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Resumen

La inocuidad alimentaria vela por el cumplimiento de las condiciones de higiene y seguridad
de los alimentos. Para el anélisis de los alimentos se emplean procedimientos estandarizados
o0 validados garantizando asi la buena calidad organoléptica, quimica y microbioldgica de los
alimentos. La norma ISO/IEC 17025:2017 establece los requerimientos para asegurar la
confiabilidad de los resultados emitidos en laboratorios de ensayo. Un laboratorio acreditado
bajo dicha norma debe contar con analistas que demuestren tener competencia técnica. En
ese sentido, la empresa SL S.A.C. cuenta con un procedimiento para la habilitacion del
personal.

La alta demanda de productos de pota (Dosidicus gigas) para exportacion y, asimismo, por
la frecuencia de solicitud de informes de ensayo de calidad microbioldgica emitidos por la
empresa SL S.A.C. se requiere contar con analistas habilitados en dicho alcance.

En el presente trabajo se hizo un andlisis critico del proceso de habilitacion del analista para
los ensayos de recuento de Aerobios mesoéfilos y S. aureus, enumeracion de E. coli y V.
parahaemolyticus y deteccion de Salmonella spp. y V. cholerae en productos congelados de
pota. Se recolectd la informacidn de los 6 analistas autorizados para el alcance en mencion y
se realizo pruebas no paramétricas y graficos descriptivos. Se identificé oportunidades de
mejora en el proceso de habilitacion. Los analistas presentaron diferencias en funcion a
formacion profesional y tiempo de experiencia laboral. Asimismo, se identificd

requerimientos particulares del proceso de habilitacién en funcidn a cada tipo de ensayo.

Palabras clave: Productos hidrobioldgicos, Indicadores microbiolégicos, Inocuidad

alimentaria, INACAL, SANIPES, desempefio, competencia técnica



I.  INTRODUCCION

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) se refiere a la inocuidad alimentaria como las
condiciones de higiene y seguridad que permitiran que el alimento llegue al consumidor en
un estado en el que no atente contra su salud y en condiciones Optimas para su consumo
(OPS/OMS, 2021). Con el incremento y migracion de la poblacion de un pais a otro surgié
la necesidad de producir una mayor cantidad de alimentos. La produccion, tratamiento y
transporte de alimentos de forma industrializada al requerir de una mayor cantidad de
procesos debera contar con un control de calidad e inocuidad para evitar o identificar a tiempo

la contaminacion alimentaria (OMS, 2020).

En este sentido, la Organizacion Mundial del Comercio (OMC) reconoce la importancia de
que los consumidores reciban alimentos inocuos durante el intercambio de productos
alimenticios a causa del comercio entre paises, haciendo uso de normas internacionales
(OMC, 2019). Dichas normas estandarizan los procedimientos que garantizaran la buena
calidad organoléptica, quimica y microbiologica de los alimentos; asimismo, permite
eliminar las diferencias entre la regulacion propia de cada pais gracias a consensos en los que

se toman en consideracion las necesidades de todos los paises (FAO, 2018).

La I1SO (International Organization for Standarization) es una organizacion que establece
acuerdos en conjunto con las entidades regulatorias representantes de cada pais para
estandarizar los procesos de evaluacion y cumplimiento del aseguramiento de la calidad
(ISO, 2021), siendo INACAL la entidad regulatoria en Per( para sistemas de gestion de la

calidad. La ISO/IEC 17025:2017 es la norma que establece los lineamientos para la



implementacion de Laboratorios de Ensayo y Calibracion. Un laboratorio de anélisis
microbioldgico de alimentos que trabaja bajo esta norma cuenta con un sistema de gestion
de la calidad que brinda la validez, reproducibilidad y confiabilidad de los resultados
emitidos, satisfaciendo asi los requerimientos de los clientes (ISO, 2017). Dentro de ello, la
seleccion y/o capacitacion del personal de laboratorio y la posterior evaluacion de su
competencia técnica y habilidades para realizar los ensayos microbioldgicos es
indispensable.

