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1. Introduccién

El Organismo Nacional de Sanidad Pesquera-SANIPES a través de la Direccion de Fiscalizacion
Sanitaria (DFS), en el marco de su competencia y como parte de las actividades de fiscalizacion;
implementa el Programa de Ensayos Interlaboratorios, dirigido a su Red de laboratorios participantes
en el Control y Certificacion Oficial Sanitaria del sector pesquero y acuicola; programa permite evaluar
los resultados de los ensayos realizados con matrices hidrobiolégicas, y asi demostrar la confiabilidad

y competencia técnica de los laboratorios.

Los Ensayos Interlaboratorios son una herramienta técnica necesaria para implementar un sistema de
monitoreo con el fin de vigilar el cumplimiento de los estdndares de calidad en los ensayos que se
ejecutan 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, en cumplimiento al programa de ensayos de aptitud 2021, organizé la prueba de
Enumeracién de bacterias Coliformes totales, Coliformes fecales y Escherichia coli, en la matriz agua,
ensayos usados como parte de los controles sanitarios oficiales del programa de control de agua y

hielo y en algunos requisitos sanitarios de productos hidrobiol6gicos.

Los coliformes reagrupan a ciertas especies bacterianas pertenecientes a la familia
enterobacteraceae, de morfologia bacilar, Gram negativas, aerobias o anaerobias facultativas, oxidasa
negativas, no esporuladas y que se caracterizan por su capacidad de fermentar la lactosa y producir
acido a temperaturas medias de 37°C. El grupo de coliformes se encuentra formado por varios géneros
como: Escherichia, Enterobacter, Klebsiella y Citrobacter, los cuales se encuentran cominmente en
el suelo, plantas, animales y personas y se usan como indicadores de la calidad del agua, dado que
Su presencia en el agua, representa un indicio de contaminacién con aguas negras u otro tipo de
desechos en descomposicion, por lo que su monitoreo y control es muy importante en el agua y en el
hielo empleados para la preparacion y/o preservacién de los productos hidrobioldgicos dado que su

presencia representar un peligro para la salud publica.

El grupo de coliformes totales abarca géneros que pueden resultar patdégenos para el ser humano, asi
como las que son totalmente inocuas. Los coliformes fecales representan un subgrupo de las bacterias

coliformes totales y se les conoce asi porque tienen su origen en el intestino de animales y por ende
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se encuentran formando parte de la materia fecal. A este sub grupo también se le conoce como
coliformes termotolerantes por su capacidad de fermentar la lactosa a temperaturas mayores a los 37
°C (44°C y 45°C) y dentro de estas, tenemos a los géneros de: Escherichia, Enterobacter y Klebsiella

siendo las mas representativa y conocida de este subgrupo la E. coli.

Para el desarrollo del interlaboratorio de Enumeracion de bacterias Coliformes totales, Coliformes
fecales y Escherichia coli, se empled la cepa: Escherichia coli NCTC 12241. 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 calibracion”.

El disefio estadistico se realizd6 en el marco de la ISO 13528:2015 (Pruebas de Homogeneidad y
Estabilidad) “Métodos estadisticos para su uso en pruebas de competencia por comparaciéon entre
laboratorios. El personal encargado del proceso interlaboratorios, es personal calificado, el cual
aseguré la imparcialidad y objetividad en la obtencion 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 hipétesis, los errores, la naturaleza de datos vy 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 informacion sobre los resultados de los laboratorios participantes, la
evaluacion de los datos y su desempefio en el Interlaboratorio para “Enumeracion de bacterias
Coliformes totales, Coliformes fecales y Escherichia coli”, 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 “Enumeracion de bacterias Coliformes totales, Coliformes
fecales y Escherichia coli”, recibieron un codigo para su identificacion, el cual es conocido Unicamente
por las personas involucradas en la ejecucion del interlaboratorio, de conformidad a la politica de la
Coordinacion de Ensayos de Aptitud — SANIPES, de mantener la confidencialidad en los resultados

qbtenidos, en el marco del cumplimiento de la norma ISO/IEC 17043:2010.
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Los resultados del ensayo Interlaboratorio serdn comunicados a los participantes mediante correo

electronico u oficio y publicados en la pagina web institucional.

