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RESUMEN

En el presente trabajo se describe la validacién del método de filtracidn por membrana para la deteccion
de Vibrio cholerae en aguas marinas. Para tal fin se tuvo en cuenta el método de referencia descrito
en el Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. 23th edition. 9260H. Se utilizd
como medio de cultivo selectivo el agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS), el medio diferencial
ChromAgar Vibrio y como medio de enriquecimiento el Agua Peptona Alcalina al 1 % (APA). Como
pruebas confirmatorias (cuerda, oxidasa y API20E). Los parametros de validacion determinados fueron
limite de deteccion, sensibilidad, selectividad/especificidad, tasa de negativos y positivos, precision,
exactitud e incertidumbre, los cuales son recomendados para los métodos de tipo cualitativo. Los
resultados demostraron un criterio de aceptacién del 95 % y éptimo, este Ultimo de acuerdo con los
parametros de rendimiento. Adicionalmente, el método resulta ser sensible, reproducible y especifico
para el microorganismo de interés y apto para su aplicacidon en laboratorio en la matriz agua de mar
evaluada.

PaLaBrAs cLAVE: validacion, Vibrio, método cualitativo, calidad.

ABSTRACT

This work describes the validation of the membrane filtration method for the detection of Vibrio cholerae
in marine waters. The reference method of the Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (23rd edition) section 9260H was taken into account. The selective culture medium was
Thiosulfate Citrate Bile Sucrose (TCBS) agar, the differential medium was CHROMagar Vibrio, and 1%
Alkaline Peptone Water (APW) was used as the enrichment medium. To confirm the results, string,
oxidase and API20E tests were performed. The parameters determined were detection limit, sensitivity,
selectivity/specificity, negative and positive rate, precision, accuracy and uncertainty, which are
recommended for qualitative methods. The parameters evaluated had an acceptance criterion of 95 %.
For the performance parameters, the results obtained met the optimal acceptance criterion. The method
is sensitive and specified for the mycobacterium of interest.
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INTRODUCCION

La identificacion de los tipos de
microorganismos existentes en un medio resulta
ser de gran importancia en diferentes areas.
Por ejemplo, en muestras ambientales permite
establecer la calidad del agua de una fuente
superficial empleada para actividades recreativas
o domésticas, como también permite conocer
la dindmica de un ecosistema al identificar la
microbiota existente. En el area de salud publica
la deteccion de bacterias patdgenas es esencial
para prevenir brotes locales o regionales.

Con el fin de contar con procedimientos
confiables y veraces que permitan el adecuado
aislamiento e identificacion de las diferentes
bacterias, en el laboratorio se ha implementado
la verificacion y/o validacién de métodos
analiticos microbioldgicos, la cual se define
conforme la norma ISO 8402:1995 como “la
confirmacién mediante examen vy provisién
de evidencia objetiva de que se cumplen los
requisitos particulares para un uso especifico
determinado” (ISO, 1994). También, la norma
ISO/IEC 17025:2017 concreta la validacion como
“aportacion de evidencia objetiva de que un
item dado satisface los requisitos especificados.
Cuando los requisitos especificados son
adecuados para un uso previsto” (ISO, 2017).

En cuanto a los métodos de analisis, pueden
ser normalizados, no normalizados y alternativos.
Cuando se habla de métodos normalizados se
refiere a aquellos que han sido desarrollados
por organismos o instituciones establecidas y
reconocidas. Los métodos no normalizados son
desarrollados por el propio laboratorio u otras
partes, o adaptados de métodos normalizados y
validados, pero con modificaciones (Dimar, 2020;
Eurachem, 2005). Por su parte, los métodos
alternativos son aquellos que han sido validados
en comparacion con un método de referencia
normalizado y se reconocen como equivalentes.
Un ejemplo de estos son los elaborados por los
fabricantes de equipos.

Sin importar el tipo de método de analisis
microbiolégico que se desee implementar, se
puede realizar una verificacion o validacion
teniendo en cuenta los parametros requeridos,
siendo su determinacion la evidencia del correcto
desempeiio del método. Dentro de los que se
mencionan el limite de cuantificacidon y deteccion,
exactitud, precision, especificidad, tasa de
negativos y positivos, robustez entre otros. Es
importante tener claro, cudles aplican al alcance
que se requiera conseguir. De manera general, las
etapas que se deben tener en cuenta para realizar
una verificacion y/o validacion se resumen en la
Figura 1.
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Figura 1. Etapas en el desarrollo de una validacion y/o verificacion.