El laboratorio SL S.A.C. cuenta con 30 métodos de ensayo acreditados para superficies en
contacto con alimentos, ambientes, alimentos preparados, frutas y vegetales, especias,
deshidratados, productos de confiteria, bebidas y productos hidrobiol6gicos, dividiéndose
estos ultimos en crustaceos, moluscos cefalopodos, moluscos bivalvos y pescados (INACAL,
2021).

Los productos de la especie Dosidicus gigas (pota o calamar gigante) representan en Peru
una fuente importante para la exportacion. La pota esta ampliamente distribuida en la costa
peruanay entre los afios 2007 y 2016 se registrd una captura media anual de 866 mil toneladas
(IMARPE, 2018). En el 2018, el 47.6% de las exportaciones relacionadas a productos
pesqueros para Consumo Humano Directo (CHD) estuvo representado por la pota (ADEX,

2019), siendo considerado el segundo producto pesquero mas exportado (Wikipesca, 2021).

La alta demanda de informes de ensayo de calidad microbiol6gica de productos congelados
de pota para su posterior uso en la certificacion sanitaria y exportacion hace que se requiera

una mayor cantidad de analistas habilitados en el alcance correspondiente. Para asi mantener



la capacidad operativa de analisis microbiol6gico de la empresa SL S.A.C. y dar respuesta a
los requerimientos de los clientes.

Acorde alaISO/IEC 17025:2017 en el inciso 6.3.2. se sefiala que el analista deberd demostrar
tener la competencia para poder realizar los ensayos que se le asigne. En este sentido, se
identifica el rol del laboratorio que ademéas de conocer las normativas para el analisis
microbioldgico correcto segun el tipo de muestra, también tiene la labor de inducir, entrenar
y evaluar al analista que ejecutara dichos ensayos. El analista deberd contar con una
formacion profesional que le permita desarrollar las habilidades necesarias para poner en
practica los andlisis microbiolégicos de alimentos siguiendo las buenas précticas de
laboratorio, el conocimiento tedrico y préctico de los métodos y la interpretacion de los
resultados.

La evaluacion del personal en proceso de habilitacion puede ser realizada mediante la
participacion exitosa en pruebas de aptitud o su evaluacién en funcion a una muestra con un
indculo de referencia, siendo el segundo tipo de evaluacion el analizado en el presente
trabajo.

El presente trabajo tiene como objetivo analizar el proceso de habilitacion y evaluacion del
analista de laboratorio para los ensayos de recuento de Aerobios mesofilos y Staphylococcus
aureus, enumeracion de Escherichia coli y Vibrio parahaemolyticus y deteccion de

Salmonella spp. y Vibrio cholerae en productos congelados de pota.



MARCO TEORICO

A. Tipos de ensayos microbioldgicos

Existen tres tipos de ensayos microbioldgicos identificados en la ISO/IEC 17025:2017.
Los ensayos cualitativos, que estan basados en métodos de deteccién y cuyo resultado
expresa Ausencia o Presencia del microorganismo diana; los ensayos cuantitativos,
basados en cuantificar la cantidad del microorganismo diana y cuyos resultados se
expresan en UFC/g y ensayos semicuantitativos, que se basan en la cuantificacion de

un microorganismo diana expresado en valores de NMP/g.

B. Dosidicus gigas

La pota o en su nombre cientifico Dosidicus gigas es un molusco cefal6podo que posee
una cabeza compuesta de brazos y un manto cilindrico. Se alimenta principalmente de
otros cefalépodos.

Uno de los motivos por los cuales estos productos son importantes y altamente
solicitados es porque presentan una alternativa de aporte nutricional diversificada. LA
aleta contiene un alto valor proteico, mientras que en los tentaculos y la piel se puede
recuperar colageno y gelatina. (Ezquerra, 2019). Por tal motivo, existen diferentes
presentaciones para la exportacion como tentaculo congelado, filete precocido, anillas
IQF, anillas congeladas, nuca congelada, entre otros (Figura 1.). Durante el 2020 las

principales presentaciones fueron las siguientes:



Figura 1. Presentaciones de pota congelada para exportacion, 2020
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Fuente: Elaboracién propia. Referencia: Informe anual de PromPeru, 2020.