3. Procedimiento

La informacion sobre el disefio del Ensayo de Aptitud “Enumeracion de bacterias Coliformes totales,

Coliformes fecales y Escherichia coli”, se encuentra detallada en el Anexo 01.

4. items de Ensayo

4.1.

4.2.

Preparacion de los items de Ensayo

El item de Ensayo de este interlaboratorio fue preparado por la Coordinacién de Ensayos de
Aptitud de SANIPES, en condiciones controladas, usando equipos calibrados, material de
referencia certificado y materia prima seleccionada para la preparacién de las matrices.

Matriz

Se envio 1 frasco plastico sellado conteniendo 490 mL de la matriz Agua no potable, debidamente
cerrado y sellado dentro de una bolsa de plastico en condiciones asépticas. Se verifico
previamente a la distribucion, que el mecanismo de sellado prevenga la contaminacion y que la

matriz no contenga los microorganismos de interés de esta ronda.

Material Liofilizado
Para la preparacion del item de Ensayo se utiliz6 como microorganismo de interés:
- Lote liofilizado 1921137 de fecha 2021-07-13, cultivo liofilizado de Escherichia coli
NCTC 12241.
Se envi6 un (1) vial de vidrio sellado con precinto de aluminio, conteniendo una suspension

microbiana liofilizada del microorganismo anteriormente descrito.

Homogeneidad

Del lote preparado se seleccionaron aleatoriamente 10 items 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 los ensayos de:

- Enumeracioén de Coliformes totales (NMP), SMEWW-APHA-AWWA-WEF - 23rd Ed. 2017.
Multiple-Tube Fermentation Technique for Members of the Coliform Group, Part 9221 B.
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Standard Total Coliform Fermentation Technique

- Enumeracion de Coliformes fecales termotolerantes (NMP), SMEWW-APHA-AWWA-WEF
23 rd Ed. 2017. Multiple-Tube Fermentation Technique for Members of the Coliform Group,
Part 9221 B. Standard Total Coliform Fermentation Technique.

- Enumeracion Escherichia coli (NMP), SMEWW-APHA-AWWA-WEF - 23rd Ed. 2017.
Multiple-Tube Fermentation Technique for Members of the Coliform Group, Part 9221 F.

Escherichia coli Procedure Using Fluorogenic Substrate.

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 realizo un analisis de varianza (ANOVA) p-
valor=0.99, posteriormente se realiz6 el test de comparacién de medias segun la 1ISO 13528
(Desviacion estandar de la “diana” = 0.899).

Criterio de homogeneidad: Ss £ 0.3 opt; (valor Ss=0.089, opt=0.899)

Resultado de la Homogeneidad: Conforme

Estabilidad

Para garantizar la estabilidad, se analiz6 3 items de Ensayo por duplicado, seleccionados
aleatoriamente de los lotes preparados (ISO 13528: 2015) y se evalu6 su estabilidad durante 3

periodos de tiempo diferentes (dentro del plazo de ensayo establecido).

Los estudios de estabilidad de los items de Ensayo enviados fueron desarrollados con las

metodologias:

- Enumeracién de Coliformes totales (NMP), SMEWW-APHA-AWWA-WEF - 23rd Ed. 2017.
Multiple-Tube Fermentation Technique for Members of the Coliform Group, Part 9221 B.
Standard Total Coliform Fermentation Technique

- Enumeracioén de Coliformes fecales termotolerantes (NMP), SMEWW-APHA-AWWA-WEF
23 rd Ed. 2017. Multiple-Tube Fermentation Technique for Members of the Coliform Group,
Part 9221 B. Standard Total Coliform Fermentation Technique.

