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RESUMEN EJECUTIVO

Las enfermedades transmitidas por los alimentos, asi como el uso de agua contaminada para
distintos fines, constituyen dos problemas importantes para la salud y la economia a nivel
mundial. Las normas nacionales e internacionales establecen requisitos que deben cumplir
los alimentos y el agua para garantizar su inocuidad. Son los laboratorios los organismos
encargados de evaluar el cumplimiento de estos requisitos; por tal motivo, es importante que
sean organismos acreditados y que aseguren la emision de resultados confiables. En el
presente Trabajo de Suficiencia Profesional se demuestra la contribucion del autor, a través
de su formacidn académica y experiencia laboral, en mantener la competencia técnica del
laboratorio y en lograr los objetivos trazados por el mismo. En la primera etapa se llevo a
cabo el analisis de alimentos y muestras de agua, cumpliendo lo establecido en la norma
NTP ISO/IEC 17025 para el aseguramiento de la validez de los resultados. Ademas, se
aprobaron de manera satisfactoria las auditorias llevadas a cabo por INACAL, demostrando
la competencia técnica del laboratorio. En la segunda etapa, como parte del objetivo de la
empresa en querer incursionar en el sector ambiental, se logré la acreditacion de nuevos
métodos de ensayo para el analisis de distintas matrices de agua. Adicionalmente se
aprobaron los examenes de aptitud que permitieron demostrar el correcto desempefio del
laboratorio en llevar a cabo los nuevos analisis. Finalmente, en la tercera etapa, se
implemento el laboratorio de parasitologia y se utiliz6 la validacién como herramienta para
tener un método que permitiera el analisis de huevos de helmintos en dos tipos de agua,

logrando demostrar que el método elegido es adecuado para los fines previstos.

Palabras claves: Acreditacion, Validacion, Competencia técnica, helmintos.
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EXECUTIVE SUMMARY

Foodborne illness, as well as the use of contaminated water for different purposes, are two
major global health and economic problems. National and international standards set out
requirements that food and water must meet to ensure their safety. Laboratories are the
bodies in charge of assessing compliance with these requirements; therefore, they must be
certified organizations that ensure the issuance of reliable results. The present study develops
how the author, through his academic training and work experience, contributed to
maintaining the laboratory’s technical competence and achieving the established objectives.
In the first stage, the analysis of food and water samples was conducted in compliance with
standard NTP ISO/IEC 17025 to ensure the results were valid. In addition, the audits carried
out by INACAL (National Institute of Quality) were successfully passed, demonstrating the
laboratory’s technical competence. In the second stage, as part of the company's goal to
participate in the environmental sector, new test methods for analyzing different water
matrices were certified. Besides, proficiency tests were passed, which demonstrated the
laboratory’s accurate performance in carrying out the new analyses. Finally, in the third
stage, the parasitology laboratory was implemented, and validation was used as a tool to find
a method that would allow the analysis of helminth eggs in two types of water, proving that

the chosen method is adequate for the intended purposes.

Keywords: certification, validation, technical competence, helminths



I. INTRODUCCION

Actualmente una de cada diez personas en el mundo se enferma y cuatrocientos veinte mil
mueren por el consumo de alimentos contaminados al afio. Las enfermedades transmitidas
por alimentos (ETA) se deben a la contaminacion ante la deficiencia del manejo de estos
desde la etapa de su elaboracién hasta la comercializacion de los mismos. Dentro de los
principales contaminantes se encuentran las bacterias, virus, parasitos y/o sustancias
quimicas perjudiciales que pueden provocar mas de 200 enfermedades, desde la diarrea hasta
el cancer (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2019) (OMS, 2019). Ademas, las
ETA’s no solo producen grandes pérdidas en la salud puablica, también afectan

negativamente la economia mundial (Arosquipa, 2014).

Por otro lado, la calidad del agua potable también es uno de los principales problemas a nivel
mundial. La contaminacién microbiana, fisico-quimica y radioactiva afecta a la calidad del
agua cuando no se cumplen los limites permisibles de cada uno de dichos parametros. Las
enfermedades mas comunes y extendidas, asociadas con el consumo de agua, son causadas

por bacterias, virus protozoos y helmintos (OMS, 2018).

En el Perd, en la década de 1950, se reportdé un incremento de enfermedades ligadas al
consumo de alimentos contaminados, como la fiebre tifoidea, teniasis por el consumo de
carne de cerdo criado en malas condiciones, etc. Un ejemplo de estos fue el nimero de casos
declarados para la tifoidea paratifica, siendo que en el afio 1950 se reportaron 2551 casos,
llegando a los 6690 para finales del afio 1960, tal y como se declara en el informe
bioestadistico de enfermedades transmitidas en el Peru, emitido por el Ministerio de Salud
Publica y Asistencia Social en setiembre de 1960. Como respuesta a este incremento, en el
afio 1963 se publica el Codigo Sanitario de Alimentos, que posteriormente se incorporaria
como Reglamento Sanitario de Alimentos dentro del Codigo Sanitario de Salud en el afio
1969, permaneciendo asi hasta el afio 1998. Finalmente, en el afio 2008 se publica la Ley de
Inocuidad de Alimentos que permite enfrentar de forma conjunta los peligros alimentarios,

asi como los principios para una alimentacion saludable y segura (DIGESA, 2010). Sin



embargo, a pesar de todos estos esfuerzos por controlar los ETAS, se siguen reportando
brotes en todo el pais. Solo hasta la semana 15 del afio 2019 se notificaron 22 brotes de ETA
en 12 departamentos a nivel nacional con un total de 729 personas afectadas, de los cuales
214 fueron hospitalizados y 03 fallecieron a consecuencia de este dafo. EI 22.7 % de los
brotes fueron ocasionados por Salmonella sp. y Escherichia coli (Ministerio de Salud
[MINSA], 2019).

En el 2016 se publico un estudio sobre la calidad de agua para consumo humano realizado
en tres regiones del Peru (Cajamarca, Huancavelica y Huanuco), encontrando que menos del
10% del total de muestras evaluadas tuvieron buena calidad microbioldgica. Ademas, en
tres cuartas partes de los hogares de Cajamarca, la tercera parte de Huancavelica y casi la
quinta parte de Huanuco se encontro E. coli en el agua destinada al consumo humano (Tarqui
et al., 2016).

Todo esto exige que los laboratorios de ensayo, encargados de evaluar los alimentos y agua,
brinden servicios de calidad con resultados confiables; es decir, estos laboratorios deben
demostrar su competencia técnica en la realizacion de los ensayos requeridos. Aquellos que
prueben su competencia seran capaces de acceder a la acreditacion otorgada por organismos
acreditadores, siendo el Instituto Nacional de Calidad (INACAL) el organismo acreditador
en el Perl. Ademas, esta acreditacion pondra en evidencia el sistema de gestion del
laboratorio que le brindara la capacidad para producir resultados técnicamente validos
(ISO/IEC 17025, 2017).

La finalidad de esta monografia es demostrar la suficiencia profesional, adquirida durante la
formacion académica, a traveés del desempefio laboral como analista en las éareas de
microbiologia de alimentos y ambiental en la empresa CERTIFICAL S.A.C. Ademas, se
pondréa énfasis en las actividades que permiten mantener el aseguramiento de la validez de
los resultados, la competencia y la contribucion del analista para el logro de objetivos

trazados por el laboratorio ante la presencia de problematicas.



1. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

- Aplicar los conocimientos y competencias adquiridos en la carrera de Biologia en los

laboratorios de Microbiologia y Parasitologia de la empresa CERTIFICAL S.A.C.
2.2. Objetivos especificos

- Analizar las muestras de alimentos, bebidas y aguas ingresadas al laboratorio de
microbiologia y parasitologia, manteniendo el aseguramiento de la validez de los

resultados.

- Participar en el proceso de acreditacion de nuevos métodos de ensayo para el analisis de

distintas matrices de aguas, que permitira incursionar en el sector ambiental.

- Participar en el proceso de validacion de un método cuantitativo y cualitativo para el
andlisis de huevos de helmintos en agua, como parte del proceso de implementacién del

laboratorio de parasitologia.



111. ANALISIS MICROBIOLOGICO DE
ALIMENTOS Y BEBIDAS

CERTIFICAL S.A.C. es una empresa privada creada hace mas de 10 afios que brinda
servicios de ensayos de laboratorio para el sector ambiental, alimentario, agroexportacion y
pesqueria. Cuenta con laboratorios de ensayo y organismo de inspeccion acreditados
por INACAL bajo la norma técnica peruana (NTP) ISO/IEC 17025:2017 y NTP ISO/IEC
17020:2012, respectivamente.

Dentro de sus laboratorios de ensayo encontramos el laboratorio de microbiologia que al ser
un laboratorio acreditado demuestra su competencia en base al cumplimiento de los
requisitos establecidos en la NTP ISO/IEC 17025; asi como, en los criterios, directrices y
reglamentos establecidos por la direccion de acreditacion de INACAL. Esta acreditacion
asegura que el laboratorio emita resultados confiables, veraces y que los informes de ensayos

tengan validez internacional.

En este capitulo explicaremos en qué consistio la principal actividad desarrollada durante la
etapa laboral: el analisis microbioldgico de alimentos, bebidas y muestras de agua. Se
demostrara como los conocimientos aprendidos y desarrollados durante la formacion
académica, principalmente en el area de microbiologia, metabolismo y diversidad
microbiana, fueron puestos en préctica para llevar a cabo los analisis microbioldgicos de
forma mas rigurosa, precisa y rapida. Obteniendo asi resultados confiables lo que se traduce
en la demostracion de la competencia técnica. Ademas, se resaltard la importancia de las
técnicas y préacticas aprendidas en los laboratorios, durante la formacién académica,
conocidas como buenas practicas de laboratorio (BPM), en el manejo adecuado de los
instrumentos, materiales, equipos, controles ambientales, patrones de referencia, etc., para

lograr el aseguramiento de la validez de los resultados.



3.1. Conceptos previos
3.1.1. Inocuidad alimentaria

En la Ley de inocuidad de alimentos (2008) se define la inocuidad de los alimentos como la
garantia de que los alimentos, cuando se preparen y/o consuman, no causaran dafio alguno
al consumidor. Asi mismo, en la Resolucion ministerial N° 591 — 2008/MINSA (MINSA,
2008) se indica la calidad sanitaria como el conjunto de requisitos microbiol6gicos, fisico-
quimicos, y organolépticos necesarios de un alimento que lo hace apto para consumo
humano. Ademas, se definen a los criterios microbiologicos como “la aceptabilidad de un
producto o un lote de alimento basada en la ausencia o presencia, o en la cantidad de

microorganismos, por unidad de masa, volumen superficie o lote” (p. 2).

3.1.2. Microorganismos indicadores

Son un grupo de microorganismos, que son facilmente enumerados y cuya presencia en los
alimentos (cuando superan los limites) indican una exposicion a condiciones que permiten
el ingreso y proliferacién de organismos peligrosos. Por tanto, estos microorganismos se
utilizan para evaluar la seguridad que ofrecen los alimentos en cuanto a la calidad
microbioldgica. Los microorganismos indicadores mas utilizados son: aerobios mesofilos,
bacterias entéricas, enterococos, bacterias esporuladas, etc., (International Comission on
Microbiological Specifications for Foods [ICMSF], 2000).

3.1.3. Microbiologia de los alimentos

Se encarga de estudiar la composicién microbiana en los alimentos, para lo cual utiliza
técnicas estandarizadas con la finalidad de detectar los microorganismos presentes. Algunos
microorganismos poseen la capacidad de causar enfermedades cuando se incumplen las
medidas de higiene, limpieza y desinfeccién, provocando que los alimentos sean
potencialmente peligrosos. Es por esto que el principal objetivo de la conservacion de
alimentos es inactivar y controlar el crecimiento de microorganismos patogenos y de
descomposicion, asegurando alimentos saludables y estables en almacenamiento (ICMSF,
2000; Hungaro, et al., 2014; Antillén et al., 1997).

3.1.4. Coliformes

El grupo de coliformes consiste en distintos géneros de bacterias que pertenecen a la familia

Enterobacteriaceae. Este grupo de bacterias tienen forma de bastoncillos y se les define



como anaerobicos facultativos, Gram-negativos, no formadores de espora y con actividad -
galactosidasa (APHA-AWWA-WEF, 2017).

3.1.5. Coliformes fecales o termotolerantes

Estas bacterias se definen como el grupo de organismos coliformes que pueden fermentar la
lactosa entre 44 y 45 °C. Este grupo incluye géneros Escherichia, Edwarsiella, Enterobacter,
Klebsiella, Serratia, y Citrobacter (Rios Tobodn et al., 2017). Los Coliformes fecales son
microorganismos que se transmiten por medio de los excrementos. La Escherichia es un
género de bacteria que se encuentra normalmente en la flora intestinal del hombre y en el de
otros animales de sangre caliente. Hay diversas cepas de Escherichia; algunos no causan

dafo en condiciones normales y otros pueden incluso ocasionar la muerte (OMS, 1996).

3.1.6. Escherichia coli

Es una enterobacteria anaerobio facultativa. Las E.coli enteropatogéenicas (EPEC) son cada
vez mas frecuentes en infecciones gastrointestinales y en fiebres generalizadas. Algunas
cepas, como la E.coli enterohemorragica (EHEC), pueden causar esporadicamente
epidemias de una grave enfermedad transmitida por consumir agua contaminada entre otros
alimentos (Madigan, 2009).

Este microorganismo es utilizado como un indicador de contaminacion fecal debido a que
proviene del tracto intestinal del hombre y animales de sangre caliente. Una contaminacion
con E.coli en productos procesados indica que el tratamiento de calor no ha sido eficiente.
La manera mas correcta de identificar E.coli es a través de pruebas bioquimicas (Pacombia,
2017).

En cuanto a la contaminacion del agua por este microorganismo se pueden aplicar las
siguientes medidas de control: proteccion de las fuentes de agua no tratada contra los
residuos humanos y animales, tratamiento suficiente y proteccion del agua durante su
distribucion. Los analisis convencionales de E.coli proporcionan un indicador adecuado de

la presencia de serotipos enteropatdgenos en el agua de consumo humano (OMS, 2018).
3.1.7. Aerobios mesofilos

La numeracion de los microorganismos aerobios mesofilos es uno de los indicadores
microbiologicos mas comdnmente utilizado. Es bastante Gtil ya que nos evidencia si la
limpieza, desinfeccion, el control de la temperatura durante los procesos de tratamiento

industrial, el transporte y almacenamiento han sido los adecuados. Ademas, podemos



obtener informacion acerca de una posible alteracion incipiente de los alimentos, su vida Util

y la falta de control de las temperaturas de refrigeracion (ICMSF, 2000).

3.1.8. Listeria monocytogenes

Este microorganismo infecta al ser humano a través de la ingesta de alimentos contaminados

produciendo la enfermedad conocida como Listeriosis. Su ingesta puede resultar en sintomas
leves; sin embargo, puede llegar a producir nauseas, dolor abdominal, fiebre, diarrea, etc.,
como si fuera una gastroenteritis genuina. Se sabe ademas que L. monocytogenes puede
atravesar la barrera maternofetal en mujeres embarazadas e infectar el sistema nervioso
central, generando una de las meningitis bacterianas con mayor tasa de mortalidad (Dortet
et al., 2009).