Asimismo, la importancia de la exportacion de la pota congelada se observa en los
diferentes destinos a los que llega, siendo Corea del Sur, Espafia y China los principales
destinos durante el 2020 (Figura 2.). A continuacion, los destinos de exportacion de
pota congelada para el afio 2020:

Figura 2. Destinos de exportacion de pota congelada, 2020
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Gréfico extraido del Informe anual de PromPeru, 2020.



La exportacion de pota ha venido en aumento desde el afio 2016, tal y como se observa
en la Figura 3., en donde se expresa los niveles de exportacion representado en millones

de dolares (US$) por cada afio.

Figura 3. Exportacion de pota congelada, 2016-2021
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Fuente: Elaboracién propia. Referencia: BCRPData, 2021.

C. Marco normativo
a. Andlisis en un laboratorio acreditado bajo la ISO/IEC 17025:2017
El trabajo en un laboratorio de ensayo acreditado bajo la norma ISO/IEC 17025 debe
cumplir con las especificaciones sefialadas para garantizar el cumplimiento de lo
relacionado a la estructura, recursos, procesos y sistema de gestion.
“6.1. El laboratorio debe tener disponibles el personal, las instalaciones, el

equipamiento (...) para realizar sus actividades de laboratorio”, 1SO 17025.



b. Requerimientos para exportacion de productos hidrobioldgicos por
SANIPES

El Organismo Nacional de Sanidad Pesquera (SANIPES) ademas de todas sus
funciones establece normas sanitarias para productos provenientes de la pesca.
Dentro de las disposiciones sefialadas para la exportacion, en el punto N°3 del TUPA
30 (Anexo 2.) aprobado por PRODUCE, se detalla que es necesario contar con un
Informe de Ensayo por parte de un laboratorio que cuente con la autorizacion por
SANIPES, para el lote que se va a exportar.

Lo que evidencia la necesidad de las empresas exportadoras de trabajar a la par con

laboratorios de ensayo acreditados para los alcances requeridos.

D. Laboratorios acreditados por INACAL

Los laboratorios de ensayo acreditados por INACAL y SANIPES poseen la
autorizacion para diversos alcances, pero solo el 8% (10/122) para el alcance
correspondiente a productos hidrobiolégicos. Asimismo, es importante considerar la
necesidad de brindar el soporte requerido por empresas que se encuentran en otros
departamentos fuera de Lima. Actualmente solo existen 2 laboratorios para el alcance

de moluscos cefal6podos fuera de Lima, ubicados en Chimbote.



E. Microorganismos bacterianos

Los microorganismos bacterianos indicadores descritos por el Manual elaborado por
SANIPES (Anexo 1.) son los siguientes:

La clasificacion se realiza acorde a la referencia y cada descripcion en funcién a la
referencia.

Microorganismos indicadores de alteracion:

a. Aerobios mesotfilos a 30°C
Los microorganismos aerobios mesdéfilos son indicadores de malas condiciones de
almacenamiento, aun considerando que la técnica de recuento en placa no permite
determinar si son 0 no microorganismos patdgenos.

Microorganismos indicadores de higiene:

a. Escherichia coli
Es bacilo gram negativo que pertenece al grupo de las enterobacterias. Se encuentra
presente en el tracto entérico tanto de seres humanos como animales. La presencia de
esta bacteria en alimentos es un indicador de contaminacion fecal, ya sea directa o
indirectamente.

Microorganismos patdgenos:

a. Salmonella spp.