- Enumeracién Escherichia coli (NMP), SMEWW-APHA-AWWA-WEF - 23rd Ed. 2017.
Multiple-Tube Fermentation Technique for Members of the Coliform Group, Part 9221 F.

Escherichia coli Procedure Using Fluorogenic Substrate,
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Los datos fueron analizados mediante el andlisis de varianza (ANOVA) p-valor=0.91, respecto a
los datos de homogeneidad.
Se realiz6 el test de comparacion de medias segun la ISO 13528 (Desviacion estandar de la
“diana” = 0.899).
Criterio de estabilidad: | Media de Homogeneidad- Media de estabilidad (dia) | £ 0.3 opt

- Primera evaluacion: 0.024 < 0.270

- Segunda evaluacién: 0.062<0.270

- Tercera evaluacion: 0.024<0.270

Resultado de la estabilidad: Conforme

4.4. Distribucidon y Transporte
Para el “Enumeracion de bacterias Coliformes totales, Coliformes fecales y Escherichia coli”,
cada laboratorio participante recibi6 un (1) frasco plastico conteniendo 490 mL de la matriz Agua
no potable y un (1) vial con Liofilizado para la fortificacion de la matriz, sellado e identificado con
etiqueta impermeable.
Los laboratorios participantes fueron codificados segun los Cédigos: S-003, S-004, S-005, S-006,
S-007, S-008, S-009 y S-010.
El material fue acondicionado en cajas térmicas con geles refrigerantes para mantener la
temperatura hasta la llegada a los laboratorios. Los items de Ensayo del presente interlaboratorio
fueron recogidos por los participantes en las instalaciones del SANIPES - Sede Callao, el 13 de
septiembre del 2021, las instrucciones del interlaboratorio y los acuerdos con los participantes
fueron 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 éstos se analizan fuera del tiempo establecido en las instrucciones.
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4.5. Contenido de los items de Ensayo o resultados esperados

Tabla N°01. Resultados esperados

Valor de laboratorio de WieTBE Eeanes da
Identificacion Referencia- CEA SANIPES Interés
(Log10) UFC/mL
Enumeracion de bacterias Coliformes
totales (NMP/100mL) 6.564 Escherichia coli NCTC
CEA-SANIPES 2021-VI 12241
Enumeracion de bacterias Coliformes
fecales 6.564 Escherichia coli NCTC
(NMP/100mL) 12241
CEA-SANIPES 2021-VII
Enumeracion de Escherichia coli
(NMP/100mL) 6.564 Escherichia coli NCTC
CEA-SANIPES 2021-VIiI 12241

5. Analisis Estadistico

El objetivo del tratamiento estadistico es obtener un resultado simple y transparente, de facil

comprension para los laboratorios participantes, realizandose los siguientes pasos:

a. Eliminacion previa de laboratorios
El primer paso consiste en realizar una eliminacion de laboratorios que proporcionan resultados
gue no cumplen las instrucciones solicitadas, y de aquellos que informan resultados falsos
positivos o falsos negativos.

b. Conversién logaritmica
La conversion logaritmica (log10) de los resultados, permite obtener una distribucion de Gauss
(normal) y realizar todos los célculos estadisticos en escala logaritmica.
(Para los resultados “0” se considera ”1” para poner obtener un valor de "0” en escala logaritmica
y poder asi hacer el tratamiento estadistico y luego calcular la media (X) y desviacion estandar

(S) para cada laboratorio.

c. Eliminacién de resultados aberrantes
Inicialmente se eliminan aquellos valores medios que se consideran significativamente diferentes
del resto de la poblacion, aplicandose los siguientes criterios:
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Eliminacién de resultados por aplicacion 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 Vvariabilidad intra-laboratorio

significativamente mayor que el resto de laboratorios.

