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De: - Secretaria de la Comision del Codex Alimentarius, Programa Conjunto FAO/OMS sobre
Normas Alimentarias, FAO, 00100 Roma (ltalia)

ASUNTO: Distribucién del informe de la 31.2 reunién del Comité del Codex sobre Métodos de
Analisis y Toma de Muestras (ALINORM 10/33/23)

A ASUNTOS QUE SE SOMETEN A LA APROBACION DE LA COMISION DEL CODEX
ALIMENTARIUS EN SU 33.° PERIODO DE SESIONES

Proyecto de Directrices en el tramite 5/8

1. Anteproyecto de Directrices sobre criterios de rendimiento y validacion de los métodos de deteccion,
identificacion y cuantificacion de secuencias especificas de ADN y de proteinas especificas en los alimentos
(parr. 33 del Apéndice IlI)

Meétodos de analisis y toma de muestras

2. Métodos de andlisis en normas del Codex que se encuentran en diferentes trdmites, entre ellos
métodos de andlisis para aguas minerales naturales (parrs. 57-82, Apéndice 1)

Los gobiernos que deseen proponer enmiendas o hacer observaciones sobre los antedichos parrafos 1y 2
deberéan hacerlo por escrito, de conformidad con la Guia para el examen de normas en el tramite 8 (véase el
Manual de Procedimiento de la Comision del Codex Alimentarius), y enviarlas a la direccion indicada, antes
del 15 de mayo de 2010.

Anteproyecto de Directrices en el tramite 5

3. Anteproyecto de Directrices revisadas sobre la incertidumbre en la medicién (parr. 56 del
Apéndice 1V)

Los gobiernos que deseen formular observaciones sobre las repercusiones que los anteproyectos de Directrices
pudieran tener en sus intereses econdmicos deberan hacerlo por escrito, de conformidad con el Procedimiento
para la elaboracion de normas de alcance mundial en el trdmite 5, dirigiéndose a la Secretaria del Programa
Conjunto FAO/OMS sobre Normas Alimentarias, en la direccion indicada, antes del 15 de mayo de 2010.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

A continuacion figuran el resumen y las conclusiones de la 31.2 reunion del Comité del
Codex sobre Métodos de Analisis y Toma de Muestras:

Asuntos que se someten a la aprobacién de la Comision en su 33.° periodo de sesiones
El Comité:

adelant6 al tramite 5/8 el anteproyecto de Directrices sobre criterios de rendimiento y
validacion de los métodos de deteccion, identificacién y cuantificacion de secuencias
especificas de ADN vy de proteinas especificas en los alimentos (parr. 33 del Apéndice I11);

adelant6 al tramite 5 el anteproyecto de Directrices revisadas sobre la incertidumbre en la
medicion (parr. 56 del Apéndice IV);

ratific6 o modifico la situacion de varios métodos de analisis en normas del Codex y
propuso métodos de anlisis para las aguas minerales naturales (parrs. 57-82 del Apéndice

.
Otras cuestiones de interés para la Comision
El Comité:

acordd examinar nuevamente en su siguiente reunion los procedimientos para la evaluacion
de la conformidad y la solucion de controversias, teniendo en cuenta la incertidumbre en la
medicidn, la incertidumbre en la toma de muestras y otras cuestiones pertinentes (parr. 98).
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INTRODUCCION

1. El Comité del Codex sobre Métodos de Andlisis y Toma de Muestras celebré su 31.2 reunion en
Budapest (Hungria) del 8 al 12 de marzo de 2010 por amable invitacién del Gobierno de Hungria. Presidio la
reunion el Profesor Arpad Ambrus, Director General Adjunto de la Oficina Hingara de Inocuidad de los
Alimentos. El Dr. Béla Kovacs, Catedratico de la Universidad de Debrecen, actu6 como Vicepresidente.
Asistieron a la reunion 162 delegados y observadores de 46 Estados Miembros y una Organizacion Miembro
(la UE) y 15 organizaciones internacionales.

APERTURA DE LA REUNION

2. Lareunién fue inaugurada por el Dr. Miklés Suth, Secretario de Estado del Ministerio de Agricultura
y Desarrollo Rural que record6 la importancia del trabajo del Comité y su importancia para Hungria que le
ha servido de anfitriona desde 1972. Se destacé la necesidad de encontrar acuerdos sobre los métodos de
andlisis y de ofrecer una orientacion uniforme y clara a los paises que les sirva como base para la legislacion
nacional. El Dr. Siith sefial6 lo apretado del programa del Comité y destaco la importancia del trabajo sobre
el desarrollo de criterios para los métodos de deteccion en los alimentos obtenidos por medios
biotecnoldgicos modernos, asi como el trabajo sobre la incertidumbre en la medicion y la toma de muestras.
Ademas, informd al Comité acerca de una conferencia mundial sobre las cadenas de alimentos sostenibles
que tendria lugar en Hungria en agosto de 2010, reuniendo a todas las partes interesadas en el sector, y
expresod el deseo de que los delegados tuviesen la oportunidad de participar en este importante acto. Como
conclusion, el Dr. Siith dese6 a los delegados una buena deliberacién y éxito en la reunion.

APROBACION DEL PROGRAMA (Tema 1 del programa)*
3. El Comité convino en las siguientes propuestas:

) cambiar el orden del programa y discutir el tema 6 del programa (Orientacion sobre la incertidumbre
en la toma de muestras) antes del tema 5 (Aprobacién de las disposiciones sobre métodos de analisis en las
normas del Codex);

o discutir la elaboracién de un documento de debate sobre las Directrices para la resolucion de
disputas referentes a los resultados de andlisis (pruebas) en el tema 9 del programa, de acuerdo con la
propuesta de la delegacion del Brasil.

4. El Comité aprob6 el programa provisional como programa de su reunién con las enmiendas
mencionadas.

5. La delegacién de la Unién Europea presento el documento CRD 23 acerca de la division de
competencias entre la Union Europea y sus Estados Miembro de acuerdo con el articulo 11.5 del Reglamento
de la Comision del Codex Alimentarius.

CUESTIONES REMITIDAS AL COMITE POR LA COMISION Y OTROS COMITES DEL
CODEX (Tema 2 del programa)®

6. El Comité recordd que el Brasil habia manifestado algunas preocupaciones a propdsito de las
repercusiones que tendrian para los paises exportadores las Directrices para la solucién de controversias
sobre los resultados (de ensayos) analiticos, aprobadas por la Comision en su 32.° periodo de sesiones.

7.  El Presidente recordd que las Directrices citadas eran técnicamente fiables, pero que tal vez eran
necesarias algunas aclaraciones sobre su aplicacion y que para este fin habia preparado notas aclaratorias
sobre las Directrices después de haber invitado a las delegaciones interesadas a hacer aportaciones. También
sefiald que en las Directrices solo se trataba un aspecto de la solucién de controversias y propuso que se
debatiera dicho asunto para decidir si era necesario continuar los trabajos.

8. La Delegacion del Brasil sefial6 que habia preparado un documento en el que se insistia en sus
preocupaciones y en las repercusiones de las Directrices, y que uno de sus expertos también haria una

' CX/MAS 10/31/1.
2 CXIMAS 10/31/2, CX/MAS 10/31/2-Add.1, CRD 5 (observaciones de Filipinas), CRD 7 (Directrices para la resolucién
de disputas sobre los resultados de pruebas de analisis, notas explicativas y cuestiones pendientes).
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exposicion a los delegados después de la sesion plenaria sobre las simulaciones matematicas presentadas en
el documento de debate.

9.  Algunas delegaciones observaron que las cuestiones planteadas acerca de las Directrices para la
solucion de controversias eran pertinentes a efectos de la evaluacion del cumplimiento y también se
debatirian en el marco de la revision de las Directrices sobre la incertidumbre en la medicion y del
documento de debate sobre la incertidumbre en la toma de muestras.

10. EIl Comité acord6 discutir las cuestiones relacionadas con la aplicacion de las Directrices en el tema 9
del programa (Otros asuntos y trabajos futuros), incluyéndose los documentos preparados por el Presidente y
el Brasil.

11. El Comité tom6 nota de la aclaracion del Comité sobre Nutricién y Alimentos para Usos Dietéticos
Especiales sobre el calculo de energia y factores de conversion referentes a los preparados para lactantes y
sobre el uso de métodos de microbioensayo para la determinacion de la vitamina Be.

12. Se acord6 que la respuesta del Comité sobre Frutas y Hortalizas Elaboradas a una pregunta anterior
sobre la Norma para los tomates en conserva y la correccion de la Norma para el cacao en polvo se
examinarian en el tema 5 del programa (Aprobacion de métodos de analisis).

ANTEPROYECTO DE DIRECTRICES SOBRE CRITERIOS PARA LOS METODOS DE
DETECCION, IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE SECUENCIAS ESPECIFICAS DE
ADN Y DE PROTEINAS ESPECIFICAS, EN PARTICULAR EN ALIMENTOS DERIVADOS DE
LA BIOTECNOLOGIA MODERNA (Tema 3 del programa)®

13. El Comité recordd que en la reunién anterior habia decidido devolver el texto al tramite 2 para que un
grupo de trabajo electrénico copresidido por Alemania, Argentina y el Reino Unido lo redactase nuevamente
a efectos de su distribucién, comentarios y examen en la presente reunion.

14. La delegacion de la Argentina presentd el informe del Grupo de trabajo electrénico y explicé el
procedimiento seguido en la elaboracion del texto y el éxito que habia supuesto haber utilizado una
plataforma en internet especialmente creada para asumir el trabajo del Comité, lo que habia facilitado
grandemente la participacion de un gran nimero de paises. EI mecanismo se encontraba disponible para su
uso por otros miembros y futuros grupos de trabajo del Codex. EI Comité hizo observar el ndmero
inusualmente elevado de participantes activos en la elaboracién de las directrices. Dicho nimero indicaba
claramente la importancia y pertinencia del documento.

15. A pesar de que el grupo de trabajo habia tomado en cuenta la expansion del alcance acordada en la
reunién anterior, no se pudo llegar a una solucion final respecto de la redaccion y, en relacion con ello, el
grupo de trabajo habia propuesto también varias opciones para este titulo. Sin embargo, se habia logrado un
consenso sobre la mayor parte del texto restante.

16. El Comité expresé su agradecimiento a Argentina y al grupo de trabajo por la excelente labor
realizada.

17. El Comité acordo primero aclarar el alcance antes de continuar una mayor discusion sobre las
directrices propuestas.

Debate general (dmbito)

18. Varias delegaciones expresaron su apoyo a la ampliacion del alcance y, por lo tanto, su apoyo a un
parrafo 6 alternativo:

“Estas directrices proporcionan criterios de informacién para la validacién de métodos de analisis de
los alimentos que conlleven la deteccion, la identificacion y la cuantificacion de secuencias especificas
de ADN y de proteinas especificas de interés que puedan encontrarse en alimentos y que utilizaran los

¥ CX/MAS 10/31/3, CX/MAS 10/31/3-Add.1 (observaciones de Argentina, Canada, EE.UU., Iran, Japon, Kenya, Nueva
Zelandia, Panama, BIO, IFT, ILSI y la ISO), CRD 3 (borrador revisado del anteproyecto de Directrices, preparado por la
Argentina), CRD 4 (observaciones de la ISO), CRD 5 (observaciones de Filipinas), CRD 11 (observaciones del Japon),
CRD 13 (observaciones de la Union Europea), CRD 16 (observaciones del ILSI), CRD 17 (observaciones de AOCS),
CRD 18 (observaciones del ICGMA), CRD 19 (observaciones de Croplife), CRD 20 (observaciones de EE.UU. y la UE),
CRD 27 (informe del grupo de trabajo durante la reunién), CRD 28 (tabla para la inclusién en las directrices preparada por
el Japon).
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laboratorios responsables del analisis de alimentos. Estos métodos pueden proporcionar planteamientos
moleculares e inmunoldgicos para, entre otros usos, ensayos de autenticidad de alimentos y
biomarcadores para alimentos que contengan material derivado de organismos de ADN recombinante.”

y, como consecuencia de ello, el titulo alternativo 1:

“Anteproyecto de Directrices sobre criterios de rendimiento y validacion de los métodos de deteccion,
identificacion y cuantificacion de secuencias especificas de ADN y de proteinas especificas en los
alimentos”

La delegacién de la Argentina explicd que el parrafo 6 alternativo era mas claro y se referia explicitamente a
los biomarcadores para alimentos derivados de la biotecnologia moderna, en tanto que el parrafo original no
era apropiado, ya que la frase “en alimentos derivados de la biotecnologia moderna” se usaba de una forma
gue podia interpretarse como una referencia a la matriz y no al analito, lo que no era la intencidn original del
trabajo.

19. Ladelegacion del Japdn expresé la opinion de que el documento era completo e informativo, pero que

contenia demasiados detalles y era necesario centrarse en los puntos esenciales. Respecto al alcance, la
delegacion record6 al Comité que en la Ultima sesion se habia mantenido una discusién amplia sobre el
alcance, que no se deberia reiniciar la discusion y que esta debia mas bien centrarse en el texto propuesto.
Esta opinion conto con el apoyo de la delegacion de la Republica de Corea.

20. La delegacién de la Union Europea subrayd la importancia del trabajo, considerando la necesidad de
métodos para identificar alimentos modificados genéticamente y, aun reconociendo la decision de ampliar el
alcance, expresd su apoyo al titulo original que en su opinidn seguiria siendo apropiado incluso con un
alcance ampliado. La delegacion recordd también que el mandato inicial de llevar a cabo este trabajo estaba
centrado en los métodos para identificar los alimentos modificados genéticamente, cuya necesidad habian
destacado en varias ocasiones el Grupo de accion sobre alimentos obtenidos por medios biotecnoldgicos y el
Comité sobre Etiquetado de los Alimentos. Por consiguiente, manifest6 la opinién de que se podria apoyar el
parrafo 6 alternativo si se modificara para indicar que los métodos utilizados también podrian aplicarse a los
alimentos derivados de la biotecnologia moderna.

21. Ante la propuesta de usar “organismo de ADN recombinante” en lugar de “biotecnologia moderna”, se
aclar6 que la expresion “biotecnologia moderna” era de comprension general y tenia una definicién en el
ambito del Codex.

22. Previo debate, el Comité acordd que en el parrafo 6 alternativo enmendado se indicase que los
alimentos derivados de la biotecnologia moderna se hallaban comprendidos en el alcance.

23. Ademas, el Comité acord6é que un grupo de trabajo durante la reunion, presidido por la Argentina,
revisara el cuerpo del texto tomando en cuenta el alcance acordado y las observaciones escritas que se habian
recibido.

TiTULO

24. Varias delegaciones expresaron su apoyo al Titulo | alternativo que no se referia a alimentos derivados
de la biotecnologia, haciendo observar que no habia necesidad de insistir especialmente en los alimentos
derivados de la biotecnologia moderna, segln se afirmaba en la propuesta original, dado que este aspecto ya
estaba cubierto por el alcance y desorientaria a los usuarios por emplearse también estas técnicas para la
autenticacion de alimentos y otros propdsitos. Otras delegaciones expresaron su apoyo al titulo original
declarando que este reflejaba el acuerdo respecto del alcance, era claro para los usuarios y se encontraba en
consonancia con la intencion original del trabajo para de desarrollo de directrices destinadas a métodos para
alimentos derivados de la biotecnologia moderna. Algunas delegaciones indicaron que la Comisién habia
solicitado que el Comité examinara la ampliacion del alcance, lo que este habia realizado, y que no habia
necesidad de repetir el alcance en el titulo que debia mantenerse breve, sencillo y comprensible.

25. El Comité estudio varias propuestas para abreviar el titulo, haciendo simplemente referencia a
“analisis” mas bien que a “deteccion, identificacion y cuantificacion”, e indicando que los métodos
mencionados en las directrices eran aplicables no solo a la identificacién de alimentos derivados de la
biotecnologia moderna, sino también a la autenticacion de alimentos, la especiacion de alimentos y otros
propositos (por ejemplo, identificacion de alérgenos, patdgenos, etc.), bien sea en una nota a pie de pagina o
en el titulo. Se manifestaron algunas preocupaciones respecto al uso de una nota a pie de pagina,
argumentandose que los usuarios no necesariamente leen las notas a pie de pagina, que estas notas no
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aparecen en los titulos de textos publicados en el sitio web del Codex y que, por tanto, al usuario no le
quedaria inmediatamente claro que las directrices se aplican también a los alimentos derivados de la
biotecnologia moderna. Se sefial6 que los usuarios de las técnicas descritas estarian familiarizados con sus
aplicaciones, incluida la correspondiente a los alimentos derivados de la biotecnologia moderna.

26. Después de un amplio debate, el Comité aprobé el Titulo | alternativo e introdujo una nota a pie de
pagina con el fin de indicar el uso de los métodos.

Cuerpo de las directrices

27. EI Comité examind las directrices revisadas (CDR 27) segun la version preparada por el grupo de
trabajo durante la reunidn, haciendo notar que la base para la discusion en el grupo de trabajo fue el
documento CRD 3, en el cual se hallaban incorporadas todas las observaciones recibidas por escrito.

28. Ademas de corregir la redaccion, de mejorar la claridad del texto y actualizar sus referencias, el
Comité adopto las decisiones siguientes:

Seccion 4.14 — Unidad de medida y comunicacion de resultados

29. EIl Comité estudi6 la dltima parte del parrafo 22, que se habia colocado entre corchetes debido a la
ausencia de consenso en el grupo de trabajo. Tras la explicacion facilitada por la delegacién de la Argentina
en el sentido de que la mencién de la “incertidumbre biolégica” no era adecuada para esta seccion, de que su
inclusion desorientaba, destacando que la “incertidumbre” tenia relacién con la distribucion del error de
método y no con otros factores externos, no siendo pertinente a efectos de los alimentos, el Comité acordé su
supresion.

Tabla resumen de los criterios de aceptacion de los métodos

30. EI Comité examind una propuesta de la delegacion del Japon de introducir una tabla en la que se
resumieran los criterios de aceptacion de métodos mencionados en los anexos de las Directrices para mayor
facilidad de lectura, conforme a lo expuesto en el documento CRD 28.

31. Tras un debate, el Comité acord6 no introducir la tabla, ya que los criterios se especificaban
claramente en los anexos y resultaba dificil resumir la informacién de los anexos en una tabla.

32. En reconocimiento de la amplitud del debate y de los acuerdos alcanzados, el Comité acord6 remitir
las Directrices al tramite 5/8 para su aprobacion.

Situacion del anteproyecto de Directrices

33. El Comité acord6 remitir el anteproyecto de Directrices a la Comision en su 33.° periodo de sesiones a
efectos de su aprobacion en el tramite 5/8 con la recomendacion de omitir los tramites 6 y 7 (véase el
Apéndice I11).
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ANTEPRQYECTO DE DIRECTRICES REVISADAS SOBRE LA INCERTIDUMBRE EN LA
MEDICION (Tema 4 del programa)*

34. El Comité recordd que en su Ultima reunion se habia acordado devolver el anteproyecto de directrices
para que un grupo de trabajo por medios electrénicos dirigido por el Reino Unido modificara su redaccion,
para la formulacion de observaciones en el tramite 3 y para su consideracion en la siguiente reunion.

35. Al presentar el documento la delegacion del Reino Unido recordd que la revision de las directrices se
llevé a cabo en respuesta a las peticiones de diversas delegaciones de disponer de explicaciones mas
detalladas y que el fin de la revision era aclarar el significado y las implicaciones de la incertidumbre en la
medicion, especialmente en cuanto al cumplimiento de normas. La delegacion hizo hincapié en la
importancia de tener en cuenta la incertidumbre en la medicién a la hora de establecer especificaciones en
vista de las repercusiones que ello tiene para la aplicacion y record6 que la revision se referia Gnicamente a la
incertidumbre en la medicion, excluyendo la incertidumbre en el muestreo, tal como lo habia acordado
anteriormente el Comité.

Debate general

36. La delegacion de Nueva Zelandia no respald6 el enfoque aplicado a la incertidumbre en la medicion
por las siguientes razones: los procedimientos del Codex se basan en el control de la frecuencia o el costo de
las decisiones erréneas y no seria adecuado realizar un juicio acerca del cumplimiento de un lote tomando
como base una muestra individual, y la aplicacién de las disposiciones revisadas para fines de exportacién e
importacion incrementaria notablemente los costos de cumplimiento para los exportadores y los
importadores. La delegacion también record6 su postura general, consistente en que la incertidumbre en el
muestreo deberia considerarse conjuntamente con la incertidumbre en la medicion y que para tal fin se
deberian elaborar unas directrices en las que se integrasen ambos aspectos. La delegacion expres6 su
preocupacion acerca del procedimiento empleado para la elaboracion de documentos, ya que habia realizado
observaciones importantes que no se habian tenido en cuenta en la revision del documento.