En el laboratorio del Centro de Investigaciones
Oceanograficas e Hidrograficas (CIOH) de la
Dimar se han desarrollado procesos de validacién
y/o verificacion de diferentes métodos para la
deteccion de microorganismos en muestras de
agua marina. En este trabajo se evidencia el
proceso de validacidn realizado para la deteccién
de Vibrio cholerae, empleando el método de
Filtracibn por Membrana, que consiste en

concentrar las bacterias contenidas en un volumen
de muestra en una membrana o filtro de celulosa
estéril (también puede ser de material polimero
similar), con un tamafio de poro de 0.45 um,
en el cual después de un periodo de incubacion
en un medio de cultivo especifico, segun el tipo
de microorganismo de interés, es posible ver
la formacion de colonias. Dichas colonias se
contabilizan para calcular la densidad bacteriana
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presente en la muestra analizada (Mulvany, 1969;
Forster, 2015). Dicho método es relevante debido
al ahorro de tiempo que representa con respecto
al procesamiento, altamente reproducible y la
posibilidad de llevarse a cabo de manera in situ.
Siendo este ultimo de gran impacto para los fines
de investigaciones que son soportadas mediante
expediciones cientificas o campafias de tipo
oceanografico (Mulvany, 1969; Forster, 2015).

Vibrio cholerae se define como un bacilo
movil Gram negativo, perteneciente al género
Vibrio de la familia Vibrionaceae. Es nativo de
ecosistemas acuaticos y se ha logrado identificar
en aguas marinas, estuarinas y fluviales. Esta
bacteria se encuentra distribuida a nivel mundial
y es patégeno para el ser humano, produce
enfermedades diarréicas graves conocidas como
vibriosis o la enfermedad del cdlera, al estar
presentes los serogrupos O1 y 0139 (Boucher,
Orata y Alam 2015; Onohuean, Agwu y Nwodo,
2022; Osunla y Okoh, 2017). La deteccién de
esta bacteria tiene gran importancia para el
sector econdémico, ambiental y de salud publica,
ya que su presencia puede provocar brotes locales
esporadicos (Escobar et al. 2015). Actualmente,
su identificacion en los laboratorios a nivel
nacional para muestras ambientales es limitada,
los datos recolectados en su mayoria pertenecen
a muestras clinicas (INS, 2020).

Para su determinacién se tuvo como
referencia el método normalizado descrito por
APHA, AWWA, WEF (2017): Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater.
23th edition. numeral 9260H. Los parametros
de validacion determinados fueron limite de
deteccioén, sensibilidad, selectividad/especificidad,
tasa de negativos y positivos, precision, exactitud
e incertidumbre, aplicables a métodos de tipo
cualitativo.

MEeTobDoLOGIA

La validacion realizada para Vibrio cholerae
se llevd a cabo empleando la metodologia
consignada en los procedimientos establecidos
por el laboratorio del CIOH, donde se indican
las etapas para la determinacidén y deteccién de
Vibrio cholerae basadas en el Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater
9260H (SM9260H).

Viabilidad y pureza de la cepa de trabajo

La cepa de trabajo fue adquirida por donacion
del INS, la cual fue sometida a las respectivas
pruebas de viabilidad y pureza en el laboratorio
del CIOH, con el fin de confirmar las caracteristicas
tipicas de su especie y que fuera viable para
ser empleada en el proceso de validacion. Las
pruebas realizadas consistieron en crecimiento
en medio de cultivo agar selectivo Tiosulfato
Citrato Bilis Sacarosa (TCBS), acompafada de
pruebas de cuerda y Oxidasa. Crecimiento en
medio de cultivo ChromoAgar, cuyas colonias
fueron redondas de color turqués o azul claro y
finalmente se realizaron pruebas bioquimicas de
identificacion estandarizadas y miniaturizadas
utilizando API 20E.

