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Introduccion

El Organismo Nacional de Sanidad Pesquera-SANIPES implementa, a través de la Direccién Sanitaria
y de Normatividad Pesquera y Acuicola, el Programa de Ensayos Interlaboratorios dirigidos a las
Entidades de Ensayo autorizadas y previamente acreditadas por el INACAL, las cuales participan en
el Controly Certificacién Oficial Sanitaria del sector pesquero y acuicola; programa que permite evaluar
los resultados en los ensayos realizados con matrices hidrobiolégicas, y asi demostrar la confiabilidad

y competencia técnica.

Los Ensayos Interlaboratorios son una herramienta técnica necesaria para implementar un sistema de
monitoreo con el fin de vigilar el cumplimiento de los estandares de calidad en los ensayos que se
egjecutan en las Entidades de Ensayo, fortaleciendo el rol del SANIPES y brindando confianza a los

consumidores del mercado nacional y/o extranjero, asi como a las autoridades sanitarias extranjeras.

El SANIPES, continuando con su programa de Interlaboratorios, organizé la prueba de Numeracion
de microorganismos aerobios meséfilos viables, ensayo usado en la Certificacién Oficial Sanitaria del
sector pesquero y acuicola y en algunos requisitos sanitarios de productos hidrobiologicos.

Los microorganismos aerobios mesofilos son un grupo heterogéneo de microorganismos, capaces de
desarrollarse en presencia de oxigeno a una temperatura comprendida entre 29°C a 36°C (segun
metodologias normalizadas). Su presencia en alimentos refleja la calidad sanitaria del alimento
(indicador microbiolégico) y las condiciones a los que estuvo expuesto durante su manipulacion y
elaboracion. Un recuento elevado de estos microorganismos puede significar; excesiva contaminacion
de la materia prima, deficiente manipulacién durante el proceso de elaboracion, posibilidad de
presencia de microorganismos patégenos y alteracién del alimento.

Para el desarrollo del presente interlaboratorio, se empled la cepa: Staphylococcus aureus ATCC
25923. Este interlaboratorio fue realizado en cumplimiento a los requisitos de la norma ISO/IEC
17043:2010 “Evaluacion de la conformidad - Requisitos generales para los ensayos de aptitud” y la
NTP ISO/IEC 17025:2017 “Requisitos generales para la competencia de laboratorios de ensayo y
calibracién”.
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El disefio estadistico se realizo en el marco de la ISO 13528:2015 (Pruebas de Homogeneidad y
Estabilidad) “Métodos estadisticos para su uso en pruebas de competencia por comparacion entre
laboratorios”. El personal encargado del proceso interlaboratorios, es personal calificado, el cual
aseguré la imparcialidad y objetividad en la obtencién de los resultados. Los items de Ensayo pueden
contener diversos analitos no habituales con el fin de dar la oportunidad a los participantes de obtener

una mayor experiencia

Los disefios estadisticos estuvieron basados en las hipotesis, los errores, la naturaleza de datos y el
numero esperado de resultados. Los criterios de aceptacion establecidos en la evaluacion de la calidad
del ensayo interlaboratorio aseguraron que cada participante reciba items de Ensayo comparables y
estables durante el desarrollo del interlaboratorio.

El presente informe detalla la informacién sobre los resultados de los laboratorios participantes, la
evaluacién de los datos y su desempefio en el Interlaboratorio para la “Numeracion de
microorganismos aerobios meséfilos viables”, desarrollado por la Coordinacion de Ensayos de Aptitud
(CEA) de SANIPES en referencia de la ISO/IEC 17043:2010.

2. Declaracion de Confidencialidad e Imparcialidad

Los participantes del ensayo Interlaboratorio “Numeracién de microorganismos aerobios mesofilos
viables”, recibieron un cédigo para su identificacion, el cual es conocido Unicamente por las personas
involucradas en la ejecucién del interlaboratorio, de conformidad a la politica de la Coordinacion de
Ensayos de Aptitud — SANIPES, de mantener la confidencialidad en los resultados obtenidos, en marco
del cumplimiento de la norma ISOQ/IEC 17043:2010.