37. El Comité hizo notar que el Comité sobre la Leche y los Productos Lacteos habia expresado la opinién
de que los planes de muestreo se deberian fundamentar en principios estadisticos validos y que el enfoque
aplicado a la evaluacion de la incertidumbre en la medicién deberia tener en cuenta plenamente las
especificidades de la leche y los productos lacteos (véase el documento CX/MAS 10/31/2).

38. Si bien diversas delegaciones respaldaban el objetivo de la revisién de considerar Unicamente la
incertidumbre en la medicion e incluir notas explicativas, sefialaron que algunas disposiciones superaban el
alcance de las directrices y que algunas recomendaciones eran demasiado preceptivas y se referian a
decisiones que deberian ser tomadas por los gobiernos a la hora de evaluar el cumplimiento de las normas,
especialmente en el apartado 8. EI Comité también sefial6 preocupaciones en lo concerniente a la
acreditacion, que no era necesaria en virtud de las directrices del Codex vigentes.

39. EI Comité consider6 el documento apartado por apartado y, ademas de los cambios o correcciones
editoriales, realizé las modificaciones y observaciones descritas a continuacion.

Introduccion

40. EI Comité destac6 algunas observaciones sobre el texto de la Introduccidn, pero decidi6 eliminar el
apartado completo porque en él se repetian las disposiciones del Manual de procedimiento. Se recordd que el
fin de las notas explicativas era interpretar las directrices, dirigidas a los gobiernos, y que cualquier
disposicion pertinente del Manual podria ser modificada para su aplicacién y uso generales por parte de los
gobiernos.

Apartado 1

41. La delegacion de Nueva Zelandia record6 su propuesta previa y sus observaciones por escrito de
modificar el rango “a + 2u”, ya que no proporcionaba un nivel de confianza del 95 %. No obstante, el Comité
sefiald que el apartado 1 era Unicamente una repeticion del texto principal de las directrices y que no se
podria modificar en las notas sin modificar las directrices, por lo que el apartado se dejo sin cambios.

* CXIMAS 10/31/4, CX/MAS 10/31/4-Add.1 (observaciones de Argentina, Brasil, Nueva Zelandia, Panamé y la FIL),
CRD 8 (observaciones del Japdn), CRD 12 (observaciones de Hungria), CRD 14 (observaciones de la UE) y CRD 25
(apartado 8 revisado y nuevo apartado).
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Apartado 2

42. El Comité acordd que no se deberia hacer ninguna referencia a la acreditacion ya que en el marco del
Codex solamente es necesaria para cumplir las disposiciones de la norma ISO/IEC 17025:2005, y el texto se
modificd de acuerdo con ello.

Apartado 3

43. Se modifico el titulo para reflejar que la incertidumbre en la medicién podria surgir tanto del muestreo
como del analisis. La segunda oracion y parte de la Gltima frase del apartado se eliminaron porque no eran
pertinentes para las directrices.

Apartado 4

44. Se modifico la redaccion de la primera frase para dejar claro que “la incertidumbre de los resultados de
ensayos es uno de los factores a la hora de evaluar el cumplimiento de las normas”, se afiadié una referencia
al control de calidad en la segunda frase y el resto del texto se reordend para aclararlo.

Apartado 5

45. Considerando la decision tomada previamente de eliminar las referencias a la acreditacion, se elimind
la ultima frase del primer parrafo porque hacia referencia a ella.

46. El Comité acordd eliminar la parte sobre la Guia EURACHEM vy la lista de referencias ya que todos
los textos adicionales debian incluirse mediante referencias bibliograficas en el apartado 10 al final del
documento. Se acord6 que estas referencias eran Utiles para fines informativos pero que deberia evitarse toda
confusion sobre su estatus, y se afiadié una frase introductoria para reflejar que no contaban con el respaldo
del Codex, a menos que se especifique lo contrario en las directrices.

Apartado 6

47. El Comité record6 que los laboratorios deberian cumplir la norma ISO/IEC 17025 y modificé el texto
de acuerdo con ello, eliminando la referencia a la acreditacion en virtud de su decision previa.

Apartado 7

48. Los titulos de las columnas del cuadro se sustituyeron por los siguientes: concentracion nominal,
incertidumbre expandida tipica y rango de resultados previstos. Dado que la Gltima fila no hace referencia a
una cifra concreta, sino a una concentracion inferior a 100 ug/kg, se corrigio el rango de resultados previstos
para reflejar que variaria en funcién de la concentracion nominal.

49. Se elimind el tercer parrafo, sobre el analisis microbiol6gico, porque no entraba en el ambito de las
directrices.

Apartado 8

50. Diversas delegaciones expresaron la opinién de que las disposiciones del apartado 8, especialmente las
correspondientes a las situaciones | a 1V, contenian instrucciones demasiado preceptivas, dado que las
medidas que se deben adoptar y la interpretacion de los resultados eran responsabilidad de las autoridades
competentes.

51. Algunas delegaciones propusieron eliminar el apartado al completo, mientras que otras consideraron
que las explicaciones serian Gtiles pero que no deberian contener texto preceptivo. Se hizo notar, asimismo,
que las Directrices sobre la estimacion de la incertidumbre de los resultados (CAC/GL59-2006) relativas a
los plaguicidas proporcionaban explicaciones Utiles que se podrian emplear y adaptar al objetivo de las
presentes directrices. Tras algun debate, el Comité examind un apartado revisado propuesto por la delegacion
del Reino Unido (CRD 25).

52. En el primer parrafo del apartado 8.1 se acordd que la decision que se debia adoptar era si la muestra
se ajustaba a la especificacion, y el texto se modifico en consecuencia. En cuanto a la terminologia, se aclar6
que la especificacion hace referencia a la disposicion y que el nivel méaximo corresponde al de la disposicién
(en la version en inglés “upper control limit” se sustituyd por “maximum level” en todo el texto). Se elimind
la referencia a los agentes patdgenos de origen alimentario de la segunda frase para evitar confusion, y se
realizaron algunos cambios editoriales para clarificar el texto. Se introdujo una nueva frase para explicar el
ejemplo presentado en el diagrama.
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53. Tras considerar diversas propuestas para modificar la redaccion de las explicaciones de cada situacion
del diagrama, tales explicaciones se eliminaron porque las situaciones se describian claramente en el texto.
El Comité expresd su conformidad con el texto modificado de las situaciones | a IV propuesto en el
documento CRD 25.

Apartado 9

54. Varias delegaciones opinaron que en el apartado 9 (Uso de la incertidumbre en la medicion y
definicion de una situacion de controversia) se abordaba la cuestion de la solucién de controversias y podria
crear confusion o duplicacién con las Directrices para la solucion de controversias sobre los resultados (de
ensayos) analiticos, aprobadas en 2009. Por lo tanto, el Comité acordd eliminar el apartado 9, ya que se
proponia debatir las cuestiones relativas a las situaciones de controversia y la incertidumbre en el muestreo
desde una perspectiva general en el Tema 6 del programa.

55. El Comité considerd un apartado adicional propuesto por la delegacién de Nueva Zelandia en el
documento CRD 25 relativo a “la peticion y presentacion de informacion sobre la incertidumbre en la
medicion” en el que se describirian las condiciones en virtud de las cuales las autoridades competentes
podrian solicitar informacion sobre la incertidumbre en la medicidn. Sin embargo, tras debatir la cuestion el
Comité recordd que en las directrices ya existia una disposicion general con tal fin, por lo que no era
necesario incluir un nuevo apartado.

Situacion del anteproyecto de Directrices revisadas sobre la incertidumbre en la medicidn

56. EI Comité acordd adelantar el anteproyecto de Directrices, modificado en la presente reunién, para su
aprobacion en el tramite 5 por la Comisién del Codex Alimentarius en su 33.° periodo de sesiones (véase el
Apéndice V).

RATIFICACION DE LAS DISPOSICIONES SOBRE METODOS DE ANALISIS EN LAS NORMAS
DEL CODEX (Tema 5 del programa)®

57. Presentd el informe del Grupo de trabajo su Presidente, el Dr. Roger Wood (Reino Unido). EI Comité
examind los métodos cuya ratificacion se proponia y, ademas de diversos cambios editoriales, realizo las
modificaciones y recomendaciones presentadas a continuacion.

Pescado y productos pesqueros

Proyecto de norma para el caviar de esturion

58. EI Comité aprobo el método para la sal, determinada como cloruro y expresada como cloruro de sodio,
como Tipo | debido al procedimiento empirico de extraccion y por consiguiente propuso la modificacion del
tipo del mismo método en la Norma para pescado salado y pescado seco salado de la familia Gadidae
(CODEX STAN 167-1989).

Leche y productos lacteos

59. EI Comité sefial6 que el Comité sobre la Leche y los Productos Lacteos (CCMMP) habia propuesto
numerosas correcciones de los métodos existentes como resultado de la actualizacion en curso de los
métodos realizada por la Federacion Internacional de Lecheria (FIL) y la Organizacion Internacional de
Normalizacién (1SO).

60. Se realizaron diversas modificaciones del Tipo propuesto por el CCMMP para varios métodos. Se
sefialé que el mismo método podria clasificarse como Tipo IV o Tipo | en funcién de su situacion de
validacién para la matriz en cuestion.

61. Se eliminaron algunos métodos AOAC propuestos por el CCMMP, concretamente el AOAC 989.05
para la grasa total, el AOAC 927.05 para el agua, el AOAC 926.08 y el AOAC 933.05 para la materia grasa
lactea y el AOAC 990.19 para el extracto seco magro de la leche. Los métodos AOAC que eran equivalentes
a los métodos conjuntos FIL/ISO se mantuvieron como métodos alternativos segln correspondiese.

> CX/MAS 10/31/5, CX/MAS 10/31/5-Add.1, CRD 1 (Informe del Grupo de trabajo sobre la ratificacion de los métodos
de analisis y muestreo), CRD 10 (observaciones de Suiza), CRD 21 (lista revisada de métodos para la fibra dietética) y
CRD 24 (lista de métodos para las aguas minerales naturales).
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62. En cuanto a la pureza de la materia grasa l4ctea presente en la mantequilla, en la grasa lactea para
untar y en los productos de grasa lactea, se acordd que el principio era el “célculo a partir de la
determinacion de triglicéridos mediante una cromatografia de gases” y el método se aprobé como Tipo I.

63. En lo concerniente a la sal en la mantequilla, el CCMMP habia propuesto el método FIL/ISO como
Tipo 111y el AOAC 960.29 como Tipo IV. Se aclar6 en el grupo de trabajo que inicialmente era un método
conjunto AOAC/ISO/FIL, revisado posteriormente por la FIL y la ISO, y que no se habian definido unas
caracteristicas de precision para el método AOAC. El Comité acordd incluirlos como un Gnico método del
Tipo Il

64. EIl Comité aprob6 los dos métodos para la natamicina (Tipos Il y I11) propuestos por el CCMMP en
respuesta a una pregunta realizada en 2008 por el Comité sobre Métodos de Andlisis y Toma de Muestras
acerca del uso de estos dos métodos.

65. Dado que uno de los métodos para la grasa lactea presente en el requeson se aplica Gnicamente a los
productos que contienen hasta un 5% de lactosa mientras que el otro se aplica a todo el conjunto de
productos, se hizo referencia al contenido de lactosa para explicar la necesidad de disponer de dos métodos
de Tipo I.

66. Considerando que el método para la determinacion de las cenizas (con inclusién de P,Os) presentes en
la caseina comestible depende del tipo de producto (caseina del cuajo o caseina &cida), se afiadié una nota al
pie en la que se recomendaba al analista que consultase el ambito de aplicacién del método.

67. Se acordd que los métodos por calculo se presentarian como un Gnico método de Tipo I, indicando el
principio de cada uno de los métodos empleados, y que se deberia emplear una presentacion similar en la
norma CODEX STAN 234.

68. Se eliminaron los métodos para productos a base de queso fundido porque se proponia la revocacion
de las normas aplicables a dichos productos (CODEX STAN 286-1978, 287-1978 y 285-1978).

69. EI Comité ratificd las modificaciones de los métodos de muestreo para la leche y los productos lacteos
propuestos por el CCMMP.

70. Se hizo notar que el Comité sobre la Leche y los Productos L&cteos habia finalizado su trabajo y habia
propuesto una suspension sine die de sus actividades, mientras que los trabajos sobre los métodos de analisis
y muestreo para la leche y los productos lacteos seguian en curso en la FIL y la 1SO. EI Comité acordd
continuar revisando los métodos aplicables a la leche y los productos lacteos tras la suspension de
actividades del Comité sobre la Leche y los Productos Lacteos.

Nutricién y alimentos para regimenes especiales

Métodos para la fibra dietética

71. Tras la aprobacion de las disposiciones relativas a la fibra dietética incluidas en el cuadro de
condiciones para la declaracion de propiedades de las Directrices para el uso de declaraciones nutricionales y
saludables, el Comité sobre Nutricién y Alimentos para Regimenes Especiales finaliz6 los métodos de
analisis para la fibra dietética en su ultima reunion (2009).

72. El Comité sefial6 que el grupo de trabajo habia debatido en profundidad los métodos propuestos para
la determinacidn de la fibra dietética, pero que no habia podido llegar a una conclusion sobre la pertinencia
de los diversos métodos y sobre su tipo, y que habia acordado que algunas delegaciones interesadas
elaborasen una lista revisada para especificar los productos incluidos y los componentes de la fibra dietética
determinados por los métodos propuestos.

73. La delegacion de los Estados Unidos y el observador de la American Oil Chemists’ Society (AOCS)
informaron al Comité de que en el cuadro revisado incluido en el documento CRD 21 se habian tomado en
cuenta las caracteristicas de diversos métodos AOAC y AAAC.

74. EI Comité indicd que la mayoria de estos métodos eran empiricos y que algunos de ellos podrian
solaparse, y por ello acordd que podrian ser ratificados como Tipo 1V para que estuviesen disponibles como
métodos del Codex y solicité al Comité sobre Nutricion y Alimentos para Regimenes Especiales que
definiese su &mbito de aplicacion de manera mas precisa. Se acordd considerar la aprobacion ulterior de
estos métodos cuando tal aclaracion estuviese disponible, ya que algunos de ellos podrian ser adecuados
como métodos de Tipo I.
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75. El Comité realizd, asimismo, algunas modificaciones y observaciones concretas sobre la lista de
métodos, como se indica a continuacion. Se propuso modificar el titulo del primer grupo de métodos para
reflejar que cuantifican la fraccion de mayor peso molecular de la fibra dietética tomando como base la
solubilidad y no el nimero de unidades monomeéricas. No obstante, se mantuvo el titulo teniendo en cuenta la
definicion de fibra dietética.

76. En relacion con los dos primeros métodos de la lista se acordd aclarar qué componente de la fibra
dietética se determinaba en virtud de las “disposiciones”. Si bien se propuso modificar la descripcion del
producto para hacer referencia a los alimentos especificos analizados en estudios en colaboracion, se record6
gue la definicidn de fibra dietética era valida para todos los alimentos. Por lo tanto se mantuvo el término
general “todos los alimentos”, afladiendo la descripcion adicional de los productos pertinentes en algunos
casos. También se recordd que, de acuerdo con la nota al pie n.°1, los usuarios deberian consultar la
descripcion de cada método para las matrices alimentarias en cuestion.

77. El Comité debati6 la propuesta de eliminar el método AOAC 2001.03, ya que algunas delegaciones
consideraban que habia sido sustituido por el AOAC 2009.01, validado mas recientemente. Sin embargo, el
Comité no pudo llegar a una conclusion sobre esta cuestion y acordé solicitar aclaraciones al Comité sobre
Nutricion y Alimentos para Regimenes Especiales acerca de la necesidad de este método.

78. EI Comité estuvo de acuerdo en eliminar los métodos AAAC Intl 32 06 01 y AOAC 992.16, ya que se
aplicaban al mismo analito y las mismas matrices que el AOAC 991.43 y contaban doblemente la fibra, y los
métodos AAAC Intl 32 22 01 y AOAC 992.28, porque cuantificaban los mismos componentes que el AOAC
995.16, no se empleaban y ya no se disponia de paquetes de instrumentos para ellos.

Frutas y hortalizas elaboradas

79. En la 28.2 reunién del Comité sobre Métodos de Analisis y Toma de Muestras (2007) se aprob6
temporalmente el método ISO/UNIUN para la determinacion del peso escurrido de los tomates de estilo
triturado en la Norma para los tomates en conserva, a la espera de la confirmacion de la referencia 1SO
correcta. En la 24.2 reunién del Comité sobre Frutas y Hortalizas Elaboradas no se pudo identificar la
referencia 1SO correcta y se solicitd al Comité sobre Métodos de Anélisis y Toma de Muestras que eliminase
este método y aprobase el AOAC 968.30 como un método Unicamente para los tomates en conserva de estilo
triturado, con la siguiente nota al pie: “Empléese un tamiz n.° 14 en lugar de un tamiz ‘7/16” o n.° 8”.

80. EI Comité acordo ratificar el método como de Tipo | y solicité aclaraciones del Comité sobre Frutas y
Hortalizas Elaboradas acerca del cambio en el tamafio del tamiz, en comparacion con el método AOAC
original.

Productos del cacao y chocolate

81. EI Comité acordd eliminar el método AOAC 934.07 para la determinacion del plomo (apartado 7.4) de
la Norma para el cacao en polvo, ya que en tal norma no existe ninguna disposicion relativa al plomo.

82. EI Comité expreso su agradecimiento al Dr. Roger Wood y al grupo de trabajo por el excelente trabajo
realizado y acord6 que dicho grupo fuera convocado previamente a la siguiente reunion. La situacion de la
aprobacion de los métodos de andlisis y muestreo se presenta en el Apéndice I1.

ORIENTACION SOBRE LA INCERTIDUMBRE EN EL MUESTREO (Tema 6 del programa)°

83. EI Comité recordd que en su ultima reunidn habia convenido en que un grupo de trabajo por medios
electrénicos dirigido por el Reino Unido modificase el documento de debate a la luz de las observaciones
recibidas en dicha reunién y elaborase unos principios basicos aplicables a la incertidumbre en el muestreo
para que en la reunion en curso se pudiese debatir la cuestion ulteriormente y decidir como proceder.

® CX/MAS 10/31/6, CRD 7 (directrices para la solucién de controversias sobre los resultados de ensayos analiticos:
cuestiones y notas explicativas), CRD 9 (observaciones de México), CRD 12 (observaciones de Hungria), CRD 15
(observaciones de la Unién Europea), CRD 25 (propuesta de apartado 8 elaborada por el Reino Unido y Nueva Zelandia) y
CRD 26 (propuesta de documento de debate sobre la evaluacion de la conformidad sobre la base de ensayos en productos).
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Debate general

84. EI Presidente del Comité propuso celebrar un debate general sobre el enfoque y los objetivos del
documento y sefiald que esta cuestion también se podria considerar en el contexto del asunto planteado por el
Brasil en relacion con las Directrices para la solucion de controversias sobre los resultados (de ensayos)
analiticos (CRD 7), que seria debatido en una presentacion oficiosa realizada por el Brasil durante la reunion.

85. EI Comité tomd nota de la postura de la delegacion de la Argentina en representacion de diversos
paises de América Latina y el Caribe presentes en la reunion acerca de que, debido a que el documento se
habia publicado hacia poco tiempo, los miembros no habian tenido tiempo suficiente para considerar su
contenido y, por ello, propuso que este asunto se pospusiese hasta la siguiente reunién y que la incertidumbre
en el muestreo se tratase como tema aparte.

86. No se realizd ninguna otra observacion y, por lo tanto, el Comité estuvo de acuerdo con la propuesta
del Presidente de permitir a los delegados reflexionar sobre esta cuestion en el contexto de las
preocupaciones relativas a la solucion de controversias sefialadas por el Brasil (presentada en una reunion
oficiosa) para decidir como proceder.

Observaciones generales sobre el documento de debate

87. EIl Reino Unido present6 el documento e informé al Comité de que en él se intentaban describir
algunos problemas puestos de manifiesto a la luz de otras actividades internacionales en el campo de la
incertidumbre en el muestreo; ilustré el problema y expuso donde y como se trata el muestreo en el Codex
(p. €j., en las Directrices generales sobre muestreo — CAC/GL 50-2004). Ademas, indic6 que en el futuro
podria ser necesario elaborar un documento de directrices y notas explicativas similar a las directrices sobre
la incertidumbre en la medicién. En el documento también se presentd una estimacion de las incertidumbres
en el muestreo que era probable que surgiesen en el sector alimentario. La delegaciéon sefial6 que la
incertidumbre en el muestreo era un elemento importante junto con la incertidumbre en la medicién a la hora
de aceptar o rechazar un lote. No obstante, en muchos sistemas alimentarios la incertidumbre en el muestreo
era muy elevada y no seria practico considerarla en el proceso de aplicacién normativa.

88. EI Comité expresd su agradecimiento al grupo de trabajo por la elaboracién del documento de debate.
No obstante, la delegacion de Nueva Zelandia se mostr6 preocupada acerca del funcionamiento del grupo de
trabajo y el modo de tener en cuenta las observaciones.