3.1.9. Salmonella

Salmonella es el género de bacterias gran negativas que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae y cuyas caracteristicas es ser anaerobia facultativa, con forma de bacilo
y no forma esporas. Su género tiene dos especies: Salmonella enterica y Salmonella bongori.
Son los patégenos transmitidos por los alimentos mas comunes, responsable de las
infecciones zoonoticas en humanos, llamadas Salmonelosis. Por lo tanto, las infecciones por
Salmonella son una gran preocupacion para la salud pablica y la industria alimentaria en
todo el mundo (Mohammed, 2019; APHA-AWWA-WEF, 2017).

3.1.10. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram-positiva, con forma esférica y agrupada en
forma de racimos. Es causante de una amplia gama de enfermedades infecciosas, entre las
que encontramos infecciones cutaneas, neumonia e intoxicacion alimentaria (Gnanamani,
2017). Esta Gltima raramente es mortal, aunque en algunos casos puede complicarse. Entre
los sintomas comunes por la intoxicacién de S. aureus, al comer un alimento contaminado,

estan: las nauseas, vémitos, diarrea, malestar y debilidad general (ICMSF, 2000).

3.1.11. Clostridium perfringens

Clostridium perfringens es una bacteria Gram-positiva, con forma de bacilo, capaz de formar
esporas Yy crece en condiciones de anaerobiosis. Su distribucion va desde el medio ambiente
hasta la microbiota de humanos y animales (Silveira et al., 2015). Esta especie es la de mayor
produccidn de toxinas ocasionando intoxicacion alimentaria al comer alimentos mal cocidos

y almacenados. Su intoxicacién es bastante comun y se puede prevenir manteniendo la



temperatura adecuada para los alimentos, ya sea a altas o bajas temperaturas, asi como un
buen almacenamiento de los mismos (Hailegebreal, 2017).

3.1.12. Patron de referencia

Segun el Vocabulario Internacional de Metrologia [VIM] (2012), “Es el patrén designado
para la calibracién de otros patrones de magnitudes de la misma naturaleza, en una
organizacion o lugar dado” (p. 74). Ejemplo de estas podemos tener a las pesas patrones para

calibrar la balanza.
3.2. Competencia y Autorizacion del Analista

Segln laNTP I1SO / IEC 17025:

El laboratorio debe asegurarse de que el personal tiene la competencia para realizar las
actividades de laboratorio de las cuales es responsable y para evaluar la importancia de las
desviaciones. Ademas, el laboratorio debe autorizar al personal para llevar a cabo

actividades de laboratorio especificas. (pp. 8-9).

Esto genera que el analista debe pasar por un proceso de entrenamiento antes de recibir la
autorizacion para desempefiar las actividades requeridas al analisis, reporte, aseguramiento
de la validez de los resultados, etc. La figura 1 nos ofrece un esquema general del proceso
de autorizacion del analista. El analista al ingresar como personal nuevo al laboratorio recibe
entrenamiento en las distintas técnicas, instructivos y procedimientos que engloba lo
referente al analisis microbiol6gico. Asi mismo, recibe una induccion al sistema de gestion
del laboratorio basada en la NTP ISO / IEC 17025. El entrenamiento del analista es
supervisado hasta la evaluacion de su competencia a través de ensayos y/o pruebas entre las
gue se encuentran muestras ciegas, muestras interlaboratorios e intralaboratorios, etc., que
seran desarrolladas en la parte de aseguramiento de la validez de los resultados. Una vez se
demuestre la competencia del analista recibe la autorizacion para realizar los ensayos
respectivos, entre otras actividades. Finalmente se registra la fecha de autorizacion y se

evalla el desempefio del analista a través del tiempo.
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Figura 1. Procedimiento de Entrenamiento, Evaluacion y Autorizacion del Analista.

3.3. Andlisis Microbioldgico de Alimentos y Bebidas

El laboratorio de microbiologia inicio sus actividades a través del analisis microbioldgico en
alimentos y bebidas. Entre los productos con los que mas trabaja se encuentran cereales,
piensos, pre-mezclas, panaderias, frutas, harinas, hojuelas, alimentos para animales, etc. Los
tipos de ensayo que realiza son controles, vida Gtil, analisis para registros y certificados
sanitarios. Cada uno depende de lo solicitado por el cliente y de la entidad a la cual este

desea presentar el informe de ensayo.

3.3.1. Normativa

El laboratorio de microbiologia trabaja en base a la normativa nacional, como la norma
sanitaria que establece los criterios microbioldgicos de calidad sanitaria e inocuidad para los
alimentos y bebidas de consumo humano, aprobado mediante la RM N°591-2008/MINSA,
en la cual se sefialan los criterios microbiologicos que deben cumplir los alimentos y bebidas
en estado natural, elaborados o procesados, para ser considerados aptos para el consumo
humano; la norma sanitaria para la fabricacion, elaboracion y expendido de productos de
panificacién, galleteria y pasteleria RM N°1020-2010/MINSA; normas técnicas peruanas
especificas como la de la quinua (NTP 205.062 2009), fichas técnicas de productos
procesados, etc. También toma como referencia lo establecido en el Codex Alimentarius y
la Association of Official Agricultural Chemists (AOAC).



3.3.2. Métodos acreditados

El laboratorio utiliza métodos normalizados emitidos por organismos reconocidos
nacionales e internacionales, que proporcionan las bases para emitir dictdmenes legales
sobre calidad y seguridad microbiana de un alimento. Estos organismos son la Comisién
Internacional de Especificaciones Microbioldgicas para Alimentos (ICMSF), Organizacion
internacional para la normalizacién (ISO), Bacteriological Analytical Manual (BAM) de la
Food and Drug Administration (FDA), Métodos oficiales de andlisis (OMA) de la

Asociacion de quimicos analiticos oficiales (AOAC) y Normas técnicas peruanas (NTP).

La seleccion de estos métodos responde al tipo de organismo al cual se desea presentar el
informe de ensayo, a la normativa establecida, y al tipo de producto. Un ejemplo de este
ultimo es la quinua. Este producto entra en la clasificacion de granos secos segun la RM
N°591-2008/MINSA, cuyo Unico criterio microbiolégico requerido es el recuento de mohos.
Sin embargo, este criterio no es suficiente si se desea obtener certificados sanitarios
requeridos para exportacion y comercializacion. Es por eso que para este ultimo caso una
mejor opcion es utilizar la NTP 205.062 2009, especifica para todas las variedades de quinua,
donde encontramos que los requisitos microbioldgicos exigidos son: recuento de mohos,
recuento de aerobios mesdfilos, recuento de coliformes, recuento de Bacillus cereus y

deteccién de Salmonella.

Los métodos microbioldgicos se pueden clasificar como: cualitativos, cuantitativos y semi-
cuantitativos. Los métodos cualitativos se basan en la deteccion del microorganismo en
estudio, en donde los dos unicos resultados son presencia y ausencia. EI método cuantitativo
se basa en cuantificar las unidades formadoras de colonias en una cantidad de muestra,
realizando recuentos. Por ultimo, los métodos semicuantitativos utilizan determinacion
estadistica para estimar la concentracion de un microorganismo en la muestra (Hoyos et al.,

2018). Las tablas 1, 2 y 3 muestran los métodos acreditados con los que cuenta el laboratorio.
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Tabla 1. Lista de Métodos Cualitativos Acreditados para el Andlisis de Alimentos

Numero Método Norma de referencia
1 Detecci6n de Listeria monocytogenes AOAC 997.03, Capitulo 17
2 Deteccion de Salmonella sp. ICMSF
3 Deteccion de Vibrio cholerae FDA/BAM
4 Deteccion de Vibrio parahaemolyticus FDA/BAM

FUENTE: Informacion obtenida de la pagina web de INACAL.

Tabla 2. Lista de Métodos Cuantitativos Acreditados para el Analisis de Alimentos

NuUmero Método Norma de Referencia

Microorganismos mesoéfilos aerobios viables a

1 ISO 4833-1, Partl
30°C
2 Recuento de enterobacterias ISO 21528-2 Part 2
SMEWW-APHA-AWWA-
3 Recuento de heterotréficos

WEF Part 9215 B

4 Recuento de mohos y levaduras ICMSF

5 Recuento en placa de aerobios mesofilos ICMSF

6 Recuento en placa de Bacillus cereus ICMSF - FDA / BAM
7 Numeracion de Clostridium perfringes FDA / BAM

FUENTE: Informacién sacada de la pagina web de INACAL



Tabla 3. Lista de Métodos Semi-cuantitativos Acreditados para el Analisis de Alimentos

NUmero Método Norma de referencia

1 Coliformes (NMP) ICMSF

2 Enumeracién de E. coli ICMSF

3 Numeracién de E. coli ISO 16649-3 Part 3

4 Recuento de organismos de origen fecal (NMP) ICMSF
Recuento de Staphylococcus aureus, coagulasa

5 ICMSF
positiva (NMP)

FUENTE: Informacion obtenida de la pagina web de INACAL.

A continuacion, se mostrara el ejemplo del analisis de una muestra de embutidos en donde
se puso en practica los conocimientos en técnicas microbioldgicas, asi como las buenas
practicas de laboratorio, con la finalidad de obtener resultados confiables, veraces y poder

mantener el aseguramiento de la calidad.

Al tratarse de un trabajo monografico el procedimiento de cada analisis no sera detallado en

su extension sino de forma resumida.

3.3.3. Analisis microbiol6gico de una muestra de embutidos

Se ingres6 una muestra de embutidos al laboratorio manteniendo todas las medidas
correspondientes para su posterior analisis. La orden generada (Fig. 2), es entregada al
analista en donde se encuentra toda la informacion requerida para el andlisis. Los ensayos
detallados en el anélisis para este tipo de alimento se encuentran basado en los criterios
microbioldgicos establecidos por la RM N°591-2008/MINSA. En algunos casos la lista de
ensayos puede variar dependiendo de lo requerido por el cliente o la entidad a la que se desea
presentar el informe. En este ultimo caso se puede seguir lo establecido por las fichas

técnicas del producto o hacer una combinacion de los criterios de diferentes normas.

En la figura 2 podemos ver el codigo con que se identifica la muestra (Orden de trabajo
[O/T] o nimero de servicio [N/S]), una breve descripcion del producto, caracteristicas del
producto, la identificacion o marca del mismo y la lista de ensayos requeridos, cada una con

su método de referencia.
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Figura 2. Orden de Trabajo con los Analisis Respectivos para la Muestra de Embutido
FUENTE: Documento obtenido del sistema de 6rdenes del laboratorio de microbiologia de la
empresa CERTIFICAL S.A.C.

Preparacién de la muestra y medios. Se prepara todo lo necesario para el andlisis de la
muestra, siendo una parte importe y muy crucial la preparacion de los medios utilizados

durante los ensayos.

Dentro de las normas de referencia se encuentran medios sugeridos para un éptimo
desempefio del mismo por lo que su uso es una medida para asegurar resultados confiables.
Dependiendo de la disponibilidad el laboratorio utiliza medios formulados comercialmente
como preferencia, en caso no se encuentren disponibles se procede a prepararlos mediante
mezcla de ingredientes. Los medios suelen ser especificos para el método a emplear lo que
reduce una posible contaminacion por microorganismos no deseados. Se debe registrar las
caracteristicas del medio para reconocer un deterioro de estos con el tiempo. Asi mismo,
deben hacerse pruebas para verificar su selectividad utilizando cepas patrones positivas y
negativas. Finalmente, estos medios deben almacenarse en lugares apropiados, se debe
verificar el pH de los medios a la hora de su preparacion y deben esterilizarse, ya sea por
autoclave o filtracion, a las condiciones de temperatura y presion establecido por el
fabricante.

Una vez preparados los medios estos deben mantenerse en bafios de agua a una temperatura
de 40-50°C. En caso se requiera agregar suplementos o antibioticos seguir lo establecido por

el método o lo indicado por el fabricante.
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En cuanto a la muestra, de encontrarse congelada se procede a descongelar a temperatura de
refrigeracion (2-5 °C) por no més de 5 horas. A la hora de procesar la muestra se deben
utilizar materiales o utensilios estériles para mantener la asepsia y evitar una posible
contaminacion. Al tratarse de una muestra no liquida se procedio a preparar una suspension
homogénea. Ese se realizo utilizando homogeneizadores provistos de cuchillas cortantes que
permiten la liberacion, al diluyente, de los microorganismos que pueden estar aprisionados
en el interior del alimento, en las superficies secas y/o gelatinosas. La cantidad de muestra
pesada depende del método de referencia, por lo generar se pesa una cantidad de muestra y
se agrega el diluyente 9 veces el peso de la muestra. A partir de la suspension homogénea se
prepararon las diluciones necesarias que luego se utilizaron en los distintos métodos. Estas
se prepararon utilizando 10 mL del homogeneizado con 90 mL de agua peptonada, hasta
conseguir las diluciones necesarias. La figura 3 muestra los materiales para el procesamiento

inicial de la muestra y para la preparacion de la suspension homogénea.

Figura 3. Material y Equipo Utilizado para el Procesamiento Inicial de la Muestra

Anélisis de los ensayos requeridos. A continuacion, se describira brevemente los ensayos
realizados en el analisis del alimento.

Microorganismos mesofilos aerobios viables a 30°C. Método de tipo cuantitativo.
Brevemente, luego de haber preparado el homogeneizado inicial y las diluciones
correspondientes, tal y como se describe en la seccién 1.3.3.1, se procedié a inocular 1 ml

de todas las diluciones en placas por duplicado. Luego se utilizé la técnica de incorporacion
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en donde se agreg6 de 15 a 20 ml de agar Plate Count. Las placas fueron incubadas a 30 + 1
°C por 48 * 3 horas. Finalmente se realizé el recuento de colonias eligiendo la dilucion con

placas que contengan entre 30 — 300 colonias. El reporte de resultados se vera mas adelante.

Enumeracién de E.coli. La enumeracion de E.coli pertenece a los métodos
semicuantitativos. Por lo tanto, se utiliz6 la técnica del nimero mas probable (NMP). Esta
técnica estima la densidad media de microorganismos en una muestra. Brevemente, se
inocularon 3 tubos por dilucion con caldo de enriquecimiento Lauril sulfato triptosa y si
incubaron a 35-37 °C durante 24 y 48 horas. Tubos con produccion de gas y turbidez fueron
elegidos como presuntivos, tomando una muestra de cada uno de ellos se inocularon tubos
con caldo EC y se incubaron a 44.5 £ 0.2 °C, en un bafio de agua, durante 24 - 48 horas. Se
seleccionaron los tubos con produccion de gas y turbidez y se estriaron en agar selectivo
eosina azul de metileno (EMB) para obtener colonias tipicas de E. coli. Se tomaron colonias
tipicas aisladas, estas se estriaron en agar nutritivo para luego inocular los medios de las
pruebas INVIC (Indol, rojo de metilo, Voges Proskauer y citrato sodico), y poder realizar la

identificacion bioquimica.

Listeria monocytogenes. Este es un método de tipo cualitativo. Brevemente, el
procedimiento tiene dos etapas, el primero es un tamizado rapido mediante el uso de
anticuerpos con alta especificidad a los antigenos presentes en Listeria monocytogenes y
otras especies de Listeria sp. La segunda etapa consiste en el aislamiento en agar selectivo
y la confirmacion de las colonias sospechosas de Listeria monocytogenes a través de las

pruebas bioquimicas.