Por otra parte, se realizd una curva de
crecimiento a la cepa de trabajo con el objetivo
de conocer su comportamiento en condiciones de
laboratorio, la metodologia llevada a cabo para
el fin determinado fue la medicién de la masa
microbiana por método Optico (turbidimétrico).
Para ello se preparé una suspension bacteriana
de la cepa de Vibrio cholerae y se realizaron
mediciones a una longitud de onda de 600 nm
cada 30 minutos durante 24 horas.

Validacién del método

Se evaluaron los parametros limite de
deteccion, sensibilidad, selectividad/especificidad,
tasa de negativos y positivos, precision, exactitud
e incertidumbre, aplicables a métodos de tipo
cualitativo. Para ello, se prepard una suspension
bacteriana, utilizando diluciones seriadas,
partiendo de una concentracidon conocida de
células, teniendo en cuenta el estandar de turbidez
de McFarland tubo # 1. Las suspensiones se
realizaron en agua de mar natural, previamente
esterilizada, para el caso de los parametros
limite de deteccién y el desarrollo de la curva de
crecimiento. Las suspensiones requeridas para los
demas parametros se prepararon en agua de mar
natural con el fin de aprovechar las condiciones y
microbiota acompafiante.

Limite de deteccién

Se utilizd una dilucién de 10 producto de la
suspensién anteriormente mencionada. Para ello
se realizaron 11 réplicas de dicha dilucién, las
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cuales fueron filtradas utilizando filtros estériles
de nitrocelulosa con tamafio de poro 0.45 pm, con
47 mm de didmetro y, posteriormente, sembrados
en agar TCBS e incubados a temperatura de
36.0 °C durante 18 a 24 horas.

Determinacién parametros de rendimiento
del método

Son considerados los parametros de precision
(concordancia), sensibilidad, especificidad/
selectividad, exactitud relativa, tasa de falsos
positivos y negativos (SEIMC, 2013). Para su
analisis se prepararon suspensiones en la dilucion
107 (para la cepa de trabajo corresponde a una
concentracion de 16 UFC/100mL). Seguido a ello,
se realizdé la filtracién por membrana en filtros
de nitrato de celulosa, con tamafio de poro de
0.45 um de 7 muestras, las cuales posteriormente
fueron sembradas en agar selectivo TCBS para
determinar las cepas presuntivas positivas de
Vibrio cholerae. Asimismo, se procesaron 7
muestras que se sembraron en agar m-FC para
el aislamiento de E. coli como control negativo,
siendo el recuento negativo. Posteriormente, se

incubaron las cajas de petri por un periodo de 18 a
24 horas a 36.0 °C para el caso de Vibrio cholerae
y a 44.5 °C para E. coli. Una vez cumplido el
tiempo de incubacion se realizd el recuento y se
diligencié la matriz 2x2 (Tabla 1).

Tabla 1. Matriz de 2x2 o tabla de contingencia para
los datos de tasa de falsos positivos y negativos.

Conteo presuntivo

Conteo confirmado Positivo (+) Negativo (-)
Presuntivo (+) a b
Presuntivo (-) [¢ d

En donde,

a: verdaderos positivos
b: falsos negativos

c: falsos positivos

d: verdaderos negativos

Una vez se obtuvieron los datos, se utilizaron
las ecuaciones descritas en la Tabla 2 para la
determinacion de los parametros de la validacion.

Tabla 2. Relacién de pardmetros de validacidon a determinar y sus ecuaciones.

Parametro de precision (concordancia)

k= Po — Pe
1-p,
Donde,
Po= (a+d)/n
Pe= [((c*(a+c))+((a+b)*(b+d))]/n?

Parametro de especificidad/selectividad

* 100

d
pi o —
Especificidad % T d

Parametro tasa de falsos positivos

* 100

Tasa de falsos positivos % =
f P 0 (1qr

20

Parametro de sensibilidad

a
R 0 —
Sensibilidad % Y * 100

Parametro de exactitud relativa

d
Exactitud relativa % = * 100

Parametro tasa de falsos negativos

b

b+d:100

Tasa de falsos negativos % =
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Robustez

El ensayo se llevd a cabo teniendo en
cuenta el tiempo de incubacidon de la etapa de
enriquecimiento (6-8 horas) de Vibrio cholerae a
una temperatura de 36.0 °C. El ensayo consistio
en evaluar dos tiempos de enriquecimiento
de 6 y 18 horas, con la finalidad de verificar si
existia alguna diferencia en la concentracién
del microorganismo objeto de estudio con esta
variacion. Para determinar si existian diferencias
significativas entre los tiempos evaluados, se
realizé una prueba de ANOVA que corresponde a
comparar la varianza de las medias entre cada
uno de los grupos de datos a evaluar, siendo
significante cuando el valor p es mayor a 0.050.
Este analisis se realizd utilizando el programa
estadistico MiniTAB 19.20.