El género Salmonella presenta en la actualidad un aproximado de 2500 serovares.
Algunas especies de Salmonella han sido encontradas en ambientes hidricos en los
que habitan productos pesqueros. La presencia de dichas especies podria evidenciar

una deficiencia en la sanitizacion de los productos previamente al procesamiento.



b. Staphylococcus aureus
La presencia de esta especie bacteriana en alimentos es una causante de intoxicacion
alimentaria, si es que el Staphylococcus aureus permanece largos periodos en el
alimento puede empezar a producir toxinas que son resistentes a agentes externos
como el calor. Asimismo, esta bacteria se encuentra constantemente en los ambientes
de plantas procesadoras de alimentos.
c. Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus
Son bacterias gram negativas que poseen un flagelo polar. Las especies estudiadas
en el presente trabajo crecen en ambientes salinos y climas templados.
La presencia de microorganismos en los alimentos en unas cantidades que superen los
limites permitidos evidencia una mala practica en la desinfeccion de los materiales o
del manipulador en alguna etapa de la cadena del procesamiento y almacenamiento de

un alimento o también del transporte de la materia prima (SANIPES, 2016).

F. Procedimientos normalizados para el andlisis de los indicadores
microbiolégicos
a. Recuento de Aerobios mesofilos
Para el analisis de aerobios mesofilos 0 microorganismos a 30°C acorde a la 1SO
4833-1 (Figura 4.) se realiza la suspension inicial en una proporcion de 1:10 con el
diluyente APS (Agua peptonada salina) y se realizan al menos tres diluciones

sucesivas para poder encontrar placas dentro del rango contable.



Figura 4. Esquema para el recuento de aerobios mesofilos segun la 1SO 4833-1

SUSPENSION DILUCIONES E

INICIAL INOCULACIONES AR
Pesar: Diluciones sucesivas:
) 1:100; 1:1000; 1:10000 Realizar el recuento
20 g de muestra + Inocular con 1 ml de de placas dentro del
180 ml de APS cada dilucion las placas rango
vacias.
Dilucion: Ir:)corporgr(,:ﬁ\PC ) Rango
. Incubar a 30°C por 7
1:10 horas 10-300 UFC

b. Enumeracion de Escherichia coli

La enumeracion de E. coli acorde a la ISO 16649-2 (Figura 5.) se realiza preparando
una suspension inicial de 1:10 con el diluyente APS (agua peptonada salina) y
realizando el inéculo para 1g (1:1), 0.1g (1:10), 0.01g (1:100) y 0.001g (1:1000)
como minimo, si se sospecha que la muestra puede encontrarse mas contaminada se
pueden realizar mas diluciones debido a que la interpretacion en la tabla de
equivalente de NMP de las lecturas se tomara hasta encontrar que la tltima dilucién
no presente ningun tubo virado (positivo) y se multiplicara por la dilucion

correspondiente considerando las tres ultimas diluciones.
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Figura 5. Esquema para la enumeracion de E. coli segun la 1ISO 16649-2

SUISI\TIEC'}'i:_ON INOCULACIONES ~ CONFIRMACION LECTURA
Pesar: Diluciones: Tubos positi Lectura de tubos
1. ubos positivos
20 g de muestra CMM 2?(' .1'1 (amarillos): tomar positivos
+180 ml de GMM x: 1:10 una asada confirmados
APS GMM x: 1:100
- Estriar en TBX Equivalencia
Dil : o
|1u.i|(;)n |r;)%urb§£ ?lgésC Incubar a 44°C con tabla NMP -
' por 24 horas 1ISO

c. Recuento de Staphylococcus aureus

Para el recuento de S. aureus segun la ISO 6888-1 (Figura 6.) se prepara una
suspension inicial de 1:10 con APS y se realizan las diluciones sucesivas inoculando
por extension 1 ml del indculo en placas de didmetro de 155 mm con medio de
cultivo Baird parker conteniendo yema de huevo y telurito. Estos ultimos reactivos
permiten identificar el crecimiento de la colonia tipica con un halo y centro negro.

Figura 6. Esquema para el recuento de S. aureus segun la 1SO 6888-1

SU|S,\F|)|ECI\|I§|I_ON INOCULACIONES CONFIRMACION LECTURA
Pesar: Diluciones . ,

sucesivas: Tomar una colonia Calculo_ de
20 g de muestra 1-100: 1-1000: tipicas y atipicas: porcentaje de
* 1%3[2' de "1:10000. inocular BHI. confirmacion.