Deteccion de Salmonella sp. Método de tipo cualitativo. Brevemente, el analisis consistio
en cuatro etapas: la etapa de pre-enriquecimiento, enriquecimiento selectivo en medio
liquido, enriquecimiento selectivo en medio soélido, identificacion mediante pruebas
bioquimicas y seroldgicas. Se reporta como presencia 0 ausencia al ser un método

cualitativo.

Recuento de Staphylococcus aureus (NMP). Este método pertenece al tipo semi-
cuantitativo. Brevemente, este analisis se inicié usando un caldo selectivo para S. aureus,
esto se hizo utilizando tres tubos por dilucién. Se seleccionaron los tubos presuntivos y se
estriaron placas con agar selectivo para evidenciar la produccion de lecitinasa. Las colonias
productoras de esta enzima se sometieron a la prueba de coagulasa para confirmarse como

pertenecientes a S. aureus.
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Numeracion de Clostridium perfringens. Clasificado como método cuantitativo.
Brevemente, este analisis consistidé en inocular las diluciones preparadas en placas, por
duplicado, con agar selectivo, que permitio obtener colonias con actividad de lecitinasa. La
incubacion se realizé en condiciones de anaerobiosis. Posteriormente se realizo la etapa de
confirmacion de las colonias presuntivas a través de las pruebas bioquimicas (coagulacion

de la leche, reduccidn de nitrato, licuefaccion de la gelatina y fermentacion de la lactosa).

En cada uno de los analisis se utilizd el material de referencia adecuado (cepas) para los
controles positivos y negativos que permitird la identificacion del microorganismo en
cuestion. De la misma manera se tuvieron controles de medio y/o ambientales para detectar
contaminaciones que alteren los resultados. Todo lo referido al aseguramiento de la validez
de los resultados se desarrollara méas adelante. Finalmente, al no existir trabajos no
conformes, se emitio el informe de ensayo como podemos ver en la figura 4. En este
observamos los resultados obtenidos en el anélisis de cada uno de los ensayos requeridos y
sus unidades respectivas.
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Figura 4. Informe de Ensayo de la Muestra de Embutido
FUENTE: Documento obtenido del sistema de informes del laboratorio de
microbiologia de la empresa CERTIFICAL S.A.C.
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3.4. Anadlisis Microbiolédgico de Muestras de Agua

3.4.1. Normativa

Las normativas bajo las cuales trabaja y se rige el laboratorio para el analisis de muestras de

agua son:

- El Reglamento de la Calidad del Agua para Consumo humano D.S. N 031 2010 SA, en
donde se establecen los criterios microbioldgicos y parasitoldgicos para el agua de

consumo humano.

- El Protocolo de Monitoreo de la Calidad de los Efluentes de las Plantas de Tratamiento
de Aguas Residuales Domésticas o Municipales, aprobada bajo la RM-273-2013-

VIVIENDA, que establece un Unico criterio microbioldgico para aguas residuales.

- Los Estandares Nacionales de Calidad Ambiental para Aguas (ECA) D. S. N 004 2017
MINAM, que compila las disposiciones aprobadas mediante el Decreto Supremo N°
002-2008-MINAM, el Decreto Supremo N° 023-2009-MINAM vy el Decreto Supremo
N° 015-2015-MINAM, en donde se establece categorias y parametros fisico-quimicos,

asi como microbioldgicos.

- La Directiva Sanitaria para la Determinacion del Indice de Calificacion Sanitaria de las
Piscinas Publicas y Privadas de Uso Colectivo, Directiva Sanitaria N° 033 -
MINSA/DIGESA - V.02.

- DS N°003-2010-MINAM, Limites Maximos Permisibles para los efluentes de Plantas
de Tratamiento de Aguas Residuales Domésticas 0 Municipales

3.4.2. Métodos acreditados

El laboratorio utiliza métodos normalizados establecidos en el Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater, del organismo internacional APHA-AWWA-WEF,
con la finalidad de lograr un anélisis adecuado en la deteccion y cuantificacion de los
microorganismos establecidos en los criterios de las normativas mencionadas en la seccion

3.4.1. La tabla 4 muestra los métodos acreditados con los que cuenta el laboratorio.
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Tabla 4. Métodos Acreditados para el Andlisis Microbiologico de Aguas

Norma de Referencia (SMEWW-

NUmero Método
APHA-AWWA-WEF)
. Numeracion de coliformes fecales Parte 9221 B (2) y 9221 E (1), 23rd
(NMP) Ed.
Numeracidon de coliformes totales
2 Part 9221 B (2-3), 23rd Ed.
(NMP)
y ] Parte 9221 B (2), 9221 E (1), 9221 G2.
3 Numeracion de E.coli (NMP)
23rd Ed
4 Recuento de Heterotroficos Parte 9215 B. 23rd Ed
5 Deteccion de Salmonella* Parte 9260 B, (item 2.d), 23rd Ed
y o Part 9260 H - items 1, 2, 3d (1.a, 1.b),
6 Deteccidn de Vibrio cholerae*
6, 7, 23rd Ed
Numeracion de Pseudomonas
7 ) Part 9213 F, 23rd Ed.
aeruginosa (NMP)*
o Numeracion de Streptococcus faecalis  Part 9230 B (Errata 2013-03- 22), 23rd
y Enterococcus por NMP* Ed.
Recuento de coliformes fecales por
9 ) ) Part 9222 D, 23rd Ed.
filtracién de membrana*
Recuento de coliformes totales por
10 _ ) Part 9222 B, 23rd Ed.
filtracion de membrana*
Recuento de Pseudomonas aeruginosa
11 ] ] Part 9213 E, 23rd Ed.
por filtracion de membrana*
Recuento de Streptococcus faecalis y
12 Enterococcus por filtracion de Part 9230 C (item 3.c.), 23rd Ed.

membrana

FUENTE: Informacion obtenida de la pagina web de INACAL.
* Métodos que fueron acreditados posteriormente.

A continuacién, se mostrara el ejemplo del analisis de una muestra de agua residual. De la

misma forma que en el analisis de alimentos, el procedimiento de cada uno de estos no sera

detallado en su extension sino de forma resumida.
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3.4.3. Analisis microbioldgico de una muestra de agua residual

Ingresd al laboratorio una muestra de agua residual (PTAR). Las aguas residuales segun la
NTP 214.042 (2012), “Son aquellas aguas (afluentes, efluentes y vertimiento) cuyas
caracteristicas originales han sido modificadas por actividades antropogénicas.” Teniendo
ademéas como tipos de agua dentro de esta clasificacion a las aguas residual doméstica,
industrial y municipal segun su origen. Por tanto, se trabajo en base al DS N° 003-2010-
MINAM, Limites Maximos Permisibles para los efluentes de Plantas de Tratamiento de
Aguas Residuales Domésticas o Municipales, donde se establecen los criterios fisico-
quimicos y microbiolégicos para este tipo de matriz. La numeracion de coliformes
termotolerantes es el Unico criterio microbioldgico requerido. En la figura 5 podemos ver la
orden de trabajo que fue generada para el analisis de la muestra de agua residual. En este
podemos ver el codigo de identificacion de la muestra (O/T y N/S), la descripcion del

producto, las caracteristicas que tiene y la lista de ensayos con sus respectivos métodos de

referencia.
(A', rtiflca ORDEN DE TRABAJD

Feche ! . : QT odse 0t1e NS DT
T Camticad g Mouestran

DESCRIPCION DEL PRODUCTO ¥
"

Caractaristica - 11 T3] Wenad ‘ ERTH 4 s v [igertmcacon Marca

et
EMSAYD | SEMVICID Loenie METOOO ENSATT | DL SCMPCON

Figura 5. Orden de Trabajo para la Muestra de Agua Residual (Industrial)
FUENTE: Documento obtenido del sistema de érdenes del laboratorio de microbiologia de la
empresa CERTIFICAL S.A.C.

Preparacion de la muestra'y medios. La preparacion de los medios es similar a lo indicado
anteriormente para el analisis del embutido. La muestra ingresada se conservo a una
temperatura de 2-5°C hasta su analisis. Antes de procesar la muestra se desinfectd la tapa del

envase con alcohol al 70%, luego se determind la concentracion del cloro residual y se
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agregd 0.1 ml de una solucion de tiosulfato de sodio al 10 % por cada 100 ml de muestra,

para neutralizar el cloro.

Analisis de ensayos requeridos. A continuacion, se describe brevemente los ensayos

realizados para el analisis del agua.

Coliformes termotolerantes. La normativa establece que la unidad de reporte para este
pardmetro es NMP/100 ml, por lo que se trata de un método semi-cuantitativo. La norma de
referencia utilizada fue SMEWW-APHA-AWWA-WEF Part 9221 B (2) y 9221 E (1). 22nd
Ed. 2012.

Brevemente, al tratarse de un método de tubo multiple se inoculan tubos con caldo selectivo
haciendo las diluciones correspondientes dependiendo de la carga microbiana de la muestra,
en donde cada dilucién consta de una bateria de 5 tubos. Los tubos presuntivos (produccion
de gas y turbidez) fueron llevados a otro caldo selectivo para coliformes termotolerantes e
incubados en bafio de agua a una temperatura que permita el crecimiento de este grupo de
microorganismos. Finalmente se consideran positivos los tubos con turbidez y produccion
de gas. La figura 6 nos muestra el informe de resultados para la muestra analizada en el que
podemos observar una breve descripcion del producto y el resultado obtenido en la
enumeracion de coliformes termotolerantes. El valor del resultado es obtenido de la tabla
9221: 1V (Anexo 1) del SMEWW-APHA-AWWA-WEF Part 9221 C, esta tabla se utiliza
cuando se utiliza series de 5 tubos por dilucién. En el Anexo 2 se encuentra la tabla 9221

I11, que se utiliza cuando se trabaja con volumenes de inoculacion de 10 ml usando 10 tubos.

INFORME DE ENSAYO MB N° 180130-032

|_Codigo del Chents
| Descripcion dei Pusto
|_Codigo de Laborstoric

Tipo de Preducts AGUA RESIOUAL INDUSTRIAL
| Fecha de muestree
| wtmwmhvc_ i | HOOAM

ENSAYOS UNIDAD L0 LC RESULTADCS
hrmncon & Coldoran Temutiersin NMP )

s @ o no ha ud; sowiiads jor PALAL (W

Figura 6. Informe de Ensayo de la Muestra de Agua Residual (Industrial)
FUENTE: Documento obtenido del sistema de informes del laboratorio de microbiologia de la
empresa CERTIFICAL S.A.C.
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3.5. Aseguramiento de la Validez de los Resultados

El aseguramiento de la validez de los resultados consiste en aplicar todas las medidas,
consideraciones y procedimientos necesarios para mantener la capacidad de generar
resultados validos y evitar que se obtengan resultados no conformes. El principal responsable
de mantener el aseguramiento de la validez de los resultados es el analista ya que este debe
demostrar su competencia antes, durante y después de los andlisis de los ensayos para los
cuales se encuentra autorizado. La clausula 7.7.1 de la NTP-ISO/IEC 17015, establece que
el laboratorio debe contar con un procedimiento para hacer el seguimiento de la validez de

los resultados. Este seguimiento se debe planificar, revisar y debe incluir lo siguiente:

a) Uso de materiales de referencia o materiales de control de calidad

b) Uso de instrumentos alternativos que han sido calibrados para obtener resultados

trazables
c) Comprobaciones funcionales del equipamiento de ensayo y de medicion

d) Uso de patrones de verificacion o patrones de trabajo con graficos de control,

cuando sea aplicable
e) Comprobaciones intermedias en los equipos de medicién

f) Repeticion del ensayo o calibracion utilizando los mismos métodos o métodos

diferentes
g) Reensayo o recalibracion de los items conservados
h) Correlacion de resultados para diferentes caracteristicas de un item
i) Revision de los resultados informados
J) Comparaciones intralaboratorio;
k) Ensayos de muestras ciegas.
Los items b, c y g no aplican para métodos de ensayos microbiologicos.

El laboratorio de microbiologia cuenta con el procedimiento PR-104 “Aseguramiento de la
validez de los resultados”, en donde se detallan cada uno de estos items antes mencionados
y la forma en que el laboratorio cumple dichos items. Los analisis de la muestra de
embutidos y agua residual, servirdn como ejemplo para evaluar el aseguramiento de la

validez de los resultados.
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En esta seccion se demostrard la competencia técnica, asi como la aplicacion de los
conocimientos tedricos y practicos aprendidos durante la formacion académica que serviran
para obtener resultados confiables y veraces, siendo el analista el principal responsable en

conocer y aplicar las pautas indicadas para el aseguramiento de la validez de los resultados.

3.5.1. Uso de materiales de referencia

El material de referencia microbioldgico es utilizado para los controles positivos y negativos
requeridos en los ensayos, que sirven para comparar y/o contrastar los resultados esperados
con los obtenidos. El laboratorio cuenta con el instructivo IN-106 ‘Preparacion,
almacenamiento y uso de materiales de referencia microbioldgico”, en donde se establece
que el analista tiene la responsabilidad del mantenimiento, conservacion, recuperacion y
control de calidad de las cepas de referencia utilizadas en el laboratorio. La reactivacion de
cepas, mensualmente, conlleva a la confirmacion de las mismas a traves de sus pruebas

bioquimicas.

En la tabla 5 se listan las cepas utilizadas como material de referencia, para los controles
positivos y negativos, en el analisis del embutido y el agua residual. La lista completa del

material de referencia microbioldgico se puede ver en el Anexo 3.

Tabla 5. Material de Referencia Microbioldgico Utilizado

Cepas ATCC

Escherichia coli ATCC® 25922
Salmonella enterica subsp. enterica

ATCC® 13076
serovar Enteritidis (grupo D)
Enterobacter aerogenes(Klebsiella

ATCC® 13048
aerogenes)
Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC® 25923
Clostridium perfringens ATCC® 13124
Enterococcus faecalis ATCC® 29212
Listeria monocytogenes ATCC® 19115
Listeria innocua (serotype 6a) ATCC® 33090
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3.5.2. Uso de patrones de verificacion y comprobaciones intermedias en los equipos de
medicién

Segun el Vocabulario Internacional de Metrologia [VIM] (2012), la verificacion es “La
aportacion de evidencia objetiva de que un elemento dado satisface los requisitos
especificados” (p. 50). Los patrones de verificacion son utilizados para garantizar que un
equipo de medicion se encuentra en condiciones de cumplimiento de los requisitos
relacionados con su utilizacion propuesta. No debe confundirse la verificacién con la
calibracion. El laboratorio cuenta con el instructivo IN-02 “Patrones de referencia”, en donde
se establece que el analista tiene la responsabilidad del mantenimiento, conservacion y uso
de los patrones de referencia en el laboratorio. Asi mismo, el instructivo IN-07 “Verificacion
de equipos”, establece que el analista es el responsable de realizar las verificaciones

intermedias de los equipos de medicion.

El laboratorio cuenta con patrones de referencia para realizar verificaciones rutinarias e
intermedias de equipos, tales como incubadoras, balanzas, potenciémetro, congeladoras, etc.

La figura 7 muestra la verificacion diaria de la balanza utilizando pesas patron.