89. La opinidn general del Comité era que el trabajo sobre la incertidumbre en el muestreo era prematuro
porque los conocimientos eran insuficientes y que se necesitaban méas datos sobre los productos alimentarios
en los que la incertidumbre en el muestreo pudiese ser pertinente, asi como que era importante abordar esta
compleja cuestion sobre una base cientifica.

90. EI Presidente centré la atencidn sobre las précticas actuales de establecimiento de los limites maximos
del Codex descritas en la norma CODEX STAN 193-1995. En el caso de los contaminantes de los alimentos
y los residuos de plaguicidas presentes en los alimentos, los niveles maximos se basaban en la concentracién
media del mensurando en muestras compuestas de determinada masa minima y determinado ndmero de
muestras primarias o incrementos de muestras, mientras que el nivel maximo de residuos de medicamentos
veterinarios hacia referencia al residuo presente en una Unica unidad de un lote (por ejemplo, una pieza de
carne extraida de un canal o un dnico pollo).

91. Por lo tanto, cuando la muestra se toma siguiendo las directrices pertinentes, el contenido de su
mensurando deberia cumplir las especificaciones y, por ello, la incertidumbre en el muestreo no se deberia
tener en cuenta. La distribucion heterogénea del mensurando en un lote resulta en la variacion del contenido
de la muestra que es fuente de incertidumbre en el muestreo, y esta Ultima deberia considerarse
conjuntamente con la incertidumbre en el andlisis al evaluar el cumplimiento de la especificacién
previamente a la introduccion del producto en el mercado.

92. Ademas, se expresaron las siguientes preocupaciones: no existia una definicion clara de incertidumbre
en el muestreo, en el documento no habia una explicacion suficiente sobre la manera en que se habian
obtenido las cifras del cuadro que se pudiese emplear para evaluar tales cifras, y el enfoque podria resultar
una carga para los productores, entre otros.
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93. La delegacion de Nueva Zelandia sefialé que, en su opinidn, el enfoque sugerido en el documento no
consideraba el enfoque del Codex para tratar el control del riesgo de la toma de decisiones incorrectas y que
le preocupaban los procedimientos descritos en la Guia EURACHEM/EUROLAB/CITAC/Nordtest. Esta
delegacion, respaldada por otras delegaciones, hizo notar que el problema residia en la evaluacion de la
conformidad y propuso elaborar principios para evaluar la conformidad que tomasen en cuenta la
incertidumbre en el muestreo y en la medicion.

94. El observador de EURACHEM explicd que sus directrices combinaban précticas existentes para
establecer la variacion del muestreo y proporcionaban unos métodos relativamente econémicos para calcular
la escala del problema con el fin de que el usuario pudiese decidir como gestionar tal problema, y que se
podrian proporcionar sus directrices para indicar la incertidumbre y emplear esta informacion para
seleccionar los planes de muestreo adecuados de las Directrices generales sobre muestreo. El problema
residia en como interpretar la incertidumbre en el muestreo de una manera coherente.

95. El observador explico, asimismo, el método empleado para calcular las cifras del cuadro e indicé que
se basaban en datos extraidos de la literatura cientifica.

96. En vista de lo anterior, el Comité acord6 suspender la elaboracién ulterior del documento sobre la
incertidumbre en el muestreo en el que se trataba este tema como una cuestion independiente.

97. En relacion con las preocupaciones expresadas por el Brasil en cuanto a la solucién de controversias,
se sefiald que en las Directrices para la solucion de controversias sobre los resultados (de ensayos)
analiticos (CAC/GL 70-2009) se abordaba un reducido campo de posibles fuentes de controversias y que los
productores necesitaban una orientacion general adicional sobre como verificar que los productos cumplen
los limites del Codex.

98. Al tomar nota de la propuesta de unas directrices generales sobre la solucién de controversias distintas
a las cubiertas en las directrices mencionadas anteriormente y de la propuesta anterior de unos principios
para la evaluacién de la conformidad, el Comité acordd crear un grupo de trabajo por medios electronicos
dirigido por el Brasil, con la asistencia de Nueva Zelandia, cuyo idioma de trabajo seria el inglés Gnicamente
y cuyo mandato seria el siguiente:

» Elaborar un documento de debate en el que se consideren los procedimientos para realizar la
evaluacion de la conformidad y la solucién de controversias y cudl seria la orientacion adicional
necesaria, teniendo en cuenta:

— las cuestiones emergentes relativas a la evaluacion de la conformidad y la solucion de
controversias sobre la base de los ensayos en productos;

— todos los documentos presentados a la reunién en curso.
» Recoger informacidn adicional sobre la incertidumbre en el muestreo segln sea necesario.

» Considerar la evaluacion de la conformidad en el contexto de los principios y directrices para la
inspeccion y la certificacion de alimentos elaborados por el Comité sobre Sistemas de Inspeccion y
Certificacion de Importaciones y Exportaciones de Alimentos.

» Tener en cuenta las siguientes cuestiones:
— los principios de la evaluacion de la conformidad;
— laincertidumbre en la medida y en el muestreo;
— el concepto de “adecuado para el objetivo”;

— los procedimientos de producciéon y de control del proceso para poder cumplir las
especificaciones de manera mas eficaz que realizando ensayos en el producto final.

» Evaluacioén de la conformidad tomando como base los resultados de ensayos, el plan de muestreo y
las normas sobre la toma de decisiones

— tener en cuenta los procedimientos elaborados por este y otros comités;

— considerar los medios para aplicar practicamente las Directrices generales sobre muestreo;
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— examinar el riesgo de adoptar decisiones perjudiciales acerca del cumplimiento y el
incumplimiento;

— las consecuencias de la no conformidad;

— la naturaleza y el origen de las controversias, tomando en consideracién las fuentes de
controversias mencionadas en la nota al pie n.° 3 del documento CL 70.

— la solucién de controversias teniendo en cuenta el documento GL 70.

METODOS DE ANALISIS PARA LAS AGUAS MINERALES NATURALES (Tema 7 del
programa)’

99. EI Comité recordd que en su ultima reunion habia acordado enviar una carta circular solicitando
informacion sobre los métodos de analisis para las sustancias incluidas en el apartado 3.2 de la Norma para
las aguas minerales naturales, tal como habia solicitado la Comision en su 31.° periodo de sesiones (2008)
tras la aprobacion de las sustancias en relacion con la salud y su inclusion en dicha norma. Dado que se habia
propuesto un gran nimero de métodos, el grupo de trabajo habia acordado aplicar el enfoque por criterios y
evaluar los métodos propuestos en las Instrucciones de trabajo para la aplicacion del enfoque por criterios en
el Codex.

100. En respuesta a la pregunta de si se deberian considerar los metales pesados, se sefial6 que en la carta
circular se solicitaba informacion sobre los métodos para las sustancias del apartado 3.2, especialmente los
subapartados 3.2.17 a 3.2.20, pero sin limitarse a ellos, por lo que si era posible que el Comité considerase
los metales pesados, teniendo en cuenta que el Comité sobre Aguas Minerales Naturales estaba suspendido y
gue el Comité sobre Métodos de Analisis y Toma de Muestras también podria considerar la actualizacion de
los métodos.

101. EI Comité consider6 la lista de métodos elaborada por los observadores del Nordic Committee on
Food Analysis (NMKL) y la ISO, presentada en el documento CRD 24, en la cual se incluian los valores
numéricos para el rango minimo aplicable, el limite de determinacién (LD), el limite de cuantificacion (LC),
la RSDR y la recuperacion correspondiente a cada nivel maximo, asi como una lista de métodos evaluados
tomando estos criterios como referencia. En la primera parte de la lista figuraban las sustancias respecto de
las cuales se define un nivel méximo en la Norma para las aguas minerales naturales (3.2.1 a 3.2.16).

102. Dado que el método 1SO 11885:2007 para el antimonio, el arsénico, el plomo y el selenio no tiene LD,

se elimino de la lista de métodos analiticos para estas sustancias, pero se mantuvo para la determinacién de
otras sustancias cuando cumpliese los criterios. El observador de la European Federation of Bottled Waters
(EFBW) indic6 que dicho método era empleado en ese momento para el analisis de aguas minerales y que
sus caracteristicas eran apropiadas para la determinacion de todas las sustancias de la lista. No obstante, el
Comité acordo que si se aplicaba el enfoque por criterios y el LD era superior al nivel maximo, el método no
se podria aceptar porque la seleccidn estaba basada en los criterios. Sin embargo, esto no significaba que el
método no se pudiera emplear en la practica o que no fuera apropiado para su fin en los casos en que se
puedan satisfacer los criterios del Codex.

103. Dado que en la Norma sobre aguas minerales naturales se menciona “borato calculado como boro”, se

aclar6 que en el método 1SO 9390:1990 se determina el borato y en los métodos ISO 11885:2007 e ISO
17294-2:2003 se determina el boro total. Por ello se introdujo una nota aclarativa y se conservaron los tres
métodos.

104. EI Comité considerd la lista de métodos que se aplican a las sustancias para las que no existe un nivel
maximo definido, ya que en la norma se indica que no deberan existir en “cantidades superiores al limite de
cuantificacion”: agentes tensioactivos, aceite mineral, plaguicidas policlorobifenilos e hidrocarburos
aromaticos polinucleares. EI Comité acordd que los criterios aplicados fuesen el rango aplicable, el LD, la
RSDg Yy la recuperacion.

105. En cuanto a los agentes tensioactivos, se aclaré que el método ISO 7875-1:1996 se aplica a los agentes
tensioactivos aniénicos y emplea cloroformo y que el método ISO 7875-2:1984 se aplica a los agentes

" CXIMAS 10/31/7 (observaciones de Argentina, Lituania y Filipinas), CRD 1 (Informe del Grupo de trabajo sobre la
aprobacion de los métodos de analisis y muestreo), CRD 6 (observaciones de Kenya y Tailandia), CRD 10 (observaciones
de Suiza) y CRD 24 (lista de métodos para las aguas minerales naturales).
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tensioactivos no iénicos. Teniendo en cuenta que el primer método no fue probado en colaboracién y que no
se disponia de datos de precision para el segundo, estos dos métodos se eliminaron, si bien se sefiald que se
empleaban comunmente en el analisis de las aguas minerales naturales.

106. Se acordd que se aclarase gue los métodos 1SO y AOAC propuestos para los plaguicidas se aplican a
los plaguicidas organoclorados y policlorobifenilos.

107. EI Comité debati6 la cuestion del tipo de métodos y algunas delegaciones propusieron clasificar estos
métodos como del Tipo I1l. No obstante, se llegd al acuerdo de que, en el caso del enfoque por criterios, no
se deberia especificar ningln tipo porque la lista solamente indica que los métodos satisfacen los criterios.

108. Tras la solicitud de aclaracion de la situacion de los métodos empleados en aquel momento para las
aguas minerales incluidos en la norma CODEX STAN 234, se sefial6 que algunos de estos métodos estaban
anticuados y el Comité acordd que los métodos empleados para las sustancias en relacion con la salud serian
sustituidos por métodos revisados en la reunion en curso, presentados de acuerdo con el formato empleado
en el documento CRD 24.

109. ElI Comité acord6 presentar los métodos de analisis para las sustancias en relacion con la salud
incluidas en el apartado 2 de la Norma para las aguas minerales naturales para su aprobacion por la Comision
en su 33.° periodo de sesiones (véase el Apéndice Il).

INFORME DE LA REUNION ENTRE ORGANIZACIONES SOBRE METODOS DE ANALISIS Y
MUESTREO (Tema 8 del programa)®

110. EIl Secretario de la reunion entre organizaciones, el Dr. Richard Cantrill (American Oil Chemists’
Society), presento el informe de la 22.2 reunidn de organizaciones internacionales que trabajan en el ambito
de los métodos de analisis y muestreo (RI), celebrada el 5 de marzo de 2010. Ademas de las cuestiones
incluidas en el programa del Comité, en la reunién se trataron las actividades de las organizaciones
participantes, algunas de las cuales se sefialan méas abajo.

111. La RI habia considerado el enfoque por criterios y la manera en que las organizaciones encargadas del
establecimiento de normas tratan los valores HorRat a la hora de determinar la aceptabilidad de métodos de
andlisis que contienen datos de precision.

112. El Comité sefiald que el taller RI/MoniQa sobre los métodos de andlisis del Codex organizado antes de
la reunién habia tenido un gran éxito y en él habia participado un gran niamero de delegados, quienes fueron
invitados a realizar propuestas para un futuro taller que podria celebrarse en 2011.

113. Tras el debate celebrado en la ultima reunion del Comité sobre los métodos patentados, la Rl habia
elaborado un primer proyecto de documento, presentado en el anexo del documento CRD 2 para fines
informativos. En tal documento se sefialaba que los métodos patentados no estaban claramente definidos y se
indicaban algunas preocupaciones que podrian surgir a partir de su utilizacion: podrian impedir la
elaboracidn ulterior de técnicas nuevas y mejoradas, distorsionar la competencia entre empresas productoras
de reactivos y crear dificultades para las autoridades gubernamentales si determinados reactivos no
estuvieran disponibles facilmente para su utilizacion en métodos oficiales. Se recordd que el método R5 para
la determinacion de gluten ilustraba algunos de estos problemas, ya que los reactivos no estaban disponibles
comunmente. En el documento CRD 2 se propusieron diversos enfoques para abordar esta cuestién, incluido
el uso del enfoque por criterios en el Codex.

114. La delegacion de Nueva Zelandia recordd que habia propuesto previamente la elaboraciéon de un
nuevo procedimiento para la evaluacion de métodos, y se ofrecid a contribuir a futuros debates sobre este
tema.

115. El observador de la Asociacion de Sociedades Celiacas Europeas recordd que, por el momento, el
método R5 era el mas exacto desde el punto de vista cientifico e indicd que, si se permitian diferentes
enfoques, se crearian graves problemas sobre como gestionar los diferentes resultados para la misma muestra
de alimentos: si mediante un método se detecta un contenido de gluten mayor de 20 mg/kg y mediante otro
se detecta una cantidad inferior a 20 mg/kg, es imposible determinar si el alimento se puede etiquetar o no
como “sin gluten”. Ademas, el observador sefialé que un método que subestima el contenido de gluten en los
alimentos supone graves riesgos para la salud en el caso de los consumidores que sean intolerantes al gluten.

8 CRD 2 (Informe de la 22.2 reunién de las organizaciones internacionales que trabajan en el &mbito de los métodos de
analisis y muestreo [Reunién entre organizaciones]).
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116. Se indic6 que la RI procederia con su consideracion de los métodos patentados, se invitd a que
participasen en ello no s6lo los miembros de la R1 y se sefialé que proporcionaria informacion actualizada al
respecto al Comité en su siguiente reunion.

117. Se inform6 al Comité de que la norma ISO 5725 estaba siendo modificada y que el documento futuro
contendria cuatro partes que habria que revisar antes de publicarlo, y que en aquel momento se estaba
trabajando en la norma ISO/TC34/SC 16 sobre métodos horizontales para el andlisis de biomarcadores
moleculares.

118. EI Comité expreso su agradecimiento a las organizaciones internacionales participantes en la reunién
interinstitucional por su contribucion a su trabajo y por la organizacién del taller RI/MoniQa, y a la Oficina
Hungara de Inocuidad Alimentaria por albergar la RIl. Se hizo notar que la siguiente reunion
interinstitucional se celebraria antes de la 32.2 reunion del Comité.

OTROS ASUNTOS Y TRABAJOS FUTUROS (Tema 9 del programa)’

119. EI Comité no debatio la cuestion de la elaboracién de un documento de debate sobre las Directrices
para la solucion de controversias sobre los resultados (de ensayos) analiticos (véase el tema 1 del programa)
en este tema porque se traté de manera mas apropiada en el debate sobre la incertidumbre en el muestreo
(véase el tema 6 del programa).

FECHA Y LUGAR DE LA PROXIMA REUNION (Tema 10 del programa)

120. Se inform6 al Comité de que se preveia celebrar su 32.2 reunién en Hungria del 7 al 11 de marzo de
2011, y que la fecha exacta y el lugar serian determinadas por el pais anfitrion y la Secretaria del Codex.

° CRD 7 (directrices para la solucion de controversias sobre los resultados de ensayos analiticos: cuestiones planteadas por
el Brasil en lo concerniente al documento Directrices para la solucién de controversias sobre los resultados [de ensayos]
analiticos).
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A. COMITE DEL CODEX SOBRE PESCADO Y PRODUCTOS PESQUEROS!

Proyecto de Norma para el caviar de esturién

PRODUCTO DISPOSICION METODO PRINCIPIO | TIPO
Caviar de Contenido de sal Como en CODEX STAN Valorimetria I
esturion 167-1989 (véase mas
adelante)’
1. Principio

Se extrae la sal mediante el agua de la muestra pesada previamente. Tras precipitar las proteinas, se
determina la concentracién de cloruro por titulacion de una alicuota de soluciéon con otra solucion

normalizada de nitrato de plata (método de Mohr) y se calcula como cloruro de sodio.

2. Equipo y sustancias quimicas

- Cepillo

- Cuchillo o sierra afilados

- Balanza con una precisién de + 0,01 g

- Matraces aforados calibrados, 250 ml

- Matraces de Erlenmeyer

- Homogeneizador eléctrico

- Agitador magnético

- Filtro de papel plegado de absorcion rapida

- Pipetas

- Embudo

- Bureta

- Ferrato de hexaciano potésico (II), KsFe(CN)¢3H,0, 15 % de p/v (aq)
- Sulfato de cinc, ZnSO46H,0, 30 % de a/v (aq)

- Hidréxido de sodio, NaOH, 0,1 N, 0.41 % de p/v (aq)

- Nitrato de plata, AgNOs, 0,1 N, 1,6987 % p/v (aq), normalizado
- Cromato de potasio, K,CrO4 5 % p/v (aq)

- Fenolftaleina, 1 % en etanol

- Agua destilada o desmineralizada

3. Procedimiento

i) En un matraz aforado de 250 ml se pesan 5 g de submuestra homogeneizada que se mezcla luego con

100 ml de agua, agitando enérgicamente el matraz.

ii) Se afiaden 5 ml de solucion de ferrato de hexaciano potasico y 5 ml de solucion de sulfato de cinc, y se

agita el matraz.

" ALINORM 10/33/18, Apéndice V.

2 En consonancia con esta decision, el método se clasificara nuevamente como del Tipo I en CODEX STAN 167-1989.
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iii) Se afiade agua hasta alcanzar la linea de graduacion mas cercana.

iv) Después de agitar nuevamente el matraz, dejandolo luego reposar para que se produzca la precipitacion,
se pasa el contenido por un filtro de papel plegado.

v) Se transfiere una alicuota del filtrado transparente a un matraz Erlenmeyer, afiadiendo dos gotas de
fenolftaleina. Se afiade gota a gota hidroxido de sodio hasta que la alicuota tome un color rojo palido, y se
diluye luego la alicuota con agua hasta 100 ml, aproximadamente.

vi) Tras afiadir 1 ml aproximadamente de solucion de cromato de potasio, se titula la alicuota diluida con una
solucion de nitrato de plata agitando el matraz de manera constante. El punto final estd indicado por un
cambio de color tenue pero evidente. Este color pardo rojizo palido debera persistir tras agitar enérgicamente
el matraz.

Para reconocer el cambio de color, es oportuno que la titulacion se realice sobre un fondo blanco.
vii) Debera realizarse una titulacion patron de los reactivos utilizados.

viii) El punto final puede determinarse también empleando instrumentos como el potencidmetro o el
colorimetro.

4. Célculo de los resultados

En la ecuacion del calculo de los resultados se utilizan los siguientes simbolos:
A = volumen de la alicuota (ml)
C = concentracion de la solucion de nitrato de plata en forma de N

V = volumen de la solucion de nitrato de plata (en ml) utilizada para alcanzar el punto final y corregida para
tener en cuenta el valor patron.

P = peso de la muestra (g)
El contenido de sal de la muestra se calcula aplicando la siguiente ecuacion:
Concentracion de sal (%) = (V x C x 58,45 x 250 x 100)/(A x P x 1000)

Los resultados se expresaran con una precision de una cifra decimal.

