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ANEXO I: CEPAS DE REFERENCIA

MODIFICACIONES RESPECTO A LA VERSION ANTERIOR

Se actualiza y ajusta el apdo. 1 Introduccion, y se concreta los documentos de referencia,
Se ajusta el texto del apdo.2 y se incorpora la posibilidad de incluir nuevos anexos al documento.
Nuevo titulo del Apdo. 3 en linea con la norma UNE-EN ISO/IEC 17025:2017

En apdo.3 se incorporan los nuevos criterios de verificacidn y validacién de métodos en Microbiologia de la
cadena alimentaria, provenientes de las normas UNE-EN ISO 16140 -3 y UNE-EN ISO 16140-4 (Apdos. 3.1.2y
3.2)

NOTA IMPORTANTE

El documento es de aplicacion desde la fecha de entrada en vigor para nuevos ensayos no acreditados
incluidos, a partir de esa fecha, en solicitudes Iniciales y de Ampliacién, asi como en solicitudes de
Ampliacién a nuevos productos en ensayos acreditados y en modificaciones de éstos para las que se
establezca que requieren de una nueva verificacion del funcionamiento o validacion. Las verificaciones
y validaciones de ensayos acreditados en el momento de la entrada en vigor del documento, no sera
necesario que se revisen de acuerdo a los nuevos criterios establecidos en el apdo. 3 Seleccidn,
verificacidn y validacién de métodos microbioldgicos. No obstante, si se producen cambios en los
métodos de referencia o alternativos que afecten a ensayos acreditados y si se identifican
incumplimientos en las auditorias de mantenimiento, siempre que se establezca que requieren de una
nueva verificacion del funcionamiento o de una nueva validacién seran de aplicacién los criterios
establecidos en este documento.

La norma UNE-EN ISO 16140-3 no es obligatoria para demostrar el cumplimiento del requisito 7.2.1 de
la norma UNE-EN ISO/IEC 17025:2017 siempre que se apliquen procedimientos que proporcionen
resultados equivalentes en la verificacion de los métodos microbioldgicos para el analisis de muestras
de la cadena alimentaria.

© Entidad Nacional de Acreditacién 2023
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1. INTRODUCCION

El desarrollo y realizacién de analisis de control microbiolégico es una herramienta que tiene una
repercusion decisiva en los ambitos Agroalimentario, de la Salud Publica, la tecnologia alimentaria o el
Medio Ambiente.

Los criterios de acreditacion de ENAC deben mantenerse siempre en linea con las tendencias que las
comunidades cientifica y tecnolégica establecen como mas apropiadas en documentos de referencia,
que en el caso del Analisis Microbioldgico son los documentos ISO (normas de ensayo, serie de normas
ISO 16140, ISO/TR 13843, ISO 17994) asi como la propia reglamentacion que, a su vez, remite a esos
documentos.

Para una correcta utilizaciéon de este documento debe consultarse el Anexo | del documento CGA-
ENAC-LEC “Criterios Generales de Acreditacion de Laboratorios de Ensayo y Calibracidon” que tiene por
objeto documentar los criterios de evaluacién que ENAC viene utilizando a la hora de determinar que
el laboratorio ha realizado una correcta seleccion de los métodos para los que solicita la acreditaciéon
y ha demostrado de manera adecuada su validez.

Asi los métodos alternativos, que son aquellos métodos que han sido validados por comparacién con
el método de referencia que corresponda, de acuerdo a un estandar aceptado (ej. ISO 16140, ISO/TR
13843, 1SO 17994 etc.) y que son generalmente reconocidos por la comunidad cientifica y tecnoldgica
como equivalentes al método de referencia, se consideran como métodos normalizados de acuerdo a
la definicidn establecida en el apartado A.2 del Anexo | del CGA-ENAC-LEC.

2.  OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

El objetivo de este documento es establecer con mayor precisidn los criterios a utilizar por ENAC para
la acreditacién de los laboratorios que realizan ensayos microbioldgicos, facilitando asi suimplantacién
en los laboratorios y su evaluacién por parte de ENAC.

Se ha previsto la posibilidad de incorporar anexos a este documento, relativos a cuestiones técnicas
de interés, elaborados en su caso, en colaboracién con organizaciones técnicas competentes. Asi, se
incluye un anexo sobre manipulacidn y conservacién de cepas referencia, elaborado en colaboracién
con la Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo (CECT).

En la elaboracion de este documento han participado la Agencia Espaiiola de Seguridad Alimentaria
y Nutricion (AESAN), el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA) y la Asociacion de
Entidades de Ensayo, Calibracion y Analisis-FELAB — (EUROLAB-Espafa-Asociacion Espafiola de
Laboratorios de Ensayo, Calibraciéon y Analisis / AELI — Asociacion Espafiola de Laboratorios
Independientes).

