la ley de inocuidad
(FSMA) por sus siglas en inglés. Esta regulacion tiene un enfoque diferente de la inocuidad,
centrada en la prevencion para evitar la contaminacion de los alimentos (FDA 2015). La
nueva regulacion exige que los analisis microbioldgicos para alimentos deben ser realizados
por laboratorios acreditados, que cumplan con los mayores estandares de calidad.
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4, CONCLUSIONES

e Se determinaron los pardmetros de desempefio para el método de enumeracion y
confirmacion de Staphylococcus aureus AOAC 2003.08, los cuales cumplieron con los
criterios establecidos, indicando que el personal del Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos de Zamorano es capaz de aplicar este método microbioldgico y presentar
resultados precisos y veraces.

e La incertidumbre combinada expandida promedio para este ensayo fue de 4.3%. Se
estimé también la incertidumbre expandida para cada tipo de alimento y nivel de in6culo.

e La mayor fuente de incertidumbre en el método microbioldgico AOAC 2003.08, fue la

aplicacion de la técnica de analisis. Representando en promedio el 97.83% de la
incertidumbre expandida para este método.
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S. RECOMENDACIONES

Se recomienda al personal del LAMZ participar en una ronda de verificacion
interlaboratorio con este método.

Seguir cuidadosamente la metodologia del analisis microbiologico para no incurrir en
errores que puedan afectar los resultados y su credibilidad.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Registro de preparacion de los medios de cultivo utilizados.

Medio Lote Marca Bitacora

BPS-LMAZ-007-FOLIO 005

TSA 163278 Acumedia  ppq | MAZ-007-FOLIO 007

TSB 1072578 Acumedia  Bps-| MAZ-007-FOLIO 005

BPS-LMAZ-007-FOLIO 005
BPS-LMAZ-007-FOLIO 007
BPS-LMAZ-007-FOLIO 008
BPS-LMAZ-007-FOLIO 011
BPS-LMAZ-007-FOLIO 015
BPS-LMAZ-007-FOLIO 017

Buffer de fosfatos 23/06/2015 J.T. Baker

Anexo 2. Lista del equipo utilizado para la verificacion.

Equipo Marca Cddigo LMAZ
Incubadora Thermo Scientific E-LMAZ-046
Autoclave Market Forge E-LMAZ-066
Balanza electrénica Fisher Science Education E-LMAZ-005
Balanza electrénica Precisa E-LMAZ-060
Vortex Scientific Industries E-LMAZ-058
Agitador peristaltico IUL Instruments E-LMAZ-051
Agitador peristaltico Seaward Stomacher® E-LMAZ-092
Termobafio Memmert E-LMAZ-027
Plato de calentamiento y agitacion Fisher Scientific E-LMAZ-002
Potenciémetro Thermo Scientific E-LMAZ-034

Anexo 3. Analistas que participaron en la verificacion.
- Darvin Abel Cuellar Milian

- Mayra Marquez Gonzélez
- Belinda Mayel Mateo Lopez
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Anexo 4. Estimacion de la incertidumbre para el método de Staphylococcus aureus.
U Instrumentos para Diluciones

Pipetas

Probetas
Balanza

> Logio UFC/g o ml

U Técnica del Método (% de recuperacion)

Rango de variabilidad (tolerancia) de los instrumentos de laboratorio que fueron usados en
el estudio.

Pipeta 2 ml £ 0.04 ml
Pipetas 10 ml £ 0.06 ml
Probeta 100 ml £ 0.15 ml
Probeta 500 ml £ 5 ml

La incertidumbre de los instrumentos de medicion de volumen se estimdé mediante una
evaluacion tipo B, con distribucion rectangular. Usando la ecuacién:

Donde:
u: Incertidumbre
a: Rango de variabilidad (tolerancia declarada por el fabricante)

Ejemplo:
100 ml = — : 0.2886 ml
u ml=-—————=0VU. m
V3
2 ml 0.04 ml 0.0231 ml
usml =———=0VU. m
V3
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ul0ml = — = 0.0346 ml

u500 ml = — = 2.8867 ml
V3

Una vez calculada la incertidumbre para cada instrumento de medicion se debe de dividir
el valor obtenido para la cantidad de volumen medido con cada uno, de esta forma se obtiene
la incertidumbre estandar relativa RSU que se representa con la letra w.