Para los andlisis del embutido y el agua residual se realizaron las verificaciones siguientes:
uso de pesas patrones para una Vverificacion rutinaria de la balanza, la lectura de la
temperatura en pantalla para verificar la temperatura dentro de las incubadoras y bafio de
agua, y el uso de buffers patrén para realizar la verificacion rutinaria del potenciémetro. La
tabla 6 muestra la lista de equipos de medicion con sus respectivas especificaciones para las

verificaciones rutinarias e intermedias.

Figura 7. Verificacion de la Balanza Mediante el Uso de Pesas Patron
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Tabla 6. Verificacion de Equipos de Medicién

Equipo Verificacion rutinaria Verificacion intermedia
Balanzas de Precision Diario: 263 masas
Balanza Analitica Diario: 6 pesas e
Diario: Temperatura A mitad del periodo de
Incubadoras _ o
marcada por el equipo calibracion
N ) Diario: Temperatura A mitad del periodo de
Bano Maria ) . .
marcada por el equipo calibracion
Cinta Indicador Quimico e A mitad del periodo de
Autoclave ) o o
Indicador Biologico: calibracion

, 3 Buffereneldiay 1
Potenciometro T e
verificacion

1 Buffer y 1 solucion de

Multiparametro Conductividad el dia que se
use
o Cinta Indicador Quimico e A mitad del periodo de
Estufa Esterilizadora ) S L
Indicador Biologico calibracion
_ Diario: Temperatura A mitad del periodo de
Refrigeradora _ o
marcada por el equipo calibracion

3.5.3. Repetibilidad de los ensayos

También llamado repetibilidad y tiene como fundamento o finalidad verificar la precision
en la ejecucion del método. El concepto de repetibilidad se encuentra definido en el capitulo
de validacion. El criterio de aceptacion es que no existan diferencias significativas entre una
ejecucion y su réplica, ya sea para muestras replicadas o repetibilidad del ensayo. Se realiza
el calculo de la veracidad y la precision del ensayo usando pruebas estadisticas tales como

distribucion de Poisson y diferencia relativa.

Se determina el criterio de aceptacion para la precision y si se supera el limite entonces se
concluye que la variabilidad de los analistas es excesiva. Se determinara si es aceptable un
aumento de la imprecision; de no ser asi, se desestimaran todos los resultados analiticos
obtenidos desde la Gltima comprobacion de la precision. Se identificara y resolvera el

problema antes de seguir haciendo analisis. Los documentos donde se determina la
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repetibilidad de los ensayos son de carécter confidencial de la empresa por lo tanto no se

muestran en esta monografia.

3.5.4. Correlacién de resultados para diferentes caracteristicas de un item

Este control consiste en verificar la conservacion del grado de relacion entre diferentes
resultados que caracterizan a un mismo item. En otras palabras, debe existir cierta relacion
0 concordancia entre los resultados de ensayos que se relacionan. Como ejemplo tenemos
que el recuento de aerobios mesofilos debe ser mayor a un recuento de coliformes ya que los
aerobios mesdfilos abarcan todos los microorganismos que crecen entre 20 y 45°C; mientras
que los coliformes crecen, de forma Optima, a una temperatura cercana a 35°C. Otro ejemplo
es el de coliformes totales, coliformes termotolerantes y E. coli, siendo que los primeros
deben encontrarse en mayor proporcion que el dltimo, ya que no todos los coliformes totales

o termotolerantes pertenecen a la especie E.coli.

En el caso del informe de ensayo del embutido (Fig. 6) podemos ver que los
microorganismos aerobios mesoéfilos se encuentran hasta una dilucion de 107, mientras que
E.coli se encuentra solo hasta la dilucion 107, Por tanto, podemos decir que existe una

correlacion entre los resultados.

3.5.5. Revision de los resultados informados

Consiste en la verificacién de la transcripcion que hace el analista de los resultados,
incluyendo las unidades correctas, al informe de ensayo. El analista durante las lecturas de
los recuentos, nimero mas probable o interpretacion de las pruebas bioquimicas transfiere
los resultados a un formato especifico; este formato luego es utilizado para emitir el informe
correspondiente. Las figuras 8 y 9 muestran las lecturas de métodos cuantitativos para

aerobios y coliformes, respectivamente.
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Figura 8. Recuento de Aerobios Mesofilos en Placas de Agar Plate Count.

Figura 9. Recuento de Coliformes en Placa con Agar Violeta Rojo y Bilis (VRBA)

3.5.6. Comparaciones intralaboratorio

Segiin la NTP ISO/IEC 17025 (2017), “Es la organizacidn, realizacion y evaluacion de
mediciones 0 ensayos sobre el mismo item o items similares, dentro del mismo laboratorio
de acuerdo con condiciones predeterminadas.” Las comparaciones intralaboratorio, también
Ilamada reproducibilidad, consiste en verificar la precision de la ejecucion del método entre
analistas del laboratorio. La definicion exacta de reproducibilidad se encuentra en el capitulo
de validacion. Se comparan los resultados del analista con los resultados obtenidos por el
analista de mayor experiencia. De no existir diferencias significativas entre una ejecucion y
su réplica se puede decir que el método o ensayo es reproducible. Las comparaciones
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intralaboratorio son de caracter confidencial para la empresa por lo que no se muestran en

esta monografia.

3.5.7. Muestras ciegas

Las muestras ciegas son muestras cuyo valor es desconocido por el analista en el momento
de realizar el analisis. Estas muestras permiten verificar la veracidad de la ejecucion del
método. Se le entrega al analista muestras con un indculo conocido, ya sea para una prueba
cuantitativa, cualitativa o semicuantitativa y se evalla la capacidad del analista para
encontrar resultados repetibles y veraces; es decir, cercanos al valor verdadero. Estas
muestras ciegas son entregadas al analista con una frecuencia establecida por el jefe del
laboratorio. Los resultados de estas muestras son de caracter confidencial para la empresa

por lo que no se muestran en esta monografia.

Otra forma también de darle seguimiento al aseguramiento de la validez de los resultados es
a través de las pruebas de aptitud o pruebas interlaboratorio. Estos se encuentran
desarrollados en el siguiente capitulo por lo que aqui solo se mencionan como parte del

seguimiento.

Como conclusion, es responsabilidad del analista mantener el aseguramiento de la validez
de los resultados ya que es el principal ejecutor de los items antes mencionados en donde
demuestra sus conocimientos obtenidos durante la formacidn académica, a través de su

competencia técnica.
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IV. ACREDITACION DE NUEVOS METODOS PARA EL
ANALISIS MICROBIOLOGICO DE AGUAS

La empresa CERTIFICAL S.A.C., a través de su laboratorio de microbiologia, decide
expandirse hacia el sector ambiental aumentando el alcance de sus ensayos, ya gque hasta ese
momento solo se contaba con métodos acreditados para el analisis de alimentos y bebidas.
El unico método acreditado que tenia el laboratorio para el andlisis de aguas era el de
enumeracion de coliformes y E.coli a través de la técnica de tubos multiples (NMP). En el
afio 2017 se publica el Decreto Supremo N° 004-2017-MINAM, en donde se establecen los
Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para Agua. Aqui se establecen las categorias de los
distintos tipos de agua a su vez que listan los criterios microbioldgicos y parasitoldgicos para
cada una de ellas. Por otro lado, en el Reglamento de la Calidad del Agua para Consumo
humano DS N° 031-2010-SA, se especifican las unidades (ufc / ml) en que deben ser

reportados los resultados para los criterios establecidos.

Todo esto obligé al laboratorio a contar con nuevos métodos acreditados para poder analizar

todos los criterios establecidos en el ECA, en el DS N 031 2010 SA y otras normativas.
4.1. Conceptos Previos
4.1.1. Acreditacion

Es la declaracidn de tercera parte relativa a un organismo de evaluacién de la conformidad
(organismo de certificacion, inspeccion, laboratorios de ensayo y/o calibracion) de que se
cumplen los requisitos especificados manifestando la demostracion formal de su
competencia para llevar a cabo sus tareas especificas de la conformidad (NTP-ISO/IEC
17000, 2005).

4.1.2. Calidad del agua

Enel DS N°031- 2010-SA, (MINSA, 2011) se indica que la calidad del agua se define como
el cumplimiento de los limites maximos permisibles para los parametros microbiolégicos y

parasitologicos, organolépticos, quimicos y radioactivos. Ademas, la NTP 214.042 (2012),



establece al agua de uso y consumo humano como aquella que cumple con los requisitos

fisicos, quimicos y microbioldgicos.

4.1.3. Organismo de Evaluacion de la Conformidad (OEC)

Es el organismo que realiza servicios de evaluacion de la conformidad. Estos servicios
pueden ser de ensayo, calibracidn, inspeccion, certificacion, validacion y verificacion; cuya
clasificacion puede ser de primera, segunda o tercera parte. Si el producto, proceso, servicio
o instalacion a ser evaluado pertenece al organismo entonces estamos hablando de un OEC
de primera parte; si es adquirido, es de segunda parte; y si es independiente entonces estamos
a un OEC de tercera (DA-ACR-01R).

4.1.4. Testificacién

Segun ISO/IEC 17011 (2017), “Es la observacion por parte del INACAL-DA de un
organismo de evaluacion de la conformidad que realice actividades de evaluacion de la

conformidad en su alcance de acreditacion”

4.1.5. Competencia técnica

Segun ISO 9000 (2015), “Es la capacidad para aplicar conocimientos y habilidades con el
fin de lograr los resultados previstos” (p. 29).

4.1.6. Veracidad

Es el grado de aproximacion entre el valor medio obtenido de una larga serie de resultados
del ensayo y un valor aceptado como referencia. (ISO 5725-1).

4.1.7. Precision

Es el grado de concordancia existente entre los resultados independientes de un ensayo,
obtenidos en condiciones estipuladas. (1SO 5725-1).

4.1.8. Incertidumbre

Segun ISO 3534-1 (2013), “Es el estimado aplicado a un resultado de un ensayo, que
caracteriza el rango de valores dentro de los cuales se dice que se encuentra el valor

verdadero.”
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4.2. Procedimiento General de Acreditacion

El proceso de acreditacion se puede resumir en seis partes, tal y como se puede observar en
la figura 10. La presentacion y revision de la solicitud, la evaluacion documentaria, la
decision de comité permanente de acreditacion y el seguimiento de la acreditacion son partes
que corresponden a la gestion del laboratorio e involucran netamente a la direccion de
acreditacion de INACAL, al comité evaluador y a la jefatura del laboratorio. Por tal motivo,

estas partes no se desarrollaran en la monografia.

El cuarto paso, evaluacion de campo, involucra la revision de documentos, entre los cuales
se encuentran los resultados satisfactorios de la participacion en pruebas de comparacion
interlaboratorio o pruebas de aptitud y las testificaciones. En esta Ultima el equipo evaluador
estara presente durante el desarrollo de los métodos de ensayo con el fin de comprobar la
correcta aplicacion de los procedimientos, asi como la evaluacion de la competencia técnica

del personal (Procedimiento General de Acreditacion [DA-acr-01P]).

Por otro lado, antes de presentar la solicitud para la acreditacion es necesario que el
laboratorio cuente con experiencia previa en la realizacion de las actividades que solicita
acreditar. El laboratorio de microbiologia, previamente realizd la implementacion de los
métodos que busca acreditar. Como parte de la implementacion el laboratorio generd la
competencia técnica requerida para iniciar el proceso de acreditacién, asi como la aprobacion
satisfactoria de las pruebas de aptitud, que seran revisadas posteriormente en la evaluacion
de campo.

En consecuencia, en este capitulo se desarrollara lo referente a la parte en donde participo el
analista, a través de sus funciones, durante la implementacion de los métodos y las

testificaciones.
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PRESENTACION DE LA SOLICITUD

REVISION DE LA SOLICITUD

EVALUACION DOCUMENTARIA

EVALUACION DE CAMPO
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DECISION DE COMITE PERMANENTE DE ACREDITACION

| téh Perma I Acreditaciin \ tados genet

SEGUIMIENTOS DE ACREDITACION

Figura 10. Procedimiento para la Acreditacion Establecido por INACAL.
FUENTE: Figura obtenida de la pagina web de INACAL.

4.3. Implementacion

El proceso general de implementacion empieza con la seleccion de los métodos
(normalizado o validado) adecuados para la matriz o matrices a aplicar, que se desean
incorporar al laboratorio y posteriormente acreditar. Luego se hace una revision y evaluacién
del cumplimiento de los requerimientos establecidos por el método, tales como: analistas
competentes, equipos calibrados, verificados y mantenidos, insumos de acuerdo a lo

especificado, condiciones ambientales de trabajo idoneo, etc.

4.3.1. Revision de normativa y seleccion de métodos

Como se menciond anteriormente, la seleccion de métodos que se desean acreditar responde
a las exigencias de las normativas (ECA y DS N 031 2010 SA) y al alcance que el laboratorio
establezca. Para esta acreditacion se utilizaron métodos normalizados pertenecientes a
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, emitidos por APHA-
AWWA-WEF.

A partir de este se elaboraron los procedimientos para cada método con el fin de establecer
los requisitos necesarios de los mismos en cuanto a equipamiento, materiales, insumos,

materiales de referencia, calibraciones, aseguramiento de la calidad, etc. Una vez elaborados
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estos procedimientos se procedio a implementar lo necesario para lograr resultados validos. En la

tabla 7 se muestran los métodos a implementar con sus respectivos alcances.

Tabla 7. Lista de Métodos de Ensayo a Implementar

Numero Método de ensayo Alcance

Agua para uso y consumo
1 Deteccién de Salmonella humano, Agua salina,
Agua residual
Agua para uso y consumo
2 Deteccion de Vibrio cholerae humano, Agua de mar,
Agua residual

., _ Agua para uso y consumo
3 Numeracion de Pseudomonas aeruginosa (NMP) "
umano

. ) Agua para uso y consumo
Numeracion de Streptococcus faecalis y
4 humano, Agua de mar,
Enterococcus por NMP )
Agua residual

) L Agua para uso y consumo
Recuento de coliformes fecales por filtracion de
5 humano, Agua de mar,
membrana )
Agua residual

) L Agua para uso y consumo
Recuento de coliformes totales por filtracion de
6 humano, Agua de mar,
membrana )
Agua residual

Recuento de Pseudomonas aeruginosa por Agua para uso y consumo
filtracién de membrana humano

_ Agua para uso y consumo
Recuento de Streptococcus faecalis y )
8 _ » humano, Agua salina,
Enterococcus por filtracion de membrana )
Agua residual

FUENTE: Informacion obtenida de la pagina web de INACAL

4.3.2. Calibraciones de equipos, adquisicion de material de referencia, insumos

Esta parte corresponde a la gestion del laboratorio y es funcion del jefe de area, en donde la
participacion del analista es casi nula, por lo que no se desarrollara en esta monografia; sin

embargo, es necesario mencionarla como parte de la implementacion.
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El laboratorio contrato el servicio de calibracion de la empresa METROIL para calibrar los
equipos (bafios de agua, incubadoras) a las temperaturas especificadas en cada uno de los
métodos. Los certificados de calibracion son conservados y revisados durante la etapa de
evaluacion de campo por el equipo evaluador. En el Anexo 4 y 5 podemaos ver el certificado
de calibracion de una incubadora y un bafio de agua, respectivamente. De la misma manera,
se compraron los insumos necesarios y el material de referencia (cepas ATCC),

especificadas en los métodos.