Los resultados del ensayo Interlaboratorio seran comunicados a los participantes mediante correo
electrénico u oficio y publicados en la pagina web institucional.

3. Procedimiento

La informacion sobre el disefic del Ensayo de Aptitud “Numeracién de microorganismos aerobios

mesofilos viables”, se encuentra detallada en el Anexo 01.
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4. items de Ensayo

4.1. Preparacion de los items de Ensayo
El item de Ensayo de este interlaboratorio fue preparado por la Coordinacion de Ensayos de
Aptitud de SANIPES, en condiciones controladas, usando equipos calibrados, material de
referencia certificado y materia prima seleccionada para la preparacion de las matrices.

Matriz

Se distribuy6 25 gramos de Pota precocida congelada (Dosidicus gigas) contenida en un envase
cénico (tubo), debidamente cerrada y sellado dentro de una bolsa de plastico en condiciones
asépticas. Se verificd previamente a la distribucién, que el mecanismo de sellado prevenga la
contaminacién y que la matriz no contenga los microorganismos de interés de esta ronda.

Material Liofilizado

Para la preparacion del item de Ensayo se utilizé como microorganismo de interés:
Lote liofilizado 132196 de fecha 2021-06-09, cultivo liofilizado de Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

Se envié un (1) vial de vidrio sellado con precinto de aluminio, conteniendo una suspension

microbiana liofilizada del microorganismo anteriormente descrito.

4.2. Homogeneidad
Del lote preparado se seleccionaron aleatoriamente 10 ftems de Ensayo y se analizaron por
duplicado segun lo recomendado por la norma ISO 13528: 2015.

Para validar la homogeneidad del item de Ensayo se realizé por duplicado el ensayo de
“Numeracién de Aerobios meséfilos viables”, usando el método FDA/BAM Online 8th Ed. Rev.
A/1998. January 2001 - Chapter 3. Aerobic Plate Count. Conventional Plate Count Method.

Los datos fueron evaluados con el Test de Cochran para la evaluacién de la variacion de los
recuentos y sus réplicas obtenidos al azar, luego se realizé un andlisis de varianza (ANOVA)
p-valor=0.87, posteriormente se realizé el test de comparacién de medias segln la ISO 13528
(Desviacién estandar de la “diana” (opt) = 0.45).

Criterio de homogeneidad: Ss < 0.3 opt
Resultado de la Homogeneidad Ss=0.076
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4.3. Estabilidad

Los estudios de estabilidad de los Items de Ensayo enviados fueron desarrollados con la
metodologia “Numeracién de Aerobios meséfilos viables”, usando el método FDA/BAM Online
8th Ed. Rev. A/1998. January 2001 - Chapter 3. Aerobic Plate Count. Conventional Plate Count
Method, durante el periodo de ensayo establecido, a fin de asegurar que los [tems de Ensayo
preparados no sufran alteraciones, garantizando su estabilidad durante este periodo.

Para garantizar la estabilidad, se analizé 3 items de Ensayo por duplicado, seleccionados
aleatoriamente de los Iotes preparados (ISO 13528: 2015) y se evaluo su estabilidad durante 3
periodos de tiempo diferentes (dentro del plazo de ensayo establecido).

Los datos fueron evaluados mediante un andlisis de varianza (ANOVA) p-valor=0.12, respecto a
los datos de homogeneidad. Se realizé el test de comparacion de medias segun la ISO 13528
(Desviacion estandar de la “diana” (opt) = 0.45).

Criterio de estabilidad: IMedia de Homogeneidad-Media de estabilidad (dia)l < 0.3 opt
Resultado de la estabilidad:

- Primera evaluacion: 0.038 < 0.14

- Segunda evaluacién: 0.046 < 0.14

- Tercera evaluacién 0.089 < 0.14

4.4. Distribucién y Transporte

Para la “Numeracién de Aerobios mesdfilos viables”, cada laboratorio participante recibié una (1)
bolsa de plastico sellada conteniendo un tubo conico con 25 gramos de muestra (Pota precocida
congelada) y un (1) vial con Liofilizado para la fortificacion de la matriz, sellado e identificado con
etiqueta impermeabie.