Ejemplo:
oo 02886ml _
W= S omt
conp 02886ml
WU = el
oy 00346mI_
Wi = omr
450 m] = 28867mL_ ) 064
WU = soml
0.0231 ml
wiml = ——— " — 0.0231
1ml

Luego de calcular el valor RSU se procedio a calcular el valor de la incertidumbre por
dilucién. Usando la formula:

2 2.,,2
uy + b wyg
Wy = (a+b)? [5]

Donde:

wf: RSU de dilucion

uZ: Incertidumbre del volumen del diluyente
w2: RSU de alicuota

b: Volumen de diluyente

a: Volumen de alicuota

Célculo de la incertidumbre total de las diluciones:

wi = W]f_1 + sz—z + Wf2—3 + W]?_4 [6]
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Donde:

w: Incertidumbre total de diluciones
wfz_l: Incertidumbre de dilucién 10

Wf2—2: Incertidumbre de dilucién 102

wf-s: Incertidumbre de dilucion 107

wf2_4: Incertidumbre de dilucién 10

Alicuota liquida:

Dilucion 107
, _ 28867" + (450)°(0.0058)” _
wi = (50 + 450)2 S
Dilucién 102
, _ 02886 + (90)°(0.0032)* 0 oo 0.00008
Wi = (10 + 90)2 ' o
Dilucién 10°3:
, _ [0-2886% + (90)2(0.0082)%) 0 0006 = 0.000094
Wy = (10 + 90)2 ' o
Dilucion 10
, _ [0:2886% + (90)°(0.0082)%) . 06 = 0.00011
wf = (10 + 90)2 ' o

Caélculo de incertidumbre total de diluciones para la muestra liquida:

wi = W]g—l + W]g—z + sz-s + W]f-4

w2 = 0.00006 + 0.00008 + 0.000094 + 0.00011 = 0.00034
Alicuota sdlida:
Para las muestras de vegetales mixtos y salchicha se utilizé una balanza electrénica marca

Precisa (E-LMAZ-060). Con incertidumbre expandida de 0.059. Se realiz6 una evaluacion
tipo B con distribucion triangular para calcular la incertidumbre estandar de la balanza.
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Luego se calculd la incertidumbre estandar relativa dividiendo la incertidumbre estandar
entre la cantidad en gramos pesada.

2100 0= 002959 _ o
u =——F =0
g NG 9
0g =229 _ 400024
Wol g =5, g
Dilucion 107
, _ 2:8867" + (450)°(0.00024)* = oo
wi = (50 + 450)2 S
Dilucién 1072
, _ 028867 + (90)?(0.0032)? +0.000033 = 0.00005
wf = (10 + 90)2 ' o
Dilucién 10°3:
 _ [0:28867 + OOTO0032)7] ) | 600033 = 0.000067
W = (10 + 90)2 ' o
Dilucién 10
2 _ [0:28867 + (O0)°(0.0032)%) . 0 100033 = 0.000084
wy = (10 + 90)? ' o

Caélculo de incertidumbre total de diluciones para muestras solidas:

wi = W]g—l + W]g—z + sz-s + W]f-4

wZ = 0.000033 + 0.00005 + 0.000067 + 0.000084 = 0.00023

Se utilizo la sumatoria de las incertidumbres de todas las diluciones debido a que no se tiene
certeza de en qué dilucion se tendra crecimiento microbiano dentro del rango contable. De
esta forma se tiene un criterio mas amplio al calcular la incertidumbre para el método de
ensayo. Luego de haber calculado la incertidumbre total de las diluciones se calculé la
incertidumbre total del conteo utilizando una evaluacion de tipo A con los datos de la
verificacion del método para Staphylococcus aureus.
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Anexo 5. Resultados de la verificacion, porcentaje de recuperacién de Staphylococcus aureus en
vegetales mixtos inoculados con 6 logio UFC/g.

UFCl/g logio UFC

UFCl/g logio UFC/g

Analista Inoculado Inoculados Rep. Recuperado Recuperados %6 Recuperacion
A 856667 5.93 1 730000 5.86 98.82
A 856667 5.93 2 790000 5.90 99.49
A 856667 5.93 3 1060000 6.03 101.69
B 856667 5.93 1 720000 5.86 98.82
B 856667 5.93 2 880000 5.94 100.17
B 856667 5.93 3 1040000 6.02 101.52
C 856667 5.93 1 840000 5.92 99.83
C 856667 5.93 2 920000 5.96 100.51
C 856667 5.93 3 1060000 6.03 101.69
Desv. Estandar 1.15
Varianza 1.33
Promedio 100.28

Calculo de la incertidumbre total:

sz =wi+wé [7]