2/8



+

LR
EN AC Criterios Especificos de Acreditacion. Andlisis microbioldgico
CEA-ENAC-20 Rev. 2 Septiembre 2023 Serie 1

Entidad Nacional de Acreditacion

3. SELECCION, VERIFICACION Y VALIDACION DE LOS METODOS DE ENSAYO
3.1. Métodos Normalizados' y basados en métodos normalizados (Anexo | del CGA-ENAC-LEC)
3.1.1 Criterios generales

De manera general, las caracteristicas de funcionamiento que al menos se deben confirmar
en estos casos teniendo en cuenta la naturaleza del método son:

- Métodos cuantitativos:

e Recuperacion

Deberia evaluarse a partir de valores de referencia. Estos valores podrian obtenerse por
comparacién con métodos de referencia, a partir de muestras inoculadas con materiales
de referencia o cepas de referencia o a partir de resultados de interlaboratorios.

e Reproducibilidad

Hay que tener en cuenta que, se debe realizar el calculo de la precision (reproducibilidad)
en muestras con diferentes niveles de contaminacion.

En el caso de muestras con alto nivel de contaminacién se deben realizar las
correspondientes diluciones decimales para permitir el recuento de las placas, dentro del
intervalo que se establece en documentos de referencia (ej. normas ISO 8199 e ISO 7218).

- Métodos cualitativos:

e Limite de deteccidn

La estimacion del limite de deteccion requiere del empleo de suspensiones de inéculo con
niveles de concentracion bajos. El propio intervalo de confianza a estos bajos niveles hace
que, desde un punto de vista estadistico, no se pueda conocer de forma exacta si un
determinado inéculo contiene o no el microorganismo a detectar. Por tanto, es aceptable
comprobar el método con bajos niveles de inéculos de microorganismos diana de forma
que se evaluen diferencias entre las distintas matrices, analistas, equipos etc.,
verificdndose la capacidad del laboratorio para obtener resultados reproducibles y
eficaces a estos niveles.

Asimismo, puede obtenerse informacion sobre las caracteristicas de funcionamiento de los
métodos de:

- Actividades de control de calidad interno: Los resultados obtenidos en las actividades de
control de calidad interno aplicando el método de ensayo a confirmar, pueden ser utilizados
en la comprobacidn del método (ej. nuevas matrices).

1 Los métodos alternativos, que son aquellos métodos que han sido validados por comparacién con un método
de referencia (norma de ensayo I1SO) de acuerdo a un estandar aceptado (ISO 16140-2, ISO 17994) y que son
generalmente reconocidos por la comunidad cientifica y tecnoldgica como equivalentes al método de referencia,
se consideran como Métodos normalizados.

3/8



+

LR
EN AC Criterios Especificos de Acreditacion. Andlisis microbioldgico

Entidad Nacional de Acreditacion

CEA-ENAC-20 Rev. 2 Septiembre 2023 Serie 1

Participacion en Intercomparaciones (Control de calidad externo): Los resultados obtenidos
en la participacidon en intercomparaciones, también pueden ser utilizados. Para ello, el
laboratorio debera evaluar la idoneidad y calidad del programa de intercomparacion,
valorando si es adecuado utilizar la informaciéon proporcionada por el ejercicio en la
comprobacion.

3.1.2 Microbiologia de la cadena alimentaria®

En este apartado se establecen los criterios de acreditacion relacionados con la verificacion
de determinados métodos microbioldgicos, tanto de deteccién como de cuantificacidén, en la
cadena alimentaria aplicando la norma UNE-EN ISO 16140-3.

Cuando el método de ensayo seleccionado por el laboratorio sea un método de referencia
validado (método incluido en las normas UNE, ISO o CEN) o un método alternativo o un
método interno claramente basado en uno de los dos tipos anteriores, sera necesario que el
laboratorio lleve a cabo una verificacién de acuerdo con el protocolo descrito en la norma
UNE-EN ISO 16140-3 incluyendo tanto la etapa de verificacion de la implementacion como la
de verificacion de matrices.

Respecto a la seleccidon de matrices en la segunda etapa, cuando se utilizan métodos incluidos
en las normas UNE, CEN o ISO para el analisis de muestras de una Categoria de productos
gue, estando dentro de la cadena alimentaria, no se contempla dentro de las Categorias
definidas en el Anexo A de la norma UNE-EN ISO 16140-2 (por ejemplo, Complementos
alimenticios, Novel Foods, Aditivos alimentarios, Aditivos para piensos) el laboratorio debera
incorporar matrices “dificiles” de esa Categoria de productos, estableciendo si es necesario
diferentes Tipos (de muestras) dentro de la Categoria (por ejemplo, por un origen o
caracteristica comun).