Inocul 1ml dec/
Dilucion: dir;ggiltjjﬁrp%ﬁndumcagoca Recuento
. placas con ABP. Prueba coagulasa. Rango

1:10 Incubar a 37°C x 48 10 - 150 UFC

horas.
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d. Deteccion de Salmonella spp.

Para la deteccion de Salmonella spp. se emplea el medio APT (Agua peptonada
tamponada) como medio de pre-enriquecimiento y como medios de cultivo de
enriquecimiento selectivo se tiene al medio Muller Kaufkmann tetrationato, al caldo
selenito y al caldo Rappaport Vassiliadis como se muestra en la Figura 7. Y dentro

de las bioquimicas se trabaja con medio TSI, Urea y antisueros O y H.

Figura 7. Esquema para la deteccion de Salmonella segun la 1SO 6579-1

SUSPENSION PASAJES CONFIRMACION LECTURA
INICIAL
Pesar o y Coloni(tsl§ tipicas y Bioguimica
asaje a caldo no tipicas: caracteristica.
25 g de muestra mKTT, SCy serologia y .
+225 ml de RVS. confirmacion Serologia
APT bioquimica. positiva.
Pasar a agar XLD Bioguimica: R .
o , - eportar
Incubar a 37 °C y ASB incubar a 37°C por P .
por 20 horas Incubar a 37°C 24 horas. Presencia/25g

por 24 horas.
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e. Deteccion de Vibrio cholerae

La deteccion de V. cholerae segin la FDA en el capitulo de Vibrios (Figura 8.9
requiere del pre-enriquecimiento con caldo APA (agua peptonada alcalina) y se
sefiala en el método realizar una primera incubacion de 6-8 horas y una segunda
incubacion de la misma suspension inicial overnight. Asimismo, se debera tomar la
asada para el pasaje a agar selectivo del crecimiento formado en la superficie del

caldo incubado con la muestra.

Figura 8. Esquema para la deteccion de V. cholerae segiin la FDA

SUSPENSION

INICIAL PASAJES CONFIRMACION LECTURA
Pesar: Confirmacis Bioquimica
25 g de muestra Pasijce; Ig Sagar b?()nq:Jrl'rrnn?gzlio)r/] caracterlst,wa.
+225mlde serolégica Serologia
APA positiva.
Colonias tipicas Bioquimica: R
Incubar a 35 °C . eportar
i Purificacion a agar incubar a 35°C .
overnight TIN1 J overnight Presencia/25g
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f. Enumeracién de Vibrio parahaemolyticus

Para la enumeracion de V. parahaemolyticus se prepara una suspension inicial de
1:10 pesando 50 gramos de muestra en el diluyente PBS (Tampdn fosfato salino, de
sus siglas en inglés) y se realiza diluciones sucesivas para 1g (1:1), 0.1g (1:10), 0.01g
(1:100) y 0.001g (1:1000) como se muestra en la Figura 9. Dentro de las pruebas
bioquimicas se evalta la capacidad de consumir determinados aminoécidos como

arginina, ornitina y la tolerancia a sal para determinar la especie de Vibrio.

Figura 9. Esquema para la enumeracion de V. parahaemolyticus segun la FDA

SUSPENSION

INICIAL PASAJES CONFIRMACION LECTURA
Pesar: Diluciones: Tubos con

50 g de muestra APA 2x: 1:1 turbidez tomar una Bioquimica

+ 450 ml de APAx: 1:10 asada: agar TCBS positiva
PBS APA x: 1:100 Colonias tipicas
Purificacion ) )
Dilucioén: o TSA 'y TSB con Equivalencia
1:10 Incg\?eirn?gi? ¢ 3%NaCl con tabla NMP -
’ Realizar pruebas FDA

bioquimicas
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I11. OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar el proceso de habilitacion de analistas bajo la ISO 17025:2017 en ensayos

microbioldgicos para productos congelados de pota en el laboratorio SL S.A.C.