Y w?: Incertidumbre total
w: Incertidumbre total de diluciones
wg: Incertidumbre de la técnica
Y w?=0.00023 + 0.0115 = 0.01173
Porcentaje que aporta cada incertidumbre
Incertidumbre de diluciones:

0.00023 x 100

2= —19619
WE 0.01173 o
Incertidumbre de la técnica:
2 0.0115 x 100 — 98.039%
We="001173 oV

Para tener la incertidumbre expandida se multiplico la incertidumbre total combinada por el factor
de cobertura k=2 (para una cobertura del 95%) (Corry et al., 2007). La incertidumbre expandida en
el analisis de S. aureus con concentracion de 6 logio UFC/g en vegetales mixtos fue de 0.02346
(2.35%).
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Anexo 6. Resultados de la verificacion, porcentaje de recuperacién de Staphylococcus aureus en
vegetales mixtos inoculados con 5 logig UFC/g.

Analista InLcJ)('::lﬁg%o Ilrc:gcl:ijtiggs Rep. Regqu(ejllf%do Rleoc%;eLljfZ((j:os %6 Recuperacion
A 117000 5.07 1 89000 4.95 97.63
A 117000 5.07 2 81000 491 96.84
A 117000 5.07 3 80000 4.90 96.65
B 117000 5.07 1 88000 4,94 97.44
B 117000 5.07 2 82000 491 96.84
B 117000 5.07 3 95000 4,98 98.22
c 117000 5.07 1 97000 4.99 98.42
C 117000 5.07 2 87000 4,94 97.44
C 117000 5.07 3 97000 4.99 98.42
Desv. Estandar 0.69
Varianza 0.48
Promedio 97.55

Calculo de la incertidumbre total:

ZW2=WE+W5

¥ w2: Incertidumbre total
w: Incertidumbre total de diluciones
wé: Incertidumbre de la técnica

Y w?=0.00023 + 0.0069 = 0.00713

Porcentaje que aporta cada incertidumbre
Incertidumbre de diluciones:

0.00023 x 100

2=—— _  —32269
WF 0.00713 o
Incertidumbre de la técnica:
2 0.0069 x 100 — 96.774%
We="000713 >N

Para tener la incertidumbre expandida se multiplico la incertidumbre total combinada por el factor
de cobertura k=2 (para una cobertura del 95%) (Corry et al., 2007). La incertidumbre expandida en
el analisis de S. aureus con concentracion de 5 logio UFC/g en vegetales mixtos fue de 0.01426
(1.43%).
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Anexo 7. Resultados de la verificacion, porcentaje de recuperacién de Staphylococcus aureus en
vegetales mixtos inoculados con 4 log UFC/g.

Analista InLcchLﬁg%o |Ir?géZ|L£§s Rep. Reguljaggdo Rle(z:?JlgeUch?os %6 Recuperacion
A 12467 4.10 1 9500 3.98 97.15
A 12467 4.10 2 8200 3.91 95.44
A 12467 4.10 3 7800 3.89 94.96
B 12467 4.10 1 11400 4.06 99.10
B 12467 4.10 2 9200 3.96 96.66
B 12467 4.10 3 9200 3.96 96.66
C 12467 4.10 1 11600 4.06 99.10
C 12467 4.10 2 10000 4.00 97.64
C 12467 4.10 3 9400 3.97 96.91
Desv. Estandar 1.42
Varianza 2.01
Promedio 97.07

Calculo de la incertidumbre total:

ZW2=W,§+W5

Y. w?: Incertidumbre total
w: Incertidumbre total de diluciones
wZ: Incertidumbre de la técnica

Y w?=0.00023 + 0.0142 = 0.01443

Porcentaje que aporta cada incertidumbre
Incertidumbre de diluciones:

0.00023 x 100

2 = = 1.5949
_ _ WE = 7001443 %
Incertidumbre de la técnica:
2 0.0142 x 100 — 98.406%
We="001443 o0

Para tener la incertidumbre expandida se multiplico la incertidumbre total combinada por el factor
de cobertura k=2 (para una cobertura del 95%) (Corry et al., 2007). La incertidumbre expandida en
el analisis de S. aureus con concentracion de 4 logio UFC/g en vegetales mixtos fue de 0.02886
(2.89%).
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Anexo 8. Resultados de la verificacion, porcentaje de recuperacién de Staphylococcus aureus en
vegetales mixtos inoculados con 3 logig UFC/g.