Enmienda consecuente al estado de ratificacion

PRODUCTO DISPOSICION METODO PRINCIPIO | Tipo
Pescado salado y Contenido de sal | Descrito en la Norma Valorimetria I
pescado seco salado

de la familia
Gadidae
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B. COMITE SOBRE LA LECHE Y LOS PRODUCTOS LACTEOS®

METODOS DE ANALISIS

Productos Disposiciones Método Principio Tipo
Productos lacteos Hierro NMKL 139 (1991) (método II
general del Codex) / , .y
AOAC 999 11 Es,pe.ctrofotometrla por absorcion
atdmica
Productos lacteos Hierro NMKL 161 (1998) / Espectrofotometria por absorcion I
AOAC 999.10 atomica
Productos lacteos Hierro AOAC 984.27 Espectrofotometria de emision optica I
por plasma acoplado inductivamente
Productos lacteos Hierro FIL 103A:1986/ ISO 6732:1985 Fotometria (batofenantrolina) v
Mezcla de leche desnatada (descremada) Contenido total de  ISO 1737| FIL 13:2008 Gravimetria (Rose-Gottlieb) I
evaporada y grasa vegetal grasa
Mezcla de leche desnatada (descremada) ESNG* FIL 21B:1987/1SO 6731:1989 Calculo de contenido total de materia I
evaporada y grasa vegetal e solida, y contenido de grasa
ISO 1737] FIL 13:2008
Gravimetria (Rose-Gottlieb)
Mezcla de leche desnatada (descremada) Proteina lactea en ISO 8968-1/2|FIL 20-1/2:2001 /  Valorimetria (Kjeldahl) v
evaporada y grasa vegetal el ESNG* AOAC 991.20
Mezcla con bajo contenido de grasa de Contenido total de SO 1737| FIL 13:2008 Gravimetria (Rése-Gottlieb) I

leche desnatada (descremada) evaporada
y grasa vegetal

grasa

3 ALINORM 10/33/11, pérr. 45-62, APENDICE IIL

* El contenido de materia solida y ESNG en la leche incluye agua de cristalizacion de lactosa.
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Productos

Disposiciones

Método

Principio Tipo

Mezcla con bajo contenido de grasa de
leche desnatada (descremada) evaporada

ESNG*

FIL 21B:1987/1S0O 6731:1989
e

Calculo de contenido total de materia
solida, y contenido de grasa

y grasa vegetal ISO 1737| FIL 13:2008 I
Gravimetria (Rose-Gottlieb)

Mezcla con bajo contenido de grasade  Proteina lactea en ISO 8968-1/2|FIL 20-1/2:2001 /  Valorimetria (Kjeldahl) v

leche desnatada (descremada) evaporada el ESNG* AOAC 991.20

y grasa vegetal

Mezcla de leche desnatada (descremada) Contenido total de  ISO 1736|FIL 9:2008 Gravimetria (Rose-Gottlieb) I

y grasa vegetal en polvo grasa

Mezcla de leche desnatada (descremada) Agua’ ISO 5537|IDF 26:2004 Gravimetria (secado a 87°C) I

y grasa vegetal en polvo

Mezcla de leche desnatada (descremada) Proteina lactea en ISO 8968-1/2|FIL 20-1/2:2001 /  Valorimetria (Kjeldahl) v

y grasa vegetal en polvo el ESNG* AOAC 991.20

Mezcla con bajo contenido de grasa de Contenido total de ~ ISO 1736|FIL 9:2008 Gravimetria (Rose-Gottlieb) I

leche desnatada (descremada) en polvo ~ grasa

y grasa vegetal en polvo

Mezcla con bajo contenido de grasa de Agua5 ISO 5537|IDF 26:2004 Gravimetria (secado a 87° C) I

leche desnatada (descremada) en polvo

y grasa vegetal en polvo

Mezcla con bajo contenido de grasade  Proteina lactea en ISO 8968-1/2|FIL 20-1/2:2001 /  Valorimetria (Kjeldahl) v

leche desnatada (descremada) en polvo el ESNG* AOAC 991.20

y grasa vegetal en polvo

Mezcla de leche desnatada (descremada) Contenido total de  ISO 1737| FIL 13:2008 Gravimetria (Rose-Gottlieb) I

condensada edulcorada y grasa vegetal  grasa

Mezcla de leche desnatada (descremada) Sacarosa ISO 2911|IDF 35:2004 Polarimetria v

condensada edulcorada y grasa vegetal

Mezcla de leche desnatada (descremada) ESNG* FIL 15B:1991/1ISO 6734:1989  Calculo de contenido total de materia v

condensada edulcorada y grasa vegetal solida, contenido de grasa y de azucar

Mezcla de leche desnatada (descremada) Proteina lactea en ISO 8968-1/2|FIL 20-1/2:2001 /  Valorimetria (Kjeldahl) v

condensada edulcorada y grasa vegetal el ESNG* AOAC 991.20

Mezcla con bajo contenido de grasa de Contenido total de SO 1737| FIL 13:2008 Gravimetria (Rése-Gottlieb) I

leche desnatada (descremada)

grasa

> El contenido de agua excluye el agua cristalizada unida a la lactosa (se conoce generalmente como “contenido de humedad™).
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Productos Disposiciones Método Principio Tipo
condensada edulcorada y grasa vegetal
Mezcla con bajo contenido de grasade ~ ESNG' FIL 15B:1991/1SO 6734:1989 Calculo de contenido total de materia v
leche desnatada (descremada) solida, contenido de grasa y de azucar
condensada edulcorada y grasa vegetal
Mezcla con bajo contenido de grasa de Proteina lactea en ISO 8968-1/2 |[FIL 20-1/2:2001 / Valorimetria (Kjeldahl) v
leche desnatada (descremada) el ESNG* AOAC 991.20
condensada edulcorada y grasa vegetal
Mantequilla Sal ISO 1738|FIL 12:2004 / Valorimetria (Mohr: determinacion de 111
AOAC 960.29 cloruro, expresado como cloruro de
sodio)
Mantequilla Pureza de la grasa ISO 17678|FIL 202:2010 Célculo a partir de la determinacion de |
lactea los triglicéridos mediante
cromatografia de gases
Queso (y corteza) Natamicina ISO 9233-1|FIL 140-1:2007 Espectrofotometria por absorcion 11
molecular
ISO 9233-2|FIL 140-2:2007 Cromatografia liquida de alto 1I
rendimiento
Queso Cloruro sodico ISO 5943|FIL 88:2006 Potenciometria (determinacion de II
cloruro, expresado como cloruro de
sodio)
Queso Cottage Extracto seco Célculo a partir del contenido de I
exento de grasa extracto seco y de grasa
ISO 5534|FIL 4:2004 y Gravimetria, con secado a 102°C
ISO 1735|FIL 5:2004 Gravimetria (Schmid-Bondzynski-
Ratzlaff)
Queso Cottage Grasa lactea ISO 1735|FIL 5:2004 Gravimetria (Schmid-Bondzynski- I
Ratzlaff) (para muestras con un
contenido de lactosa méaximo del 5 %)
ISO 8262-3|IDF 124-3:2005 Gravimetria (Schmid-Bondzynski- I
Ratzlaff) (para muestras con un
contenido de lactosa superior al 5 %)
Queso sin madurar incluido el queso Proteinas ISO 8968-1/2|FIL 20- Valorimetria (Kjeldahl) I
fresco 1/2:2001/A0AC 991.20 y
991.23
Crema y cremas preparadas Proteina de la leche ISO 8968-1/2|FIL 20-1/2:2001 /  Valorimetria (Kjeldahl) I

AOAC 991.20
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Productos Disposiciones Método Principio Tipo
Crema Grasa lactea ISO 2450[FIL 16:2008 Gravimetria (ROse-Gottlieb) I
Cremas con contenido reducido de grasa Grasa lactea ISO 2450|FIL 16:2008 / Gravimetria (Rése-Gottlieb) I
lactea AOAC 995.19
Queso Crema Extracto seco ISO 5534|FIL 4:2004 Gravimetria, secado a 102 °C (horno de I

aire forzado)
Queso Crema Contenido de Calculo del contenido graso y I
humedad en contenido de humedad
ausencia de grasa ISO 5534|FIL 4:2004 Gravimetria, secado a 102 C (horno de
aire forzado)
ISO 1735|FIL 5:2004 Gravimetria (Schmid-Bondzynski-
Ratzlaff)
Productos lacteos para untar Pureza de la grasa ~ ISO 17678|FIL 202:2010 Calculo a partir de la determinacion de 1
lactea los triglicéridos mediante
cromatografia de gases
Productos de caseina comestible Acidos libres ISO 5547|IDF 91:2008 . , v
Valorimetria (extracto acuoso)
Productos de caseina comestible Ceniza (incluso ISO 5545|FIL 90:2008 . L ., o
p ; 6 Gravimetria (incineracion a 825°C)
Productos de caseina comestible P,05) o
ISO 5544|FIL 89:2008 I
Productos de caseina comestible Agua® ISO 5550[FIL 78:2006 Gravimetria (secado a 102°C) I
Productos de caseina comestible Plomo NMKL 139 (1991) / (método Espectrofotometria por absorcion 11
general del Codex) atobmica
AOAC 999.11
Productos de caseina comestible Plomo NMKL 161 (1998) / Espectrofotometria por absorcion 1
AOAC 999.10 atbmica
Leches Evaporadas Grasa lactea ISO 1737] FIL 13:2008 Gravimetria (Rdse-Gottlieb) !
Leches Evaporadas Proteinas ISO 8968-1/2|FIL 20-1/2:2001 Valorimetria (Kjeldahl) I
AOAC 945.48H/AOAC 991.20
Leches fermentadas Proteinas ISO 8968-1/2|FIL 20-1/2:2001/  Valorimetria (Kjeldahl) I

AOAC 991.20

® Remitirse al alcance de los métodos.
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Productos Disposiciones Método Principio Tipo
Leches fermentadas Grasa lactea ISO 1211|FIL 1:2010 / AOAC Gravimetria (Rose-Gottlieb) I
989.05
Leches Fermentadas — Yogur y Lactobacillus ISO 7889|FIL 117:2003 Conteo de cultivo a 37°C I
productos a base de yogur delbrueckii subesp.
bulgaricus y
Streptococcus
thermophilus
Leches fermentadas Acido lactico FIL 150:1991/ISO 11869:1997 Potenciometria, valoracion a pH 8,30 v
(acidez total Espectrofotometria
expresada como
acido lactico)
Leches fermentadas Microorganismos ISO 27205|FIL 149:2010 Conteo de coloniaa 25 C,30 C,37 C 1V
que .constit.u}./en el  (Anexo A) y 45 C de acuerdo al organismo de
cultivo de inicio inicio en cuestion
Leches fermentadas Lactobacillus ISO 20128|FIL 192:2006 Conteo de cultivo a 37°C I
acidophilus
Leches fermentadas Unidades ISO 6611|FIL 94:2004 Conteo de cultivo a 25°C v
formadoras de
colonias de
fermentos o mohos
Leches en polvo y cremas en polvo Grasa lactea ISO 1736|FIL 9:2008 Gravimetria (Rése-Gottlieb) 1
Leches en polvo y cremas en polvo Proteina (en ESNG")  ISO 8968-1/2|FIL 20-1/2:2001 / Valorimetria (digestion Kjeldahl) I
AOAC 991.20
Leches en polvo y cremas en polvo Indice de solubilidad  ISO 8156|FIL 129:2005 Centrifugacion 1
Leches en polvo y cremas en polvo Agua’ I1SO 5537|IDF 26:2004’ Gravimetria (secado a 87°C) 1
Productos a base de grasa lactea Grasa lactea IDF 24:1964 Gravimetria (calculo a partir del v
contenido de sé6lidos no grasos y agua)
Productos a base de grasa lactea Pureza de la grasa ISO 17678|FIL 202:2010 Calculo a partir de la determinaciéon de 1
lactea los triglicéridos mediante
cromatografia de gases
Productos a base de grasa lactea Agua ISO 5536|FIL 23:2009 Valorimetria (Karl Fischer) 11
Productos lacteos obtenidos de leches Proteinas ISO 8968-1/2|FIL 20-1/2:2001 /  Valorimetria (Kjeldahl) I

fermentadas con tratamiento térmico

AOAC 991.20

7 El método solo ha sido validado para las leches en polvo, no para las cremas en polvo.
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Productos Disposiciones Método Principio Tipo
después de la fermentacion
Mozzarella Grasa lactea en ISO 1735|FIL 5:2004 Gravimetria después de extraccion con |
extracto seco, con solvente
alto contenido de
humedad
Mozzarella Grasa lactea en ISO 1735|FIL 5:2004 Gravimetria después de extraccion con |
extracto seco, con solvente
bajo contenido de
humedad
Leche condensada edulcorada Grasa lactea ISO 1737| FIL 13:2008 Gravimetria (Rose-Gottlieb) I
Leches condensadas edulcoradas Proteinas ISO 8968-1/2|FIL 20-1/2:2001 /  Valorimetria (Kjeldahl) I
AOAC 945.48H/
AOAC 991.20
Quesos de suero por concentracion Grasa lactea ISO 1854|FIL 59:2008 Gravimetria (ROse-Gottlieb) I
Quesos de suero por concentracion Grasa lactea en Calculo a partir del contenido de grasa |
extracto seco y de extracto seco
ISO 1854|FIL 59:2008, asi Gravimetria (Rose-Gottlieb)
como Gravimetria (secado a 88°C)
ISO 2920[FIL 58:2004
Sueros en polvo Ceniza ISO 5545|FIL 90:2008 Gravimetria (incineracion a 8§25°C) I\
Sueros en polvo Grasa lactea ISO 1736|FIL 9:2008 Gravimetria (ROse-Gottlieb) I
Sueros en polvo Proteina de la leche ISO 8968-1/2|FIL 20-1/2:2001 /  Valorimetria (Kjeldahl) I
(total N x 6,38) AOAC 991.20
Sueros en polvo Agua’ ISO 5537|IDF 26:2004 Gravimetria (secado a 87 °C) I

METODOS DE MUESTREO

Norma de producto

Método de Muestreo

Notas

Leche y productos lacteos

Productos lacteos

ISO 707|FIL 50:2008

Instrucciones generales para obtener una
muestra de un producto a granel

Productos lacteos

ISO 5538|FIL 113:2004

Inspeccion por atributos

Productos lacteos

FIL 136A:1992
ISO 8197:1988

Inspeccion por variables
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C. COMITE SOBRE NUTRICION Y ALIMENTOS PARA REGIMENES ESPECIALES®

Métodos de andlisis relativos a la fibra dietética: Directrices para el uso de declaraciones nutricionales y de propiedades saludables: Tabla de condiciones para

las declaraciones

lignina Klason. ¥

(Determinar los azucares es til para aquellos productos
en los que son necesarios tanto la fibra como el aztcar)

Producto Disposiciones Método Principio Tipo
propuesto
Métodos generales que no miden la fraccion inferior de peso molecular (unidades monoméricas <=9) @
Todos los alimentos " Fibra dietética basada en la precipitacion en cuatro AOAC 985.29 Enzimatico
partes de alcohol y una parte de agua. Polisacaridos AACC Intl 32-05.01 gravimétrico v
resistentes insolubles y solubles, lignina y pared celular | (1991,1999)
vegetal. ¥
(Total de fibra dietética)
Todos los alimentos " Fibra dietética basada en la precipitacion en cuatro AOAC 991.43 Enzimatico
partes de alcohol y una parte de agua. Polisacaridos AACC Intl 32-07.01 (1999, gravimétrico v
resistentes insolubles y solubles, lignina y pared celular | 1991)
vegetal . NMKL 129, 2003
(Puede determinar el total, pero también determina la
fibra dietética soluble e insoluble)
Todos los alimentos " Fibra dietética en los alimentos y productos alimenticios | AOAC 993.21 Gravimétrico
con menos del 2 % de almidén (alimentos con >10% v
TDF y < 2% de almidén (frutas)) .
Todos los alimentos " Fibra dietética basada en la precipitacion en cuatro AOAC 994.13 AACC Intl 32- | Enzimatico
partes de alcohol y una parte de agua cuantificada como | 25.01 (1999, 1994) gravimétrico y v
componentes de azucares neutros, acidos urénicos y NMKL 162, 1998 colorimétrico

Meétodos generales que miden

las fracciones de peso molecular mayores (unidades monomeéricas > 9) y menores (unid

ades monoméricas <=9) @

Todos los alimentos "

Fibra dietética basada en la precipitacion en cuatro
partes de alcohol y una parte de agua. Polisacaridos
resistentes insolubles y solubles, lignina y pared celular
vegetal. Maltodextrinas resistentes, lignina y pared
celular vegetal.

AOAC 2001.03
AACC Intl 32-41.01 (2002)

Enzimatico
gravimétrico y
cromatografia
de liquidos

v

¥ ALINORM 10/33/26, Apéndice I1.
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Producto Disposiciones Meétodo Principio Tipo

propuesto

Todos los alimentos " Fibra dietética (polisacaridos solubles + insolubles + | AOAC 2009.01 Enzimatico
lignina + almidon resistente + oligosacaridos). AACC Intl 32-45.01 (2009) gravimétrico — v

método de
cromatografia
liquida de alta
presion

Métodos que miden componentes individuales especificos (unidades monoméricas: abarca toda la gama para cada clase de componentes) @

Todos los alimentos " Fibras dietéticas insolubles en los alimentos y en AACC Intl 32-20.01 (1999, Enzimatico
productos alimenticios 1982) gravimétrico v

AOAC 991.42 (especifico para
la fibra insoluble)

Todos los alimentos " Fibras dietéticas solubles en los alimentos y en AOAC 993.19 (especifico para | Enzimatico
productos alimenticios la fibra soluble) gravimétrico v

Todos los alimentos (1->3)(1—4) Beta-D-Glucans AOAC 995.16 Enzimético v

AACC Intl 32-23,01 (1999, colorimétrico
1995)
Todos los alimentos " Fructosanos (oligofructosas, inulina, inulina hidrolizada, | AOAC 997.08 Enzimatico y v
polifructosas, fructooligosacaridos) (aplicable a los AACC Intl 32-31.01 (2001) HPAEC-PAD
fructosanos agregados)
Todos los alimentos " Fructosanos (oligofructosas, inulina, inulina hidrolizada, | AOAC 999.03 Enzimatico y v
polifructosas, fructooligosacaridos) (no aplicable a los AACC Intl 32-32.01 (2001) colorimétrico
fructosanos muy despolimerizados)
Todos los alimentos Polidextrosa AOAC 2000.11 HPAEC-PAD | IV
AACC Intl 32-28.01 (2001)

Todos los alimentos " Transgalactooligosacaridos AOAC 2001.02 HPAEC-PAD v
AACC Intl 32-33.01 (2001)

Todos los alimentos " Almidon resistente (recomendado para RS2 y RS3) AOAC 2002.02 Enzimatico y
AACC Intl 32-40.01 (2002) colorimétrico v

Otros métodos®®

Todos los alimentos Glucosanos y mananos insolubles de la pared celular de | Eurasyp (European association | Quimico y v
las levaduras (solo para la pared celular de las levaduras) | for specialty yeast product, HPAEC-PAD

Asociacion Europea para los
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Producto Disposiciones Meétodo Principio Tipo
propuesto

Productos de Levadura de
Especialidad) — LM Bonanno.
Biospringer- 2004 — version en
linea:
http://www.eurasyp.org/public.
technique.home.screen.

Todos los alimentos Fructooligosacaridos (unidades monoméricas < 5) Ouarné et al. 1999 en Complex | HPAEC-PAD v
Carbohydrates in Foods.
Editado por S. Sungsoo, L.
Prosky y M. Dreher. Marcel
Dekker Inc, New York

Todos los alimentos Polisacaridos no amilaceos (PNA) Englyst H.N, Quigley M.E., Cromoatografia | IV
Hudson G. (1994), enzimatica de
Determinacion de la fibra gases o liquidos

dietética como polisacaridos
no amilaceos por medio de una
medicion cromatografica de
gases o liquidos,
cromatografica de liquidos de
alto rendimiento o
espectrofotométrica de los
azlcares constituyentes -
Analyst 119, 1497-1509

' Los usuarios deberian consultar la descripcion de cada método para las matrices de alimentos que fueron objeto de estudio interlaboratorios en los métodos
oficiales de analisis de AOAC Internacional.

@ Se dejan dos cuestiones para las autoridades nacionales: la inclusion de las unidades monoméricas 3-9 y qué compuestos aislados o de sintesis tienen ventaja
fisiologica. Véase GL 2-1985.

@ pérdida de la cuantificacion para el almidén resistente. Véanse los métodos especificos.

@ pérdida de la cuantificacion para la inulina, el almidon resistente, la polidextrosa y las maltodextrinas resistentes. Véanse los métodos especificos.