4.3.3. Competencia técnica

Para la generacion de la competencia técnica se ingresaron muestras al laboratorio de las
distintas matrices en base al alcance de cada método. Estas muestras fueron inoculadas
utilizando el material de referencia respectivo para cada analisis. Luego se calculd la
precision y veracidad para cada analista para evaluar si los resultados obtenidos son
confiables y exactos. Si estos cumplen los criterios de aceptacién entonces se autoriza al
analista para la ejecucién de todas las etapas, incluyendo la lectura de los resultados del

método.

Como ejemplo, la tabla 8 muestra la competencia técnica para el método de recuento de
coliformes totales por membrana filtrante. Al ser un método de recuento se utiliza la
distribucion de Poisson, para calcular la precision. Esta distribucion permite evaluar la
competencia del analista para homogeneizar la muestra ensayada y para determinar errores
en la ejecucion del procedimiento. Observamos que para todos los productos el D? es menor
al valor tabular, por lo tanto, se concluye que todos los recuentos tienen una distribucion de
Poisson. Ademas, la veracidad, con un nivel de confianza al 95%, de todas las lecturas se
encuentran dentro del intervalo de confianza calculado. Con esto se concluye que los
resultados obtenidos por el analista son exactos, demostrando de esta forma su competencia
técnica en el desarrollo del método. En el Anexo 6 podemos ver el archivo original de la
competencia técnica para el recuento de coliformes totales por membrana filtrante para agua
de uso y consumo humano. Las competencias técnicas de los demas métodos no se muestran

en esta monografia por ser documentos de caracter confidencial de la empresa.

33



Tabla 8. Competencia Técnica para Recuento de Coliformes Totales por Membrana Filtrante.

Agua de uso y consumo humano Agua residual Agua salina
Agua residual Agua residual
Producto Agua potable Agua de mesa Agua de piscina Agua de mar
industrial domeéstica
In6culo (ufc /100
18 55 65 45 53 36
ml)
Dispersién
Poisson D2 2.45 1.78 1.06 2.09 0.77 2.00
(3.84%)
Dentro del Dentro del Dentro del Dentro del Dentro del Dentro del
Veracidad (95 %)
intervalo intervalo intervalo intervalo intervalo intervalo
ESTADO Conforme Conforme Conforme Conforme Conforme Conforme

Nota. La dispersion de Poisson forma parte del pardmetro de precision.
* Valor limite para la dispersion de Poisson.



4.3.4. Incertidumbre

Luego de generar la competencia técnica y autorizar a los analistas para ejecutar todas las
etapas del método se procedio a determinar la incertidumbre para los métodos. El calculo de
la incertidumbre se hizo de forma global; es decir, se calculd la incertidumbre a partir de los
resultados obtenidos por todos los analistas. Como ejemplo podemos ver la tabla 9 donde se
observan las fuentes de incertidumbre (Z, P, V y T) para este ensayo con sus respectivos
valores para los 3 productos. También vemos las incertidumbres combinadas y expandidas
calculadas a partir de las fuentes de incertidumbre. Para el calculo de los limites se trabajé
con el modelo de distribucion de Poisson, obteniendo los limites al 95%. Los archivos
originales no se muestran en esta monografia por ser documentos de caracter confidencial

de la empresa.

Tabla 9. Incertidumbre para el Recuento de Pseudomonas aeruginosa por Filtracién de Membrana

- Agua para uso y consumo humano

Producto Agua potable ~ Agua de mesa Agua de piscina
Z 0.1459 0.1459 0.1459
Fuentes de P 0.0000 0.0000 0.0000
incertidumbre \ 0.0023 0.0023 0.0023
T 0.0295 0.0304 0.0286
Combinada (Uc) 6.9948 7.0037 6.9868
Incertidumbre
Expandida (Uexp) 13.9896 14.0074 13.9735
Limites al 95 % [35 - 63] UFC /100 ml

Nota. Z: Dispersion natural de microorganismos; P: Proporcion de confirmacion; V: Volumen filtrado; T:
Lectura por analistas

4.3.5. Pruebas de aptitud

INACAL a través de la Directriz de Criterios para la Participacién en Ensayos de
Aptitud/Comparaciones Interlaboratorios (DA-acr-13D) establece que los laboratorios
deben demostrar su competencia técnica a traves de la ejecucion de los analisis clinicos,
ensayos o calibraciones, mediante la participacion satisfactoria en programas de ensayos de
aptitud. Ademas, los ensayos de aptitud permiten asegurar la validez de los resultados como
parte de los requisitos de la norma NTP-ISO/IEC 17025 y NTP-ISO 15189 vigente.
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En la DA-acr-13D se especifica que los laboratorios que solicitan por primera vez la
acreditacion, deben presentar los registros de su participacion satisfactoria en por lo menos
un ensayo de aptitud en cada disciplina, convirtiéndose entonces en un requisito
indispensable para lograr la acreditacion. Para este caso, se debe presentar los ensayos de

aptitud para cada uno de los métodos con sus respectivos alcances.

También se establecen los criterios que deben cumplir los proveedores de las pruebas de

aptitud/comparaciones interlaboratorios. Los organismos deben:

- Ser signatarios de MLA de IAAC 0 MRA de APAC o ILAC.

- Ser proveedores de pruebas de aptitud incluido en la European Profiency Testing
System (EPTIS).

- Ser acreditados con la Norma ISO/IEC 17043.

En las pruebas de aptitud se pone en practica lo aprendido por el analista durante su
formacion académica y la competencia adquirida para obtener resultados que le permitan al
laboratorio seguir con el proceso de la acreditacion. Las pruebas de aptitud fueron
correctamente desarrolladas obteniendo resultados sin diferencia significativa respecto a los
valores de cada una de estas pruebas. Esto demostrd la correcta aplicacion de la metodologia
y la competencia técnica adquirida luego del entrenamiento. Los resultados de una de las
pruebas de aptitud se encuentran en el Anexo 7. Al ser un documento de caracter confidencial
de la empresa no se mostraran los demas resultados de las pruebas de aptitud de estos
métodos.

Una vez que el laboratorio obtuvo todos los registros y documentos que abarca la
competencia técnica, la incertidumbre, las pruebas de aptitud, los certificados de calibracion
de los equipos, certificados de la compra del material de referencia (cepas), etc., solicito la
acreditacion de los nuevos métodos a la direccion de acreditacion de INACAL. Por tanto,

se dio inicio al proceso de acreditacion llegando hasta la parte de evaluacion de campo.
4.4. Testificaciones

Como parte de la evaluacion de campo el equipo o comité evaluador visito las instalaciones
del laboratorio, para la revision de todos los documentos antes desarrollados y para realizar

las testificaciones.

En estas testificaciones el equipo evaluador solicitd el ingreso de muestras pertenecientes a

las matrices de los alcances de los métodos para presenciar el desarrollo y la correcta
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aplicacion de los procedimientos. La testificacion consta dos partes, en la primera el auditor
presencio la etapa inicial del procesamiento de la muestra que involucra la homogeneizacion,
la inoculacion a los medios, la incubacion, etc., con el fin de hacer una evaluacion de la
destreza del analista a través de su conocimiento del método. La segunda parte consiste en
la interpretacion de los resultados a través de las pruebas bioquimicas, cuando sean
necesarias. En esta Ultima parte el auditor evalud la correcta interpretacion de los resultados
y el reporte de los mismos, en base a lo exigido por las normativas. Asi mismo, evalu6 la
habilidad que tiene el analista para responder ante resultados no conformes que se puedan
presentar debido a la accion de distintos factores.
Durante estas testificaciones el auditor no encontré algin hallazgo y observacién, que
puedan derivar en una no conformidad, tanto en la etapa inicial como en la interpretacion de
los resultados, lo que concluiria que el analista posee la competencia técnica para los

métodos evaluados.

De darse el caso en que se obtengan resultados que deriven en trabajos no conformes se
registrara en el formato respectivo. Luego se procederan a evaluar las causas y se tomaran
las medidas adecuadas para evitar resultados no conformes en el futuro. Esta parte no sera
desarrollada en esta monografia por tratarse de temas mas de gestion de documentos que

microbioldgicos.

Como ejemplo de la testificacion se mostraré el procedimiento evaluado para el recuento de

Pseudomonas aeruginosa por filtracion de membrana.

4.4.1. Recuento de Pseudomonas aeruginosa por filtracion de membrana para una

muestra de agua potable

El comité evaluador solicitd una muestra de agua potable inoculada con una suspensién de
Pseudomonas aeruginosa, para evaluar el procesamiento de la muestra, el conocimiento del
método, la confirmacién y la interpretacion de los resultados de dicha muestra. La orden de

trabajo para la muestra de agua potable se encuentra en el Anexo.

Antes de la llegada el auditor se prepard todo el material y medios necesarios para el analisis.

Se utilizo:
- Agar MPA
- Agar leche

- Equipo de filtracion
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- Bomba de vacio

- Membranas filtrantes con un tamafio de poro de 0.45 um.
- Incubadoraa41.5+05°Cy35+£1.0°C

- Bafio de agua para mantener el agar de 40 — 45 °C

- Contador de colonias

El procedimiento completo se puede encontrar en el Standard Methods for the Examination
of Water and Wastewater. Brevemente se describira la etapa inicial de la testificacion. La
muestra se homogenizé antes de iniciar el analisis. Luego se procedi¢ a filtrar un volumen
de 100 ml por tratarse de agua potable (en caso sea un tipo de agua que contenga material
suspendido es preferible preparar diluciones). La filtracion se realizd usando la membrana
filtrante de 0.45 um y la bomba de vacio. Una vez filtrada la muestra, usando una pinza
estéril se procedi6 a colocar la membrana sobre una placa de 9 x 50 mm, que contenga agar

MPA. Esta placa se incubd en forma invertida a 41.5 + 0.5 °C por 72 horas.

Para la segunda etapa de la testificacion, el auditor solicitdé ver los resultados finales
(confirmacion). Para esto, se realizo el recuento de las colonias tipicas en el agar MPA. Las
colonias tipicas son de forma plana con bordes claros y centros de color marrén a negro
verdoso. El recuento se registro en el formato respectivo. Para la etapa de confirmacion se
tomaron al menos 5 colonias tipicas, usando el asa de kohle se hace una estria, de 2 a 4 cm
de largo, en el medio de una placa con agar leche. Finalmente, se incubaron las placas a 35
+ 1.0 °C por 24 horas. El auditor evalud la correcta interpretacion de la etapa de confirmacion
y el reporte de resultados. En la figura N podemos ver la etapa de confirmacion, en agar
leche, de una colonia tipica de P. aeruginosa. Para interpretar este resultado se debe tener
presente que P. aeruginosa hidroliza la caseina del agar leche produciendo el pigmento
difusible verde amarillo que se observa en la figura 11. Para el reporte de resultados se

calcul6 usando la siguiente formula.

P. aeruginosa/ # de colonias confirmadas
100

= # total de colonias x
ml # de colonias seleccionadas

Finalmente, el resultado final se reportd en el formato respectivo.
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Figura 11. Confirmacion de una Colonia Tipica de P. aeruginosa en Agar Leche



V. VALIDACION DE UN METODO PARA DETERMINAR
HUEVOS DE HELMINTOS

Otra de las problematicas y desafio al que se enfrento el laboratorio de microbiologia de la
empresa CERTIFICAL S.A.C., fue la pérdida de clientes y el gasto adicional en
subcontrataciones, al no contar con métodos acreditados para los criterios parasitologicos
establecidos en el Reglamento de la Calidad del Agua para Consumo humano DS° N 031-
2010-SA.

Por tal motivo la empresa establecié como objetivo la acreditacién de un método que
permitiera determinar huevos de helmintos de forma cualitativa y cuantitativa. El laboratorio
decidié validar un método no normalizado, el mismo que posteriormente se buscaria
acreditar. Esto conllevo a la implementacion del laboratorio de parasitologia como parte de

dicha acreditacion.

Durante el proceso de validacion el analista puso en practica su formacion académica
respecto a técnicas de microscopia, diversidad, estadistica, buenas précticas de laboratorio,
etc. Estos permitieron obtener resultados validos para lograr la determinacion de todos los
pardmetros requeridos en el proceso de validacién. Ademas, se debe resaltar la elaboracién
del procedimiento de Deteccion y Cuantificacion de Huevos de Helmintos en Agua, como
parte de las funciones desempefiadas por el analista, asi como su participacion en la

elaboracion del Informe de Validacion.

Por tanto, en este capitulo se desarrollara el procedimiento de validacion como parte de la

contribucion del analista al logro de dicho objetivo.
5.1. Conceptos Previos

5.1.1. Validacion

El concepto de validacion segun el Vocabulario Internacional de Metrologia [VIM] (2012)
es: “verificacion de que los requisitos especificados son adecuados para un uso previsto”.

Ademas, segiin INACAL (2017): “la validacion de métodos de ensayo establece que las



caracteristicas técnicas de un método deben cumplir las especificaciones relativas al uso

previsto de los resultados analiticos”.

5.1.2. Helmintos

La palabra “helminto” procede del griego y significa “gusano”. Incluye gusanos parasitos y
de vida libre. Pueden tener forma y tamafios variados. Los principales gusanos parasitos se
clasifican principalmente en el filo Nematoda (lombrices) y el filo Platyhelminthes
(platelmintos, incluidos los trematodos y cestodos). (OMS, 2018). Ademas, poseen Grganos
diferenciados, y los ciclos de vida se alternan en huevos y larvas que pueden ser infecciosas
o no (OMS, 2018; NMX-AA-113, 2012). Ascaris lumbricoides es considerado un organismo
indicador para el estudio de huevos de helmintos a nivel ambiental, debido a que su indice
de parasitismo a nivel mundial es muy alto y su facil identificacion (Nelson, 2003).

5.1.3.  Método de ensayo normalizado

Segun la Directriz para la Validacion de Métodos de Ensayo (DA-acr-20D) [2017], “Es
aquel método de ensayo desarrollado por un Organismo de Normalizacion u otras
organizaciones reconocidas nacional e internacionalmente, y que son aceptadas por el sector

técnico involucrado” (p. 3).

5.1.4. Método de ensayo no normalizado

Segin DA-acr-20D (2017), “Es aquel método de ensayo desarrollado por el propio
laboratorio u otras partes no reconocidas. Puede ser un método de ensayo normalizado

modificado, ampliado o aplicado a un alcance diferente al original establecido en la norma.”
(p. 3).

5.1.5. Parametros de validacion

Son las caracteristicas de validacion que necesitan ser evaluadas y que generalmente son los
siguientes: Exactitud, precision, especificidad, selectividad, repetibilidad, reproducibilidad,
limite de deteccion, limite de cuantificacion, linealidad, rango, linealidad y robustez

(Sowjanya, et al., 2015). Las definiciones de estos parametros se encuentran mas adelante.

5.1.6. Agua de bebida

Es el agua clasificada y destinada al uso y consumo humano, por tanto, puede ser consumida
debido a que no representa un riesgo para la salud. Dentro de esta encontramos al agua
potable, agua de mesa y agua envasada (NTP 214.042, 2012).

41



5.1.7. Agua de piscina

Agua clasificada y destinada al uso y consumo humano pero que debe ser sometida a
diferentes tratamientos con el proposito de eliminar las bacterias, virus, hongos entre otros,
que pueden encontrarse en ella (NTP 214.042, 2012).