Analista In%cftﬁé%o Ilrc:gcl:ijtiggs Rep. Re(L:Jqu(;%do Rleoc%;eLljfZ((j:os %6 Recuperacion
A 1267 3.10 1 790 2.90 93.45
A 1267 3.10 2 770 2.89 93.13
A 1267 3.10 3 850 2.93 94.41
B 1267 3.10 1 840 2.92 94.09
B 1267 3.10 2 930 2.97 95.70
B 1267 3.10 3 990 3.00 96.67
C 1267 3.10 1 930 2.97 95.70
C 1267 3.10 2 1000 3.00 96.67
C 1267 3.10 3 1070 3.03 97.64
Desv. Estandar 1.58
Varianza 2.49
Promedio 95.27

Calculo de la incertidumbre total:

ZW2=W,§+W5

Y w?: Incertidumbre total
w: Incertidumbre total de diluciones
wé: Incertidumbre de la técnica

Y w?=0.00023 + 0.0158 = 0.01603

Porcentaje que aporta cada incertidumbre

Incertidumbre de diluciones:

0.00023 x 100

2—_ = 1.4359
WE 0.01603 o
Incertidumbre de la técnica:
2 0.0158 x 100 — 98.565%
We="001603 o000

Para tener la incertidumbre expandida se multiplico la incertidumbre total combinada por el factor
de cobertura k=2 (para una cobertura del 95%) (Corry et al., 2007). La incertidumbre expandida en
el anlisis de S. aureus con concentracion de 3 logio UFC/g en vegetales mixtos fue de 0.03206
(3.21%).
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Anexo 9. Resultados de la verificacion, porcentaje de recuperacién de Staphylococcus aureus en
vegetales mixtos inoculados con 2 logig UFC/g.

. UFCl/g logio UFC UFClg logio UFC .
Analista Inoculado  Inoculados Rep. Recuperado Recuperados Y6 Recuperacion
A 100 1.99 1 100 2.00 100.33
A 100 1.99 2 100 2.00 100.33
A 100 1.99 3 100 2.00 100.33
B 100 1.99 1 100 2.00 100.33
B 100 1.99 2 90 1.95 97.83
B 100 1.99 3 120 2.08 104.35
C 100 1.99 1 100 2.00 100.33
C 100 1.99 2 90 1.95 97.83
C 100 1.99 3 120 2.08 104.35

Desv. Estandar 2.34
Varianza 5.47
Promedio 100.67

Calculo de la incertidumbre total:

ZW2=W,§+W5

Y. w?: Incertidumbre total
w#: Incertidumbre total de diluciones
wg: Incertidumbre de la técnica

Y w?=0.00023 + 0.0234 = 0.02363

Porcentaje que aporta cada incertidumbre
Incertidumbre de diluciones:

0.00023 x 100

2 -_ = 0
W 0.02363 0973%
Incertidumbre de la técnica:
, 0.0234x100 _ o
We="002363

Para tener la incertidumbre expandida se multiplico la incertidumbre total combinada por el factor
de cobertura k=2 (para una cobertura del 95%) (Corry et al., 2007). La incertidumbre expandida en
el andlisis de S. aureus con concentracion de 2 logio UFC/g en vegetales mixtos fue de 0.04726
(4.73%).

32



Anexo 10. Resultados de la verificacion, porcentaje de recuperacién de Staphylococcus aureus en
salchicha inoculada con 6 logig UFC/g.

Analista InLcJ)([::lfI:g%o Ilr?gé?JIL:;gs Rep Re(L:Jqu(;%do Rleoc%;eLljfZ((j:os %6 Recuperacion
A 1480000 6.17 1 1090000 6.04 97.89
A 1480000 6.17 2 800000 5.90 95.62
A 1480000 6.17 3 490000 5.69 92.22
B 1480000 6.17 1 1080000 6.03 97.73
B 1480000 6.17 2 1000000 6.00 97.24
B 1480000 6.17 3 540000 5.73 92.87
C 1480000 6.17 1 1090000 6.04 97.89
C 1480000 6.17 2 1060000 6.03 97.73
C 1480000 6.17 3 560000 5.75 93.19
Desv. Estandar 241
Varianza 5.82
Promedio 95.82

Calculo de la incertidumbre total:

ZW2=WE+W5

¥ w2: Incertidumbre total
w: Incertidumbre total de diluciones
wé: Incertidumbre de la técnica

Y w?=0.00023 + 0.0241 = 0.02433
Porcentaje que aporta cada incertidumbre
Incertidumbre de diluciones:

0.00023 x 100

2 -_— = 0
W 0.02433 0.945%
Incertidumbre de la técnica:
p _ 00241x100 _ o
We="002433 077

Para tener la incertidumbre expandida se multiplico la incertidumbre total combinada por el factor
de cobertura k=2 (para una cobertura del 95%) (Corry et al., 2007). La incertidumbre expandida en
el analisis de S. aureus con concentracion de 6 logio UFC/g en salchicha fue de 0.04866 (4.87%).
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Anexo 11. Resultados de la verificacion, porcentaje de recuperacion de Staphylococcus aureus en
salchicha inoculada con 5 logig UFC/g.

