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PRÓLOGO 
 
 
 
El Instituto Colombiano de Normas Técnicas y Certificación, ICONTEC, es el organismo 
nacional de normalización, según el Decreto 2269 de 1993. 
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para brindar soporte y desarrollo al productor y protección al consumidor. Colabora con el 
sector gubernamental y apoya al sector privado del país, para lograr ventajas competitivas en 
los mercados interno y externo. 
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está garantizada por los Comités Técnicos y el período de Consulta Pública, este último 
caracterizado por la participación del público en general. 
 
La GTC 84 fue ratificada por el Consejo Directivo del 2003-02-26. 
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CALIDAD DEL AGUA. 
GUÍA PARA LA ORIENTACIÓN ACERCA DE LA 
VALIDACIÓN DE MÉTODOS MICROBIOLÓGICOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. OBJETO 
 
Esta guía trata acerca de la validación de métodos microbiológicos, con especial énfasis en 
métodos cuantitativos selectivos en los cuales el cálculo cuantitativo se basa en el recuento de 
partículas, ya sea directamente, con la ayuda de un microscopio, o indirectamente, sobre la 
base del crecimiento (multiplicación) en colonias o turbidez. 
 
Los principios y procedimientos dentro de este objeto se conocen comúnmente como el 
recuento de presencia/ausencia (P/A), el número más probable (NMP), recuento de colonias y 
recuento directo (microscópico). 
 
Esta guía no aplica a la validación de los así llamados rápidos y modernos métodos que 
dependen en su mayor parte de la medición de productos o cambios debidos a la actividad 
microbiana pero no tratan la detección de partículas individuales. 
 
 
2. TÉRMINOS Y DEFINICIONES 
 
Para los propósitos de esta guía  se aplican los siguientes términos y definiciones: 
 
2.1 
exactitud de la medición 
grado de correspondencia entre el resultado de un ensayo y el valor de referencia aceptado 
 
NOTA El término "exactitud", cuando se aplica a un conjunto de resultados de ensayo, involucra una combinación 
de componentes aleatorios y un error sistemático o componente de desviación común . 
 
[ISO 3534-1:1993, 3.11] 
 
 
2.2 
elemento mensurado 
analito 
cantidad particular sometida a medición 
 
NOTA 1 Véase la referencia [5] 
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NOTA 2 En microbiología, el analito se define idealmente como una lista de especies definidas taxonómicamente. En 
muchos casos, en la práctica el analito solo puede definirse por designaciones de grupo menos exactas que las 
definiciones taxonómicas. 
 
2.3 
porción de ensayo 
porción analítica 
volumen de suspensión de partículas inoculado en una unidad detectora 
 
NOTA Son ejemplos de una unidad detectora: la placa de agar, el filtro de membrana, el tubo de ensayo, la 
cuadrícula microscópica. 
 
2.4 
intervalo de aplicación 
intervalo de concentraciones de partícula que rutinariamente se someten a medición mediante un 
método. 
 
2.5 
característica categórica 
característica de desempeño de un método expresada numéricamente como una frecuencia 
relativa con base en la clasificación P/A (presencia /ausencia) ó +/- (positivo/negativo). 
 
2.6 
UFC, depreciada 
unidad formadora de colonia, depreciada 
CFP, depreciado 
partícula formante de colonia, depreciada 
 
NOTA El término se introdujo originalmente para transmitir la idea de que una colonia puede originarse no sólo a 
partir de una célula única, sino de una cadena sólida o agregado de células, un grupo de esporas, un segmento de 
micelio, etc. Equivocadamente se iguala el número de colonias observadas con el número de entidades vivas 
sembradas en el medio. Unidad de crecimiento, partícula viable, propágula (véase el numeral 2.27) y germen (véase 
el numeral 2.13) son términos con significados similares pero transmiten mejor la idea original y no se aplican sólo a 
métodos de recuento de colonias, sino también a NMP y P/A. 
 
2.7 
coeficiente de variación 
CV 
desviación estándar relativa 
para una característica no-negativa, es la proporción de la desviación estándar al promedio 
 
NOTA 1 La proporción puede expresarse como un porcentaje. 
 
NOTA 2 El término "desviación estándar relativa" se emplea algunas veces como una alternativa al "coeficiente de 
variación", pero no se recomienda este uso. 
 
[ISO 3534-1:1993, 2.35] 
 
NOTA 3 En esta guía el término coeficiente de variación (CV) se emplea cuando la desviación estándar relativa se 
expresa en porcentaje (CV % = 100 RSD). 
 