Obijetivos especificos

A. Realizar un andlisis del proceso de capacitacion del analista de la empresa SL S.A.C.
acorde a los requerimientos de la 1ISO 17025:2017.

B. Evaluar el desempefio de los analistas para productos congelados de pota.

C. Realizar un anélisis comparativo entre los analistas en funcion a su formacion
académica, tiempo de servicio y tipo de ensayo.

D. Analizar las etapas criticas del proceso de habilitacion para productos congelados

de pota de los analistas de la empresa SL S.A.C.
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IV. METOLODOGIA

Poblacion

Para el presente trabajo se considerd la participacion de 6 analistas que actualmente estan
laborando en la empresa SL S.A.C. y pasaron por el proceso de habilitacion bajo el
Procedimiento Interno POS-N°080 de Habilitacion y supervision del personal de la empresa
SL S.A.C. para productos congelados de pota de la matriz de productos hidrobioldgicos
cefalopodos.

Se codifico a cada analista como Analista-01 al Analista-06.

A continuacion, se detallan los pasos de la metodologia que permitirdn que se analice el
proceso de Habilitacion del analista en ensayos microbioldgicos desde la verificacion del
proceso interno de habilitacion hasta las oportunidades de mejora a partir del estudio de las

variaciones entre analistas.

A. Paso 1: Verificacion del proceso de entrenamiento del analista acorde a la 1SO

17025:2017
Se realizé la comparacién entre los requerimientos de la norma ISO/IEC 17025:2017 y
el Procedimiento Interno POS-N°080 de Habilitacidn y supervision de la empresa SL

S.A.C.
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B. Paso 2: Evaluacion del analista

Metodologia de evaluacion del desempefio del analista

Se tomaron las herramientas de la evaluacion del desempefio del analista descritos en
el Procedimiento Interno de la empresa POS-N°080 de la Habilitacion y supervision
del analista. Las herramientas que se emplearon para la evaluacion fueron:

= Lista de verificacion de etapas de habilitacion.

= Evaluaciones escritas.

= Evaluacion de la precision, veracidad, exactitud relativa, especificidad y

sensibilidad a partir del andlisis de muestras previamente inoculadas.

Métodos microbioldgicos de ensayo

Los métodos para los andlisis microbioldgicos usados son métodos normalizados 1SO
y FDA para los 6 indicadores de inocuidad alimentaria de la matriz de cefalépodos
congelados, que son Aerobios mesdéfilos, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus y Salmonella spp.

Evaluacion escrita

La prueba escrita consistié en una serie de 7 preguntas enfocadas a las etapas del analisis
microbioldgico. Esta prueba escrita fue tomada por cada tipo de ensayo, obteniéndose
6 resultados de calificaciones por cada analista. De acuerdo con el procedimiento
interno de Habilitacion y supervision del personal, el puntaje minimo aprobatorio es

16/20.
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Evaluacion préctica de resultados de muestras inoculadas

Se tomd la informacién del Registro de Habilitacion Interno de los analistas REG-
N°184 de la empresa. La evaluacion de los resultados obtenidos por los analistas en
proceso de habilitacion a partir del analisis de muestras inoculadas con analitos de
concentracion conocida se baso en las formulas descritas en el Procedimiento Interno
POS-N°080 que a su vez hace referencia a la 1SO 5725-1: “Exactitud (veracidad y
precision) [...] Principios generales y definiciones”.

La evaluacidén practica consistio en entregar al analista en proceso de habilitacion 10
muestras por cada uno de los 6 ensayos microbiolégicos. Cada muestra entregada fue
previamente inoculada por el analista lider con un analito conocido en cuanto a
concentracion y tipo de microorganismo. Para poder otorgar la habilitacion en muestras
congeladas de pota y a su vez en la matriz de moluscos cefalépodos, se emplearon las
muestras de anillas de pota congeladas, pasta de pota congelada y aleta de pota
congelada.