Analista InLcJ)('::lﬁg%o Ilrc:gcl:ijtiggs Rep Re(L:Jqu(;%do Rleoc%;eLljfZ((j:os %6 Recuperacion
A 165333 5.22 1 111000 5.05 96.81
A 165333 5.22 2 143000 5.16 98.91
A 165333 5.22 3 101000 5.00 95.85
B 165333 5.22 1 118000 5.07 97.19
B 165333 5.22 2 143000 5.16 98.91
B 165333 5.22 3 88000 4,94 94.70
C 165333 5.22 1 124000 5.09 97.57
C 165333 5.22 2 151000 5.18 99.30
C 165333 5.22 3 93000 4.97 95.27
Desv. Estandar 1.67
Varianza 2.80
Promedio 97.17

Calculo de la incertidumbre total:

ZW2=W,§+W5

Y. w?: Incertidumbre total
w: Incertidumbre total de diluciones
wg: Incertidumbre de la técnica

Y w?=0.00023 + 0.0167 = 0.01693
Porcentaje que aporta cada incertidumbre

Incertidumbre de diluciones:

0.00023 x 100

2 - = 0
WF 0.01693 1.358%
Incertidumbre de la técnica:
, 00167 x100 98,6420
We="001693  COPFAN

Para tener la incertidumbre expandida se multiplico la incertidumbre total combinada por el factor
de cobertura k=2 (para una cobertura del 95%) (Corry et al., 2007). La incertidumbre expandida en
el analisis de S. aureus con concentracion de 5 log:o UFC/g en salchicha fue de 0.03386 (3.39%).
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Anexo 12. Resultados de la verificacion, porcentaje de recuperacion de Staphylococcus aureus en
salchicha inoculada con 4 logio UFC/g.

Analista UFCl/g logwo UFC e UFClg logio UFC %
Inoculado Inoculados P: Recuperado  Recuperados Recuperacioén
A 9433 3.97 1 15600 4.19 105.45
A 9433 3.97 2 9100 3.96 99.66
A 9433 3.97 3 8900 3.95 99.41
B 9433 3.97 1 15800 4.20 105.70
B 9433 3.97 2 10700 4.03 101.43
B 9433 3.97 3 9800 3.99 100.42
C 9433 3.97 1 15800 4.20 105.70
C 9433 3.97 2 11000 4.04 101.68
C 9433 3.97 3 9800 3.99 100.42
Desv. Estandar 2.66
Varianza 7.07
Promedio 102.21

Calculo de la incertidumbre total:

ZW2=W,§+W5

Y. w?: Incertidumbre total
w: Incertidumbre total de diluciones
wZ: Incertidumbre de la técnica

Y w?=0.00023 + 0.0266 = 0.02683

Porcentaje que aporta cada incertidumbre
Incertidumbre de diluciones:

0.00023 x 100

2=——— = (.8579
WE 0.02683 o
Incertidumbre de la técnica:
2 0.0266 x 100 — 99.143%
We="002683 o7

Para tener la incertidumbre expandida se multiplico la incertidumbre total combinada por el factor
de cobertura k=2 (para una cobertura del 95%) (Corry et al., 2007). La incertidumbre expandida en
el andlisis de S. aureus con concentracion de 4 logio UFC/g en salchicha fue de 0.05366 (5.37%).
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Anexo 13. Resultados de la verificacion, porcentaje de recuperacion de Staphylococcus aureus en
salchicha inoculada con 3 logig UFC/g.