D. AGUAS MINERALES NATURALES
Norma para las Aguas Minerales Naturales (CODEX STAN 108-1981)
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Disposicion LM Intervalo LD LC Precision | Recuperacion Métodos propuestos que | Principio
(mg/L) minimo (mg/L) (mg/L) | RSDR (%) | (%) cumplen los criterios
aplicable inferior a
(mg/L)
Antimonio 0,005 0,0028 0,001 0,002 44 80-110 ISO 17294-2:2003 ICP-MS
ISO 15586:2003 GF-AAS
Arsénico 0,01 0,0056 0,002 0,004 44 90-107 ISO 17294-2:2003 ICP-MS
ISO 15586:2003 GF-AAS
ISO 11969:1996 AAS - hidruros
Bario 0,7 0,35 0,07 0,14 34 95-105 ISO 11885:2007 ICP-OES
ISO 17294-2:2003 ICP-MS
Borato 5 3,1 0,5 1 25 97-103 ISO 9390:1990 Espectrofotometria
ISO 11885:2007 ICP-MS’
ISO 17294-2:2003 ICP-MS
Cadmio 0,003 0,0017 0,0006 0,0012 44 80-110 ISO 11885:2007 ICP-OES
ISO 17294-2:2003 ICP-MS
ISO 15586:2003 GF-AAS
ISO 5961:1994 AAS (seccioén 3)
Cromo 0,05 0,028 0,01 0,02 44 90-107 ISO 11885:2007 ICP-OES
ISO 17294-2:2003 ICP-MS
ISO 15586:2003 GF-AAS
ISO 18412:2005 (Cr VI) Fotométrico
ISO 23913:2006 (Cr VI)
ISO 9174:1998 CIA,
espectrofotometria
AAS (seccién 4)
Cobre 1 0,52 0,1 0,2 32 97-103 ISO 11885:2007 ICP-OES
ISO 17294-2:2003 ICP-MS
ISO 15586:2003 GF-AAS
ISO 8288:1986 AA con llama
Cianuro 0,07 0,039 0,014 0,028 44 90-107 ISO 14403:2002 CFA
ISO 6703-1:1998 Fotométrico,
trimétrico
Fluor 1,0 0,52 0,1 0,2 32 97-103 ISO 10304-1:2007 HPLC
ISO 10359-1:1992 Sonda

® Se determina el total de boro.
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Disposicion LM Intervalo LD LC Precision | Recuperacion Métodos propuestos que | Principio
(mg/L) minimo (mg/L) (mg/L) | RSDR (%) | (%) cumplen los criterios
aplicable inferior a
(mg/L)
(fluoruro disuelto) electroquimica
ISO 10359-2:1994 Digestion,
(vinculo inorganico) destilado
Plomo 0,01 0,0056 0,002 0,004 44 90-107 ISO 17294-2:2003 ICP-MS
ISO 15586:2003 GF-AAS
ISO 8288:1986 Método C (I1I)
Manganeso 0,4 0,18 0,04 0,08 37 95-105 ISO 11885:2007 ICP-OES
ISO 17294-2:2003 ICP-MS
ISO 15586:2003 GF-AAS
Mercurio 0,001 0,00056 0,0002 0,0004 44 80-110 EN 1483:2007 AAS
Enriquecimiento
por amalgama (III)
ISO 17852:2006 AFS
ISO 5666:1999 AA previa
reduccion de
ISO 16590:2000 cloruro de estafio
(II)
Enriquecimiento
por amalgama (III)
Niquel 0,02 0,011 0,004 0,008 44 90-107 ISO 17294-2:2003 ICP-MS
ISO 15586:2003 GF-AAS
Nitrato 50 37 5 10 18 98-102 ISO 10304-1:2007 HPLC
ISO 13395:1996 CFA, FIA,
ISO 7890-3:1988 espectrofotometria
Espectrofotometria
Nitrito 0,1 0,03 0,01 0,02 44 95-105 ISO 10304-1:2007 HPLC
ISO 13395:1996 CFA, FIA,
espectrofotometria
ISO 6777:1984 Espectrofotometria
Selenio 0,01 0,0056 0,002 0,004 44 90-107 ISO 17294-2:2003 ICP-MS
ISO 15586:2003 GF-AAS
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Disposicion LM Intervalo LD LC Precision | Recuperacion Métodos propuestos que | Principio
(mg/L) minimo (mg/L) (mg/L) | RSDR (%) | (%) cumplen los criterios
aplicable inferior a
(mg/L)

ISO 9965:1993

AAS (hidruros)
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Disposicion ML Intervalo LD RSDR (%) [Recuperacion Métodos propuestos Principio

aplicable —

desde:
Agentes activos - 0,1 -5,0 mg/L 19 ISO 16265:2009 CFA
de superficie 0,25-0,8 mg/L
0,05 -5,0 mg/L | 0,05 mg/l 10
70-100
<44

Aceite mineral - > 0,1 mg/L <41 71-102 ISO 9377-2:2000 GC
(indice de
hidrocarburos)
BPC - > 10 ng/L 27-79 40-142 ISO 6468:1996 GCECD

>15 ng/L <20 70-130 AOAC 990.16 GCECD
Plaguicida - > 10 ng/L 27-79 40-142 ISO 6468:1996 GC ECD
(organocloro) >15ng/ L <20 70-130 AOAC 990.16 GCECD
HAP - 0,005 pg/L <10 80-110 ISO 17993:2004 HPLC FD

0,04 ng/L <18 80-110 ISO 7981-1:2005 TLC

0,005 pg/L <19 80-100 ISO 7981-2:2005 HPLC

E. COMITE DEL CODEX SOBRE FRUTAS Y HORTALIZAS ELABORADASY
Proyecto de Norma para los tomates en conserva

Disposicion Método Principio Tipo
Peso escurrido minimo AOAC 968.30 Gravimetria (tamizado) I

Nota: Usar un tamiz (criba) nimero 14 en vez de uno de

“7/16° o nimero 8.

' ALINORM 09/32/27, parr. 14.
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ALINORM 10/33/23
APENDICE Il

ANTEPROYECTO DE DIRECTRICES SOBRE CRITERIOS DE RENDIMIENTO Y VALIDACION
DE LOS METODOS DE DETECCION, IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE
SECUENCIAS ESPECIFICAS DE ADN Y DE PROTEINAS ESPECIFICAS EN LOS ALIMENTOS®

(En el trdmite 5/8 del Procedimiento)

SECCION 1 - INTRODUCCION

1. Los métodos de analisis molecular ¢ inmunoldgico son en la actualidad los instrumentos reconocidos para
la determinacion de los analitos de ADN y proteinas en los alimentos. Sin embargo, para que los resultados
obtenidos por tales métodos en diferentes laboratorios obtengan amplia aceptacion y confianza por su
fiabilidad, es necesario que los métodos de analisis cumplan determinados criterios de calidad.

2. Estas directrices proporcionan criterios adecuados para validar el rendimiento de métodos elaborados con
el fin de detectar secuencias especificas de ADN o proteinas especificas en los alimentos.

3. La informacion relativa a las consideraciones generales para los métodos de validacion destinados al
analisis de secuencias especificas de ADN y de proteinas especificas figura en la primera parte de las
presentes Directrices. Se ponen a disposicion anexos especificos que contienen informacion sobre validacion
de métodos de PCR cuantitativos, validacion de métodos de PCR cualitativos y validacion de métodos
basados en proteina.

SECCION 1.1 - FINALIDAD Y OBJETIVOS

4. El objetivo de este documento es apoyar el establecimiento de métodos moleculares ¢ inmunolégicos
para la deteccion, la identificacion y la cuantificacion en los alimentos de secuencias especificas de ADN y
de proteinas especificas que generen resultados con reproducibilidad comparable cuando se lleven a cabo en
laboratorios diferentes.

5. Las directrices van dirigidas a proporcionar una orientacion sobre como establecer métodos para detectar
e identificar secuencias de ADN y proteinas especificas en los alimentos definiendo criterios de validacion
adecuados y si un método cumple o no dichos criterios a partir de las caracteristicas de rendimiento de un
método.

En las directrices se concretan los criterios pertinentes y se explica como considerar tales criterios, es decir:
— proporcionando la explicacion para los criterios mas pertinentes y

— mostrando cémo averiguar si un método cumple o no los requisitos de los criterios de que se trate.
SECCION 1.2 - AMBITO DE APLICACION

6. Estas directrices proporcionan informacion sobre criterios para la validacion de métodos de analisis de
los alimentos que conlleven la deteccion, la identificacion y la cuantificacion de secuencias especificas de
ADN vy de proteinas especificas de interés que puedan encontrarse en alimentos, incluidos aquellos que
contengan materiales obtenidos por medios biotecnolégicos modernos. Estos métodos moleculares e
inmunoldgicos son aplicables en una amplia serie de usos, como las pruebas de biomarcadores en alimentos,
incluidos los obtenidos por medios biotecnoldgicos modernos y la autenticacion de alimentos, y pueden ser
utilizados por los laboratorios encargados responsables del andlisis de alimentos.

* Para aplicaciones como los alimentos derivados de la biotecnologia moderna, la autenticacién de alimentos, la
especiacion de alimentos y otros usos.
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SECCION 2 - VALIDACION DE METODOS

7. La Comision del Codex Alimentarios hace especial hincapié en la aceptacion de métodos de analisis que
hayan sido validados mediante un ensayo en colaboracion que sea conforme a un protocolo aceptado
internacionalmente con arreglo a la norma ISO 5725:1994 o al protocolo armonizado AOAC/UIQPA. En
esta area, podria surgir la necesidad de adoptar una validacion formal por parte de un laboratorio inico como
medida provisional en caso de no que no existieran datos de ensayos en colaboracion. Sin embargo, los
métodos utilizados para el andlisis de secuencias y proteinas de ADN deben poderse aplicar en muchos
laboratorios.

Seccion 2.1 — Enfoque por criterios
8. En estas directrices se aplica el “enfoque por criterios”.
Seccion 2.2 — Criterios generales de método

9. Los criterios generales para la seleccion de métodos de analisis se han adoptado en el Manual de
procedimiento del Codex. En las presentes directrices se aplican dichos criterios y otros adicionales se
detallan en los anexos oportunos.

Seccion 2.3 — Proceso de validacion

10. La validacion del método es un proceso de determinacion de las caracteristicas y las limitaciones del
rendimiento de un método analitico. Los resultados de un proceso de validacion definen qué analitos pueden
determinarse en qué tipo de matrices en presencia de qué interferencia. El ejercicio de validacion da como
resultado valores precisos y conformes de un método analitico en particular en las condiciones examinadas.

11. La validacion formal de un método representa la conclusion de un proceso largo que comprende los
siguientes pasos principales:

¢ Validacion previa del método. La validacion previa deberia realizarse caso por caso, en funcion
de las necesidades. La validacion previa debe garantizar que un método tiene un rendimiento que
permite que se llegue a una conclusion exitosa del estudio de validacion, es decir, la validacion
previa debe proporcionar pruebas de que el método resulta adecuado para la finalidad prevista.
La validacion previa debe realizarse de preferencia con la participacion de 2-4 laboratorios.
Deben realizarse andlisis estadisticos (por ejemplo, de la “repetibilidad” y la “reproductibilidad’)
en funcidn del procedimiento de validacion que vaya a utilizarse posteriormente.

e Validacion del método. La validacion mediante un ensayo en colaboracion es una tarea cara vy,
normalmente, solo se realiza una vez que el método ha demostrado tener un rendimiento
aceptable en un unico laboratorio y en un estudio de validacion previa.

SECCION 3 — CONSIDERACION ESPECIFICA PARA LA VALIDACION DE METODOS DE
DETECCION, IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE SECUENCIAS DE ADN Y
PROTEINAS

Seccion 3.1 — Desde la elaboracion del método a la validacion formal

12. Las metodologias comunes para el analisis basado en el ADN son métodos basados en la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) utilizados para detectar una secuencia especifica (determinada) de ADN. Los
enfoques comunes para la proteina utilizan el método de ensayo con sustancias inmunoabsorbentes unidas a
enzimas (ELISA) y mecanismos de flujo laterales. En lo que respecta al andlisis basado en el ADN, el
enfoque de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es el que se aplica de manera méas general
actualmente, a pesar de que se podrian emplear otros métodos basados en ADN que alcanzan el mismo
objetivo, en caso de que se validaran adecuadamente. En el presente documento se examinan los enfoques
basados en ADN y los basados en proteina.

Seccion 3.1.1 — Criterios para la aceptacion de los métodos (condicion exigida para la validacion)

13. Para evaluar un método antes de la validacion, es necesario disponer de informacion sobre el método y
sobre su comprobacion, segun se detalla en el Anexo I.

14. La evaluacion del método debe verificar el cumplimiento de los requisitos previos de principio para
utilizar tal método a efectos del Codex. En esta seccion se describen los criterios de aceptacion del método
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que este debe cumplir para que se pueda llevar a cabo una validacion previa y un ensayo completo en
colaboracion.

Seccion 3.1.2 — Aplicabilidad del método

15. La aplicabilidad de los métodos podria determinarse confirmando si los métodos pueden utilizarse en los
alimentos deseados con el rendimiento exigido y ello deberia hacerse constar con claridad. En particular, en
el analisis de las secuencias de ADN y de la proteina, algunos métodos que pueden aplicarse a una sola
matriz de materia prima no necesariamente son aplicables a las matrices complejas o a los alimentos
elaborados, ya que el ADN y la proteina se desnaturalizaran.

16. En principio, el método deberia ser aplicable a la matriz pertinente. En el caso de métodos de “uso
general” para identificar y cuantificar secuencias de ADN y proteinas en una serie de matrices de alimentos,
deberia haber disponible al menos un método de extraccion aplicable a una matriz general de alimentos.

Seccion 3.1.3 — Condicién de principio

17. Los métodos basados en el ADN deberian detectar, identificar y pueden cuantificar los niveles de
secuencias especificas de ADN. Los métodos basados en la proteina deberian detectar, identificar y pueden
cuantificar los niveles de una proteina especifica en el producto.

18. Actualmente, el método de deteccion basado en ADN suele consistir en la metodologia de la PCR e
incluye:

e un protocolo que describe un método de extraccion que es aplicable a una matriz pertinente;

e un protocolo que describe las condiciones, incluido el aparato empleado, en las que se puede
utilizar la PCR para detectar la secuencia de ADN diana;

e una descripcion de las secuencias cebadoras del oligonucledtido que amplifican de manera
inequivoca la secuencia de ADN diana;

e si procede, una descripcion de las secuencias de sonda del oligonucleotido fluorescente que
identifican de manera inequivoca la secuencia de ADN diana;

e una descripcion de las secuencias cebadoras del oligonucledtido que amplifican una
secuencia de ADN especifica al taxéon la cual deberia estar presente en la matriz
convencional del alimento independientemente de la presencia del analito especifico a fin de
diferenciar un resultado negativo de los procesos fallidos de extraccion o amplificacion y
para cuantificar la cantidad del ADN diana en relacion con el ADN especifico al taxon;

e si procede, una descripcion de las secuencias de sonda del oligonucledtido fluorescente que
identifican de manera inequivoca la secuencia de ADN especifica al taxon;

e una descripcion del método utilizado para detectar el ADN;
e muestras y normas de control apropiadas;
e descripciones de las operaciones realizadas para calcular el resultado.

19. Los métodos basados en proteina normalmente consisten en un método cuantitativo o cualitativo. Se
suele tratar de sistemas de analisis con sustancias inmunoabsorbentes y consisten en lo siguiente:

e un protocolo que describe un método de extraccion que es aplicable a una matriz pertinente;

e un protocolo que describe las condiciones, incluido el aparato empleado, en las que se puede
utilizar el analisis con sustancias inmunoabsorbentes para detectar la proteina diana;

e un soporte recubierto por un anticuerpo;

¢ un anticuerpo secundario conjugado con una enzima;

e un sustrato enzimatico para el desarrollo del color;

e solucion tamponada limpiadora y para la extraccion de muestras;

e una descripcion del método utilizado para detectar la proteina;
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e muestras y normas de control apropiadas;
e descripciones de las operaciones realizadas para calcular el resultado.
20. El método deberia cumplir los requisitos siguientes:

e los métodos basados en la proteina deberian permitir la deteccion, identificacion o
cuantificacion inequivocas de un antigeno o epitopo determinado;

e los métodos de examen basados en el ADN se utilizan para detectar un ADN diana que se
encuentra en multiples organismos. Por ejemplo, los métodos de examen que se utilizan para
detectar multiples incidencias de transformacion deberian permitir la deteccion de una
secuencia diana de ADN que sea comtin a varias incidencias de transformacion;

e los métodos especificos basados en el ADN que se utilizan para la deteccion, la
identificacion o la cuantificacion inequivocas de un organismo especifico que pueda
combinarse con organismos similares deberian permitir la deteccion, identificacion y
cuantificacion inequivocas de una secuencia de ADN que sea unica o especifica para dicho
organismo. Por ejemplo, los métodos especificos para la diana que se utilizan para la
deteccion de una sola incidencia de transformacion deberian permitir la deteccion,
identificacion y/o cuantificacion inequivocas de una secuencia diana de ADN que sea Unica
o especifica para esa incidencia de transformacion. Para la autenticacion de alimentos, las
secuencias especificas de la diana deberian definir inicamente el taxon segln sea necesario;

e los métodos basados en el ADN especificos para un taxon que se utilizan para la deteccion o
la cuantificacion relativa de un ADN diana deberian permitir la deteccion, identificacion y
cuantificacion inequivocas de una secuencia diana de ADN que sea Unica o especifica para
dicho taxon;

e cn el caso de los métodos especificos para la diana y el taxdon utilizados en la cuantificacion
relativa, se recomienda identificar el fragmento amplificado, por ejemplo mediante
hibridacion con sonda o cualquier otro método apropiado equivalente.

Seccion 3.14 — Unidad de medida y comunicacién de resultados

21. Deberian especificarse las unidades adecuadas de medida (por ejemplo: numero de copias de la diana o
equivalentes molares), los criterios de rendimiento y de comunicacion de los datos para cada método antes de
su uso. Para los analisis cualitativos, los resultados pueden ofrecerse como presente o no detectado, no
habiendo por tal motivo unidad de medida.

22. Las mediciones se pueden expresar explicitamente como peso/peso o por porcentaje relativo. Sin
embargo, en ninguno de los métodos actuales (basados en el ADN o en proteina) se pueden hacer estas
mediciones directamente.

Seccion 3.1.5 — Incertidumbre de la medicidn

23. Seguin se menciona en las Directrices del Codex sobre la incertidumbre de la medicion (CAC/GL54-
2004), se exige que los laboratorios calculen la incertidumbre de sus mediciones cuantitativas. La
preparacion de la muestra y los métodos analiticos constituyen dos fuentes importantes de error que deberian
ser examinadas al evaluar una medicion analitica. Los analistas que utilizan métodos que han sido validados
con arreglo a estas directrices deberian disponer de suficiente informacion para poder estimar la
incertidumbre de su resultado.

24. Para obtener mayores detalles se puede consultar, en las Directrices del Codex sobre la incertidumbre de
la medicion (CAC/GL54-2004), la parte titulada Utilizacion de resultados analiticos: planes de muestreo,
relacion entre los resultados analiticos, la incertidumbre en la medicion, los factores de recuperacion y las
disposiciones de las normas del Codex en el Manual de procedimiento del Codex.

Seccidn 3.1.6 — Enfoque modular de la validacion del método

25. El término “método” hace referencia a todos los procedimientos experimentales necesarios para estimar
el mesurando en una matriz en particular. Para un material determinado, puede comprender los procesos para
la extraccion del ADN o la proteina y la cuantificacion final en un sistema de PCR o de ensayo con
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sustancias inmunoabsorbentes, o la determinacion de la presencia o ausencia del analito a través de un
método cualitativo. En tal caso, toda la cadena comprendida entre la extraccion y la etapa de analisis
constituye un método. Sin embargo, se puede utilizar el mismo método de preparacion de la muestra (por
ejemplo: molido) en combinacidon con el mismo proceso de aislamiento del ADN o la proteina para varios
analisis posteriores diferentes con el fin de obtener eficiencias econdmicas, siempre que se mantengan sin
variacion los procesos validados del método.

26. Resultaria inadecuado introducir procesos alternativos, como por ejemplo un proceso diferente de
aislamiento del ADN o de la proteina, en un método validado sin realizar estudios adicionales para poner de
manifiesto que la sustitucion no afecta al rendimiento del método.

Seccion 3.2 — Requisitos de las pruebas en colaboracion
Seccion 3.2.1 — Informacion general

27. La finalidad del ensayo en colaboracion es validar los datos resultantes de los ensayos previos mediante
un ejercicio de validacion previa o de laboratorio Unico y determinar la precision metodoldgica en lo que
respecta a la repetibilidad y la reproductibilidad.

28. Se deberian interpretar y comparar cuidadosamente los valores de los parametros de rendimiento que
resulten de los estudios de validacion. Los valores exactos y su interpretacion pueden depender del
rendimiento y del alcance del método.

29. Si ya se ha realizado un ensayo en colaboracion con arreglo a la norma ISO 5725:1994 o al Protocolo
armonizado AOAC/UIQPA, la informacion se puede utilizar para evaluar la aceptabilidad del método a los
efectos del Codex.

Seccion 3.2.2 — Requisitos minimos de rendimiento

30. En un ensayo en colaboracion, el rendimiento del método debe ser conforme a las partes pertinentes de
los criterios de aceptacion del método y cumplir los requisitos de rendimiento del método que se indican a
continuacion para el ensayo en colaboracion. En particular, se deberia evaluar el cumplimiento de los
criterios de sensibilidad, repetibilidad o reproducibilidad, las desviaciones tipicas y la conformidad.