2.8 
ensayo conjunto 
ensayo de desempeño de un método o laboratorio en el que se unen varios laboratorios en un 
experimento planeado y coordinado por un laboratorio líder. 
 
NOTA Los ensayos conjuntos son principalmente de dos tipos. Se realizan los ejercicios de intercalibración para 
permitir que los laboratorios comparen sus resultados analíticos con aquellos de otros laboratorios participantes. 
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Los ensayos de desempeño de métodos producen cálculos de precisión (repetibilidad, reproducibilidad) de los datos 
acumulados cuando varios laboratorios participantes estudian muestras idénticas con un método estrictamente 
normalizado. 
 
2.9 
recuento de colonia confirmado [verificado] 
x 
probable recuento de colonia corregido para falsos positivos 
 

c
n
k

pcx ==  

en donde 
 
 c es el recuento probable; 
 

p es la tasa positiva verdadera; 
 

n es el número de probables positivos aislados de contaminación; 
 

k es el número confirmado. 
 
 
2.10 
gráfico de control 
diagrama de dispersión bi-dimensional para monitorear el desempeño del método con valores de 
control obtenidos mediante un estudio Tipo A. 
 
NOTA En los cuadros de control, el eje horizontal generalmente está en la escala del tiempo o la escala de las 
ordenadas y la variable de control es la media o alguna medida de precisión (s, CV. RSD). 
 
2.11 
detector 
detector de partículas 
 
placa de matriz sólida o tubo de líquido que contiene un medio nutriente para el recuento o 
detección de partículas microbianas vivas. 
 
2.12 
conjunto de detección 
conjunto detector 
combinación de placas o tubos sobre los cuales se basa el cálculo cuantitativo de concentración 
microbiana  en una muestra. 
 
NOTA El conjunto de detección es el conjunto de placas o tubos utilizados para el cálculo numérico de un único valor. 
 
EJEMPLOS Las placas paralelas de una suspensión, las placas de diluciones consecutivas, sistema de NMP de 3 x 5 
tubos, placa de microtítulo. 
 
2.13  
germen 
entidad viva capaz de producir crecimiento en un medio con nutrientes 
 
cf. propágula (véase el numeral 2.27) 
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2.14 
gráfico de orientación 
diagrama de dispersión bi-dimensional que sirve para presentar los datos de desempeño del 
método (cantidad o precisión) con valores de guía arbitrarios o valores de guía obtenidos por 
razonamiento Tipo B. 
 
NOTA En los gráficos de orientación, por lo general el eje horizontal es el recuento de la colonia por detector. 
 
2.15 
distribución homogénea de Poisson 
distribución que se origina cuando la media de una distribución de Poisson varía aleatoriamente 
de vez en cuando. 
 
NOTA 1 Véase la referencia [11]. 
 
NOTA 2 También véase la distribución binomial negativa (véase el numeral 2.19). 
 
2.16 
límite de detección 
número de partículas x(por porción analítica) donde la probabilidad p0  de un resultado negativo 
es igual al 5 %. 
 
NOTA 1 Probabilidad de un resultado positivo  p(+) = 1 -p0 

 
NOTA 2 a) Cálculo de x vía distribución Poisson: 
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 b) Cálculo de x vía distribución binomial negativa: 
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2.17 
límite de determinación 
concentración de partículas mínima promedio x por porción analítica, donde la incertidumbre 
estándar relativa esperada es igual a un valor especificado (RSD) 
 
NOTA a) Cálculo de x por la vía de distribución Poisson: 
 
 

 

2
1

)RSD(
x =  
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 b) Cálculo de x por la vía de distribución binomial negativa: 
 

 

22
1

u)RSD(
x

−
=  

 
2.18 
linealidad 
dependencia lineal de la señal en la concentración del analito 
 
cf. proporcionalidad (véase el numeral 2.28) 
 
2.19 
distribución binomial negativa 
distribución estadística particular "sobre dispersa" de recuentos 
 
NOTA 1 Su varianza se puede expresar como 
 
 

222 μ+μ=σ u  
 
en donde 
 

μ es la media 
 

NOTA 2 En la presente guía el cuadrado del factor de sobredispersión (u) se remplaza por el inverso del exponente 
(1/k) de la fórmula de la norma para la distribución binomial negativa. 
 