0,

Analista InLécFlﬁ;%o Ilr?gé?JIL:;gs Rep Re(L:Jqu(;%do Rleoc%;eLljfZ((j:os Recupgoracién
A 1100 3.04 1 1090 3.04 100.11
A 1100 3.04 2 620 2.79 91.88
A 1100 3.04 3 790 2.90 95.50
B 1100 3.04 1 1090 3.04 100.11
B 1100 3.04 2 690 2.84 93.52
B 1100 3.04 3 780 2.89 95.17
C 1100 3.04 1 1240 3.09 101.76
C 1100 3.04 2 720 2.86 94.18
C 1100 3.04 3 790 2.90 95.50

Desv. Estandar 341

Varianza 11.62

Promedio 96.41

Calculo de la incertidumbre total:

ZW2=W,§+W5

Y. w?: Incertidumbre total
w: Incertidumbre total de diluciones
wé: Incertidumbre de la técnica

Y w?=0.00023 + 0.0341 = 0.03433

Porcentaje que aporta cada incertidumbre

Incertidumbre de diluciones:

0.00023 x 100

2 -_— = 0
W 0.03433 0.670%
Incertidumbre de la técnica:
, 0.0341x100 99.330%
We="003433 007

Para tener la incertidumbre expandida se multiplico la incertidumbre total combinada por el factor
de cobertura k=2 (para una cobertura del 95%) (Corry et al., 2007). La incertidumbre expandida en
el andlisis de S. aureus con concentracion de 3 logie en salchicha fue de 0.06866 (6.87%).
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Anexo 14. Resultados de la verificacion, porcentaje de recuperacion de Staphylococcus aureus en
salchicha inoculada con 3 logig UFC/g.

0,

Analista InLécFlﬁ;%o Ilr?gé?JIL:;gs Rep Re(L:Jqu(;%do Rleoc%;eLljfZ((j:os Recupgoracién
A 1100 3.04 1 1090 3.04 100.11
A 1100 3.04 2 620 2.79 91.88
A 1100 3.04 3 790 2.90 95.50
B 1100 3.04 1 1090 3.04 100.11
B 1100 3.04 2 690 2.84 93.52
B 1100 3.04 3 780 2.89 95.17
C 1100 3.04 1 1240 3.09 101.76
C 1100 3.04 2 720 2.86 94.18
C 1100 3.04 3 790 2.90 95.50

Desv. Estandar 341

Varianza 11.62

Promedio 96.41

Calculo de la incertidumbre total:

ZW2=W,§+W5

Y. w?: Incertidumbre total
w: Incertidumbre total de diluciones
wé: Incertidumbre de la técnica

Y w?=0.00023 + 0.0341 = 0.03433

Porcentaje que aporta cada incertidumbre

Incertidumbre de diluciones:

0.00023 x 100

2 -_— = 0
W 0.03433 0.670%
Incertidumbre de la técnica:
, 0.0341x100 99.330%
We="003433 007

Para tener la incertidumbre expandida se multiplico la incertidumbre total combinada por el factor
de cobertura k=2 (para una cobertura del 95%) (Corry et al., 2007). La incertidumbre expandida en
el andlisis de S. aureus con concentracion de 3 logie en salchicha fue de 0.06866 (6.87%).
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Anexo 15. Resultados de la verificacion, porcentaje de recuperacion de Staphylococcus aureus en
salchicha inoculada con 2 logig UFC/g.

Analista InLcJ)([::lfI:g%o Ilr?gé?JIL:;gs Rep Re(L:Jqu(;%do Rleoc%;eLljfZ((j:os %6 Recuperacion
A 110 2.04 1 130 2.11 103.43
A 110 2.04 2 70 1.85 90.69
A 110 2.04 3 130 2.11 103.43
B 110 2.04 1 130 211 103.43
B 110 2.04 2 70 1.85 90.69
B 110 2.04 3 140 2.15 105.39
C 110 2.04 1 130 2.11 103.43
C 110 2.04 2 70 1.85 90.69
C 110 2.04 3 140 2.15 105.39
Desv. Estandar 6.75
Varianza 45,52
Promedio 99.62

Calculo de la incertidumbre total:

ZW2=WE+W5

Y. w?: Incertidumbre total
w: Incertidumbre total de diluciones
wg: Incertidumbre de la técnica

Y w?=0.00023 + 0.0675 = 0.06773

Porcentaje que aporta cada incertidumbre
Incertidumbre de diluciones:

0.00023 x 100

2 e — 0
W 0.06773 0-340%
Incertidumbre de la técnica:
. 0.0675 x 100 — 99.660%
e ="006773 OO0

Para tener la incertidumbre expandida se multiplico la incertidumbre total combinada por el factor
de cobertura k=2 (para una cobertura del 95%) (Corry et al., 2007). La incertidumbre expandida en
el analisis de S. aureus con concentracion de 2 logio UFC/g en salchicha fue de 0.13546 (13.55%).
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Anexo 16. Resultados de la verificacion, porcentaje de recuperacion de Staphylococcus aureus en
leche semidescremada (2% de grasa) inoculada con 6 logio UFC/m.