Incertidumbre

Para determinar la incertidumbre expandida
(Eurachem, 2015), definida como un valor que
representa la dispersidon de los datos, se calcula
teniendo en cuenta inicialmente el valor de la
incertidumbre estandar y estandar combinada, la
cual involucra las incertidumbres de los equipos,
materiales, reactivos y operario que participan en
la validacién. Para el caso de equipos, materiales
y reactivos, se toma la incertidumbre de los
certificados de calibraciéon y de andlisis, segun
corresponda. La incertidumbre del operario
se puede tener en cuenta con el coeficiente
de variacion que se deriva de los ensayos de
repetibilidad. Una vez se cuenta con estos datos,
se calcula la incertidumbre expandida con la
siguiente ecuacion:

xU=u )k

En donde,

(Ecu. 1)

Ue (v): incertidumbre estandar combinada.

k: Factor de cobertura = 2 (nivel de confianza
del 95 %).

Meétodo de filtracién por membrana en la
deteccion de Vibrio cholerae

Una vez determinados los parametros de
la validacién, se procedié a la aplicacion del
método descrito en el Standard Methods for

the Examination of Water and Wastewater. 23th
edition. 9260H y adoptado por el laboratorio
del CIOH de la Dimar. Para ello se tomaron 7
muestras de agua marina. De cada una de estas
se tomaron 100 mL para el proceso de filtracion,
se utilizé un filtro de membrana 0.45 ym vy se
continué con el proceso de enriquecimiento en
Agua Peptona Alcalina (APA) al 1 %. Finalmente,
fue incubada por un periodo de 18 a 24 horas a una
temperatura de 36.0 °C. Trascurrido el tiempo de
incubacion del APA, se realizé siembra empleando
Agar TCBS, el cual se llevd a incubacion por 18
a 24 horas a 36.0 °C. Posteriormente, para las
pruebas complementarias, se utiliz6 agar BHI
y ChromoAgar. pruebas de cuerda, Oxidasa y
API20E.

RESULTADOS Y DISCUSION

Viabilidad y pureza de la cepa de trabajo

Las pruebas de viabilidad y pureza realizadas
a la cepa de trabajo Vibrio cholerae MR-VcO1
fueron satisfactorias, tal como se muestran en
la Tabla 3. Se obtuvieron colonias caracteristicas
de la especie en los 2 Agares empleados TCBS
y ChromoAgar. El agar TCBS es reconocido por
ser un agar selectivo, eficiente para las especies
de Vibrio debido a su composicién, en la cual
el porcentaje de NaCl permite su crecimiento
al ser consideradas bacteria halofila. Teniendo
en cuenta que este Agar es utilizado para el
aislamiento y seleccion de las bacterias, de
acuerdo con sus caracteristicas morfoldgicas es
recomendable complementar con otras pruebas
como las realizadas en este estudio, pruebas
bioquimicas sacarosa (en agar TCBS), cuerda,
Oxidasa y API20, las cuales arrojaron resultados
positivos para la especie en estudio (Tabla 3). En
cuanto al uso del ChromoAgar, al ser un medio de
cromogénico, permitid seleccionar colonias de la
especie en estudio de forma mas selectiva.

En cuanto a la curva de crecimiento, mostrd
que la fase estacionaria de la cepa de Vibrio
cholerae  MR-VcO1, inicia aproximadamente
desde las 15 horas de incubacién (Fig. 2). De
este modo se escoge para todos los ensayos
de la validacion trabajar el inéculo desde las 18
horas de incubacion, siendo coherente con lo
encontrado en otras investigaciones realizadas
(Martinez, Megli y Taylor, 2010).
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Tabla 3. Resultados pruebas de viabilidad y pureza cepa de trabajo Vibrio cholerae.