El laboratorio, en funcidon de la naturaleza del método seleccionado, determinara sus
Caracteristicas de rendimiento de acuerdo con la Tabla 2 del apdo. 4.5 de la norma UNE-EN
ISO 16140-3:

- Métodos cualitativos: se determinara el Limite de deteccion estimado (eLODs) tanto
en la verificaciéon de implementacién como en la verificacion de matrices.

- Métodos cuantitativos: se determinara la Desviacion estandar de la reproducibilidad
intralaboratorio (Sir) solo en la etapa de verificacion de la implementacion y la
Desviacion estimada (eBias) en la etapa de verificacion de matrices.

Para ello, se seguiran los protocolos técnicos descritos en los apdos. 5 (Métodos cualitativos)
y 6 (Métodos cuantitativos) de la norma UNE-EN I1SO 16140-3 y se aplicaran los Limites de
aceptabilidad establecidos (ver resumen en apdo. 8 de UNE-EN ISO 16140-3) para evaluar los
resultados obtenidos.

2 Se consideran dentro de la cadena alimentaria tanto los productos pertenecientes a las diferentes Categorias establecidas
en el Anexo A de la norma UNE-EN ISO 16140-2 (Alimentos, Piensos, Muestras ambientales, Muestras produccién primaria)
como otros grupos de productos como pueden ser los Complementos Alimenticios, Novel Food, Aditivos alimentarios o
Aditivos para piensos.
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Si el método seleccionado por el laboratorio es un método de referencia no validado se podra
realizar su verificacién de acuerdo al Anexo F de la norma UNE-EN ISO 16140-3 hasta el
31/12/2027, realizdndose Unicamente la etapa de verificacién de matrices, de acuerdo con
las reglas técnicas descritas en el citado Anexo.

3.2. Métodos desarrollados por el laboratorio (Anexo | del CGA-ENAC-LEC)?

La norma UNE-EN ISO/IEC 17025 en su apartado 5.4.2 establece que el laboratorio debe validar
los métodos no normalizados y los métodos que disena o desarrolla para confirmar que los
métodos son aptos para el fin previsto. La validacién debe ser tan amplia como sea necesario para
satisfacer las necesidades del tipo de aplicacién o del campo de aplicacién dados. Por tanto, para
este tipo de métodos, el laboratorio deberd evaluar su idoneidad para su dmbito de aplicacién asi
como las actividades necesarias a realizar para garantizar su validez técnica.

En este sentido las actividades recogidas en el apartado 3.1 que se han considerado como validas
para asegurar la adecuacién al uso, no permiten garantizar de forma completa la validez de los
métodos internos desarrollados por el laboratorio ni su caracterizacidn ya que éstas deben estar
fundamentadas en referencias validas.

ENAC deberd disponer de evidencias completas de que dichos métodos han sido adecuadamente
validados.

Cuando se trate de métodos no validados seleccionados para su aplicacion en productos de la
cadena alimentaria, se considerara que han sido adecuadamente validados si la validacion se ha
llevado a cabo de acuerdo con alguno de los protocolos técnicos de la norma ISO 16140-4.

La validacién de acuerdo con la norma ISO 16140-4 solo sera aceptable en el laboratorio que la ha
llevado a cabo, no siendo posible su generalizacién a otros laboratorios dado que no se han
llevado a cabo estudios interlaboratorio y sera necesaria cuando el método seleccionado por el
laboratorio no esté validado, cuando el laboratorio desee extender el alcance de un método
alternativo a productos que no estén incluidos en el alcance de la validacion o cuando se realicen
determinadas modificaciones de métodos existentes. También serd necesaria a partir del
01/01/2028 para métodos de referencia no validados.

ESTIMACION DE INCERTIDUMBRE

La estimacién de Incertidumbre no es de aplicacion a métodos cualitativos ni NMP.

En el caso de ensayos microbiolégicos cuantitativos en productos de la cadena alimentaria el
documento ISO/TS 19036 puede utilizarse como referencia.

En el caso de andlisis microbioldgico de aguas existe el documento 1SO 29201.

3De acuerdo con el documento NT-86 este tipo de métodos se identifica en el alcance de acreditacion como “Método interno”
e identificando la revisién en vigor.
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5. ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD DE LOS RESULTADOS DE ENSAYO

En la norma UNE-EN ISO/IEC 17025 se establece que el laboratorio debe disponer de un control de
calidad para realizar el seguimiento de la validez de los ensayos.