31. Ademas de los criterios de aceptacion del método, se deberian evaluar al menos los requisitos de
rendimiento del método enumerados en el Anexo I a partir de los datos experimentales del ensayo en
colaboracion.

32. Los métodos y sus datos asociados de validacion se revisaran con regularidad a medida que evolucionan
los conocimientos cientificos y se obtiene mdas experiencia en materia de validacion y ensayos en
colaboracion. Las directrices se complementan con informacidn practica sobre las fases operacionales del
proceso de validacion.

Seccion 3.2.3 — Materiales del ensayo en colaboracion

33. En principio, el método deberia ser aplicable a la matriz pertinente (es decir, la matriz sobre la que se
hayan desarrollado especificaciones) y deberia ser comprobado en ella.

34. Los efectos de los materiales o de las matrices sobre la fase de extraccion de un protocolo son
importantes para cualquier analisis. Cuando se comunican los resultados de un estudio de validacion es
importante que el informe incluya detalles de la matriz analizada e indique si se empled una proteina o un
ADN purificados como diana del analisis.

Seccion 3.2.4 — Informacion especifica sobre la validacion de los métodos

35. En los Anexos II y III figura informacion especifica sobre la validacion de los métodos de PCR
cuantitativos y cualitativos, respectivamente.

36. En el Anexo IV se presenta informacion especifica sobre la validacion de métodos basados en proteina
cuantitativos y cualitativos.

SECCION 4 - REQUISITOS SOBRE EL CONTROL DE CALIDAD

Seccion 4.1 — Calidad de los laboratorios
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37. En CAC/GL 27 se proporciona orientacion para lo laboratorios que intervienen en la importacion y
exportacion de alimentos. Esta orientacion se basa en el cumplimiento de la norma ISO/IEC 17025, la
comprobacion de la competencia y el control interno de la calidad, asi como en el uso de métodos de analisis
validados segtn los requisitos del Codex.

Seccion 4.2 — Material de referencia

38. Normalmente, se exige un material de referencia adecuado para la validacion de un método. Se pueden
utilizar diferentes matrices para elaborar materiales de referencia o normas de funcionamiento para los
métodos de deteccion de secuencias y proteinas de ADN. Cada una de ellas tiene sus propias ventajas e
inconvenientes para cada fin. La forma fisica del material de referencia determina su adaptabilidad para ser
usado en cualquier método. Para los materiales molidos, las diferencias en la distribucion del tamafio de las
particulas entre los materiales de referencia y las muestras habituales pueden afectar a la eficiencia de
extraccion de la proteina diana o del ADN vy a la reproducibilidad del método, debido a un error de muestreo.

39. El material de referencia para los métodos basados en el ADN puede ser una matriz que contenga el
analito, ADN extraido de una matriz que contenga el analito, un plasmido que contenga el ADN especifico o,
si no estan disponibles materiales de referencia, materiales de muestra de control, por ejemplo procedentes de
sistemas de ensayo del rendimiento. El empleo de ADN plasmido o amplicon exige la atenta consideracion
de la opcion que va a incorporarse en el plasmido o el amplicon con el fin de asegurar que el ADN plasmido
o amplicon corresponda a la finalidad requerida.

40. Como materiales de referencia para los métodos basados en proteina se pueden utilizar, por ejemplo, la
propia proteina purificada de microbios recombinantes, como E. coli, la matriz molida de una planta
(normalmente, hoja o grano) o una fraccion de alimento elaborado.

SECCION 5 - INFORMACION TECNICA Y METODOLOGICA

Se enumeran como referencias los aspectos técnicos y metodolégicos de los métodos basados en el ADN
y en proteina:
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ANEXO |: INFORMACION REQUERIDA CUANDO SE ESTUDIA LA VALIDACION DE LOS
METODOS

DESCRIPCION DEL METODO

1. Se debe proporcionar una descripcion completa y detallada de todos los componentes del método. Se
debe abordar de manera explicita el uso de placas multiples para la PCR y los métodos de proteina, como
ejemplos. La descripcion también debe incluir informacion acerca del alcance del método y se debe indicar
claramente la unidad de medida, asi como los datos siguientes:

Proposito y relevancia del método

2. El propésito del método deberia indicarse en el mismo. El método deberia ser adecuado para la finalidad
buscada.

Base cientifica

3. Se debe proporcionar una vision general de los principios cientificos en los que se basa el método (por
ejemplo, la biologia molecular que sustenta el uso del método de PCR en tiempo real).

Especificacion del modelo de prediccién/modelo matematico necesario para el método

4. Las técnicas basadas en ADN y proteina empleadas para detectar y cuantificar las secuencias y proteinas
de ADN se basan en principios diferentes. En la PCR el ADN diana se amplifica de manera exponencial.
Ademas, la cuantificacion mediante la PCR en tiempo real a menudo se basa en dos ensayos de PCR
independientes: uno para el ADN diana y otro para la secuencia de ADN especifica al taxoén. En contraste
con la PCR, los ensayos inmunoabsorbentes suponen la vinculacion de una o mas capas de anticuerpos con
cada molécula diana inicial y la amplificacion de la sefial es proporcional al nimero de moléculas reporteras
y, si procede, al tiempo de reaccion enzimatica.

5. Si el calculo de los resultados depende de una relacion matematica, se deberia indicar y registrar este
hecho (por ejemplo, el método AACt o una recta de regresion o una curva de calibracion obtenida por otros
medios). Se deben proporcionar instrucciones que permitan aplicar el modelo correctamente. Entre ellas, en
funcion del método, se podrian proporcionar el nimero ¢ intervalo de niveles que se deben analizar, el
nimero minimo de réplicas y/o diluciones que se deben incluir en los analisis habituales o los medios y los
intervalos de confianza para evaluar la bondad del ajuste.

INFORMACION ESPECIFICA EXIGIDA PARA LOS METODOS BASADOS EN EL ADN

6. Se deberia proporcionar, en particular, la siguiente informacion adicional para los procedimientos basados
en ADN:

Pares de cebadores

7. En los métodos generales se deben proporcionar los pares de cebadores definidos y la secuencia a la que
se dirigen. Se deben especificar claramente recomendaciones sobre la eficiencia o el uso del conjunto de
cebadores, en particular si se pueden examinar o cuantificar.

° Longitud de amplicon

8. La elaboracion de los alimentos conduce normalmente a la degradacion del ADN diana. La longitud del
producto amplificado podria influir en el rendimiento de la PCR. Por lo tanto, si se eligen tamafios menores
de amplicon (dentro de lo razonable) se aumentara la posibilidad de obtener una sefial positiva en el analisis
de los alimentos muy elaborados. Por lo general, la longitud del fragmento amplificado para la secuencia de
ADN especifica al taxdn y la secuencia diana deberian tener un tamafio similar.

o Si el método es especifico al instrumento 0 a compuestos quimicos

9. Actualmente, hay disponibles diversos tipos de instrumentos y compuestos quimicos en tiempo real.
Dichos instrumentos y compuestos quimicos podrian tener rendimientos diferentes en lo que respecta a la
estabilidad de los reactivos y las caracteristicas de calentamiento y enfriamiento, lo que afecta las tasas de
desnivel y el tiempo necesario para que se produzca la PCR completa.



54 ALINORM 10/33/23 — Apéndice 111

10. Ademas de las diferencias del sistema de calentamiento y enfriamiento, hay otras diferencias en la
técnica y los programas informaticos utilizados para inducir y registrar posteriormente la fluorescencia. La
deteccion y la cuantificacion de la fluorescencia podrian variar en funciéon de los instrumentos y los
programas informaticos utilizados para el registro. Los métodos cualitativos tienden a ser menos especificos
al instrumento que los métodos cuantitativos.

11. Los métodos dependen generalmente de los instrumentos y los compuestos quimicos y no pueden
transferirse a otros equipos o a otros compuestos quimicos sin ser evaluados y/o modificados.

o Si se realizan amplificaciones simples o de tipo multiplex de la PCR
12. La utilizacion de mas de un conjunto cebador en una reaccion tinica se denomina PCR multiplex.

13. La informacion facilitada deberia demostrar la solidez del método para la posibilidad de transferencia
entre laboratorios. Con esto se quiere decir que el método deberia haber sido objeto de comprobacion por
otro laboratorio, como minimo, ademés del que lo ha desarrollado. Este es un requisito importante para el
éxito de la validacion del método.

INFORMACION ESPECIFICA EXIGIDA PARA LOS METODOS BASADOS EN PROTEINA
14. Se deberia proporcionar la siguiente informacion adicional para los procedimientos basados en proteina:
Aplicabilidad del ensayo

15. La elaboracion de alimentos llevara generalmente al deterioro o desnaturalizacion de la proteina diana, lo
que puede dar lugar a un cambio sustancial en la inmunorreactividad. Los inmunoensayos deberian ser
objeto de evaluacion en cuanto a su aplicabilidad a la diana en los productos elaborados. Se deberian
proporcionar resultados practicos de la prueba de aplicabilidad del método para la diana en los alimentos
elaborados.

Efecto de gancho

16. En un dispositivo de flujo lateral y en un ensayo sobre placa basado en anticuerpos, un efecto de gancho
(de saturacion) podria dar lugar a un falso resultado negativo. Es necesaria una demostracion exhaustiva de
que la gama de concentracion de la prueba cubre comodamente la necesidad practica de muestras diana del
analisis. Por tanto, se deberian facilitar resultados practicos de ensayos del efecto gancho en matrices diana.

Método de confirmacion

17. En el caso de los inmunoanalisis, los anticuerpos pueden presentar una reaccion cruzada con otras
proteinas presentes en la matriz; por tanto, es necesario demostrar la selectividad de los ensayos. Puede
emplearse otro método de confirmacion. Pueden facilitarse resultados experimentales de ambos métodos con
alicuotas de las mismas muestras analiticas de concentracion conocida.

INFORMACION ACERCA DEL RENDIMIENTO DEL METODO

Comprobacidn de la selectividad

18. El método debe ser claro sobre el uso de controles negativos adecuados, como el material de origen
animal y vegetal, las cepas diferentes o la secuencia diana de ADN que deberia emplearse con este fin, si se
han definido.

19. Se deberian proporcionar los resultados practicos de la comprobacion del método con material de ADN
procedente de especies o variedades no diana y ADN de especies o variedades de referencia. Este ensayo
deberia incluir los materiales relacionados estrechamente y casos en que los limites de la sensibilidad se
comprueben realmente. Ademas, podria ser adecuado, especialmente para la secuencia de ADN especifico al
taxon, comprobar otras fuentes de alimentos similares para reducir la posibilidad de obtener un falso
resultado positivo.

20. Asimismo, para los métodos de proteina, se deberian facilitar resultados practicos de la comprobacion del
método con proteinas de especies/variedades/rasgos no diana y estrictamente pertinentes, asi como de
proteina diana purificada o de materiales positivos de control.
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Comprobacion de la estabilidad

21. Se pueden proporcionar los resultados empiricos de la comprobacion de los métodos (para detectar las
secuencias de ADN diana y de referencia o proteinas) con diversas especies, subespecies, variedades,
cultivares, lineas animales o cepas bacterianas, segun proceda, para demostrar, por ejemplo, la estabilidad del
numero de copias y la conservacion de la secuencia del gen de referencia especifico al taxon o la estabilidad
de expresion de la proteina.

22. Para los métodos de proteina se deberian proporcionar resultados practicos de la comprobacion de los
métodos con material diana y sus productos derivados o elaborados, segiin corresponda, para demostrar la
estabilidad de la forma inmunorreactiva de la proteina.

Comprobacion de la sensibilidad

23. Se deben proporcionar los resultados empiricos de la comprobacion del método con distintas
concentraciones para comprobar la sensibilidad del método. Se pueden definir limites de deteccion (LD)
utilizando muestras que solo comprendan ingredientes unicos. Para los productos alimentarios compuestos
de varios ingredientes, la sensibilidad real se vera reducida, ya que el ADN total extraido se derivara de mas
de un ingrediente, de manera que la cantidad inicial del mesurando real se reducira.

24. Los LD deberian determinarse para cada método y matriz, de ser necesario.
Comprobacidn de la solidez

25. Se deben proporcionar los resultados empiricos de la comprobacion del método frente a los resultados
obtenidos con variaciones pequefias y deliberadas de los parametros del método.

Eficiencia de extraccion

26. Se deberian proporcionar los resultados practicos de las pruebas de la eficiencia de extraccion sobre el
método para demostrar que la extraccion es suficiente y reproducible. En el caso de la deteccion cuantitativa,
tal vez sea necesario proporcionar el método de calibracion para la extraccion incompleta.

APLICACION PRACTICA DEL METODO
Aplicabilidad

27. Se debe proporcionar la indicacion de la matriz (por ejemplo, alimento elaborado, materia prima, etc.), el
tipo de muestra y el intervalo en el que se puede aplicar el método. Las limitaciones relevantes del método
también se deben abordar (por ejemplo, la interferencia de otros analitos o la inaplicabilidad en ciertas
situaciones). Entre las limitaciones también cabe incluir, en la medida de lo posible, las restricciones debidas
al costo, los equipos u otros riesgos no especificos para el operador y/o el medio ambiente.

Caracteristicas operacionales y practicabilidad del método

28. El equipo necesario para aplicar el método se debe indicar claramente, en relacion con el propio analisis
y la preparacion de las muestras. También deberia proporcionarse informaciéon sobre los costos, las
dificultades practicas y cualquier otro factor que pueda ser de importancia para los operadores.

Disefio de los experimentos

29. Se deben incluir el disefio del experimento y detalles sobre el nimero de muestras, réplicas, diluciones,
etc.

Habilidades que deben poseer los operadores

30. También se debe proporcionar la descripcion de las habilidades practicas necesarias para aplicar
adecuadamente el método propuesto.

CONTROLES ANALITICOS
31. Se debe indicar la realizacion adecuada de controles en la aplicacion del método, siempre que esté
disponible esta informacion. Se deben especificar claramente los controles y se debe registrar su

interpretacion. Podria tratarse de controles negativos y positivos, sus contenidos detallados, el grado en que
deben utilizarse y la interpretacion de los valores obtenidos.

32. Deberian declararse los elementos siguientes:
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e Clases de controles analiticos utilizados:
1) controles positivos y negativos;
ii) el control interno utilizado, si procede (competitivo o no competitivo);

1ii) otras clases de controles, como el de matriz (para confirmar que se afiadidé una muestra a la PCR)
o la elaboracion de la extraccion.

e Muestras de control.

e Materiales de referencia utilizados.

RENDIMIENTO DEL METODO

33. Se deberan proporcionar datos sobre los criterios mencionados en la Seccion 2.2 (Criterios generales de
método), asi como una evaluacion general que indique que el método es adecuado para la finalidad

pretendida.
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ANEXO I1: VALIDACION DE UN METODO CUANTITATIVO DE PCR
INTRODUCCION

1. El andlisis basado en el ADN se realiza normalmente utilizando la PCR. Esta técnica amplifica un
segmento especifico de ADN en un grado tal que su cantidad se puede medir con ayuda de instrumentos (por
ejemplo, por medios fluorométricos). Las operaciones de elaboracion de alimentos (por ejemplo: por el calor,
las enzimas y el corte mecanico) pueden dar como resultado el deterioro o la reduccion en la cantidad total
de ADN. Los métodos deberian concebirse preferiblemente para amplificar secuencias de ADN diana o
especificas al taxon relativamente cortas.

2. Las determinaciones cuantitativas se expresan frecuentemente en forma de porcentaje de una secuencia
de ADN especifica de la diana en relacion con una secuencia de ADN especifica del taxén. En este tipo de
ensayo cuantitativo, esta medicion atafie en realidad a dos determinaciones basadas en la PCR: la de la
secuencia de ADN especifica de la diana y la del enddégeno, o secuencia especifica del taxon. Las dos
determinaciones tienen sus propias incertidumbres y las dos podrian tener caracteristicas de medicion
diferentes. En la mayor parte de aplicaciones, la secuencia de ADN de la diana estara presente en
concentraciones bajas y la secuencia de ADN especifica del taxon estara presente en concentraciones entre
10 y 1 000 veces mayores. Por lo tanto, es importante que se validen adecuadamente ambas mediciones. En
los casos en que la medicion se expresa directamente como porcentaje, se deberian tomar en consideracion
estos factores para validar el método. Los resultados se pueden comunicar en otras unidades de medida,
como los numeros de copias.

3. La consecuencia es que el analisis de ADN, especialmente en los alimentos elaborados, tiene por objeto
detectar una cantidad muy pequefia de ADN especifico de la diana, a menudo del orden de
nanogramos/gramo o inferior. El resultado de un andlisis cuantitativo de PCR se expresa a menudo en
porcentaje como cantidad relativa del ADN diana con respecto a la cantidad total de ADN del taxéon o
especie de comparacion en una determinada matriz de alimentos. La matriz de alimentos puede también
contener cantidades importantes de ADN de otras muchas especies o taxones.

4. La validacion de los métodos tiene dos etapas. La primera es una validacion interna de todos los
parametros mencionados anteriormente excepto la reproductibilidad. La segunda es un ensayo en
colaboracion, cuyo principal resultado es la medicion de la repetibilidad y la reproductibilidad junto con
informacion detallada acerca de la transferibilidad de los métodos entre laboratorios. Se recomienda
encarecidamente que se realice un ensayo en colaboracion de pequefia escala para comprobar la solidez
general de un método antes de efectuar el gasto que representa la organizacion de un ensayo a gran escala.
En caso de que sea necesario mejorar el método o su descripcion, solo se efectian gastos menores en el
ensayo previo, mientras que el fallo de la validacion de un método en la que participen varios laboratorios
debido a la ambigiiedad de la descripcion del método representaria un fallo muy costoso. Ademas, cabe
seflalar que la aplicacion de un método validado en el laboratorio debe incluir experimentos para confirmar
que el método aplicado funciona tan bien en las condiciones particulares como lo hizo en las condiciones de
la validacion entre laboratorios. Es importante indicar que el método debe ser validado en las mismas
condiciones en las que se empleara en el futuro.

VALIDACION

5. Un ensayo cuantitativo de PCR debe ser validado para el fin o aplicacion previstos. Existe la norma ISO
5725:1996 y el protocolo armonizado AOAC/UIQPA para lo relacionado con los métodos de analisis
quimico. En ellos se definen los procedimientos que se deben realizar para validar un método. Cabe sefialar
que todos los principios y normas del protocolo armonizado son aplicables a los métodos cuantitativos de
PCR.

6. A continuacion se explican en detalle ciertos parametros de la validacion del rendimiento de un ensayo
cuantitativo de PCR. Se trata del ambito, el limite de deteccion, el limite de cuantificacion, la conformidad,
la precision, la sensibilidad y la solidez. Otros factores importantes son los criterios de aceptacion e
interpretacion de los resultados y la cuestion de las unidades en las que estos se expresan.
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7. Existe un debate cientifico general acerca de la interpretacion de los valores porcentuales. Se reconoce
que, hasta la fecha, no hay ninguna relacion numérica fiable entre el peso y el nimero de copias debido a la
incertidumbre acerca de la correlacion entre el peso del ingrediente y el nimero de moléculas de ADN. Son
aceptables los calculos en peso y nimero de copias siempre que esto se exprese claramente al comunicar los
resultados.

8. Todos los parametros que se enumeran mas adelante, incluidos la selectividad y la sensibilidad, deben ser
evaluados individualmente para cada uno de los ensayos, con inclusion de los ensayos de PCR especificos de
la referencia y de la diana. Se enumeran por orden alfabético, no necesariamente en orden de importancia.

Aplicabilidad

9. Se deberian indicar los analitos, matrices y concentraciones para los cuales puede utilizarse un método de
analisis.

10. Se exige de un método de extraccion, independientemente de la matriz a la que vaya a ser aplicado, que
genere un ADN de suficiente integridad estructural y pureza en suficiente cantidad para permitir que se

realice una evaluacion apropiada del rendimiento de las fases posteriores del método que se vayan a realizar
(por ejemplo, la amplificacion adecuada del ADN durante la fase de PCR).

11. En el analisis en tiempo real de la PCR, los valores Ct se pueden usar para estimar la eficiencia de la
PCR. La eficiencia se puede comprobar, por ejemplo, estableciendo una serie de diluciones del ADN molde
y determinando el valor Ct (el umbral de nimero de ciclos en el que la sefial de fluorescencia que se mide
cruza un valor umbral entre diluciones establecido por el usuario) para cada dilucion. En la situacion ideal,
cuando la eficiencia de la amplificacion es 100 %, una reduccion doble en cantidad del ADN molde agregado
a la PCR dara como resultado un incremento del valor Ct en uno. Por tanto, si el ADN se diluye 10X, la
diferencia tedrica en valores Ct entre ADN diluido y sin diluir deberia aproximarse a 3,32. Los datos teéricos
tal vez no se alcancen en situaciones reales. Las desviaciones significativas con respecto a esta relacion
podrian indicar que el ADN extraido contiene inhibidores de la PCR, que la solucion de ADN no es
homogénea o que la cantidad de ADN es tan baja que la variacion estocastica de la cantidad de ADN en las
reacciones da como resultado estimaciones cuantitativas imprecisas. Asi sucede igualmente para las
reacciones finales de la PCR realizadas utilizando cebadores fluorescentes.