2.20 
sobredispersión 
exceso de variación de la aleatoriedad de Poisson 
 
NOTA Se detecta cualitativamente mediante el índice de dispersión de Poisson y se mide cuantitativamente  
calculando el parámetro u (factor de sobre dispersión) de la distribución binomial negativa. 
 
2.21 
factor de sobredispersión 
u 
incertidumbre aleatoria adicional de la determinación excesiva de la distribución de Poisson, 
medida en términos de desviación estándar relativa. 
 
2.22 
error de sobreposición (traslapo) 
error de apiñamiento 
depresión sistemática de recuentos de colonia debido a la confluencia de colonias 
 
NOTA Cuantitativamente, el error de traslapo o apiñamiento depende principalmente de la fracción de espacio de 
crecimiento disponible ocupado por el crecimiento colonial. 
 
2.23 
recuentos paralelos 
cantidades de partículas o colonias en porciones analíticas iguales tomadas de la misma 
suspensión. 
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2.24 
distribución de Poisson 
distribución completamente aleatoria de cantidades de partículas cuando se muestrea una 
suspensión perfectamente mezclada. 
 
NOTA La probabilidad P (k) de observar exactamente unidades k en una porción de ensayo cuando la media es igual 
a μ se calcula con la siguiente fórmula: 
 
 

μ−μ
= e

!k
)k(P

k
 

2.25 
precisión 
grado de concordancia entre resultados de ensayo independientes obtenidos bajo condiciones 
estipuladas. 
 
NOTA La precisión no se relaciona con el valor verdadero o el valor especificado. Por lo general, se expresa en 
términos de imprecisión y se calcula como una desviación estándar de los resultados de ensayo. 
 
2.26 
validación primaria 
validación completa 
establecimiento de las especificaciones para el desempeño de un nuevo método y/o verificación 
experimental de que un método cumple criterios de calidad derivados teóricamente. 
 
2.27 
propágula 
entidad viable, célula vegetal, grupo de células, espora, grupo de esporas o una parte de micelio 
fungal capaz de crecer en un medio nutriente 
 
cf. germen (véase el numeral 2.13) 
 
2.28 
proporcionalidad 
acuerdo de recuentos de partículas observados con el volumen (o dilución) de una serie de 
porciones analíticas de una suspensión de origen común. 
 
NOTA La proporcionalidad se calcula para evaluación estadística como la G2 estadística de la relación de 
probabilidad logarítmica con n-1 grados de libertad. 
 
2.29 
método cualitativo 
método de análisis cuya respuesta es la presencia o ausencia del analito en una cierta cantidad 
de muestra 
 
NOTA Véase la referencia [10]. 
 
2.30 
recuperación 
término general empleado para la cantidad de partículas calculada en una porción de ensayo o 
muestra, entendiendo que existe un número verdadero (aunque desconocido) de partículas de 
las cuales el 100 % o menos son "recuperadas" por el detector. 
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2.31 
exactitud relativa 
grado de correspondencia entre la respuesta obtenida por el método de referencia y la respuesta 
obtenida por el método alternativo en muestras idénticas. 
 
NOTA Véase la referencia [10] 
 
2.32 
diferencia relativa 
d 
diferencia entre dos valores medidos divididos por su media 
 
 
 

BA

BABA

xx
xx

x
xx

d
+
−

=
−

=
(2

 

d % =100 d  
 
NOTA Para todos los propósitos prácticos, el mismo valor resulta del cálculo d = In(xA) - In(xB). 
 
2.33  
recuperación relativa 
razón (A/B) de recuentos de colonias obtenidos por dos métodos ensayados sobre la porción de 
ensayo de la misma suspensión, donde B es la referencia (cuando es aplicable) 
 
 
2.34 
recuperación relativa 
RSD 
cálculo de la desviación estándar de una población de una muestra de n resultados dividido por 
la media de dicha muestra 
 
 

x
s

RSD =  

 
cf. coeficiente de variación (véase el numeral 2.7) 
 
2.35 
repetibilidad 
grado de concordancia entre los resultados de mediciones sucesivas del mismo elemento 
mensurado realizadas bajo las mismas condiciones de medición. 
 
NOTA 1 Véase la guía: Guide to the expression of uncertainty in measurement [6] 
 
NOTA 2 La repetibilidad se calcula como r= 2,8 sr, donde sr  es la desviación estándar de la repetibilidad. 
 
2.36 
reproducibilidad 
grado de concordancia entre los resultados de las mediciones en el mismo elemento mensurado 
realizadas bajo condiciones de medición alteradas. 
 