En el ambito de los ensayos microbioldgicos, la implantacién de actividades de control de calidad
adecuadas resulta especialmente importante, dado que no siempre es posible caracterizar de forma
completa el funcionamiento de estos procedimientos de ensayo. No obstante, es factible establecer
sistemas que permitan garantizar el adecuado control de los procedimientos de ensayo
microbioldgicos.

El aseguramiento de la calidad debe ser tanto interno como externo y puede aplicarse de diferentes
formas:

5.1. Control interno
- Control de las condiciones de trabajo: proporciona informacion sobre la esterilidad de los

medios y materiales auxiliares utilizados y en general, sobre la buena practica en la realizacién
de los ensayos. Deben existir criterios para la desviacion permitida.

Ensayos cuantitativos:

- Control de la precisidon: muestras naturales sin inocular y/o muestras naturales inoculadas

- Control de recuperacién: muestras segun lo establecido en el apdo. 3.1 (Recuperacion)

Ensayos cualitativos:

- El control de calidad interno debe incluir actividades que garanticen un adecuado control del
método a niveles bajos de contaminacion (ver apdo. 3.1 Limite de deteccidn)

Estas actividades de control de calidad deben realizarse en la medida de lo posible con muestras
naturales tanto positivas (inoculadas o contaminadas naturalmente) como negativas.

5.2. Control externo (intercomparaciones)

La participacion en intercomparaciones permite una evaluacién del sesgo de forma que el
laboratorio pueda demostrar que se mantiene dentro de los criterios de aceptacidn definidos por
normas, reglamentos, por el cliente o por el laboratorio.

Todas las actividades de aseguramiento de la calidad deberan planificarse de forma que, en el
tiempo y en funcién del alcance del método se incluya una adecuada representacion de la
variedad de matrices con las que trabaja el laboratorio, complementandose asi los resultados
obtenidos en la validacion inicial.
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Por ultimo, la periodicidad de las actividades de control de calidad tanto interno como externo
debera establecerse considerando diversos factores como pueden ser:

- Larobustez del método utilizado (en funcidn de los controles especificos incluidos en el mismo,
método de referencia o de rutina, pruebas de confirmacién, datos de validacién, vigencia del
método etc.)

- La frecuencia con la que el laboratorio ejecuta dichos andlisis (dado que se debe asegurar que
el laboratorio mantiene la destreza en la ejecucidon del mismo en cuanto a los materiales,
equipos y cualificacion del personal)

- Los resultados histéricos de aseguramiento de calidad, asi como la correcta evaluacidn de los
mismos.

- Los resultados obtenidos en el conjunto de acciones de evaluacién de la calidad (ej. siembra
por duplicado de placas, verificacion del factor de dilucidn, interlaboratorios, muestras blancas,
control de medios de cultivo, controles ambientales, cualificacion del personal etc.)

6. REFERENCIAS

e« UNE-EN ISO/IEC 17025 “Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y
calibracion”

o CGA-ENAC-LEC “Criterios Generales para la acreditacion de Laboratorios de Ensayo y Calibracion
seglin Norma UNE-EN ISO/IEC 17025”

« NT-86 “Laboratorios de ensayo y calibracion: identificacion de los métodos en los alcances de
acreditaciéon y acciones a tomar en caso de ser revisados”

« Reglamento (CE) n22073/2005, de la Comisién, de 15 de noviembre de 2005, relativo a los criterios
microbioldgicos aplicables a los productos alimenticios.

o UNE-EN ISO 7218 “Microbiologia de los alimentos para consumo humano y alimentacién animal.
Requisitos generales y guia para el examen microbioldgico”

« UNE-EN ISO 16140-1: “Microbiologia de la cadena alimentaria. Validacién de métodos. Parte 1:
Vocabulario”

» UNE-EN ISO 16140-2 “Microbiologia de la cadena alimentaria. Validacion de métodos. Parte 2:
Protocolo para la validacion de métodos alternativos (registrados) frente a los métodos de
referencia”

« UNE-EN ISO 16140-3 “Microbiologia de la cadena alimentaria. Validacion de métodos. Parte 3:
Protocolo para la verificacién en un uUnico laboratorio de métodos de referencia y de métodos

alternativos validados”

¢ UNE-EN ISO 16140-4 “Microbiologia de la cadena alimentaria. Validacion de métodos. Parte 4:
Protocolo para la validacidon de métodos internos de un laboratorio”

o ISO/TR 13843 “Water quality — Guidance on validation of microbiological methods”.
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o UNE-EN ISO 17994 “Calidad del agua. Requisitos para la comparacién de la tasa de recuperacion
relativa de microorganismos por dos métodos cuantitativos”

« UNE-EN ISO 8199 ”Calidad del agua. Requisitos y orientaciones generales para el recuento de
microorganismos mediante cultivo”

« ISO/TS 19036 “Microbiology of food and animal feeding stuffs — Guidelines for the estimation of
measurement uncertainty for quantitative determinations”.