En el caso de ensayos cualitativos las muestras se encontraban inoculadas con un
microorganismo diana y un microorganismo no diana. Asimismo, las muestras se
encontraban inoculadas con baja concentracién, media concentracion y alta
concentracion. Los criterios de aceptacion con los que se evalud a los analistas para dar
conformidad a su habilitacion se consideraron acorde al procedimiento interno vigente

para la fecha de habilitacién de cada analista.
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a. Ensayos cuantitativos
Para los resultados de los ensayos de Recuento de Aerobios mesofilos y S. aureus se
analiz6 primero que los resultados sigan una distribucion normal y se calcul6 los
pardmetros de precision y veracidad, este Ultimo en términos de porcentaje de
recuperacion como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Férmulas para el calculo de precision y veracidad para ensayos

cuantitativos

Precision Veracidad
|[LogA]_maximo 0 ., (Valor central)
= 1009
— [LogA]_minimo %o recuperacion (Valor esperado) x100%

Valor central: promedio de los valores
A: valor obtenido por el | obtenidos por el analista.
analista. Valor esperado: valor de referencia.

b. Ensayos semi-cuantitativos

Para los resultados de los ensayos de enumeracion de V. parahaemolyticus y E. coli
se analizd primero que sigan una distribucion normal y se realizé la evaluacion
estadistica haciendo uso de los parametros de precision y veracidad como se muestra

en la Tabla 2.
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Tabla 2. Férmulas para el calculo de precision y veracidad para ensayos semi-

cuantitativos

Precisién Veracidad

; Log (f)
Stesrica = k X % LIRef <AL LSRef

k: factor numérico para 10 | A: cada valor obtenido por el analista.

muestras (k=0.58). LI rer.: Limite inferior de referencia en la
f: factor de dilucion entre las | Tabla de NMP el 95% de confianza.
diluciones sucesivas. LS ret.: Limite superior de referencia en la

n: ndmero de tubos por | Tabla de NMP el 95% de confianza.
dilucion.

c. Ensayos cualitativos
Para los ensayos de deteccion de V. cholerae y Salmonella spp. se analiz6 los
resultados de ausencia y presencia en funcién al parametro de exactitud relativa

como se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3. Formulas para el calculo de exactitud relativa, sensibilidad y

especificidad para ensayos cualitativos

Exactitud relativa Sensibilidad Especificidad
x 100% ES

X 100%

(a+Db) _
0 — 0 SN =—— -
WER N X 100% (a a/) (b b')

a: numero de resultados | g°: nimero de | b’: numero de
positivos coincidentes con | yagltados falsos | resultados falsos

inéculos positivos para la . .
L negativos. negativos.
técnica.

b: nimero de resultados
negativos coincidentes con
indculos negativos para la
técnica.

N: ndmero total de muestras
analizadas.

C. Paso 3: Analisis comparativo

Se comparo los resultados obtenidos de las evaluaciones de desempefio de los analistas
como precision, veracidad y evaluaciones escritas por analista.

D. Paso 4: Anélisis de etapas criticas

Recoleccion de informacion
= Sereviso la informacién contenida en el Curriculum vitae bajo el formato de la
empresa para extraer la informacion de fecha de ingreso y experiencia previa.
= Se revisé el Registro Interno REG-N°184 de la evidencia de entrenamiento del
personal para obtener la duracién del proceso de habilitacion de cada analista.
= Se obtuvo los resultados de la evaluacion del desempefio a partir del Informe de

Habilitacion final de cada analista.
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Anélisis de problemas, posibles causas y efectos
= Se realiz6 un analisis descriptivo mediante el empleo de graficos para mostrar
las caracteristicas de tiempo de experiencia previa, formacién académica y
tiempo de duracion del proceso de habilitacion de cada analista.
= Se emple6 un Diagrama de Ishiwaka para enfatizar en los puntos criticos del
proceso de habilitacion analizados.
Anélisis estadistico no paramétrico de la informacion
Los andlisis estadisticos de los resultados de las comparaciones se realizaron usando el
paquete estadistico R para la prueba de Kruskal-Wallis (p < 0.05) y la prueba de rangos

con signo de Wilcoxon (p < 0.1) como métodos de analisis no paramétricos.
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V. RESULTADOS

