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INTRODUCCIÓN

El laboratorio de microbiología veterinaria debe garantizar 
que los resultados entregados a los usuarios sean válidos y 
confiables (Herrera et al. 2005) y, para ello, debe realizar un 
control de calidad, que evalúa y documenta el desempeño 
de cada uno de los aspectos de sus procesos . Inicia con la 
calidad de la muestra que recibe, la eficiencia de los reacti-
vos, los medios de cultivo, el funcionamiento de los diversos 
instrumentos y equipos, el analista y la verificación o valida-
ción de los resultados obtenidos . La validación de un método 
analítico busca determinar, a través de un fundamento esta-
dístico, que sea adecuado, para los fines previstos; se  debe 
realizar de forma ordenada, confiable y trazable, teniendo en 
cuenta los requerimientos del método y su aplicabilidad, los 
analitos, las concentraciones y la matriz que se desea utilizar 
(Pullés et al. 2006; Duffau et al . 2010) . 

Se conocen dos modalidades o tipos de validación, de 
acuerdo al método que se emplee: validación primaria, que 
se define como el proceso exploratorio, que tiene como fin 
establecer las características de desempeño de un método 
nuevo o un método clasificado, de forma inadecuada; co-
rresponde a la validación inicial, que deben llevar a cabo los 
laboratorios o las casas comerciales, que diseñen un método 
diagnóstico (Camaró et al. 2015; Ruisanchez et al . 2003) y 
la validación secundaria, se basa en reunir evidencias, que 
afirmen que el laboratorio está capacitado para cumplir las 

especificaciones establecidas en la validación primaria; se 
realiza siempre, cuando se introduce un equipo diagnóstico, 
método o prueba en un laboratorio, que ha sido validado, 
primariamente por organizaciones internacionales o por la-
boratorios de referencia (Camaró et al. 2015) .

En el caso del laboratorio microbiológico, los procesos ana-
líticos obligan a tener en cuenta una serie de características 
propias, que influencian, tanto la forma de validación como 
el resultado obtenido, por lo tanto, la validación de los méto-
dos microbiológicos debe reflejar las condiciones reales del 
ensayo y se hace utilizando matrices inoculadas, con un nivel 
conocido de contaminantes, con el fin de imitar la activi-
dad natural del microorganismo en las muestras (Pérez et al . 
2003; Mead et al. 2010) . Los tipos de métodos microbioló-
gicos, se pueden clasificar en cualitativos y cuantitativos . Los 
métodos cualitativos son aquellos en los que se pretende 
detectar la existencia o ausencia de un microorganismo de-
terminado en una muestra . El método cuantitativo es en el 
que se desea indicar el número de unidades formadoras de 
colonias en una cantidad de muestra, realizando recuentos 
y cuantificaciones y su objetivo es detectar el valor numé-
rico de un agente infeccioso en una muestra (Linossier et 
al . 2003) . En los métodos cualitativos, los objetivos de la 
validación son asegurar que se detecten las muestras posi-
tivas hasta un nivel de positividad bajo y que no se presen-
ten falsos positivos, los que podrían dar lugar a un resultado 
erróneo (Camaró et al. 2015) .
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Los parámetros de un método cualitativo son las caracte-
rísticas del mismo, que lo hacen apto para un uso previsto: 
a) límite de detección o mínima cantidad de microorganis-
mo que puede ser determinada por el método: es la manera 
de asegurar que este es capaz de detectar e identificar la 
presencia de microorganismos diana, en muestras con poca 
carga microbiana y b) relativos a una correcta detección del 
método: sensibilidad, especificidad, falsos positivos, falsos 
negativos (Suarez et al. 2009; Sánchez et al. 2010) .

El objetivo de este estudio fue realizar la validación secunda-
ria del método cualitativo utilizado para la detección de Sta-
phylococcus aureus y Streptococcus agalactiae, en mues-
tras de leche bovina, sospechosas de mastitis . 

MATERIALES Y MÉTODOS

Evaluación cepas: Se evaluaron un total de seis cepas a 
saber: Cepa Patrón: Cepa de S. aureus ATCC 29213, Cepa 
de S. agalactiae ATCC 12383; Cepa Diana: Cepas del mi-
croorganismo S. aureus y de S. agalactiae aislado en el la-
boratorio; Cepa no diana: Cepas diferentes a S. aureus y S. 
agalactiae aislados en el laboratorio .

Selección de la matriz: Se usó leche ultra alta temperatura 
(UAT), por sus características de inocuidad y de calidad, que 
permiten asegurar que el microorganismo inoculado será el 
único recuperado en los ensayos de validación .