Rango dinamico - rango de cuantificacion

12. El alcance los métodos define el intervalo de concentracion en el que se podra determinar el analito con
fiabilidad. La cantidad relativa de ADN especifico del taxon con respecto al total en el extracto de ADN
variara en funcion de si el ADN se extrajo de un solo ingrediente o de una matriz compleja de alimentos. Se
deberia utilizar un nimero suficiente de estandares, cuando sea de aplicacion, como ocurre con las curvas de
calibracion, para definir adecuadamente la relacién entre la concentracion y la respuesta. Se deberia
demostrar que la relacion entre la respuesta y la concentracion es continua, reproductible y lineal, después de
la transformacion apropiada.

13. El rango de un método cuantitativo especifico de la diana puede variar desde un valor proximo a cero
hasta el 100 % en relacion con el ADN especifico del taxon (p/p). Sin embargo, es comun validar un método
para un intervalo de concentraciones que sea pertinente para el alcance de la aplicacion. Si se valida un
método para un intervalo determinado de valores, no se puede ampliar dicho intervalo sin validarlo de nuevo.
Para ciertas aplicaciones (por ejemplo, el analisis de alimentos o grano), se podria estudiar el uso de ADN
genémico para la preparacion de la curva tipica (véase el debate sobre el uso de ADN plasmido mas
adelante). Aunque resulte fécil establecer una norma nominal de 100 %, es dificil general con fiabilidad
soluciones normalizadas inferiores a 0,1 %. Ademas, el nimero de sitios diana (secuencia de ADN que se
debe amplificar) se reduce tanto que pueden empezar a producirse errores estocasticos dominantes, lo que
hara que el analisis pueda resultar menos fiable.

14. El ADN empleado como calibrador deberia remontarse (en el sentido metrolégico) a una referencia del
orden metroldégico mas elevado, como un material de referencia certificado. El rango se determinara
confirmando que el procedimiento de PCR proporciona un grado aceptable de linealidad y conformidad
cuando se aplica a muestras que contienen cantidades de analito comprendidas dentro del rango especificado
del procedimiento o en sus limites.
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15. Las caracteristicas unicas de la PCR cuantitativa imponen restricciones particulares en el limite inferior
del rango dinamico de una PCR cuantitativa. Esto se debe a la dificultad de determinar los valores de los
limites de deteccion y cuantificacion debido a la distribucion anormal de los valores en este intervalo.

Limite de deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LC)

16. Si la validacion del ensayo cuantitativo de PCR muestra que el ensayo es capaz de medir el ADN a, por
ejemplo, el 0,1 % con conformidad y precision aceptables, entonces a menudo no es necesario determinar los
limites de deteccion y cuantificacion, ya que el método solo se aplica por encima del rango en el que estos
pardmetros son relevantes. Sin embargo, si el método se emplea en concentraciones cercanas a los limites de
deteccion y cuantificacion (tipicamente, 0,01-0,05 %), la evaluacion del ambos limites formara parte del
procedimiento de validacion.

17. En la PCR cuantitativa, la distribucion de los valores de medicion para las muestras testigo no es
gaussiana y suele ajustarse a una distribucion de Poisson. Si es necesario el LD, se debera determinar
experimentalmente. Para los métodos cuantitativos, el LD se define como la cantidad de analito con la que el
método analitico detecta la presencia del analito al menos en el 95 % de las ocasiones (<5 % de falsos
resultados negativos).

18. Para los métodos cuantitativos es importante conocer si el LC de una matriz en particular es cercano a los
valores que se deben medir. Es necesario determinar el LC experimentalmente, ya que la medicion de la
distribucion para la PCR cuantitativa no suele distribuirse.

19. En la practica, se han utilizado dos procedimientos para determinar el LC. El primer método consiste en
practicar ensayos en diversas muestras convencionales complementadas con cantidades conocidas de analito.
En tal caso, el LC es el nivel en el que la variabilidad del resultado cumple ciertos criterios preestablecidos
(como +/- 2 SD desde el dato de calibracion mas bajo, etc.). Sin embargo, la extraccion del ADN podria ser
complicada en algunas matrices, como féculas o el ketchup, y se debe aceptar que puede haber eficiencias de
extraccion mas bajas. Cuando la eficiencia de extraccion es baja, se deberia indicar este hecho en los datos de
validacion y en el informe del analisis. Un enfoque mas completo consiste en comprobar el método
utilizando diversas muestras que contengan cantidades conocidas del analito. Este método es mas
complicado, ya que exige que se pueda acceder a cantidades significativas de materiales de referencia que
contengan un rango conocido de concentraciones de las secuencias de ADN de interés.

Practicabilidad

20. La practicabilidad del método deberia evaluarse considerando parametros como: la cantidad de muestras
que puede procesarse en un tiempo dado, los costos fijos estimados de aplicacién del método y el costo
aproximado de la muestra, las dificultades practicas del uso diario o en condiciones especificas, asi como
otros factores que podrian tener importancia para los operadores.

Desviacion tipica de la repetibilidad

21. La desviacion tipica de la repetibilidad relativa para la etapa de la PCR deberia ser <25 % por encima de
todo el rango dinamico del método.

Desviacion tipica de la reproducibilidad

22. La desviacion tipica de la reproductibilidad relativa para la etapa de la PCR deberia ser inferior al 35 %
por encima de la mayoria del rango dinamico, excepto en el limite de la cuantificacion, donde tal desviacion
tipica podria ser mayor.

Solidez

23. La solidez es una medida de la capacidad de un procedimiento analitico de no ser afectado por
variaciones pequeflas pero deliberadas de los parametros del método; proporciona una indicacion de la
fiabilidad del procedimiento en un uso normal. Ejemplos de tales variaciones son los siguientes: los
volumenes de reaccion (por ejemplo, 29 frente a 30 pul), la temperatura de recocido (por ejemplo, £1° C) y/u
otras variaciones pertinentes. Los experimentos deben ser realizados al menos por triplicado. La respuesta de
un ensayo respecto a estos pequefios cambios no debe desviarse mas de £35 % en los experimentos de
reproducibilidad de la respuesta obtenida en las condiciones originales.
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24. La adecuacion de la comprobacion de la solidez debe ser demostrada método por método. Por ejemplo,
para un método de PCR en tiempo real, se deben tomar en consideracion los siguientes factores y su origen o
fuente: diferentes modelos de termociclador, polimerasa del ADN, uracil-n-glicosilasa, concentracion de
cloruro de magnesio, concentracion cebadora directa e inversa, concentracion de sonda, perfil de temperatura,
perfil temporal, dNTP (incluidas las concentraciones dUTP, si procede).

Sensibilidad

25. Para un método cuantitativo de PCR, se debe obtener una relacion lineal del valor Ct como una funcion
del logaritmo de la concentracion del molde en todo el rango del método. Se debe informar del coeficiente de
correlacion, la interseccion con el eje y y la pendiente de la linea de regresion. El porcentaje residual de cada
uno de los calibradores deberia ser idealmente < 30 %.

26. Ademas de informar sobre los parametros de la curva, se propone definir qué rango de pendiente resulta
aceptable a fin de realizar la cuantificacion, ya que también es importante calcular la eficiencia de la reaccion.
(Por ejemplo, -2,9 a -3,3 para la deteccion de ADN o los valores 6ptimos correspondientes, que indican una
eficiencia de la amplificacion cercana a 100 %).

27. En los casos en los que un laboratorio emplee el método ACT en vez de un método cuantitativo basado
en la calibracion, el analista sera responsable de garantizar que la cantidad general de ADN esté comprendida
en el intervalo para el que se valido el ensayo.

Selectividad

28. La selectividad del método deberia demostrarse aportando pruebas experimentales. Dicha demostracion
deberia incluir el analisis de muestras que contengan una mezcla de ADN diana de un ADN que no lo sea en
las que se comprueben realmente los limites de la deteccion (en caso de ser adecuados para el rango
dinamico). Puesto que el método deberia ser selectivo para el ADN diana, solo deberia dar un resultado
positivo con una matriz de alimentos que contenga el ADN diana.

29. Los cebadores y las sondas deberian haber sido objeto de comprobacion con respecto a datos pertinentes
de la secuencia en busca de posibles homologos con otras secuencias que podrian encontrarse en las matrices
previstas segin el uso buscado. Después de tal evaluacion, la selectividad deberia demostrarse
experimentalmente.

30. Para los ensayos selectivos del ADN diana. Las pruebas experimentales de la selectividad del ADN diana
deberian comprender los siguientes elementos:

e Ensayos de al menos diez muestras de diferentes lotes de alimentos o ingredientes que carezcan de
secuencias del ADN diana, aunque las muestras deberian contener ADN especifico del taxon. Todos
estos ensayos deberian tener un resultado negativo. Por ejemplo, si el ADN diana corresponde a una
transformacion especifica de una planta de ADN recombinante, podrian tomarse muestras de otras
incidencias de transformacion (no correspondientes a la diana), asi como de plantas de ADN no
recombinante que pertenezcan a la misma especie vegetal.

e Deberia someterse a ensayo un niumero apropiado de muestras de ADN de cada fuente.

e Deberian analizarse dos réplicas para cada muestra de ADN, que daran resultados dentro de un valor
Ctde 0,5.

31. Los resultados de los ensayos deberian mostrar claramente que no se observan efectos significativos
sobre la lectura de los instrumentos o de tipo quimico.

32. Para los ensayos sobre secuencias especificas del taxon de ADN. Entre las pruebas experimentales de la
selectividad del taxon deberian encontrarse las siguientes:

e Ensayos de un minimo de diez muestras de diferentes lotes de alimentos o ingredientes procedentes de
organismos pertenecientes al taxon de interés, pero clasificados en distintos subtaxones. Todos estos
ensayos deberian tener un resultado positivo. Por ejemplo, si la especificidad del taxén se corresponde
presuntamente con una especie vegetal como el maiz, las muestras podrian corresponder a variedades
de maiz con diferentes origenes genéticos.
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e Ensayos de un minimo de diez muestras de diferentes lotes de alimentos o ingredientes similares
procedentes de organismos no pertenecientes al taxon de interés, que pueden estar presentes en las
matrices de alimentos pertinentes. Todos estos ensayos deberian tener un resultado negativo. Por
ejemplo (y continuando con el ejemplo anterior), si los diez ensayos primeros se aplicaron a distintas
harinas de maiz, en el segundo grupo de ensayos podria resultar adecuado someter a prueba harinas de
trigo, soja o arroz.

e Deberia someterse a ensayo un nimero apropiado de muestras de ADN de cada fuente.

e Deberian analizarse dos réplicas para cada muestra de ADN, que daran resultados dentro de un valor
Ct de 0,5.

33. Los resultados de los ensayos mostraran claramente que no se observan efectos significativos sobre la
lectura de los instrumentos o de tipo quimico.

Conformidad

34. Al igual que para cualquier método, la conformidad de un método deberia determinarse comparando
resultados de analisis de un material de referencia con el valor conocido o asignado para dicho material de
referencia. Deberia tenerse en cuenta la repercusion de los efectos de la matriz de muestra, particularmente
cuando esta difiere de la del material de referencia.

35. Un valor de conformidad de = 25 % con respecto a la fase de la PCT deberia resultar aceptable en todo el
rango dindmico.

REFERENCIAS DEL ANEXO 11
AOAC (2002). International Methods Committee: Guidelines for Validation of Qualitative and Quantitative
Food Microbiological Official Methods of Analysis.

Cankar K, Stebih D, Dreo T, Zel J, Gruden K (2006). Critical points of DNA quantification by real-time
PCR-effects of DNA extraction method and sample matrix on quantification of genetically modified
organisms. BMC Biotechnol. 6(37).

Chapela MJ, Sotelo CG, Pérez-Martin RI, Pardo MA, Pérez-Villareal B, Gilardi P y Riese J (2007).
Comparison of DNA extraction methods from muscle of canned tuna for species identification. Food Control.
18(10):1211-1215.

Horwitz E. ISO/AOAC/IUPAC Harmonized Protocol for the Design, Conduct and Interpretation of Method-
Performance Studies (1995). Pure and Applied Chemistry 67:331-343.

Huebner P, Waiblinger HU, Pietsch K and Brodmann P (2001). Validation of PCR methods for quantitation
of genetically modified plants in food. Journal of AOAC International 84(6):1855-1864.

Kay S y Van den Eede G (2001). The limits of GMO detection. Nature Biotechnology 19(5):504.

Turci M, Sardaro MLS, Visioli G, Maestri E, Marmiroli, M y Marmiroli N (2010). Evaluation of DNA
extraction procedures for traceability of various tomato products. Food Control. 21(2):143-149.



62 ALINORM 10/33/23 — Apéndice 111

ANEXO I11: VALIDACION DE UN METODO CUALITATIVO DE PCR
Introduccion

1. Un método cualitativo de PCR deberia ser validado en la medida de lo posible en la misma manera en
que se pretende usar para los analisis habituales, lo que implica que se debe demostrar que la sensibilidad del
método es tal que se puede confiar en que detectard una muestra positiva y no dara muchos falsos resultados
positivos.

2. Debido a su naturaleza, los ensayos cualitativos estan orientados a la identificacion por encima/por
debajo de un limite de deteccion. Al igual que el limite de deteccion en los métodos cuantitativos, el limite
de deteccion de un método cualitativo se puede definir como la concentracion en la que una muestra positiva
arroja resultados positivos en al menos el 95 % de las ocasiones. Por lo tanto, el porcentaje de falsos
resultados negativos debe ser de 5 % o menos. También se expresa como ratio o porcentaje.

Tasa de falsos resultados positivos

3. Es la probabilidad de que una muestra de ensayo que se sabe que es negativa sea clasificada como
positiva por el método. Para mayor facilidad, esta tasa se puede expresar porcentualmente:

% falsos resultados positivos = 100 x numero de muestras negativas conocidas mal clasificadas
numero total de muestras negativas conocidas

Tasa de falsos resultados negativos

4. Es la probabilidad de que una muestra de ensayo que se sabe que es positiva sea clasificada como
negativa por el método. Para mayor facilidad, esta tasa se puede expresar porcentualmente:

% falsos resultados negativos = 100 x nimero de muestras positivas conocidas mal clasificadas
numero total de muestras positivas conocidas

Nota: Dado que existen diferentes definiciones en uso para las tasas de falsos resultados positivos y falsos
resultados negativos, en el informe de validacion se debera explicitar cual se ha utilizado.

5. Para demostrar la tasa de falsos resultados negativos de un ensayo cualitativo, se debe analizar una serie
de muestras con una concentracion constante y conocida de material positivo en un conjunto de material
negativo y se deben evaluar los resultados. Cabe sefialar que los conceptos de intervalos de confianza e
incertidumbre estadistica también deben ser aplicados al riesgo de falsos resultados positivos y/o negativos.
El nivel deseado de confianza determina el niimero y el tamaiio de los conjuntos en los que se deben realizar
ensayos.

Solidez

6. Como ocurre con todos los métodos validados, se deberian realizar esfuerzos razonables para demostrar
la solidez del ensayo. Para ello, es necesario optimizar e investigar cuidadosamente la repercusion que tiene
la introduccion de pequeias modificaciones en el método por razones técnicas, segiin se describe en el anexo
correspondiente a la PCR cuantitativa.
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ANEXO IV: VALIDACION DE UN METODO BASADO EN PROTEINA
ENSAYO CUANTITATIVO

1. La siguiente descripcion del procedimiento es solo una de las varias posibles para realizar un ensayo
inmunolégico de deteccion de las proteinas de interés.

2. Por ejemplo, en el ELISA comin para las proteinas, se mide la cantidad de la sustancia reportera
procedente de una reaccion enzimatica. Se genera la curva tipica trazando la densidad optica (DO) en el eje y
y la concentracion de los estandares en el eje x, lo que da como resultado una curva de la respuesta a la dosis
que utiliza una ecuacion cuadratica u otro modelo de curva adecuado del método. Para obtener un valor
cuantitativo preciso, la DO de las soluciones de muestra debe corresponder a la porcion lineal de la curva de
calibracion. Si la DO es demasiado alta, la solucion de muestra debe ser diluida hasta que la densidad optica
esté dentro del rango de cuantificacion del ensayo. La concentracion del analito proteinico en la muestra
original se calcula corrigiendo todo factor de dilucioén que se introdujo para preparar la muestra a efectos de
su aplicacion a la microplaca. El peso inicial de la muestra, el volumen de liquido de extraccion y las
diluciones posteriores se usan para calcular el factor de dilucion.

3. Se pueden utilizar diferentes controles para demostrar el rendimiento del ensayo. Puede introducirse en
paralelo una muestra testigo, como un pozo vacio o una soluciéon tamponada, para determinar las respuestas
iniciales que se obtendran de la muestra y las respuestas de calibracion, si se desea. Se usara una muestra de
control negativa (es decir, una solucion de extraccion de la matriz de la que se sabe que no contiene el analito)
para demostrar todas las respuestas no especificas o los efectos de interferencia de la matriz que se producen
en el ensayo. Se puede realizar un control positivo o una extraccion de la matriz incrementada con una
cantidad conocida del analito para demostrar la exactitud del ensayo. Se pueden aplicar estandares y
muestras en un numero adecuado de réplicas para evaluar la precision del ensayo. Pueden realizarse muestras
testigo, controles negativos, controles positivos, materiales de referencia, extracciones del material de
referencia y réplicas en cada microplaca para controlar las variaciones de una placa a otra.

MATERIALES DE REFERENCIA

4. Cuando procede, el material de referencia es la misma matriz que la muestra de andlisis que va a ser
objeto de ensayo. Suele incluir materiales de control negativo y de referencia positiva. Por ejemplo, si la
matriz que va a ser objeto de ensayo es semilla de soja, el material de referencia normalizado positivo seria la
harina de soja que contenga una proporcioén conocida de proteina de interés. También se puede utilizar una
muestra pura o una extraccion de la proteina de interés, siempre que el uso de dichos materiales proteinicos
de referencia haya sido validado para la matriz de que se trate. En algunos casos, la matriz de referencia
podria no estar disponible. El acceso a los materiales de referencia es importante en el desarrollo, la
validacion y el empleo de ensayos inmunologicos para analizar las proteinas que se encuentran en la matriz
de alimentos. Se debe utilizar material de referencia de la mejor calidad disponible para cumplir los
reglamentos y los requisitos de los ensayos.

5. En los casos en que los alimentos o los ingredientes de los alimentos estan disponibles con y sin el
analito, es bastante sencillo preparar una muestra de control con una proporcion conocida del material diana.
En otros casos, la generacion de muestras de control para ciertas matrices y analitos puede ser una tarea
dificil. La estabilidad y la uniformidad son cuestiones importantes. Por ejemplo, si la matriz que debe ser
objeto de ensayo se compone de una mezcla de materiales, el operador necesitara combinar materiales de tal
manera que se pueda lograr una muestra homogénea de control que contenga una proporcion conocida de la
proteina. La estabilidad de estos materiales deberia ser evaluada en condiciones de almacenamiento y de
ensayo.

VALIDACION DE UN METODO CUANTITATIVO BASADO EN PROTEINA

6. Los principios de validacion del método definidos en la norma armonizada ISO/UIQPA/AOAC son de
aplicacion a los métodos de proteina.

7. Los parametros de validacion de métodos cuantitativos comprenden la exactitud/conformidad, la
selectividad, la eficiencia de la extraccion, la sensibilidad, el rango de cuantificacion, la precision, la solidez,
la aplicabilidad y la practicabilidad.
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8. La exactitud se pone de manifiesto midiendo la recuperacion del analito procedente de muestras
complementadas y se expresa como la recuperacion media en varios niveles del rango cuantitativo.

9. La recuperacion de proteinas deberia determinarse comparando resultados de analisis de un material de
referencia con el valor conocido o asignado para dicho material de referencia. Deberia tenerse en cuenta la
repercusion de los efectos de la matriz de muestra, particularmente cuando esta difiere de la del material de
referencia. La recuperacion deberia situarse entre 70 y 120 %.

10. La eficiencia de extraccion es una medicion de la eficiencia de un método determinado de extraccion en
la separacion del analito proteinico de la matriz. Se expresa como porcentaje de analito recuperado de la
muestra. Puede resultar dificil demostrar verdaderamente la eficiencia del procedimiento de extraccion.
Podria no haber un método alternativo de deteccion con el que comparar los resultados del ensayo
inmunolégico. Un método para abordar la eficiencia de extraccion consiste en poner de manifiesto la
recuperacion del analito de la proteina diana a partir de cada tipo de fraccion de alimento mediante
extraccion exhaustiva, es decir, la extraccion repetida de la muestra hasta que no se detecta mas proteina.