Los laboratorios participantes fueron codificados segun los Cédigos: S-001, S-002, S-003, S-004,
8-005, S-006, S-007 y S-008.

El material fue acondicionado en cajas térmicas con geles refrigerantes para mantener la
temperatura hasta la llegada a los laboratorios. Los ftems de Ensayo del presente interlaboratorio
fueron recogidos por los participantes en las instalaciones del SANIPES - Sede Callao, el 25 de
junio del 2021, las instrucciones del interlaboratorio y los acuerdos con los participantes fueron
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entregadas junto con los items de Ensayo.

NOTA 1: CEA-SANIPES no se responsabiliza por la estabilidad y homogeneidad de los items de
Ensayo, si estos se analizan fuera del tiempo establecido en las instrucciones.

4.5. Contenido de los items de Ensayo o resultados esperados

Tabla N°01. Resultados esperados

Valor de laboratorio
Identificacion d; ::If :E?;ﬁ;;g;‘ Microorganismos de Interés
UFC/g
Numeracion de
Aerobios mesofilos 677 Staphylococcus aureus ATCC
viables CEA-SANIPES ‘ 25923
2021-1i

5. Analisis Estadistico

El objetivo del tratamiento estadistico es obtener un resultado simple y transparente, de facil
comprensién para los laboratorios participantes, realizandose los siguientes pasos:

a. Eliminacidn previa de laboratorios
Se realiza una eliminacién de laboratorios que proporcionan resultados que no cumplen las
instrucciones solicitadas, y de aquellos que informan resultados no numéricos o en diferentes
unidades de reporte.

- En este interlaboratoric no se reportaron resultados no numéricos o en diferentes
unidades de reporte.

b. Conversién logaritmica
Para recuentos cuantitativos microbiolégicos, es necesario una conversion logaritmica (log10) de
los resultados, permitiendo con ello, obtener una distribuciéon normal de resultados.
(Para los resultados “0” se considera "1" para poder obtener un valor de "0” en escala logaritmica
y poder asi hacer el tratamiento estadistico y luego calcular la media (X) y desviacién estandar
(S) para cada laboratorio.
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C. Eliminacion de resultados incongruentes
- Inicialmente se eliminan aquellos valores medios que se consideran significativamente
diferentes del resto de la poblacion, aplicandose los siguientes criterios:

« Eliminacién de resultados por aplicacién del test de la Mediana, con ello se elimina los
valores medios de los laboratorios, que se encuentran fuera del rango de 50% del valor de
la mediana de la totalidad de los resultados.

« Eliminacién de resultados por aplicacién del test estadistico de Cochran para detectar
laboratorios que presentan una variabilidad intra-laboratorio significativamente mayor que
el resto de laboratorios.

« Eliminacién de resultados por aplicacion del test de la funcion de densidad de Kernel
para asegurar asi la distribucion normal de los resultados.

- En este interlaboratorio no se reportaron resultados incongruentes.

d. Valor asignado

- El método empleado para la determinacion del valor asignado consiste en la estimacion del
valor consenso entre los laboratorios participantes, obtenido como la media robusta (X*) de
todos los resultados aceptados, calculada junto con la desviacion estandar robusta (S*)
mediante métodos estadisticos robustos que permiten minimizar la influencia de “outliers”
(ISO 13528), y la cual debe estar relacionada al valor asignado por el laboratorio de
referencia (CEA-SANIPES), al item de ensayo respecto a las pruebas de homogeneidad y
estabilidad del item de ensayo .