NOTA 1 Véase la guía: Guide to the expression of uncertainty in measurement [6] 
 
NOTA 2 La reproducibilidad se calcula como R= 2,8 sR,  
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en donde  
 

sR es la desviación estándar de la reproducibilidad generalmente compuesta por la desviación estándar 
entre laboratorios sL y la desviación estándar de repetibilidad sr: 

 
 

22
rL sssR +=  

 
 

2.37 
robustez 
insensibilidad de un método analítico frente a pequeños cambios en procedimiento. 
 
NOTA 1 Véase la referencia [23] 
 
NOTA 2 A fin de examinar la robustez, es aconsejable "abusar" del método en forma controlada. 
 
2.38 
validación secundaria 
demostración, mediante experimentos, de que un método establecido funciona de acuerdo con 
sus especificaciones, cuando lo emplea el usuario. 
 
2.39 
selectividad aparente 
F  
Proporción del número de colonias objeto de la cantidad total de colonias en el mismo volumen 
de muestra 
 
 

F = lg (t/n) 
 
 
en donde 
 

t es la concentración aparente de presuntos tipos objeto calculados por colonias de recuento; 
 

n es la concentración del total de colonias 
 
 
2.40 
sensibilidad 
fracción de la cantidad total de culturas positivas o colonias correctamente asignadas en la 
presunta inspección. 
 
2.41 
especificidad 
fracción del número total de culturas o colonias negativas asignadas correctamente en la 
presunta inspección. 
 
2.42 
incertidumbre estándar 
incertidumbre del resultado de una medición expresada como desviación estándar 
 
NOTA Véase la referencia [5] 
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2.43 EVALUACIÓN TIPO A 
 
(de incertidumbre) Método de evaluación de incertidumbre mediante el análisis estadístico de una 
serie de observaciones. 
 
EJEMPLO Las observaciones pueden ser, por ejemplo, la desviación estándar, la desviación estándar relativa. 
 
NOTA 1 Véanse las referencias [5] y [6]. 
 
NOTA 2 Con frecuencia se calculan la repetibilidad y la reproducibilidad realizando ensayos de desempeño del 
método conjunto cuando varios laboratorios estudian muestras "idénticas" provistas por un organizador central [15]. 
 
2.44 
evaluación Tipo B 
(de incertidumbre) Método de evaluación de incertidumbre por medios diferentes al análisis 
estadístico de series de observaciones, por ejemplo, a partir de supuestas distribuciones de 
probabilidad con base en la experiencia u otra información. 
 
NOTA Véanse las referencias [5] y [6] 
 
2.45 
incertidumbre 
(de medición) parámetro, asociado con el resultado de una medición, que caracteriza la 
dispersión de los valores que podía atribuirse razonablemente al elemento mesurando. 
 
NOTA Véase la referencia [6] 
 
2.46 
incertidumbre 
(de recuento) desviación estándar relativa de resultados de recuento repetido de las colonias o 
partículas de la(s) misma(s) placa(s) o campo(s) bajo condiciones estipuladas. 
 
EJEMPLO Las condiciones estipuladas pueden ser por ejemplo, la misma persona o diferentes personas en un 
laboratorio, o diferentes laboratorios. 
 
2.47 
intervalo de validación 
intervalo del número promedio de partículas por porción analítica para el cual se ha demostrado 
en forma aceptable la obediencia de especificaciones de validación (en especial la linealidad). 
 
NOTA Por lo general se expresa como el intervalo de recuentos "confiables" de colonias. 
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IMPORTANTE 
 
 
 
 
Este resumen no contiene toda la información necesaria para la aplicación del documento normativo original al que se 
refiere la portada.  ICONTEC lo creo para orientar a su cliente sobre el alcance de cada uno de sus documentos y facilitar 
su consulta. Este resumen es de libre distribución y su uso es de total responsabilidad del usuario final. 
 
El documento completo al que se refiere este resumen puede consultarse en los centros de información de ICONTEC en 
Bogotá, Medellín, Barranquilla, Cali o Bucaramanga, también puede adquirirse a través de nuestra página web o en 
nuestra red de oficinas (véase www.icontec.org). 
 
El logo de ICONTEC y el documento normativo al que hace referencia este resumen están cubiertos por las leyes de 
derechos reservados de autor. 
 
Información de servicios aplicables al documento aquí referenciado la encuentra en: www.icontec.org o por medio del 
contacto cliente@icontec.org 
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