Analista UFC/ml logio UFC Re UFC/mi logio UFC %
Inoculado Inoculados P: Recuperado  Recuperados  Recuperacion
A 966667 5.98 1 1080000 6.03 100.78
A 966667 5.98 2 1020000 6.01 100.45
A 966667 5.98 3 830000 5.92 98.94
B 966667 5.98 1 1050000 6.02 100.61
B 966667 5.98 2 1020000 6.01 100.45
B 966667 5.98 3 880000 5.94 99.28
C 966667 5.98 1 1160000 6.06 101.28
C 966667 5.98 2 1140000 6.06 101.28
C 966667 5.98 3 900000 5.95 99.44
Desv. Estandar 0.86
Varianza 0.74
Promedio 100.28

Calculo de la incertidumbre total:
Z w? = wE + wé

Y w?: Incertidumbre total
w: Incertidumbre total de diluciones
wé: Incertidumbre de la técnica

Y w?=0.00034 + 0.0086 = 0.00894

Porcentaje que aporta cada incertidumbre
Incertidumbre de diluciones:

0.00034 x 100

2 =————  =38039
WF 0.00894 o
Incertidumbre de la técnica:
2 0.0086 x 100 — 96.197%
We="000804 707

Para tener la incertidumbre expandida se multiplico la incertidumbre total combinada por el factor
de cobertura k=2 (para una cobertura del 95%) (Corry et al., 2007). La incertidumbre expandida en
el analisis de S. aureus con concentracion de 6 logioc UFC/ml en leche semidescremada (2% de
grasa) de 0.01788 (1.79%).
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Anexo 17. Resultados de la verificacion, porcentaje de recuperacion de Staphylococcus aureus en
leche semidescremada (2% de grasa) inoculada con 5 logio UFC/m.

Analista Irl;JoFc(jl/;ndlo |Ir?géZ|L£§s Rep. R;Eggdo RL%%;@LIJ’Z(?OS % Recuperacion
A 101667 5.00 1 72000 4.86 97.14
A 101667 5.00 2 91000 4.96 99.13
A 101667 5.00 3 102000 5.01 100.13
B 101667 5.00 1 74000 4.87 97.34
B 101667 5.00 2 91000 4,96 99.13
B 101667 5.00 3 96000 4.98 99.53
C 101667 5.00 1 73000 4.86 97.14
C 101667 5.00 2 95000 4.98 99.53
C 101667 5.00 3 103000 5.01 100.13
Desv. Estandar 1.25
Varianza 1.57
Promedio 98.80

Calculo de la incertidumbre total:
Z w? =wz + w?

Y. w?: Incertidumbre total
w: Incertidumbre total de diluciones
wé: Incertidumbre de la técnica

Y w?=0.00034 + 0.0125 = 0.01284

Porcentaje que aporta cada incertidumbre
Incertidumbre de diluciones:

0.00034 x 100

2 -_ = 0
W 0.01284 2:648%
Incertidumbre de la técnica:
. 0.0125 x 100 _ 97.3520¢
We="001284 0%

Para tener la incertidumbre expandida se multiplico la incertidumbre total combinada por el factor
de cobertura k=2 (para una cobertura del 95%) (Corry et al., 2007). La incertidumbre expandida en
el analisis de S. aureus con concentracion de 5 logio UFC/mI en leche semidescremada (2% de
grasa) de 0.02568 (2.57%).
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Anexo 18. Resultados de la verificacion, porcentaje de recuperacion de Staphylococcus aureus en
leche semidescremada (2% de grasa) inoculada con 4 logio UFC/m.