- En este Interlaboratorios el valor asignado (X)= 6.76

€. Desviacion estandar “diana” o adecuada al fin pretendido (opt)
- La desviacién estandar “diana” define la escala de variacién aceptable entre los laboratorios
para cada ensayo. Para el calculo de este valor se usé la referencia de otros organizadores

de Interlaboratorios seleccionando el siguiente valor: opt = 0.45.

f. Incertidumbre del valor asignado
- La incertidumbre del valor asignado (px) es calculada a partir del nimero de laboratorios
aceptados (n), y de la desviacién estandar robusta (S*) como:

0. 4%
U, = 1.2 ==
AJn
Donde:
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ux: Incertidumbre del valor asignado
S*: Desviacion estandar robusta
n: Numero de laboratorios.

g. Criterios y Evaluacion del desempeno
- Para evaluar la eficacia de los participantes en cada uno de los parametros estudiados, se
emplea el criterio Z, de acuerdo con la ecuacién:

xr—X
P et
gu.‘
Dénde:
x = Valor medio de los resultados de un laboratorio
X = Valor asignado
opt= S‘"diana”

- Al aumentar la desviacién del resultado, aumenta el valor absoluto de Z, pudiendo ser por
exceso o por defecto (segun el signo de Z). Los valores de las Z se interpretan del modo

siguiente:
Tabla N°02. Interpretacion de los valores Z-score
z-score Clasificacion
/Z/< 2,00 Satisfactorio
(S)
2,00</Z/< 3,00 Cuestionable
(©)
/272 3,00 Insatis'(fl?ctorio

6. Resultados

Los resultados de los participantes fueron reportados a través del correo
interlaboratorios@sanipes.gob.pe, teniendo como fecha maxima de recepcion el 05 de julio de 2021;
estos se presentan en la Tabla N°03.
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Tabla N°03. Resultados individuales de los participantes en la prueba de “Numeracion de Aerobios
mesdfilos viables”, en matriz Pota precocida congelada para todos los participantes.

EVALUACION DE DESEMPENO DE LOS PARTICIPANTES

Cédigo fre L

S = = gXi | LogXz | X | S | INTERVALO |Z-SCORE
e 3500000 | 3200000 | 6544 | 6505 |6525|0026) 6497 |6.552 | 05
o 9400000 | 9900000 | 6973 | 6996 |6984]|0016] 6.968 | 7.000 | 05
5008 5600000 | 5500000 | 6748 | 6740 |6744[0006] 6739 | 6.750 | 0.0
ook 5400000 | 5400000 | 6732 | 6732 |6.732|0000] 6.732 | 6.732 | 04
5.008 5900000 | 6700000 | 6777 | 6785 [6776|0010] 6768 | 6788 | 00
5008 5600000 | 6700000 | 6771 | 6785 [6.776]0.010| 6.768 | 6788 | 00
.007 5800000 | 5600000 | 6763 | 6748 |6.756]0011] 6745 | 6.767 | 00
9008 6300000 | 5800000 | 6799 | 6763 |6.7861]|0.025] 6.756 | 6.607 | 0.0

Evaluacién cuantitativa Satisfactoria: /Z/s 2,00
Evaluacidn cuantitativa Cuestionable: 2,00</Z/< 3,00
Evaluacion cuantitativa Insatisfactoria: / Z / = 3,00

Datos Estadisticos

N° LABS 8
Valor asignado (X*) 6.76
SD robusta (S*) 0.04
SD diana (opt) 0.45
Incertidumbre (u) 0.02

7. Comentarios

Participaron 8 laboratorios acreditados en la Norma NTP ISO/IEC 17025 y autorizados por SANIPES.
Esta prueba interlaboratorio para efectos de auditorias sanitarias, no reemplaza los ensayos de aptitud
que debe realizar el participante en cumplimiento de las directrices de su ente acreditador.

De los resultados reportados por los laboratorios participantes, obtuvieron un rendimiento satisfactorio
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precocida congelada. 2021- 111
Anexo 1

8. Anexos
Diserio del Ensayo de Aptitud “Nuffileracion de microorganismos aerobios mesdfilos viables”

CEA-SANIPES
1. Preparacion de los items
de ensayos
. LABORATORIOS
ot s PARTICIPANTES
2. Distribucion y Transporte - Analisis ::::::‘tems de
- Reporte de Resultados

3. Analisis estadisticos de los resultados

<

4. Evaluacion del desempeno
Entrega del Informe Final

i
ety

5. Preparacién del Informe Final
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