Agar TCBS (tiosulfato
citrato bilis sacarosa)
Sacarosa (+/-)

Colonias redondas, bordes trasllcidos, centros
opacos con tamafios aproximados de 2 mm
Sacarosa (+)

Oxidasa (+/-)

Cuerda (+/-)

Positiva

Positiva

Colonias de color verde azulado y/o azul tur-

ChromoAgar ,
ques
€ 9 O & mwebbomessucion/ingl
L)
R ——. A P\ WER™
[ i v EEEE I ey
apreECs o
CLMENTARKD S
API 20E*

*El valor numérico obtenido de la lectura de las pruebas API20E trascurrido el tiempo de incubacion (24 horas a
36.0 °C), al ser ingresado a la aplicaciéon de BIOMEREUX, arrojé que la cepa corresponde a 99.9 % a la especie de

Vibrio cholerae.
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Figura 2. Curva de crecimiento de la cepa de donacién Vibrio cholerae MR-VcO1. Comportamiento para un periodo
de 24 horas de lectura por intervalos de 30 minutos.

Limite de deteccion

El ensayo realizado proporciond una
probabilidad del 90 % de réplicas positivas
(Tabla 4), es decir, con presencia de la cepa de
Vibrio cholerae. Al lograr obtener un limite de
deteccion bajo, como se evidencia en la Figura

3 con el crecimiento de una colonia, aumenta
la probabilidad de encontrar concentraciones
mas bajas en las muestras analizadas, siendo
importante en la deteccion de microorganismos
potencialmente patdgenos.

Tabla 4. Limite de deteccion determinado por dos analistas.

Limite de cuantificacion

#*

Dilucién base 10

O 00 N O U1l A W N -
U
(0]

=

= O
1 1

© @

# datos Presencia
# datos Ausencia
Promedio dato esperado (presencia)
Promedio dato no esperado
%

1 UFC* 1 UFC
Analistal Analista2
Presencia Ausencia
Presencia Presencia
Ausencia Presencia
Presencia Presencia
Presencia Presencia
Presencia Presencia
Presencia Ausencia
Presencia Presencia
Presencia Presencia
Presencia Presencia
Presencia Presencia

10 9
1 2
9.5
1.5
95 %

Debe ser >90 %

* Unidades formadoras de colonia (UFC).
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Figura 3. Limite de deteccién determinado por dos
analistas.

Parametros de rendimiento del método

Los resultados se observan en la Tabla 5. Este
se determind mediante el indice de concordancia
de Kappa y el resultado obtenido fue de 0.82,
cuya interpretacion indica que existe una muy
buena concordancia entre los ensayos realizados
para su determinacion y el método empleado.
El valor para tener un resultado satisfactorio
debe ser mayor al 90 %. Se obtuvieron valores
del 90 % para la sensibilidad y del 94 % para la

especificidad.

Tabla 5. Recuento de cepas positivas y negativas en
matriz 2x2.

Conteo presuntivo

cof\‘f)i:::do Positivo (+) Negativo (-)
Presuntivo (+) 18
Presuntivo (-) 2 31
Parametro Resultado
Precision (concordancia) 0.82
Sensibilidad 90 %
Especificidad/selectividad 94 %
Exactitud relativa 92 %
Tasa de falsos positivos 10 %
Tasa de falsos negativos 6.0 %

En cuanto a la exactitud relativa, al igual que
los parametros de sensibilidad y especificidad, se

24

espera que tenga un valor mayor a 90 %. Para
el experimento desarrollado en esta validacion
se logré obtener un valor de 92 %, siendo un
resultado aceptable y satisfactorio. Lo que
indica que los medios de cultivo empleados son
adecuados para el aislamiento de las bacterias
objeto de estudio, ya que permiten su crecimiento,
supliendo las necesidades nutricionales basicas de
los microorganismos siendo especifico y limitando
el crecimiento a otras bacterias.

Por su parte, la tasa de falsos positivos y
negativos, por el contrario de los anteriores
parametros, se espera que tenga un porcentaje
bajo (< 10 %), ya que se relaciona con la capacidad
tanto del método como del analista en identificar
colonias tipicas o no. Los resultados obtenidos
corresponden a 10 % y 6 %, respectivamente, lo
que indica que existe baja posibilidad en obtener
falsos positivos con el método empleado. Teniendo
en cuenta las caracteristicas de especificidad
y/o selectividad del método en cuanto al medio
de cultivo seleccionado empleado, limita el
crecimiento y desarrollo de otros organismos, los
cuales, aunque se desarrollen con las pruebas
bioquimicas complementarias, resultan ser
descartados antes de ser incluidos en el calculo
final de la concentracidn bacteriana total.