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 desviacién estdndar robusta (S*) mediante métodos

estadisticos robustos (Algoritmo A) que permiten minimizar la influencia de “outliers” (ISO 13528).

e. Desviacion estandar “diana” o adecuada al fin pretendido (opt)

La desviacion estandar “diana” define la escala de variacion aceptable entre los laboratorios para

cada ensayo. Para célculo de este valor se usé la referencia de otros organizadores de

interlaboratorios.

f. Incertidumbre del valor asighado
La incertidumbre del valor asignado (ux) es calculada a partir del nimero de laboratorios

aceptados (n), y de la desviacién estandar robusta (S*) como:

Donde: px: Incertidumbre del valor asignado

S*: Desviacion estandar robusta

n: Nimero de laboratorios.

g. Criterios y Evaluacion del desempefio

Para evaluar la eficacia de los participantes en cada uno de los parametros estudiados, se

emplea el criterio Z, de acuerdo con la ecuacién:
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X: Valor asignado

opt: S “diana”

Al aumentar la desviacion 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:

IZI < 2 “Satisfactorio”

2< |Z| < 3 “Cuestionable”

|Z| 2 3 “Insatisfactorio”

6. Resultados
- Los resultados de los participantes fueron reportados a través del correo

interlaboratorios@sanipes.gob.pe, teniendo como fecha maxima de recepcion el 23 de

septiembre de 2021, estos se presentan en la Tabla N° 02,03 y 04.

Tabla N°02. Resultados individuales de los participantes en la prueba de “Enumeracion de bacterias
Coliformes totales (NMP/100mL)”, en matriz Agua no potable para todos los
participantes.

“Enumeracion de bacterias Coliformes totales”

(NMP/100mL) Z-
X1 X2 Log X1 | Log Xz X S INTERVALO SCORE

Cddigo

S-003 1400000 1600000 6.146 6.204 6.175 | 0.041 | 6.134 | 6.216 -0.1

S-004 1100000 1300000 6.041 6.114 | 6.078 | 0.051 | 6.026 | 6.129 -0.2

S-005 3500000 2400000 6.544 6.380 | 6.462 | 0.116 | 6.346 | 6.578 0.2

S-006 1700000 1400000 6.230 6.146 6.188 | 0.060 | 6.129 | 6.248 -0.1

S-007 1700000 1400000 6.230 6.146 6.188 | 0.060 | 6.129 | 6.248 -0.1

S-008 2300000 3300000 6.362 6.519 6.440 | 0.111 | 6.329 | 6.551 0.2

S-010 1700000 2200000 6.230 6.342 | 6.286 | 0.079 | 6.207 | 6.366 0.0

Evaluaciéon cuantitativa Satisfactoria: /Z/< 2.00
Evaluaciéon cuantitativa Cuestionable: 2.00 </ Z /< 3.00
Evaluaciéon cuantitativa Insatisfactoria: / Z / =2 3.00

ELIMINADOS PARA EL CALULO DEL VALOR ASIGNADO

Test Mediana: ninguno

Test Cochran: ninguno
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Datos Estadisticos:

N° LABS 7
Valor asignado (X*) 6.26
SD robusta (S*) 0.16
SD diana (op) 0.90
Incertidumbre (p) 0.05

Tabla N°03. Resultados individuales de los participantes en la prueba de “Enumeracion de bacterias
Coliformes fecales (NMP/100mL)”, en matriz Agua no potable para todos los
participantes.

“Enumeracion de bacterias Coliformes fecales”

Codigo X(:'MP/ 100m"i(2 LogX: | LogXs | X S | INTERVALO SC%)-RE
S-003 1400000 1600000 6.146 6.204 | 6.175 | 0.041 | 6.134 | 6.216 -0.1
S-004 1100000 1100000 6.041 6.041 6.041 | 0.000 | 6.041 | 6.041 -0.2
S-005 3500000 2400000 6.544 6.380 6.462 | 0.116 | 6.346 | 6.578 0.3
S-006 1700000 1400000 6.230 6.146 6.188 | 0.060 | 6.129 | 6.248 -0.1
S-007 1400000 1100000 6.146 6.041 | 6.094 | 0.074 | 6.020 | 6.168 -0.2
S-008 2300000 3300000 6.362 6.519 | 6.440 | 0.111 | 6.329 | 6.551 0.2
S-009 1600000 1600000 6.204 6.204 | 6.204 | 0.000 | 6.204 | 6.204 0.0
S-010 1700000 2200000 6.230 6.342 6.286 | 0.079 | 6.207 | 6.366 0.1