5.2. Procedimiento de Validacion

El Reglamento de la Calidad del Agua para Consumo humano DS® N 031-2010-SA,
establece los limites maximos permisibles para los parametros microbiolégicos vy
parasitologicos, entre los cuales encontramos huevos y larvas de helmintos, es por esto que
el laboratorio decide contar con un método para detectar y/o cuantificar huevos de helmintos.
En este proceso el laboratorio decide no utilizar un método normalizado debido a que los
requerimientos de estos (equipos, reactivos, etc) son muy costosos. En su lugar opta por la
opcidn de utilizar un método no normalizado y validarlo, con la finalidad que este permita
obtener resultados confiables comparados con un método normalizado o de referencia de
algin organismo internacional. La validacion del metodo para detectar y/o cuantificar

huevos de helmintos forma parte de la implementacion del laboratorio de parasitologia.

INACAL, a través de DA-acr-20D, nos brinda los criterios de validacion con la finalidad de
demostrar que un determinado método de ensayo, a las condiciones del laboratorio, tiene lo
necesario para obtener resultados confiables y que cumple los fines para los cuales fue
seleccionado. Dentro de esta directriz se sugiere el procedimiento general para lograr una
validacion del método adecuado. Este procedimiento, que se encuentra en la DA-acr-20D,

consta de las siguientes etapas:

a) Definir objetivo, campo de aplicacion o alcance del método, documentos de

referencia
b) Definir los parametros de validacion y criterios de aceptacion
c) Desarrollar un procedimiento operacional de validacion
d) Definir los ensayos de validacién

e) Verificar si las caracteristicas de operacion de los equipos con los que cuenta el

laboratorio son compatibles con las exigidas por el método en estudio
f) Caracterizar los materiales

g) Ejecutar las pruebas preliminares de validacién
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h) Ajustar los parametros de validacion del método y los criterios de aceptacion, si

es necesario
i) Ejecutar las pruebas completas de validacion
J) Preparar un procedimiento operacional para la ejecucion del método de rutina
K) Definir criterios de revalidacion

I) Definir tipo y frecuencia de verificacion de control de calidad analitica del

método de rutina
m) Las pruebas y resultados deben ser documentados

El jefe de laboratorio, junto a un experto técnico, elabora el plan de validacion en donde se
establece el protocolo de validacion para la deteccion y enumeracion de huevos de
helmintos, que se aplicara en muestras de agua envasada y agua de piscina por filtracion de
membrana. Este plan no serd mostrado en esta monografia por ser de caracter confidencial.
Nos enfocaremos en el desarrollo del proceso de validacion y la obtencién de los parametros

cualitativos y cuantitativos.
5.2.1. Objetivo de la validacién

El objetivo fue validar un método de ensayo para la determinacidon cualitativa (deteccién) y

cuantitativa (enumeracién) de huevos de helmintos en muestras de agua.

5.2.2.  Alcance del método

Se realizd en base al limite maximo permisible para huevos de helmintos establecido en el
Reglamento de la Calidad del Agua para Consumo Humano. Posteriormente se revisé la
NTP 214.042 (2012), donde encontramos la clasificacion de la matriz agua para ensayos de
laboratorio. Dentro del grupo de Aguas para uso y consumo humano se encuentran: Agua de
bebida (Agua potable / Agua de Mesa / Agua Envasada), Agua de piscina y Agua de laguna
artificial. De esta manera el alcance del método a validar fue consecuencia de lo establecido
en la NTP 214.042, asi como de la demanda por los clientes que en ese momento disponia
el laboratorio. Para la finalidad de la validacion y poder demostrar que el método cumple los
fines para el cual fue seleccionado se opt6 por tomar dos tipos de agua: la muestra problema
o crucial, aquella en donde existe mayor probabilidad de encontrar huevos de helmintos, y
un tipo de agua en donde existe poca probabilidad de encontrar huevos de helmintos. Por
tanto, se establecié que el alcance seria agua de piscina (de alta probabilidad) y agua

envasada (de baja probabilidad).
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El método se identificd de la siguiente manera:

e Deteccion de huevos de helmintos en muestras de agua envasada y agua de

piscina.

e Enumeracion de huevos de helmintos en muestras de agua envasada y agua de

piscina.

5.2.3. Documentos de referencia

Se realiz6 la basqueda de informacidn necesaria para generar el procedimiento del método
mas adecuado a las condiciones del laboratorio (equipos, materiales, infraestructura, etc.).
Por tal motivo, se debe tener en cuenta que el método elegido seré propio del laboratorio.
Finalmente, se revisaron las normativas con la finalidad de elegir el mejor procedimiento
que permita obtener las unidades de medida establecidas en ellas. Una de las referencias
utilizadas fue la tesis de Vasquez, Antonio (2011), donde se validé un método de filtracion
para la deteccion de protozoarios y helmintos en muestras de hortalizas. Se modifico el
método con la finalidad de adecuarlo a la disponibilidad de equipos y materiales del

laboratorio; asi como, al tipo de muestra analizada.

Principio del método. Luego de la busqueda de informacion se establecié el principio del
método. Este se basa en la concentracion de los huevos de helmintos por filtracion utilizando
membranas con un didmetro de poro gue permita retener los huevos de helmintos al ser estos
de mayor diametro. La identificacion y cuantificacion se realiza por observacion directa en

el microscopio 6ptico de campo claro.

5.2.4. Parametros de validacion y criterios de aceptacion

LaNTP ISO/IEC 17025 establece los requisitos generales y las caracteristicas de desempefio
que se deben cumplir para la validacion de un método de ensayo. Sin embargo, en el Perq,
es preciso trabajar con lo establecido por la INACAL en la directriz DA-acr-20D. Aqui
también se habla de las caracteristicas de desempefio que debe cumplir el método, pero se
les conoce como parametros de validacion. La directriz brinda una serie de parametros para
métodos cuantitativos y cualitativos, siendo estos los siguientes: Veracidad, Precision
(Repetibilidad y Reproducibilidad), Selectividad, Rango, Linealidad, Limite de deteccion,

Limite de cuantificacion, Robustez, Sensibilidad e Incertidumbre.
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Para el caso de la validacion del método de enumeracion de huevos de helmintos
(cuantitativo) se tomaron en cuenta todos los parametros especificados por la DA-acr-20D,
a excepcion de los parametros Rango, Linealidad y Sensibilidad que son especificamente
para métodos instrumentales. Mientras que para la deteccién de huevos de helmintos
(cualitativo) se tomd en cuenta los parametros: Limite de deteccion, Sensibilidad y

Especificidad. Ademas, se agregaron los Falsos positivos y Falsos negativos.

En la figura 12 se muestra el esquema general de validacion, para la obtencién de los
pardmetros de validacion. Este se inicia con la preparacion del indculo para contaminar de
forma artificial la o las matrices de trabajo, se procesan las muestras y se realiza la lectura
de estas. Finalmente, a partir de los resultados obtenidos se procede a determinar los

parametros cualitativos y cuantitativos.

In6culo
Matriz
Parametros Parémetros
cuantitativos cualitativos
Limite de Limite de
cuantificacion deteccion
Repetibilidad Selectividad
Reproducibilidad Especificidad
Recuperacion
Robustez [
Incertidumbre | |
Falsos positivos Falsos negativos

Figura 12. Esquema para el Proceso de Determinacion de los Pardmetros de Validacion
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5.2.5. Pruebas preliminares

Para las pruebas preliminares de validacion se utilizé material de referencia proveniente de
la empresa HYDROLAB vy del Instituto Nacional de salud (INS). El material de referencia
se encontraba distribuido en viales individuales de aproximadamente 3 ml cada uno. Los
géneros de huevos de helmintos utilizados para las pruebas preliminares de validacion
pertenecian a: Ascaris sp., Diphillobothrium sp., Toxocara sp., Taenia sp., Trichuris sp.,
Fasciola sp., Enterobius sp. y Macracanthorhynchus sp. Las imagenes referenciales de cada

uno de estos géneros como sus respectivos tamarios se pueden visualizar en el Anexo 8.

La preparacion del pool de huevos de helmintos se realizd extrayendo una alicuota de 0.5
mL de cada género para luego ser mezclado en un tubo de centrifuga, a partir del cual se
hicieron los calculos necesarios para llegar a la concentracion requerida y poder inocular las

muestras de las matrices en estudio. Este procedimiento se realizé por cada analista.

El material interferente utilizado estuvo compuesto de sedimento aislado de una muestra de
agua continental (rio) el cual contenia quistes de protozoarios, quistes y huevos de rotiferos

ademas de algunas especies de fitoplancton.

5.2.6.  Ejecucion de pruebas.

Preparacion de Matrices. Con el propésito de garantizar que las matrices utilizadas no
contengan huevos de helmintos se realizaron los analisis de las matrices a inocular (agua

envasada y agua de piscina) por sextuplicado en volimenes de 10 litros.

Inoculacion y anlisis. En esta validacion se trabajaron con dos niveles: bajo (5 huevos /
muestra) y alto (20 huevos / muestra) para el desarrollo de las pruebas y célculo de todos los
parametros, salvo para calcular los limites de deteccion y cuantificacion. Para estos Gltimos
se consideraron 3 niveles (nivel bajo: 1 huevo / muestra, medio; 5 huevos / muestra y alto:
20 huevos / muestra). La contaminacion artificial de las muestras para los niveles bajo y alto
se realizo colectando 120 litros en un recipiente de plastico de aproximadamente 150 litros,
luego de homogenizar la muestra se distribuy6 el contenido en 12 baldes con 10 litros cada
uno, 10 de los cuales fueron utilizados para los ensayos respectivos y los otros 2 para el
control blanco y control negativo (interferentes: suspension de plancton continental), como
se observa en la figura 13. Luego se inocularon los baldes con la suspension de huevos de
helmintos preparados previamente para cada nivel. Finalmente se analizaron de acuerdo al

procedimiento PR-106 v03: Deteccidn y enumeracion de huevos de helmintos en agua.
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En el Anexo 9 se puede ver una imagen referencial del material utilizado para las pruebas
preliminares, mientras que en el Anexo 10 se observa la fotografia de huevos pertenecientes

a Ascaris Lumbricoides y Toxocara sp., encontrados durante el desarrollo de las pruebas.

Brevemente, el procedimiento de analisis consistio en filtrar la muestra de agua utilizando
un equipo de filtracion y membranas filtrantes con un tamafio de poro de 5 um de didmetro.
Luego, el filtro se transfirié a una placa Petri donde se procedid a lavarla con un raspado
suave de toda la superficie utilizando un cubre objetos. La suspension generada se aspird
con la ayuda de una pipeta Pasteur hacia un tubo de centrifuga de 5 ml. Finalmente, luego
de homogeneizar, se transfirié a la camara de Sedgewick Rafter (McMaster) para la

observacién al microscopio.

-

INOCULO
(Suspensién de
Huevos de helmintos)

Blanco Negativo

\ (lnterfEFente)
| ———

‘#—*‘ s—a
~ ‘?"-'“'

‘ﬂ"—h . "—n‘

——
Fp— o=

Figura 13. Distribucion e Inoculacion de las Muestras para las Pruebas Preliminares
Nota. Esta distribucion e inoculacion se hizo por cada analista y por cada nivel.
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5.2.7. Desarrollo de parametros

Luego de obtener las lecturas y resultados de los anélisis para cada una de las muestras, tanto
para el nivel alto y bajo de ambas matrices, se procedié a calcular los parametros

mencionados en la seccion 5.2.4.
Pardmetros cualitativos. A continuacion, se detallan los parametros.

Sensibilidad. Es la fraccidn de resultados positivos correctamente asignados en la inspeccion
previa (Laso, 2005). Para esta prueba cualitativa se tuvo en cuenta las muestras inoculadas
con huevos de helmintos y las muestras identificadas como blanco y como interferentes, las

identificaciones de cada una de ellas fueron desconocidas por los analistas.

Sensibilidad = Verdaderos Positivos (VP) /Total contaminados (VP+FN)

Especificidad. Es la fraccién total de resultados negativos asignados correctamente en la
inspeccion previa (Laso, 2015). Este parametro permite conocer si el método es capaz de
diferenciar los analitos positivos de los negativos. Se trata de evaluar si los analistas saben
distinguir los interferentes de los analitos para no reportarlos como positivos. Los resultados

se reportan en una tabla de contingencia.

Especificidad = Verdaderos Negativos (VN) /Total No contaminados (FP+VN)

Falsos positivos. Esto se da cuando el resultado verdadero es negativo; es decir, cuando se
obtiene resultados positivos siendo la referencia negativa (Laso, 2015). Se trata de ver hay

muestras negativas (interferentes) reportadas como positivas.

FP = Falsos Positivos (FP) / Total Negativos (FP + VN)
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Falsos negativos. Este se da cuando el resultado verdadero es positivo; es decir, se obtienen
resultados negativos siendo la referencia positiva (Laso, 2015). Este parametro nos permite

ver si hay reportes de huevos de helmintos confundidas con interferentes.

FN = Falsos Negativos (FN) / Total Positivos (VP + FN)

Para estos 4 pardmetros se evaluaron los indices de validez de acuerdo a la tabla de

contingencia (tabla 10).

Tabla 10. Tabla de Contingencia

Estado de las Muestras

Resultado No Total
Contaminado )
contaminado

Positivo VP FP VP + FP
Negativo FN VN FN + VN
N=
TOTAL VP + VN FP + VN [(VP+FN)+(FP+VN)] o
[(VP+FP)+(FN+VN)]

Nota. VP = Verdaderos positivos; FN = Verdaderos negativos; FP = Falsos positivos; FN = Falsos negativos.

Limite de deteccion. Es la menor cantidad del analito, en una muestra, que puede ser
detectada, pero no necesariamente puede ser cuantificado en condiciones de laboratorio de
rutina (Camard et al., 2013). Criterio de aceptacion: Las muestras positivas deben ser mayor
o igual al 70% de las muestras inoculadas. Para determinar el limite de deteccion se
consideraron tres niveles con 10 muestras cada uno. Para el nivel 1 (1 huevo por litro), nivel

2 (5 huevos por litro) y nivel 3 (20 huevos por litro).

Prueba de bondad de ajuste. Es la asignacion correcta de valores obtenidos frente a lo
esperado. Se utiliza una prueba X2 a un alfa de 0.05. Se aplica esta prueba para determinar

si lo observado es lo esperado de las pruebas de acuerdo a la prueba de X?:

, < (Obs—Esp)y
=2 Esp
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Este estadistico se utiliza para evaluar los parametros de Sensibilidad, Especificidad, Falsos

positivos y Falsos negativos.

Parametros cuantitativos. A continuacion, se detallan los parametros.

Limite de Cuantificacion. Segun DA-acr-20D (2017), “Es la concentracion minima que
puede determinarse con un nivel aceptable de exactitud y precision. Se establece examinando
una muestra o material de referencia apropiado”. Criterio de aceptacion: Este se determind
en el presente estudio. Para determinar el limite de cuantificacion se consideraron tres
niveles con 10 muestras cada uno. Para el nivel 1 (1 huevo por muestra), nivel 2 (5 huevos

por muestra) y nivel 3 (20 huevos por muestra).