Preparación del inóculo: Los cultivos utilizados, se encon-
traron en fase estacionaria, los que se obtienen sembrando 
la cepa deseada (diana) y no deseada (no diana) por ago-
tamiento (facilita la separación y el aislamiento de las colo-
nias), en agar sangre, durante 24 a 48 horas, a 37ºC±2, en 
ambiente anaerobio facultativo, con 5%CO2 . Una vez obte-
nido el cultivo de ambas cepas, se hicieron 10 réplicas de 
10 diluciones, desde 10-1 hasta 10-10 en agua peptonada, al 
0,1% . Se sembró 1mL de cada dilución en agar sangre y se 
incubó durante 24 horas, a 37ºC±2, 5% de CO2 . Finalizado 
este tiempo, se contó el número de unidades formadoras de 
colonia (UFC) en cada dilución y se tomó la que contenía 5 
a 10 UFC, con las que se inoculó la matriz .

Parámetros a medir: Límite de detección: La matriz (leche 
UAT), se inoculó con las cepas  patrón y se hicieron dilucio-
nes desde 10-1 hasta 10-10, partiendo de la concentración Mc-
Farland (9ml de leche UHT + 1mL del inóculo, se repite con 
cada dilución) . Se sembró cada dilución en agar sangre y se 
incubó a 37ºC±2, en ambiente de 5% CO2, durante 24 horas 
y se interpretaron los datos; en cada dilución sembrada, se 
anotó el número de UFC y se determinó cuál es la dilución 
mínima, en la que hubo crecimiento . El límite de detección 
fue la concentración inmediatamente anterior, a la que no se 
obtuvo ningún crecimiento, según la norma ISO 19036:2006 

para alimentos de consumo animal . Pruebas Tamiz: Para 
esta, se sembró 3 veces cada cepa en agar sangre, para un 
total de 18 siembras (Cepa ATCC, cepa diana y cepa no dia-
na), se incubó 24h, se registró si hubo o no crecimiento; a 
cada una de las cepas en las que se obtuvo crecimiento, se 
realizó: coloración de Gram, según instructivo “Coloración 
de Gram”, pruebas de identificación para Staphylococcus y 
pruebas de identificación para Streptococcus” .

Método de referencia: El BD BBL Crystal ™Identificación 
Systems Gram-Positive ID kit, límite establecido con el Fac-
tor McFarland 0,5 . 

Tabla de contingencia: Se usó tabla de contingencia de 
2x2, para la realización de los análisis .

Cálculo de la sensibilidad: A partir de la prueba tamiz, se 
calculó la capacidad del método, para mostrar verdaderos 
positivos, cuando la muestra contenía el analito: % Sensi-
bilidad = (VP / VP + FN) * 100 . Criterio de aceptación: el 
resultado fue válido, cuando el porcentaje de sensibilidad fue 
mayor al 95% .

Cálculo de la Especificidad: A partir de la prueba tamiz, 
se calculó la capacidad del método de mostrar verdaderos 
negativos, cuando las muestras no tenía el analito: % Espe-
cificidad = (VN / VN + FP) * 100 . Criterio de aceptación: el 
resultado fue válido, cuando el porcentaje de especificidad 
es mayor al 95% .

Determinación del valor predictivo positivos (VPP): Se 
calculó probabilidad de que una muestra con valor verda-
deramente positivo (VPP) (método de referencia) dé un va-
lor positivo, por el método a validar: VPP= VP/(VP+FP) . El 
criterio de aceptación: si FP< 0,95 el método analítico no 
tiene buen valor predictivo positivo. Si FP ≥ 0,95, el método 
analítico tiene buen VPP . 

Determinación del valor predictivo negativos (VPN):  Se 
analizó la probabilidad de que una muestra con valor ver-
daderamente negativo (método de referencia) de un valor 
negativo, por el método a validar: VPN = VN/ (VN+FN) . El 
criterio de aceptación: si FN < 0 .95 el método analítico no 
tiene buen VPN. Si FN ≥ 0.95, el método analítico tiene 
buen VPN . 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Como resultado de los parámetros medidos del método cua-
litativo en S. agalactiae y en S. aureus, se encontró que el 
límite de detección para S. agalactiae es de 10-7 UFC y para 
S. aureus, de 10-9 UFC (Imagen 1) . A partir de los resultados 
obtenidos, se evidencia que el límite de detección para S. 
aureus es mayor que para S. agalactiae, concordando con 
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Imagen 1 . a) Pruebas realizadas para la identificación de Staphylococcus aureus (coagulasa positivo) y b) Pruebas realizadas 
para la identificación de Streptococcus agalactiae (CAMP: Positivo) .