Evaluacién cuantitativa Satisfactoria: /Z/< 2.00
Evaluaciéon cuantitativa Cuestionable: 2.00 </ Z /< 3.00
Evaluaciéon cuantitativa Insatisfactoria: / Z / =2 3.00

ELIMINADOS PARA EL CALULO DEL VALOR ASIGNADO

Test Mediana: ninguno

Test Cochran: ninguno
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Datos Estadisticos:

N° LABS 8
Valor asignado (X*) 6.24
SD robusta (S*) 0.17
SD diana (o) 0.90
Incertidumbre (p) 0.04

Tabla N°04. Resultados individuales de los participantes en la prueba de “Enumeracién de
Escherichia coli (NMP/100mL)”, en matriz Agua no potable para todos los participantes.

“Enumeracion de Escherichia coli”

Codigo X(lNMP/ 100mL))<2 LogX: | LogXs | X S | INTERVALO SC%)-RE
S-003 1400000 | 1600000 | 6.146 | 6.204 | 6.175 | 0.041 | 6.134 | 6.216 | -0.1
S004 | 1100000 | 1100000 | 6.041 | 6.041 | 6.041 | 0.000 | 6.041 | 6.041 | -0.2
S005 | 3500000 | 2400000 | 6.544 | 6.380 | 6.462 | 0.116 | 6.346 | 6.578 | 0.2
S-006 1700000 | 1400000 | 6.230 | 6.146 | 6.188 | 0.060 | 6.129 | 6.248 | -0.1
S-007 1400000 | 1100000 | 6.146 | 6.041 | 6.094 | 0.074 | 6.020 | 6.168 | -0.2
S008 | 2300000 | 3300000 | 6.362 | 6.519 | 6.440 | 0.111 | 6.329 | 6.551 | 0.2
S010 1700000 | 2200000 | 6.230 | 6.342 | 6.286 | 0.079 | 6.207 | 6.366 | 0.1

Evaluaciéon cuantitativa Satisfactoria: /Z/< 2.00
Evaluacién cuantitativa Cuestionable: 2.00 </ Z / < 3.00
Evaluacién cuantitativa Insatisfactoria: / Z / =2 3.00

ELIMINADOS PARA EL CALULO DEL VALOR ASIGNADO

Test Mediana: ninguno

Test Cochran: ninguno

Datos Estadisticos:

N° LABS 7
Valor asignado (X*) 6.24
SD robusta (S*) 0.18
SD diana (o) 0.90
Incertidumbre (p) 0.06
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7. Comentarios

Participaron 8 laboratorios con sistema basado 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
07/07 (100.0%), en el interlaboratorio de “Enumeracién de bacterias Coliformes totales (NMP/100mL)”,
en matriz Agua no potable. 2021- VI.

De los resultados reportados por los laboratorios participantes, obtuvieron un rendimiento satisfactorio
08/08 (100.0%), en el interlaboratorio de “Enumeracion de bacterias Coliformes fecales
(NMP/100mL)”, en matriz Agua no potable. 2021- VII.

De los resultados reportados por los laboratorios participantes, obtuvieron un rendimiento satisfactorio
07/07 (100.0%), en el interlaboratorio de “Enumeracién de Escherichia coli (NMP/100mL)”, en matriz
Agua no potable. 2021- VIII.
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8. Anexos

Anexo 1

Disefio del Ensayo de Aptitud “Enumeracién de bacterias Coliformes totales, Coliformes
fecales y Escherichia coli”

CEA-SANIPES

LABORATORIOS
PARTICIPANTES
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