Robustez

Los métodos microbioldgicos no son robustos
debido a su naturaleza, teniendo en cuenta que
la mayoria de las impurezas o interferentes
son organismos vivos. Aun asi, para el caso del
método validado, se pudo identificar la robustez
realizando ensayos y empleando variables como
la temperatura, tiempo de incubacion, entre otros.

En la Tabla 6 se relacionan los recuentos
obtenidos para el ensayo. El analisis estadistico
ANOVA realizado mostro que no existen diferencias
significativas entre las concentraciones, al variar
el tiempo de enriquecimiento significativamente
con un valor de p=0.086, lo que indica que las
variaciones en tiempos de enriquecimiento no
modifican los resultados esperados. Claro esta
que este tiempo de enriquecimiento, si se extiende
mas de 18 horas, debe ser evaluado para ampliar
la hipotesis, ya que esta etapa busca recuperar
las células ya existentes en la muestra, mas no
aumentar la masa microbiana, lo cual puede
suceder con tiempos largos de enriquecimeinto.
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Tabla 6. Datos conteos para estimacion de la robustez del método.

Tiempo
enriquecimiento
(horas)

Conteo
UFC

Dia Réplicas
432
387
297
287
311
342
415
368
355
347
311
367
348
342
335
318
390
355
287
223
245
298
197
258
227
295
170
295

Dia 1

Dia 2

Dia 1

18

Dia 2

N o o1 A W N P N O U D WNFRINOO OGP WONFRNOO OGP WDNRP

Incertidumbre

Para el caso de métodos de analisis cualitativos,
como fue el caso de la validacidon realizada,
la incertidumbre se considera despreciable;
por tanto, no se tiene en cuenta. Aun asi, para
obtener el resultado de este parametro se
realizé la identificacion de las incertidumbres de
diferentes fuentes que se ven involucradas en
el ensayo, lo cual permite identificar cuales son
los instrumentos y/o equipos que aportan mayor
variacién al resultado. El valor obtenido para la

UFC
Promedio
final

Log

UFC Desviacion

Promedio

2.635
2.588
2.473
2.458
2.493
2.534
2.618
2.566
2.550
2.540
2.493
2.565
2.542
2.534
2.525
2.502
2.591
2.550
2.458
2.348
2.389
2.474
2.294
2.412
2.356
2.470
2.230
2.470

2.543 0.054 349

2.431 0.105 270

incertidumbre combinada fue de 1.741 y para la
incertidumbre expandida fue de 3.483.

CONCLUSIONES

El proceso de validacion es una forma
experimental sistematica que proporciona una
idea clara de las capacidades y limitaciones de
un método analitico, asi como también la técnica
de muestra que deben contemplarse en un
laboratorio de ensayos y calibracion.
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Conocer que la cepa de trabajo se encuentra
en condiciones aptas resulta ser un paso
imprescindible antes de realizar los ensayos
de validacidon, ya que si esta ha perdido sus
caracteristicas genotipicas puede limitar el
proceso de validacion. Por su parte, el limite
de deteccion llevado a cabo en la validacion del
método de deteccion para Vibrio cholerae tuvo
una probabilidad para los valores del 95 %,
encontrandose dentro del criterio de aceptacion
correspondiente al 90 %. Para los parametros
de rendimiento, los resultados obtenidos se
encuentran dentro del criterio de aceptacion
optimo. El método resulta ser sensible y especifico
para el microorganismo de interés.

Se evidencié la selectividad del medio de cultivo
TCBS para la identificacion de cepas presuntivas
de Vibrio cholerae caracteristicas, en el cual el
control negativo (E. coli) no mostrd crecimiento
en ninguna de las diluciones realizadas, pero si en
su agar selectivo-FC. Con los resultados obtenidos
para cada uno de los parametros determinados,
se puede considerar que la metodologia evaluada
es adecuada para la deteccidon de Vibrio cholerae
en aguas marinas.
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