Tabla 1: Tabla de contingencia y de resultados para Streptococcus agalactiae y para Staphylococcus aureus .

a) Resultados del ensayo
Recuento confirmado

Total
+ -

Recuento  
Presuntivo

+ 6 (S. agalactiae) 0 6

- 0 12 12

Total 6 12  

b)  Resultados del ensayo Recuento confirmado
Total

+ -
Recuento  
Presuntivo

+ 6 (S. aureus) 0 6

- 0 12 12

Total 6 12  

c)

% Sensibilidad=
(VP/VP+FN)*100

(6/6) *100 = 100%

% Especificidad=
(VN/VN+FP) *100

(12/12) *100 = 100%

VPP=VP/(VP+FP) 6/(6+0) = 1

VPN=VN/(VN+FN) 12/(12+0) = 1

a) Resultados obtenidos para Streptococcus agalactiae. b) Resultados obtenidos para Staphylococcus aureus. c) Resulta-
dos para ambos microorganismos . Todas las cepas se probaron en el método de referencia BBL Crystal para Gram positi-
vos .
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los resultados obtenidos por Riekerink et al. (2006), quienes 
aislaron S. aureus, en un 74%, mientas que S. agalactiae, 
en un 1,6%, lo que sugiere que S. aureus posee propiedades 
microbiológicas, que favorecen su tasa de crecimiento, de 
ahí que la recuperación de S. aureus sea mayor que la de 
S. agalactiae (Riekerink et al. 2006; Elhaig & Selim, 2015) . 

La sensibilidad y la especificidad determinada por medio de 
la tabla de contingencia, demostró que el método evaluado 
logró determinar el género y la especie de las 6 cepas, tanto 
de S. aureus (cepa ATTCC y cepas diana) como de S. aga-
lactiae (cepa ATTCC y cepas diana), con una sensibilidad 
y especificidad del 95%, indicando que el método utilizado 
detecta las cepas verdaderamente positivas y excluye las ver-
daderamente negativas (Imagen 1) (Tabla 1) . La evaluación 
de estos parámetros garantiza que la identificación del mi-
croorganismo es confiable y veraz, similar a lo encontrado 
por Buelow et al. (1996), quienes demuestran que el cultivo 
de leche puede ser altamente sensible, con un rango 91-
100% (Tabla 1) . Igualmente, los resultados de sensibilidad 
y de especificidad encontrados en este estudio con relación 
S. agalactiae son similares a los reportados por Keefe et al. 
(1997) y Sawant et al. (2002), quienes obtuvieron altos por-
centajes (91%) de sensibilidad y de especificidad, aun cuan-
do se utilizan métodos de identificación diferentes al evalua-
do en este trabajo .

Al realizar la comparación de los resultados con el método 
elegido de referencia BD BBL Crystal ™Identification Sys-
tems Gram-Positive ID kit, las cepas coinciden en la iden-
tificación obtenida por los dos métodos (Altman & Bland, 
1994; Camaró et al. 2015) (Tabla 1) . El método referencia 
BD BBL Crystal tuvo un desempeño acorde con las espe-
cificaciones dadas en la guía de procedimiento del mismo, 
garantizando, con ello, la confiabilidad en los resultados, del 
99% (OIE, 2009) . A través de los valores predictivos, se ob-
tiene un presuntivo de resultado para cada prueba; estudios 
teóricos han sugerido que la suma de la sensibilidad y de la 
especificidad debe tener un valor de, al menos, 100% de pre-
cisión, para dar la seguridad de ser un buen predictor (Linos-
sier et al. 2003); en este caso, la suma de estos dos valores 
fue de 90%, indicando un alto valor predictivo . Este método 
y los parámetros analizados garantizan, en gran medida, la 
detección correcta del microorganismo, en el laboratorio de 
microbiología veterinaria (Altman & Bland, 1994; Sánchez 
et al. 2010) .

En función de los resultados obtenidos, se puede concluir 
que, el método propuesto de aislamiento e identificación de 
Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae, a partir 
de muestras de leche, es capaz de recuperar concentracio-
nes bajas de los microorganismos y, dado que  presenta va-
lores de sensibilidad y de especificidad del 90%, hacen que 
este método resulte confiable y, a la vez, que garantiza una 

correcta identificación de S. aureus y de S. agalactiae, pató-
genos importantes en la mastitis bovina .
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