11. La precision interna del ensayo describe el grado de variacion que se produce en el mismo. Se puede
evaluar determinando la variacion (% del coeficiente de variacion) entre las réplicas que han sido objeto de
ensayo en varias concentraciones de la curva tipica y en la variacion reunida (RSDr) derivada de los valores
de absorcion en estandares de ensayos independientes realizados en fechas diferentes. La precision entre
ensayos describe la variacion que tiene lugar entre ensayos diferentes y que se puede medir analizando las
muestras de control de calidad de cada microplaca. Las muestras de control de calidad necesarias se
componen de dos conjuntos de extracciones, una extraccion de muestras que contienen el analito diana y una
de las muestras de control. Si la proteina es estable en el extracto, puede almacenarse congelada.
Posteriormente, se descongelaria una porcioén y se someteria a ensayo en cada microplaca. La precision del
ensayo se puede evaluar a lo largo del tiempo y se expresa como porcentaje del coeficiente de variacion.

12. La desviacidn tipica de la repetibilidad relativa (RSDr) deberia ser <25 % por encima de todo el rango
dindmico del método.

13. La desviacion tipica de la reproductibilidad relativa (RSDR) deberia ser inferior al 35% en la
concentracion diana y superior a la mayoria del rango dinamico, excepto en el limite de la cuantificacion,
donde tal desviacion tipica podria ser mayor.

14. La concordancia de la disolucion o linearidad se utiliza para evaluar que el ensayo pueda dar resultados
equivalentes independientemente del punto en el que la densidad optica de la muestra se interpola en el rango
cuantitativo de la curva tipica. A fin de realizar estos experimentos, en condiciones ideales las muestras que
dan positivo para la proteina diana se diluyen de tal manera que en por lo menos tres disoluciones se
obtengan valores que cubran el rango cuantitativo de la curva. El coeficiente de variacion de los resultados
ajustados de varias disoluciones de un solo extracto de la muestra deberia ser de < 20 % en condiciones
ideales.

Limite de deteccién (LD) y limite de cuantificacién (LC)

15. Merece la pena observar que si se fijan un limite de deteccion (LD) o un limite cuantitativo (LC) muy
inferiores al rango en el que se pretende utilizar el método, no es necesaria una determinacion exacta. Asi
sucederia, por ejemplo, cuando el LD se encontrase en el rango de 1 ng/kg, en tanto que el rango de la
validacion del método abarcase solo las concentraciones en pg/kg.

16. Para estimar el LD, es practica habitual asumir que es la fuerza de la sefial de una muestra testigo
aumentada en tres veces la desviacion tipica de la muestra testigo. Este método da como resultado, como
mucho, una estimacion, y se basa en una distribucion gaussiana tipica de las mediciones de la muestra testigo
alrededor de cero. De manera general, esto se puede asumir para métodos como ELISA, aunque la mejor
manera de determinar el LD es mediante experimentos. El LD también se define normalmente como una
concentracion igual al estandar inferior utilizado en el ensayo, en el caso de que se obtenga un valor positivo
consistente con dicho estandar.

17. Para los métodos cuantitativos es importante conocer si el LC de una matriz en particular es cercano a los
valores que se deben medir.
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Reactividad cruzada

18. La reactividad cruzada es el grado en que los andlogos u otras moléculas pueden unirse a los anticuerpos
de la deteccion. Este concepto deberia clasificarse y describirse en el método. La falta de reactividad cruzada
deberia evaluarse mediante resultados experimentales extraidos de la comprobaciéon del método con
proteinas o moléculas de especies/variedades no diana y estrechamente relacionadas, asi como de proteina
diana purificada o de materiales de referencia positivos de control. La posibilidad de que se produzcan
interferencias causadas por reactivos y material de laboratorio se puede evaluar sometiendo a ensayo
extracciones de material libre de analito.

Efectos de la matriz

19. Si la respuesta del método se ve afectada por una sustancia en la extraccion final, aparte del analito
proteinico concreto, la respuesta no especifica recibe la denominacion de efecto de la matriz. Una manera de
gestionar los efectos de la matriz consiste en demostrar que el método analitico arroja resultados similares
con o sin la matriz de muestra presente en la extraccion. Con este enfoque, se debe demostrar la ausencia de
efectos de la matriz en todas las matrices en las que se vaya a aplicar el ensayo. Otro enfoque (aunque menos
deseable) para gestionar los efectos de la matriz consistiria en preparar las soluciones estandar en
extracciones de matrices libres de analito. Asi se garantiza que los efectos de la matriz que pudieran
producirse son coherentes con los estdndares y las muestras.

Solidez

20. La solidez es una medida de la capacidad de un procedimiento analitico para no ser afectado por
variaciones pequefias pero deliberadas de los parametros del método; proporciona una indicacion de la
fiabilidad del procedimiento en un uso normal. Ejemplos de tales variaciones son los siguientes: los
volumenes de reaccion, la temperatura de incubacion (por ejemplo, 1°C positivo y negativo para las
incubaciones en horno y 4°C positivos y negativos para las incubaciones a temperatura ambiente) y/o otras
variaciones pertinentes. Los experimentos deben ser realizados al menos por triplicado y se debe calcular la
recuperacion. La respuesta de un ensayo respecto a estos pequefios cambios no debe desviarse mas de + 30 %
respecto a la respuesta obtenida en las condiciones originales.

ENSAYO CUALITATIVO

21. Los dispositivos de flujo lateral son herramientas ttiles para la comprobacion in situ o sobre el terreno, si
bien otros ensayos inmunoabsorbentes como los métodos ELISA tradicionales también pueden utilizarse
para los ensayos cualitativos. Con el fin de garantizar unos resultados fiables, deberian validarse los ensayos
y una descripcion de las caracteristicas del rendimiento deberia comprender la sensibilidad, la selectividad, la
aplicabilidad, el limmite de deteccion, la solidez, los efectos de la matriz y, si procede, el efecto de gancho.

VALIDACION DE UN METODO CUALITATIVO BASADO EN PROTEINA

22. Los mismos principios son de aplicacion para los ensayos cualitativos basados en proteina que para los
ensayos cualitativos de PCR. Estos enfoques, incluido el calculo de las tasas de falsos resultados positivos y
negativos, se pueden aplicar por lo tanto a los métodos basados en proteina. Por regla general, debido al
caracter fiable de los métodos de flujo lateral basados en proteina, no se realizan por duplicado en cada
muestra. Sin embargo, en el ensayo ELISA (debido a su naturaleza cuantitativa) suelen emplearse pozos
duplicados.

Aplicabilidad

23. Se deberian indicar los analitos, matrices y concentraciones para los cuales puede utilizarse un método de
analisis.

24. La extraccion de proteina puede suponer un factor esencial en el rendimiento de un método de proteina y
los tampones también pueden afectar al rendimiento de la etapa de deteccion. Por tanto, es necesaria una
optimizaciéon cuidadosa para asegurar la fiabilidad de los métodos de deteccion basados en proteina. Se
deberian establecer para el método los criterios para la determinacion del LD. Para confirmar el LD de los
ensayos cualitativos pueden utilizarse niveles de fortificacion cercanos a dicho limite siempre que uno de los
niveles utilizados cumpla el criterio de ser superior al LD aun estando cerca del mismo. Si bien estos
procedimientos pueden dar una indicacion del rendimiento del método, las muestras anadidas con
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caracteristicas bien conocidas (de estar disponibles) son la mejor matriz a partir de la cual se puede
determinar la aplicabilidad de un método.

Practicabilidad

25. La practicabilidad del método deberia evaluarse considerando parametros como: la cantidad de muestras
que puede procesarse en un tiempo dado, los costos fijos estimados de aplicacion del método y el costo
aproximado de la muestra, las dificultades practicas del uso diario o en condiciones especificas, asi como
otros factores que podrian tener importancia para los operadores.
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ANEXO V - CRITERIOS ANALITICOS DE ACEPTACION DE LOS CONTROLES E
INTERPRETACION DE RESULTADOS PARA LOS METODOS CUANTITATIVOS DE PCR

1. Como minimo, los criterios de aceptacion siguientes son comunes a todos los métodos cuantitativos de
PCR y son aplicables a cada proceso de PCR:

e la media de las réplicas del control diana positivo del ADN en una concentracion pertinente se
desvia menos de 3 desviaciones tipicas del valor asignado. Cuando sea de aplicacion, un control del
ADN diana se define como ADN de referencia o ADN extraido de un material de referencia
certificado o del que se sabe que es una muestra representativa positiva de la secuencia u organismo
objeto de estudio. El control tiene la finalidad de demostrar cual deberia ser el resultado de los
analisis de las muestras que contienen la secuencia diana.

e El control del reactivo de amplificacion no supondra una sefial de amplificacion por encima del ruido
de fondo. El control del reactivo de amplificacion se define como el control que contiene todos los
reactivos, excepto el ADN molde extraido de la muestra. En lugar del ADN molde, se anade a la
reaccion un volumen correspondiente de reactivo sin dcido nucleico (como agua o tampoén).

2. Para aceptar el resultado de una muestra desconocida, la desviacion tipica relativa de las réplicas de la
muestra deberia ser < 35 %.
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ALINORM 10/33/23
APENDICE IV

ANTEPROYECTO DE DIRECTRICES REVISADAS SOBRE LA INCERTIDUMBRE EN LA
MEDICION

NOTAS EXPLICATIVAS DE LAS DIRECTRICES DEL CODEX SOBRE LA INCERTIDUMBRE DE
LA MEDICION

(Para su inclusion como Anexo a las Directrices sobre la incertidumbre de la medicion, CAC/GL 54-2004)

(En el tramite 5 del procedimiento)

1 ¢ Qué es la incertidumbre de la medicién?

No siempre se tiene en cuenta que los resultados analiticos son variables ni la amplitud que dicha
variabilidad puede tener, en particular cuando se determinan concentraciones bajas del mensurando (partes
por mil millones). Tal como se indica en las Directrices, la mayor parte de los resultados analiticos
cuantitativos adoptan la forma de “a £ 2u” o “a = U”, donde “a” representa la mejor estimacion del valor
real de la concentracion del mensurando (el resultado analitico), “u” es la incertidumbre tipica hasta un nivel
de confianza de 68% y “U” (igual a 2u) es la incertidumbre expandida hasta un nivel de confianza de 95%.
El intervalo®a + 2u” representa un nivel de confianza del 95 % dentro del cual se encontraria el valor real.
El valor de “U” o de “2u” es el valor que los analistas usan y consignan normalmente; en lo sucesivo se
denominara “incertidumbre de la medicion” y puede calcularse de varias maneras diferentes.”

En el andlisis de alimentos se usa la probabilidad aproximada del 95% (2u) para calcular la incertidumbre
expandida. En otros sectores se puede especificar una probabilidad diferente.

Por tanto, la incertidumbre en la medicion puede considerarse como la variabilidad en torno a los resultados
comunicados, que se cuantifica como el valor "U" al considerar la incertidumbre expandida, y dentro de la
cual se puede esperar que se encuentre el resultado “real”.

2 ¢Hay que calcular la incertidumbre de la medicién en el Codex?

Si, uno de los requisitos de la Norma sobre la acreditacion, la ISO 17025:2005, que el Codex ha aprobado
por referencia, es que debe calcularse la incertidumbre en la medicion de un resultado y comunicarse si asi
se solicita, o en caso de que la incertidumbre afecte al cumplimiento del limite de una especificacion como,
por ejemplo, una norma del Codex (la Comision del Codex Alimentarius ha elaborado directrices (CAC/GL
27-1997) que exigen la acreditacion de los laboratorios que intervienen en la importacion/exportacion de
alimentos con el fin de cumplir los criterios generales establecidos en ISO/IEC 17025). Dado que el Codex
se ocupa de productos que circulan en el comercio internacional, es de prever que se pedira que se indique
la incertidumbre.

3 ¢ Procede la incertidumbre en la medicion tanto del muestreo como del analisis?

Se aplica al proceso de medicion en su conjunto. Sin embargo, en estas orientaciones solo se examina la
incertidumbre en la medicion de los analisis.

4 ¢ Cudl es la relacion entre la incertidumbre de la medicion, el resultado analitico y el método
utilizado para obtener el resultado?

La incertidumbre de los resultados de un ensayo es uno de los factores para juzgar el cumplimiento de las
normas. La incertidumbre de la medicidon no se asocia con un método, sino que los valores que se obtienen
en la validacion y/o en el control de la calidad de un método pueden utilizarse para calcular la incertidumbre
de un resultado en algunos casos. La diferenciacion entre la incertidumbre de la medicidon asociada con el
resultado y la precision obtenida durante la validacién del método no es objeto a menudo de apreciacion.
Por consiguiente, la precision observada para un método validado (Ia desviacion tipica de la repetibilidad o
la reproducibilidad) no puede utilizarse sin reservas como la unica estimacion de la incertidumbre de la
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medicion. En especial, deben tenerse en cuenta factores adicionales tales como la incertidumbre asociada
con el sesgo, el efecto de la matriz y la competencia del laboratorio.

5 Procedimientos para calcular la incertidumbre en la medicion

Hay muchos procedimientos disponibles para calcular la incertidumbre en la medicion de un resultado. Las
directrices del Codex no recomiendan ningin planteamiento en particular, pero es importante que,
independientemente del planteamiento que se utilice, el procedimiento sea fiable desde el punto de vista
cientifico. Ningn planteamiento puede considerarse mejor que otro, siempre y cuando el procedimiento
utilizado sea apropiado y fiable; esto significa que no haya ninguna “jerarquia” de los procedimientos
reconocidos. Todos estos tipos de procedimientos pueden considerarse igualmente validos.

En general, los procedimientos se basan en un planteamiento de componente por componente (“de abajo
arriba”) o en un enfoque “de arriba abajo” que utiliza datos procedentes de ensayos en colaboracion,
estudios de aptitud, estudios de validacion o muestras destinadas al control de calidad dentro del laboratorio,
o bien en una combinacion de dichos datos.

En las Directrices para evaluar la competencia de los laboratorios de ensayo que participan en el control
de las importaciones y exportaciones de alimentos (CAC/GL 27-1997), se exige el uso de métodos
validados y, por tanto, resulta mas eficiente en cuanto a costos utilizar datos procedentes de los estudios de
validacion del método en lugar de emplear otro planteamiento (es decir, el planteamiento de componente
por componente).

Los usuarios de los datos de validacion deberian observar que entre las fuentes de incertidumbre no
cubiertas por estudios de validacion se encuentran las siguientes:

- el muestreo;

- el tratamiento previo;

- el sesgo vinculado al método;

- la variacion en las condiciones;

- los cambios en la matriz de muestra.

Para los métodos aplicados dentro del &mbito para el que se hayan definido, cuando la etapa de conciliacion
revele que todas las fuentes identificadas se han incluido en el estudio de validaciéon o cuando se muestre
que las contribuciones de las demas fuentes son insignificantes, la desviacion tipica de la reproducibilidad
Sr,, ajustada en relacion con la concentracion en caso de necesidad, podra utilizarse como incertidumbre
tipica combinada.

Cabe senalar que se estan elaborando otros procedimientos para la evaluacion de la incertidumbre en la
medicién y que dentro de esta situacion en evolucion se haran otras recomendaciones en cuanto a los
procedimientos aceptables. Se prevé que se elaboraran, a modo de ejemplo, procedimientos basados en
resultados obtenidos de la participacion en sistemas de pruebas de aptitud.

6 Consideraciones que deben tenerse en cuenta al calcular la incertidumbre de la medicién en el
contexto del Codex

Es importante que la exigencia de estimar la incertidumbre de la medicion no imponga a los laboratorios

una carga de trabajo adicional innecesaria.

Al decidir qué procedimiento se debe utilizar para calcular la incertidumbre de la medicion en el contexto
del Codex es importante tener en cuenta que el Codex ha adoptado varias medidas formales de garantia de
calidad que han de ser aplicadas por los laboratorios de control. En particular, tales laboratorios deberian:

e cumplir una norma internacionalmente reconocida (actualmente la norma ISO/IEC 17025:2005); a
tal cumplimiento contribuye el uso de procedimientos internos de control de la calidad;

e Dparticipar en sistemas de garantia de su aptitud,

e usar métodos validados.
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Es esencial que la informacion proporcionada en aplicacion de estos requisitos sea utilizada por los
laboratorios al calcular la incertidumbre en sus mediciones para evitar que lleven a cabo trabajo innecesario.
En el Codex, donde se hace gran hincapié en el uso de métodos de analisis “validados”, es decir, métodos
validados a través de ensayos en colaboracion, la informacion obtenida de tales ensayos puede utilizarse en
muchas circunstancias.

Ademas, en determinadas situaciones puede utilizarse también para calcular la incertidumbre informacion
derivada de procedimientos internos de control de calidad.

En esta seccion se subraya una vez mas que para el analista es importante que no haya duplicaciones
innecesarias del trabajo.

7 Valores de las estimaciones de la incertidumbre de la medicion

Las solicitudes de informacion sobre los valores previstos de las estimaciones de la incertidumbre de la
medicion no suelen estar respaldadas por los analistas. Sin embargo, los usuarios de datos analiticos y los
clientes de los laboratorios que presentan tales datos piden frecuentemente tal informacion. Temen que
algunos laboratorios subestimen su incertidumbre y, en consecuencia, notifiquen a sus clientes valores bajos,
poco realistas, de la misma.

Para los andlisis quimicos que utilizan los valores de Sg obtenidos en ensayos en colaboracion seria
razonable prever que los valores de la incertidumbre (expandida) comunicada por los laboratorios sean del
siguiente orden:

Concentracion nominal Incertidumbre tipica expandida Intervalo previsto de
resultados*

100g/100g 4 % 96 a 104g/100g
10g/100g 5% 9,5210,5g/100g
1g/100g 8 % 0,92 a 1,082/100¢g
1g/kg 11 % 0,89a1,11g/kg
100mg/kg 16 % 84 a 116mg/kg
10meg/kg 22 % 7.8a122mg/ke
1mg/kg 32 % 0,68 a 1,32mg/ke
0,56 x concentracion a
<100pg/kg 44 % 1,44 x concentraciéon
pg/kg

* Implica que los valores comprendidos dentro de estos intervalos pueden considerarse efectivamente como
pertenecientes a la misma poblacion analitica.

Cabe esperar que las incertidumbres en la medicion notificadas por los laboratorios no superen en mucho el
valor de la Sy a la concentracidn de interés si el laboratorio se encuentra en situacion de “control analitico”.
Se esperaria que los laboratorios con mucha experiencia que llevan a cabo analisis particulares con
regularidad obtengan valores inferiores a los indicados mas arriba.

8 Relacién entre resultados analiticos, incertidumbre en la medicién y factores de recuperacion

En esta seccion se trata de explicar la importancia de los resultados de andlisis y su correspondiente
incertidumbre en la medicidn y recuperacion.
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8.1 Incertidumbre de la medicion

Es importante examinar la incertidumbre en la medicion al decidir si una muestra cumple o no la
especificacion. Esta consideracion tal vez no resulte pertinente al examinar una preocupacion directa
relacionada con la salud. La importancia de este aspecto puede ilustrarse con el ejemplo del diagrama
siguiente, en el que se ve el caso mas sencillo que se produce cuando las decisiones ase adoptan a partir de
una sola muestra experimental.

En el ejemplo siguiente el resultado de la prueba se compara con la especificacion, que consiste en un nivel
maximo.

Situacion |
El resultado analitico y la incertidumbre en la medicién superan el nivel maximo. El resultado indica que el
analito medido en el lote de la muestra supera la especificacion.

Situacion 11
El resultado analitico supera el nivel maximo en medida inferior a la incertidumbre de la medicion, pero el
extremo inferior de la incertidumbre en la medicion es inferior al nivel maximo.

Situacion 111
El resultado del analisis es inferior al nivel maximo pero el extremo superior de la incertidumbre en la
medicion es mayor que el nivel.

Nivel l '|'
maximo

(situacion (i) (situacionii) (situacioniii) ( situacion iv)

Este diagrama pone de manifiesto la importancia de una definicion de directrices claras a fin de permitir una
interpretacion sin ambigiiedad de los resultados de un analisis con respecto a sus incertidumbres en la
medicion

Situacion 1V
El resultado analitico delimitado por la incertidumbre expandida en la medicion es inferior al nivel maximo.

8.2 Recuperacion

La Comision del Codex Alimentarius ha aprobado por referencia las directrices de la UIQPA para el empleo
de la informacion sobre la recuperacion (véase CAC/GL 37-2001).

Cuando proceda y sea pertinente, los resultados analiticos se comunicaran corregidos para la recuperacion y
se debera sefialar cualquier correccion efectuada.

Si se ha corregido un resultado para tener en cuenta la recuperacion, se debera comunicar también el método
utilizado a tal efecto. Siempre que sea posible se debera mencionar el indice de recuperacion.
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Al establecer disposiciones para las normas, habra que sefialar si el resultado obtenido por un método
utilizado para el analisis en el contexto de los controles de conformidad se comunica corregido para la
recuperacion o no.
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