Repetibilidad. Segin I1SO 3534-1 (2006), “Es la precision bajo condiciones de repetibilidad.
Condiciones donde se obtienen resultados independientes, con el mismo método, sobre
idénticas muestras, en el mismo laboratorio, por el mismo operador, y utilizando los mismos
equipos de medicion, durante un corto intervalo de tiempo.” Para ejecutar los analisis de
repetibilidad se inocularon suspensiones de huevos de helmintos en cada uno de los 10
baldes con 10 litros cada uno para ambas matrices, los que seran analizado por los 5 analistas.

Para el calculo de este parametro se utilizo la siguiente formula.

Donde:

sr = Repetibilidad por célculo de la desviacion estandar de los recuentos de cada
analista

x = Cada una de las lecturas o sus logaritmos

x = Promedio de las lecturas

n = Numero de lecturas

Criterio de aceptacién:

r<28S8r
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Donde:
r = Limite de repetibilidad
Sr = Desviacion estandar de repetibilidad

Este criterio responde a una t de student de 2 colas con un nivel de confianza del 95%.

Reproducibilidad. Segun ISO 3534-1 (2006), “Es la precision bajo condiciones de
reproducibilidad. Condiciones bajo las cuales los resultados se obtienen con el mismo
método, sobre muestras identicas, en laboratorios diferentes, con operadores distintos y
utilizando equipos diferentes.” Para los ensayos de reproducibilidad se analizaron 60
muestras de las cuales 10 correspondieron a blancos e interferentes. En esta validacién se
determind la reproducibilidad del método tomando como referente los resultados obtenidos
por el analista de mayor experiencia. Los resultados de las lecturas obtenidas se convirtieron
a logaritmos para realizar los andlisis estadisticos. Para la determinacion de la
reproducibilidad se calcul6 la desviacion estandar de los promedios de las lecturas realizadas

por todos los analistas en cada nivel de inoculacion.
Criterio de aceptacion:
R < 2.8SR
Donde:
R = Limite de reproducibilidad

SR = Desviacién estandar de reproducibilidad

Para este parametro también se utilizé un nivel de confianza del 95%.

Recuperacion (veracidad). Es la expresion de qué tan cerca esta la media de un nimero
infinito de resultados, obtenidos a través del método, a un valor de referencia (EURACHEM,
2014). El porcentaje de recuperacion de cada uno de los analistas se evalu6 a partir de los
recuentos obtenidos en los ensayos de repetibilidad. De acuerdo a los ensayos
interlaboratorios realizados a nivel internacional se observa que el porcentaje de
recuperacion varia ampliamente desde 30% hasta 70%, es decir este porcentaje de
recuperacion es muy variable. En base a esto, en el presente estudio se establecié como

criterio de aceptacion inicial un nivel de recuperacion > 50% hasta establecer un limite
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propio del laboratorio. Como criterio de aceptacién se establece que el porcentaje de
recuperacion de cada analista debe ser mayor o igual al 70% de las muestras inoculadas.

Robustez. Segun DA-acr-20D (2017), “Es la medida de la resistencia de un método al
cambio de respuesta cuando se introducen pequefias variaciones en el procedimiento.” Existe
una menor fiabilidad de los resultados cuando el método no es robusto, ya que se produce
un aumento de la variabilidad del mismo (Lightfoot y Maier, 2002). Este parametro permitié
conocer si el método es robusto. Es decir, si los resultados no son muy sensibles a las
variaciones de las condiciones experimentales. Tales condiciones experimentales pueden
ser: temperatura, tiempo de analisis, duracién de la extraccion o agitacion, técnica utilizada,
pH, concentracion de reactivos, tamafio de la muestra, etc. Para determinar este parametro
se utilizo el test de robustez de Youden-Steiner cuya estructura de factores y nimero de

ensayos se puede ver en la tabla 11.

Tabla 11. Test de Robustez de Youden-Steiner

Numero de ensayos

Factores

1 2 3 4 5 6 7 8
Aa A A A A a a a a
B,b B b b B B b b
C,c C c C C C c C c
D,d D D d d d d D D
E.e E e E e e E e E
F.f F f f F f f =
G G g g G g G G g
RESULTADOS S t u % w X y z
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Se determino el efecto de los valores utilizando la siguiente férmula:

ZY A+ _ZY A-
4

Donde:
> YA+: Sumatoria de resultados con valores altos.
Y'Y A-: Sumatoria de resultados con valores bajos.

Los signos + y — representan a los valores altos y bajos respectivamente

Criterio de aceptacion: Los promedios por cada factor deben ser menores a2 * SD. Es
decir, la diferencia entre el valor alto (A) y el valor bajo (a) debe ser menor a V2 por la
desviacion estandar de todos los resultados obtenidos. Los factores de evaluacion
establecidos para el estudio de validacién se muestran en la tabla 12.

Tabla 12. Factores de Evaluacion para la Validacion

Factor Condicion Valores

A 5 um
Tamafio de membrana

a 0.8 um

B 10 litros
Volumen de muestra

b 1 litro

C Micropipeta
Tipo de pipeta

c Pipeta de vidrio
Tiempo de reposo en la D 60 minutos
camara d 5 minutos

E Vertical
Tipo de microscopio

e Invertido
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Incertidumbre. Segun I1SO 3534-1 (2006), “Es el estimado aplicado a un resultado de un
ensayo, que caracteriza el rango de valores dentro de los cuales se dice que se encuentra el
valor verdadero.” Se determind 4 fuentes de incertidumbre combinada w2 para el anélisis

de huevos de helmintos. Estos fueron:

Incertidumbre de los recuentos por los analistas ~ w?
Incertidumbre de la distribucion de los organismos w2
Incertidumbre del volumen de la alicuota w2

Incertidumbre del volumen de muestra w2,

Criterio de aceptacion: Luego de identificar las fuentes de incertidumbre en la validacion se

determinard los limites de incertidumbre del laboratorio para cada nivel en cada matriz.
5.3. Resultados

Al ser un trabajo monografico los resultados de las lecturas obtenidos no se mostraran; sin

embargo, se mostrar el resultado final de alguno de los parametros.

5.3.1. Limite de deteccion y cuantificacion

Para el caso de agua envasada y el nivel mas bajo (1 huevo / 10 litros), solo se detecto el
analito en el 38% de las muestras, por tanto, no podemos establecer que a ese nivel podemos
detectar el huevo inoculado, ya que para ser considerado como limite de deteccién al menos
se debe encontrar el o los huevos inoculados en un 70% de las muestras. En el nivel medio
(5 huevos / 10 litros) se detectaron todos los huevos en un 100% de todas las muestras por
lo que el limite de deteccion y cuantificacion para el agua envasada es de 5 huevos por 10
litros. Por otro lado, para el agua de piscina, para el nivel bajo el porcentaje de muestras en
el que se detect6 el huevo fue de 54% para el nivel bajo. Para el nivel medio se detectaron
los huevos en el 100% de las muestras, quedando como limite de deteccion y cuantificacidn

para esta matriz también 5 huevos / 10 litros.

5.3.2.  Sensibilidad, Especificidad, Falsos positivos y falsos negativos

La tabla de contingencia (Tabla 13), obtenida a partir de los resultados de las lecturas, se
utiliza para calcular la sensibilidad, especificidad, falsos positivos y falsos negativos. Estos
resultados representan el total de las muestras analizadas por los 5 analistas (10 muestras
contaminadas y 2 no contaminadas por analista), y la tabla es la misma para los dos tipos de

matrices con los dos niveles trabajados.
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Tabla 13. Tabla de Contingencia con Resultados

Estado de las Muestras

Resultado Total
Contaminado No contaminado
Positivo 50 0 50
Negativo 0 10 10
TOTAL 50 10 60

Utilizando las formulas antes descritas para los parametros se calcula que tanto para
Sensibilidad como la Especificidad se obtiene un resultado igual a 1, esto indicaria que el
método es sensible y especifico en un 100%. Mientras que el resultado para los Falsos
Positivos y Negativos es igual a 0, lo que indicaria que el porcentaje de resultados reportados
como falsos positivos y falsos negativos es 0%. Ademas, la prueba de bondad de ajuste arrojo
que los resultados observados y esperados son iguales en base a la prueba X? y a un alfa de
0.05.

5.3.3. Repetibilidad y Reproducibilidad

Para los célculos de repetibilidad y reproducibilidad se tomaron solamente los resultados
positivos, a los cuales se aplicaron pruebas estadisticas para ver su normalidad, detectar datos
atipicos y para determinar diferencias significativas de los resultados entre analistas
mediante una prueba de Tukey. Todos los recuentos obtenidos fueron convertidos a
logaritmo y se calcul6 el limite de repetibilidad y reproducibilidad utilizando las férmulas
descritas lineas arriba. La tabla 14 muestra el limite de repetibilidad para cada analista, estos
limites indican la maxima diferencia tolerable permitida entre los resultados obtenidos de
manera independiente bajo condiciones de repetibilidad por analista. La tabla 15 muestra el
limite de repetibilidad y reproducibilidad global para el laboratorio. Se debe recordar que
para el calculo de la reproducibilidad se compararon los resultados obtenidos por cada
analista y los resultados obtenidos por el analista de mas experiencia, tomando a este como

el valor de referencia.
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Tabla 14. Limite de Repetibilidad de cada Analista

Matriz
- Agua envasada Agua de piscina
Nivel bajo Nivel alto Nivel bajo Nivel alto
Analista 1 0.1489 0.1722 0.6154 0.1607
Analista 2 0.2840 0.0980 0.2580 0.1212
Analista 3 0.3492 0.1043 0.5421 0.1590
Analista 4 0.3677 0.1149 0.5421 0.2034
Analista 5 0.3234 0.1541 0.4243 0.1954

Tabla 15. Limite de Repetibilidad y Reproducibilidad Global del Laboratorio

Matriz
Agua envasada Agua de piscina
Nivel bajo Nivel alto Nivel bajo Nivel alto

Limite de repetibilidad

0.2946 0.1287 0.4503 0.1679
global
Limite de

0.147 0.031 0.191 0.037

reproducibilidad global

Como todas las diferencias son menores a los limites tanto de repetibilidad vy

reproducibilidad por tanto se concluye que a un nivel de confianza de 95% el método es

repetible y reproducible.

5.3.4. Porcentaje de recuperacion (Veracidad)

La tabla 16 muestra el porcentaje de recuperacion para ambas matrices en los dos niveles.

Recordar que la veracidad mide el grado de concordancia de un valor de tendencia central

respecto a un valor de referencia. El valor de referencia para nivel bajo fue de 6 huevos por

muestra y para el nivel alto fue de 24 huevos por muestra.
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Tabla 16. Porcentaje de Recuperacién por Analista para las Dos Matrices

Matriz
- Agua envasada Agua de piscina
Analistas Nivel bajo Nivel alto Nivel bajo Nivel alto
Analista 1 83.33 74.24 65.15 72.35
Analista 2 70.00 75.20 96.67 76.40
Analista 3 80 82.92 71.67 75.42
Analista 4 93.33 86.96 85 85.22
Analista 5 79.33 83.48 81.67 80.43
PROMEDIO 81.198 80.56 80.032 77.964

Como se ve en la tabla 16 para las dos matrices, a los dos niveles, se obtuvo porcentajes de
recuperacion altos. EI promedio minimo del porcentaje de recuperacion es 77.96 %, este
corresponde al nivel alto para agua de piscina, que representa la muestra con mayor
probabilidad de contaminacion. Por lo tanto, para tener un poco mas de cobertura en este

aspecto se fijo el limite de recuperacion en 70% para el laboratorio.

5.3.5. Robustez

La tabla 17 muestra la robustez del método para cada uno de los factores considerados en la
validacién. Los promedios obtenidos para cada factor no superan el limite tabular al 95% de
confianza, a excepcion del factor volumen. De este se concluye que el método es robusto
para todos los factores en ambas matrices, menos para el factor volumen. Es decir, si se filtra
solo 1 litro de la muestra en lugar de los 10 litros se obtendran resultados con valores no

confiables.
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Tabla 17. Robustez del Método para Cada Uno de los Factores Seleccionados

Agua envasada Agua de piscina

Factores Promedios Limite  Condicién Promedios  Limite Condicion

Tamario de
2.50 3.48 Robusto 1.40 3.82 Robusto
poro
No No
Volumen 5.50* 3.48 6.20* 3.82
Robusto Robusto
Tipo de
] 1.00 3.48 Robusto 1.80 3.82 Robusto
pipeta
Tiempo en
. 1.00 3.48 Robusto 0.90 3.82 Robusto
la camara
Tipo de
) ) 1.50 3.48 Robusto 1.60 3.82 Robusto
mIicroscopio

Nota. * Promedios superiores a los limites establecidos para cada matriz.

5.3.6. Incertidumbre

Los limites de la incertidumbre del laboratorio para ambas matrices y los dos niveles se
muestran en la tabla 18. De esta manera se determinan los rangos o los posibles intervalos

dentro de los cuales se puede decir que los resultados son confiables o se encuentra el valor

verdadero.
Tabla 18. Limites de Incertidumbre para Ambas Matrices
Agua envasada Agua de piscina
- Nivel bajo Nivel alto Nivel bajo Nivel alto
Resultado 5+5 20+9.37 5+4.89 20+9.48
Limite inferior 0.00 10.6 0.11 10.5
Limite superior 10.00 29.4 9.89 29.5
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5.4. Conclusion y Revalidacion

De acuerdo a los ensayos realizados y a la demostracion de que el método cumple,
estadisticamente, cada uno de los parametros de validacion se concluyd y asegurd que este
método es adecuado para la deteccion y enumeracion de huevos de helmintos en los dos
tipos de agua seleccionados: agua envasada (baja probabilidad) y agua de piscina (alta
probabilidad). Luego de validar el método continda el proceso de acreditacion, este proceso

ya fue descrito en el capitulo anterior.

En cuanto a la revalidacién del método, este se realizara cuando exista cualquier cambio en
el documento o en el método de ensayo, ambiente, equipos o de fondo (cambio en las
caracteristicas intrinsecas del método). De conservarse todas las caracteristicas iniciales sera

revalidado cada 6 anos.

Los controles establecidos para el ensayo son:

Control del equipo: Para este control se realizo la filtracion de un litro de agua destilada

esterilizada utilizando una membrana con tamafio de poro de 0.45 pum.

Control positivo: Para este control se analiz6 1 litro de agua con una suspension de huevos

de helmintos a una concentracion conocida (aproximadamente 10 huevos / litro).

Finalmente, si alguno de los pardmetros de validacién no cumple estadisticamente se tendria
que cambiar la metodologia del método de tal forma que cumplan todos los parametros

establecidos por el DA-acr-20D.
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VI. CONCLUSIONES

El analista, a través de su formacion académica y de la competencia adquirida durante
su etapa laboral, es capaz de realizar los andlisis microbioldgicos respectivos para las
muestras de alimentos y agua generando resultados confiables.

La participacion del analista, en el proceso de acreditacion, permitié que este se llevara
a cada de la manera mas adecuada logrando la acreditacion de los nuevos métodos para

el andlisis microbioldgico en distintas matrices de agua.

La participacion del analista permiti6 lograr la validacion de un nuevo método de ensayo
para la deteccion y cuantificacion de huevos de helmintos en agua de bebida y piscina,

como parte del proceso de implementacion del laboratorio de parasitologia.
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Anexo 1. Tabla NMP para la Estimacion de la Densidad Bacteriana Cuando se Utilizan 5 Tubos
por Dilucion.