« UNE-EN ISO 6887-1 “Microbiologia de los alimentos para consumo humano y alimentacién animal.
Preparacion de las muestras de andlisis, suspension inicial y diluciones decimales para examen
microbioldgico. Parte 1: Reglas generales para la preparacion de las muestras de analisis,
suspension inicial y diluciones decimales”.

« UNE-EN ISO 6887-2 “Microbiologia de los alimentos para consumo humano y alimentacién animal.
Preparacion de las muestras de andlisis, suspension inicial y diluciones decimales para examen
microbioldgico. Parte 2: Reglas especificas para la preparacion de carne y productos cdrnicos”.

« UNE-EN ISO 6887-3 “Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Preparacion
de las muestras de ensayo, suspension inicial y diluciones decimales para examen microbioldgico.
Parte 3: Reglas especificas para la preparacién de pescados y productos de la pesca”.

« UNE-EN ISO 6887-4 “Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Preparacion
de las muestras de ensayo, suspension inicial y diluciones decimales para examen microbioldgico.
Parte 4: Reglas especificas para la preparacion de productos distintos a leche y productos lacteos,
carne y productos cdrnicos y, pescados y productos de la pesca”.

e« UNE-EN ISO 6887-5 “Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Preparacion
de las muestras de ensayo, suspension inicial y diluciones decimales para examen microbioldgico.
Parte 5: Reglas especificas para la preparacion de leche y productos lacteos”.

« UNE-EN ISO 6887-6 “Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Preparacion
de las muestras de ensayo, suspension inicial y diluciones decimales para examen microbioldgico.
Parte 6: Reglas especificas para la preparacidn de muestras tomadas en la etapa de la produccién
primaria”.

o UNE-EN ISO 11133. “Microbiologia de los alimentos para consumo humano, alimentacién animal
y agua. Preparacién, produccidn, conservacion y ensayos de rendimiento de los medios de cultivo”

« IS0 29201. “Water Quality — The variability of test results and the uncertainty of measurement of
microbiological enumeration methods”

La edicion en vigor de este documento esta disponible en www.enac.es. Las organizaciones acreditadas deben asegurarse
de que disponen de la edicién actualizada.

Puede enviar a ENAC sus puntos de vista y comentarios en relacion con este documento, asi como sus propuestas de

cambio o de mejora para futuras ediciones, en la siguiente direccion (calidad@enac.es) indicando en el asunto el cédigo
del documento.
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Anexo |

CEPAS DE REFERENCIA

Numero de pases que se pueden realizar a una cepa procedente de CC/BRC (Coleccidn de
Cultivos Microbianos reconocida o Centro de Recursos Biolégicos Microbianos):

- La reconstitucion de la cepa y su primera siembra en medio de cultivo es sélo una
activacion y no debe considerarse un pase.

- La activacion es una etapa necesaria y critica y debe hacerse en los medios de cultivo
indicados por la Coleccidn. El laboratorio debe conservar registros de dicha etapa.

- Los pases que se hayan realizado en la Coleccidn de procedencia no deben ser tenidos en
cuenta por el laboratorio ni afectan al nimero de pases que puede realizar (los pases
realizados en la Coleccién forman parte de los “Antecedentes” de la cepa y quedan
registrados en la ficha de cada cepa que la Coleccidon debe mantener actualizada).

- El laboratorio debe demostrar que el nimero de pases que realiza a las cepas no afecta a
sus caracteristicas (en funcidn de su uso previsto). Debe tenerse en cuenta que a mayor
numero de pases mayor riesgo de contaminacidn y de que se produzcan mutaciones.

Verificacion de las cepas procedentes de CC/BRC en el laboratorio:

No es necesario que el laboratorio confirme la identidad de la cepa de referencia ya que ésta
viene aportada con el certificado.

Las verificaciones a realizar por el laboratorio dependeran, en cada caso, del uso previsto de la
cepa. Por tanto, el laboratorio debera confirmar en el laboratorio Unicamente las caracteristicas
(bioquimicas, morfoldgicas, etc.) que le afecten segun el uso de dicha cepa en su laboratorio.
Por otro lado, en cada pase debe evaluarse la viabilidad y la pureza.
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