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Introducción
La verificación de métodos se define como un proceso que demuestra la idoneidad de un método analítico para
su propósito de uso (Green, 2006). El propósito de la verificación de un método analítico es garantizar que los
resultados obtenidos en los análisis de rutina, están dentro de un valor verdadero o veracidad determinada,
para el analito que se está midiendo en una muestra. Los objetivos de la verificación no deben estar solamente
basados en determinar el error de exactitud o sesgo de las mediciones, sino que también deberá servir para
evaluar los riesgos que pueden estar asociados a la incertidumbre de la medición de un resultado (González &
Herrador, 2007).
Para garantizar el cumplimiento del proceso de verificación de un método de prueba debe contener al menos
las etapas en la figura 1, cómo un requisito de la norma ISO/IEC 17025 (Eurolab España. Morillas PP, et al.).

Figura 1.  Esquema de trabajo para verificación de métodos de pruebas microbiológicas, en base a los
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requisitos de la norma ISO/IEC 17025.

Una vez que se determina la naturaleza del método (cuantitativa o cualitativa) se deben establecer los
parámetros estadísticos para el proceso de verificación, que demuestren su veracidad, sesgo y la estimación de
su incertidumbre (FEM, 2009; Feldsine et al. 2002).

Desarrollo
Antes de realizar la determinación de los parámetros estadísticos de acuerdo la naturaleza de cada método es
necesario realizar la estandarización del inóculo en base a las siguientes etapas:

1. Seleccionar un cultivo puro del microorganismo de interés, puede ser una cepa con trazabilidad ATCC o
aislada y caracterizada a partir de un alimento contaminado naturalmente.

2. Determinar la fase de crecimiento logarítmico, para la mayoría de los microorganismos es dentro de las
primeras 24h, aunque se debe corroborar en base a la cuantificación en placa. Este es un paso
determinante ya que se debe contar con un cultivo fresco para el ensayo, que permita tener la mayoría
de los microorganismos viables y cultivables.

3. Una vez que se determina la fase de crecimiento logarítmico se procede a realizar la estandarización del
inóculo, tal y como se muestra en la figura 2.

Figura 2. Secuencia de pasos para la estandarización del inóculo.
 

4. Determinar la dilución de trabajo en base al límite de detección o rango de lectura esperado de la carga
bacteriana para cada método de prueba, en la tabla 1, se puede observar la determinación de la dilución
de trabajo para un método cualitativo. 

Tabla 1. Ejemplo para la determinación de la cuanta bacteriana en base al factor de dilución del inóculo.



      
Además, se deben realizar pruebas preliminares para corroborar el proceso de fortificación de la muestra, lo

cual dependerá del método de prueba y de la matriz seleccionada, en la figura 3, se puede observar que es

factible recuperar el inóculo añadido, en base a la cantidad de muestra y a la concentración de

microorganismos adicionados.

             

Figura 3. Ejemplo de verificación de la fortificación de la muestra, en donde se puede observar el efecto de la

dilución y que la concentración de inóculo fue adecuada.

 

Una vez que se han determinado los procesos de estandarización del inóculo y de fortificación de la muestra, es

factible realizar la determinación de los parámetros de verificación de acuerdo al tipo de método de prueba.

Para los métodos microbiológicos cualitativos es factible determinar los parámetros que se establecen en la

tabla 2, para demostrar la sensibilidad y especificidad del método.

 
Tabla 2. Parámetros de verificación para métodos de prueba cualitativos.



                  

Para el proceso de verificación de métodos microbianos cuantitativos, se pueden determinar los siguientes

parámetros estadísticos:

Verificación de la muestra – Cuantificación del analito en la muestra a analizar;

Repetibilidad (r) – 1 analista implicado, 10 réplicas;

Reproducibilidad (R) – Al menos 2 analistas implicados, 10 réplicas por analista;

Recobro o % de recuperación – Al menos 1 analista implicado, 10 réplicas;

Sesgo (Diferencia entre el valor esperado y el valor obtenido, en unidades log) – Al menos 1 analista

implicado, 10 réplicas;

Incertidumbre expandida (Ų).

Conclusión 
El proceso de verificación de métodos microbiológicos debe ser una actividad planificada, que debe contar con

la infraestructura, el personal calificado y los insumos necesarios. Cada laboratorio debe obtener su propia

información sobre la certeza y el sesgo, así como la incertidumbre que son propias de su proceso analítico.
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