Tane 9221:0V. MPN Inoex anp 95% Conrmexcr Lars ror Various Comumamions or Posmive Risurts Wian Five Tusss Ark Ussn s Dinomon
(10 s, 1.0 ML, 0.1 ML)*

Confidence Confidence
Combination of . s Combination of .
Positives MPN Index/100 ml. Low High Positives MPN Index/100 ml. Low High
0-00 <18 = 68 403 5 9.8 70
0-0-1 18 0.090 68 410 17 60 20
0-1-0 1.8 0.090 69 4-1-1 21 6.8 £
0-1-1 3.6 70 10 412 26 98 70
0-20 37 0.70 10 413 31 10 70
2 55 L8 15 420 2 6.8 50
0-30 56 18 15 421 26 9% 70
1-00 20 0.10 10 422 30 10 70
1-0-1 10 0.70 10 423 38 14 100
1-02 6.0 18 15 430 27 99 70
1-10 40 071 12 434 33 10 70
1-1-1 6.1 18 15 432 19 14 100
1-12 81 34 2 4-40 24 14 100
120 6.1 1.8 15 4-4-1 40 14 100
1-2-1 82 34 2 442 17 15 120
1-30 83 34 2 450 41 14 100
1-3-1 10 3s 2 451 48 15 120
1-40 1 3s 2 500 23 6.8 70
200 45 079 15 5.0-1 31 10 70
2:0-1 63 1.8 15 502 43 14 100
202 9.1 34 2 503 38 2 150
210 6.8 18 17 510 33 10 100
2.1-1 9.2 34 b) 5-1-1 46 14 120
212 12 41 2% 512 63 2 150
2.20 9.3 34 2 5-13 &4 34 220
2.2 12 11 2 520 49 15 150
222 14 59 36 521 70 2 170
2.3.0 12 41 26 5.22 94 34 230
2.3 14 59 36 5:2- 120 36 250
240 15 50 36 5.24 150 58 200
2.00 78 21 b 5.30 79 2 220
3.0-1 1 35 23 531 10 34 250
302 13 56 35 532 140 52 £00
3.10 1 3s % 5:3:3 170 70 200
34 1 56 36 534 210 70 400
3.2 17 60 36 540 130 36 £00
320 14 57 36 5.4-1 170 58 £00
3.2:1 17 68 40 5.42 220 70 440
322 20 6.8 40 543 280 100 710
330 17 68 10 544 350 100 710
331 21 6.8 40 545 430 150 1100
332 24 98 70 5.5.0 240 70 710
3.40 21 68 40 5.5.1 350 100 1100
34 24 98 70 552 540 150 1700
3.5.0 25 98 70 553 920 20 2600
400 13 41 35 5.5 1600 400 1600
40-1 17 59 6 555 > 1600 700 i
402 21 6.8 10

* Results to two significant figares.

FUENTE: Tabla obtenida del Standard Methods for the examination of water and wastewater (23rd ed.).

9221 C.
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Anexo 2. Tabla NMP para la Estimacion de Densidad Bacteriana Cuando se Utiliza 10 Porciones
de 10 ml Cada Una.

TasrLe 9221:111. MPN INpEX AND 95% CONFIDENCE LIMITS FOR ALL
CoMBINATIONS OF PosITiVE AND NEGATIVE RESuLTs WHEN TeEN 10-ML
PorT1ioNs ARE USED

95% Confidence

No. of Tubes Giving Limits (Exact)

Positive Reaction Out MPN Index/
of 10 (10 mL Each) 100 mL Lower Upper
0 <1.1 - 34
1 1.1 0.051 5.9
2 2.2 0.37 8.2
3 3.6 0.91 9.7
4 5.1 1.6 13
5 6.9 2.5 15
6 9.2 3:3 19
7 12 4.8 24
8 16 5.8 34
9 23 8.1 53
10 >23 13 -

FUENTE: Standard Methods for the examination of water and wastewater (23rd ed.).9221 C.
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Anexo 3. Lista de Material de Referencia (cepas) del Laboratorio de Microbiologia.

N° CEPA ATCC
CTRL-01 | Escherichia coli ATCC® 25922
CTRL-02 | Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (grupo D) | ATCC® 13076
CTRL-03 | Enterobacter aerogenes( Klebsiella aerogenes) ATCC® 13048
CTRL-04 | Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC® 25923
CTRL-05 | Bacillus cereus ATCC® 14579
CTRL-06 | Saccharomyces cereviceae ATCC® 9763
CTRL-07 | Aspergillus brasiliensis ATCC® 16404
CTRL-09 | Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC® 14028
CTRL-10 | Proteus mirabilis ATCC® 12453
CTRL-11 | Staphylococcus epidermidis ATCC® 12228
CTRL-12 | Salmonella enterica subsp. enterica serovar Biespebjerg ATCC® 9842
CTRL-13 | Pseudomona aeruginosa ATCC® 10145
CTRL-17 | Vibrio parahaemolyticus ATCC® 17802
CTRL-18 | Clostridium perfringens ATCC® 13124
CTRL-19 | Vibrio cholerae O1, serotipo Inaba INS 0356-92
CTRL-20 | Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC® 6633
CTRL-21 | Enterococcus faecalis ATCC® 29212
CTRL-22 | Streptococcus agalactiae ATCC® 27956
CTRL-23 | Serratia marcescens ATCC® 43862
CTRL-24 | Aerococcus viridans ATCC® 10400
CTRL-25 | Saccharomyces kudriavsevii ATCC® 2601
CTRL-28 | Listeria innocua (serotype 6a) ATCC® 33090
CTRL-29 | Listeria ivanovii subsp. ivanovii ATCC® 19119
CTRL-30 | Brevibacillus laterosporus ATCC® 64TM
CTRL-31 | Rhodococcus equi ATCC® 6939
CTRL-32 | Geobacillus stearothermophilus ATCC® 12980
CTRL-33 | Clostridium sporogenes ATCC® 11437
CTRL-34 | Lactobacillus acidophilus ATCC® 4356
CTRL-35 | Lactobacillus casei ATCC® 334
CTRL-36 | Listeria monocytogenes ATCC 19115
CTRL-37 | Enterococcus faescium ATCC35667
CTRL-38 | Listeria seeligeri ATCC 35967
CTRL-39 | Eurotium rubrum ATCC 42690
CTRL-40 | Wallemia mellicola ATCC 42694
CTRL-41 | Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305
CTRL-42 | Citrobacter freundii ATCC 43864
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Anexo 4. Certificado de Calibracion de la Incubadora con Codigo EMB-39.

METROIL

LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR
EL ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INACAL - DA CON REGISTRO N° LC - 001

Liteulind

&

INACAL
T « Park

Aesputin M’ | o

CERTIFICADO DE CALIBRACION N* TC-0258-2018

Facha do wrisidn . 2018-04-30

1. Solicitante : CERTIFICACIONES Y CALIDAD S.A.C.
2. Dirececion : Av. Sucre N 1361 - Pustio Libew - Lima
1. Equipo calbrado : INCUBADORA

« Marca | Fabricante : MEMMERT

« Modelo : IF260 Pas

« N de serie : DB15.0138

« Idenifficacion : EMB-38

» Procedencia : Alemana

« Tipo de ventilacion : Turtafencia de Aire

« Ubicacion + Laboratorio de Microbiologia
4, Temperatura de trabajo 135°C1°C
&. Lugar de calibracion + instalaciones de CERTIFICACIONES Y

CALDAD SA.C.

6. Fecha de calibracion : 20180418

7. Matodo de calibracion
L caltyacidn o reakz por comparacion directa aegin of PC-0tR: 27 Ed.
“Procedimiento para la calitracion o caractenizacion de medis isctermos con
e como medio Iarmestatico * (modificada) del INDECOPESNM.

8. Trazabilidad
Los resultados de calltracidn tienen trazabiided & los patrones nacionales del
m.nmmumw«mmw
Sasterna do Unidades de Medids del Perd (SLUMP)

Gy e c.u:
(1241 Termomatro Sptid con 10 seosores Spo K (K241.103 o TOTr6-2018
¥241-117]  conincertioumbes () de 0.12°C #0.93°C | METROILBAC
| 2 Dord con whre (U] dmde 00025 | CTw00452017 |
hasta 0,005 » METRO® S AC
T o oSyt om Ambre (U] =03 Cy | 10005301k |
frsn8 ZEUHR METROIL 5AC
RS Cintis mésica cen iecertiumbra (U} = 1.1 mm ‘;:;’La:xc
8. Condiciones amblentales
Ternparshura amtvental e MB'C Fin: 257°C
Humedad relstiva Inic. S56%HMR  Fn: SEANHR
Vokamen interor (crega) 2% 0

10. Instramento de medicidn del equpo

Nombre Intarvalo de ndcacon Imm Tipo
Termamenn contrdace o Calo e | B5iC | Do |

METROLOGIA E INGENIERIA LINO SAC.
Ay Veoazueks N* 2040 Lima 01 - Part; Central Telef.: (511) 7938060 / (511) /13-5656 ) 998 072 424
Consolta Tecolca: (511) 7135610 / 575 432 £45 / RPM 1668 436 704 E-maik: ventasg@metrol com pe / Web: www metrol com pe
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Anexo 5. Certificado de Calibracion del Bafio de Agua con Codigo EMB-05.

LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO IHACAS
POR EL ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACIoN | ( (=

INACAL ~ DA CON REGISTRO N° LC - 001

-

CERTIFICADO DE CALIBRACION N° TC-0737-2018

ExP rsaq7

Focna o pmman LR B Pag ! e
1. Solicitante - CERTWICACIONES ¥ CALIDAD SAC. L% TeSIAM0Ss Gt ceCady s wakon
2. Dirwcecion TAV Sucw N 1351 . Puebio Lewe - Ly ?&;m'..'f&"'l
2N e medconas thetier
1. Equipo calibrado : BANG TERMOSTATICO o~ 08 o
e de froduce
* Marca(Fabricante | TOMOS s
Se scttewsts o Usesrw ol g
* N desore 1 DEO1021G w-wmm::-:-
Uetions 3 Shgeies Banae Ll
+ deatificacién < EMB0Y TN Wiheg Nt o
IMartuseniaets 0O vacTn - »
*  Modelo L COX.528 mmuw'umv:.:m;";
*  Procedenca | No indicy
. - " METRON BAC no s respomsaitens 1
*  Liguio T Ague B DN G PueTid SCamona of e
*  Ubicacidn  Labeeatone oe Merobolog recenscsmg B ol By A
1 W Eabtaci gl dectmanos
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Anexo 6. Competencia Técnica para Recuento de Coliformes Totales mediante Membrana Filtrante
para Agua de Uso y Consumo Humano.

INFORME DE RESULTADOS 167-LMBE-15 PARA LA COMPETENCIA TECNICA DEL ANALISTA

FECHA DEL AMALISIS 4242015 ORDEN DE TRABAJO: 1285.0415

NOMBRE DEL ANALISTA XTOPHER QUISPE JURADO

PRODUCTO Agua Potable

MATRIZ Agua para uso y consumo humano

ENSAY D Recuento de Coliformes Totales por filiracion de membrana

NORMA O REFERENCIA EMEWW-APHA-AWWAWEF Membrane Filter Technigue for Members of the Coliform Group. Standard Total Coliform Membrane

Filter Procedure Part 9222 B. 22nd BEd. 2012
DATOS GENERAL ES:

MUESTRA DE CONTROHL - Agua Potable CEPA INODCULADA: Escherichia coli (ATCC 252232)
Indculo: ufcd 100 mi 18 Vaol. muestra control (mil) 1000
RESULTADOS DE LOS ENSAYOS
Datos del Analista Evaluado
Ensayo Dilucion UFCHM00mI Log Ensayo Dilucion UFCHM00mI Log Promedic
1 m.o. ped | 1.3z 5 m.o. 12 1.0782
2 m.o. 18 1.2553 [ L. 17 12304
1.2
3 m.o. 15 1.1781 T m.o. 18 1.2041
4 m.o. 17 1.2304 & m.o. 19 1.2788

mL.o. = muestra onginal

1. Precisidn

Desviacion Estandar RSD "M=RSDx28
0.0730 0.05e2 0.1673
REPETIEILIDAD Criterio de Aceptacidn: "ri" = 30%
" (%) Valor tedrico limite (%) Calificacién
16.73 30 Conforme
DISPERSION DE POISSON (D) Criterio de Aceptacion: D2 = 3.84
Resultado mayor Resultado menor [ Valor limite Calificacion
21 12 245 324 Conforme
2 Veracidad [confiabilidad estadistica)
Resultado del | Resultados del INTERVALO AL 35% CONFIANZA CONCLUSION
b==== B c-2e = o+

21 VERDADERO
18 VERDADERO
15 VERDADERD
17 VERDADERO

18 10.70 2840 CONFORME
12 VERDADERO
17 VERDADERO
16 VERDADERO
12 VERDADERO

Declaracion:

Evalusdos los paramstros establecidos para competencia tecnica del analista se AUTORIZA a:

XTOPHER QUISPE JURADOD para la ejecucion en todas sus etapas, incluyendo |a lectura de resultados del método
Recuento de Coliformes Totales por filtracion de membrana en la matriz Agua para uso y consumao humano
desde la emisian del presents documenta.
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Anexo 7. Resultados de la Prueba de Aptitud para Agua Potable.

i WaterChek

WATER MICRO-16/04/2019

Lab Code: 21181 Round 4
(Final)
Concise Data Summary WMP - Micro: Potable Water
Sample 1 Sample 2
Test Repot | wmp1904-1 WMP1004.2
Haang MO Hng N
mnmn 1 OK O b Good a4t
Faecal Colf MPN (MPN/100ml) 1 Good 023 Gouod ot
HPC 35°C [Aus Std)(cfu/ml) 1 Good 00 0K 08
Total Coltform (chw/ 100ml) 1 Good 00 Good 044
Total Cofif MPN (MPN/100ml) 1 0K 052 Good 04N

oy

NO = Normalised Diference (Result - Median) / Limt

Good * Your result has a Normalised Ditfference of <0 8

QK » Your result has & Normalised Diference of » 0.5 and « 1
Warning = Your result has 8 Normabksed Difference of » 1 and < 1.5

Action = Your result s » 1.6 normalised difecences from the central value (Recommend investigation)

WO = Withdrawn
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Anexo 8. Tamafo Relativo de Huevos de Helmintos.

TAMANO RELATIVO DE HUEVOS DE HELMINTOS T
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FUENTE: Figura obtenida del Manual de Procedimientos de Laboratorio para el Diagnéstico
de los Parasitos Intestinales del Hombre del Instituto Nacional de Salud.
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Anexo 9. Material Utilizado para el Analisis de Huevos de Helmintos.
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Anexo 10. Fotografia de Huevos de Ascaris Lumbricoides y Toxocara sp.
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Anexo 11. Incubacion de Placas para Recuento de Mesdéfilos Aerobios en Agar PCA.
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Anexo 12. Colonias de Mesdfilos Aerobios en Placa con Agar PCA.
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Anexo 13. Filtracion de la Muestra de Agua Residual Industrial.
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Anexo 14. Evaluacion de Caldo Lauril Sulfato Triptosa para Enumeracion de E.coli
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Anexo 15. Tubos de Caldo Lauril Sulfato Triptosa con Produccion de gas.
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Anexo 16. Incubacion de Caldo EC para Enumeracion de E.coli.

83