. UFC/mi logio UFC UFC/ml logio UFC o L
Analista Inoculado Inoculados Rep. Recuperado  Recuperados Yo Recuperacion
A 8500 3.93 1 9600 3.98 101.19
A 8500 3.93 2 9100 3.96 100.68
A 8500 3.93 3 8700 3.94 100.17
B 8500 3.93 1 9200 3.96 100.68
B 8500 3.93 2 8900 3.95 100.42
B 8500 3.93 3 8900 3.95 100.42
C 8500 3.93 1 9800 3.99 101.44
C 8500 3.93 2 9200 3.96 100.68
C 8500 3.93 3 9100 3.96 100.68

Desv. Estandar 0.39
Varianza 0.15
Promedio 100.71

Calculo de la incertidumbre total:
Z w? = wE + wé

¥ w2: Incertidumbre total
w: Incertidumbre total de diluciones
wé: Incertidumbre de la técnica

Y w?=0.00034 + 0.0039 = 0.00424

Porcentaje que aporta cada incertidumbre
Incertidumbre de diluciones:

0.00034 x 100

Z=————  =28.0199
WF 0.00424 o
Incertidumbre de la técnica:
2 0.0039 x 100 — 91.981%
We="000424 O

Para tener la incertidumbre expandida se multiplico la incertidumbre total combinada por el factor
de cobertura k=2 (para una cobertura del 95%) (Corry et al., 2007). La incertidumbre expandida en
el analisis de S. aureus con concentracion de 4 logio UFC/ml en leche semidescremada (2% de
grasa) de 0.00848 (0.85%).
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Anexo 19. Resultados de la verificacion, porcentaje de recuperacion de Staphylococcus aureus en
leche semidescremada (2% de grasa) inoculada con 3 logio UFC/m.

Analista Ir?oiﬁllz:(]jlo Ilrc:gcl:ijtiggs Rep. R;Epc):e/gldo Rleoc%;eLljfZ((j:os % Recuperacion
A 860 2.93 1 1040 3.02 102.95
A 860 2.93 2 940 2.97 101.25
A 860 2.93 3 950 2.98 101.59
B 860 2.93 1 980 2.99 101.93
B 860 2.93 2 900 2.95 100.57
B 860 2.93 3 890 2.95 100.57
C 860 2.93 1 1020 3.01 102.61
C 860 2.93 2 940 2.97 101.25
C 860 2.93 3 940 2.97 101.25
Desv. Estandar 0.83
Varianza 0.68
Promedio 101.55

Calculo de la incertidumbre total:
Z w? =wz + w?

Y. w?: Incertidumbre total
w#: Incertidumbre total de diluciones
wg: Incertidumbre de la técnica

Y w?=0.00034 + 0.0083 = 0.00864

Porcentaje que aporta cada incertidumbre
Incertidumbre de diluciones:

0.00034 x 100

2 -_ = 0
W 0.00864 3.935%
Incertidumbre de la técnica:
, 0.0083x100 96.065%
We="000864 000070

Para tener la incertidumbre expandida se multiplico la incertidumbre total combinada por el factor
de cobertura k=2 (para una cobertura del 95%) (Corry et al., 2007). La incertidumbre expandida en
el analisis de S. aureus con concentracion de 3 logio UFC/ml en leche semidescremada (2% de
grasa) de 0.01728 (1.73%).
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Anexo 20. Resultados de la verificacion, porcentaje de recuperacion de Staphylococcus aureus en
leche semidescremada (2% de grasa) inoculada con 2 logio UFC/m.

Analista Ir?oi(jl/go Ilr?gé?JIL:;gs €p- ReL(J:Ep():e/gljo Rleoc%;eLljfZ((j:os % Recuperacion
A 97 1.98 1 9100 2.08 104.87
A 97 1.98 2 120 2.15 108.40
A 97 1.98 3 140 1.95 98.32
B 97 1.98 1 90 211 106.39
B 97 1.98 2 130 2.15 108.40
B 97 1.98 3 140 1.95 98.32
C 97 1.98 1 90 211 106.39
C 97 1.98 2 130 2.15 108.40
C 97 1.98 3 140 1.95 98.32
Desv. Estandar 4,57
Varianza 20.85
Promedio 104.20

Calculo de la incertidumbre total:

ZW2=WE+W5

Y w?: Incertidumbre total
w: Incertidumbre total de diluciones
wé: Incertidumbre de la técnica
Y w?=0.00034 + 0.0457 = 0.04604
Porcentaje que aporta cada incertidumbre
Incertidumbre de diluciones:

0.00034 x 100

2 -_— = 0
W 0.04604 0.738%
Incertidumbre de la técnica:
. 0.0457 x 100 — 99.262%
e =T0.0a604 004

Para tener la incertidumbre expandida se multiplico la incertidumbre total combinada por el factor
de cobertura k=2 (para una cobertura del 95%) (Corry et al., 2007). La incertidumbre expandida en
el andlisis de S. aureus con concentracion de 2 logio UFC/ml en leche semidescremada (2% de
grasa) de 0.09208 (9.21%).
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