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos a partir de la informacion de los 6

analistas que pasaron por el proceso de habilitacion en la empresa SL S.A.C.
A. Verificacion del cumplimiento del Procedimiento Interno para el Plan de

Capacitacion del analista con los requisitos de la norma ISO/IEC 17025:2017

El procedimiento interno para la capacitacion del personal (Anexo 3.) fue comparado
con los requisitos generales y especificos de la norma ISO/IEC 17025:2017 relativos a
la estructura, recursos, proceso y sistema de gestion en funcion a lo correspondiente a
la labor del analista que trabaja en los ensayos microbioldgicos de alimentos como se
muestra en la Tabla 4.
El procedimiento interno de entrenamiento cumplié con los requisitos relativos a la
estructura y del proceso. Sin embargo, no se encontrd la evidencia descrita en el
procedimiento interno de entrenamiento sobre la inclusion de los incisos 6.3.3. y 8.6.1.

de los requisitos relativos a los recursos y sistema de gestion, respectivamente.
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Tabla 4. Plan de capacitacion del personal en funcién a los requerimientos de la

norma ISO/IEC 17025:2017

Inciso de la

Inciso del Plan

Tipo de

Inciso general Descripcion de capacitacion ... | Conclusién
Norma capacitacion
del personal
El analista debe identificar
5. Requisitos | desviaciones del sistema de gestion 6.A. T v
5.6. relativos a la | de la calidad
estructura i i
El an_allstg debe garantizar que se Del 1 al 7 TP v
trabaje eficazmente
El analista debe demostrar
6.2.1. competencia y trabajar asegurando Dellal7 T/P v
la calidad
El analista debe estar autorizado
para desarrollar, modificar, verificar 5 T/P v
6.2.6 y validar métodos
6. Requisitos | El analista debera demostrar la 5E T v
relativos a los | capacidad de analizar los resultados "
recursos i A verifi
6.3.3. El an.al.lsta deberg verificar las = E =
condiciones ambientales
El analista deberéa tener acceso a
6.4.1. materiales, reactivos y consumibles 2.B. T v
para el analisis
6.4.4. El ar}allsta .debera verlflcar_ el buen 3A T v
funcionamiento de los equipos
El analista debe completar los
7.5.1. .. registros técnicos para cada 7.A. T v
7. ReqU|S|tOS actividad
del procese | nalista debe incluir el uso d
771 analista debe incluir el uso de 2B, T v
materiales de referencia
8. Requisitos . . .
86.1 del sistema de El anaI|§ta debe |denF|f|car = E =
. oportunidades de mejora
gestion

Fuente: Elaboracion propia.
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B. Evaluacion del analista

Verificacion de etapas de proceso de habilitacion

Dentro de procedimiento interno de habilitacion y supervision del personal se
encuentran descritas las etapas de Induccion, entrenamiento y evaluacion del analista
(Tabla 5.). A partir de la recoleccion de informacion se encontré que los 6 analistas
conocieron las diferentes areas internas del laboratorio de Microbiologia, asi como las
diferentes areas dentro de la empresa con las que trabaja en conjunto el laboratorio como
parte de la Induccién. Sin embargo, a 4 analistas no se les informé detalladamente sus
funciones. Asimismo, en el procedimiento interno, en la parte de entrenamiento, se
sefiala que el analista debera observar a los analistas con experiencia y habilitados
realizando diferentes etapas de los ensayos microbioldgicos. No obstante, se encontrd
sin el visto bueno el casillero de 3 de los analistas en dicha fase del proceso de
habilitacion. Ademas, 4 analistas no pasaron por la etapa de trabajo bajo supervisién
del analista lider, como se sefiala en el procedimiento interno. Y para la etapa de
evaluacion, se encontro que fue realizada para los 6 analistas en proceso de habilitacion.

Tabla 5. Verificacion de etapas del proceso de habilitacion por analista

Analista | Analista | Analista | Analista | Analista | Analista
Etapa Sub-etapa

1 2 3 4 5 6
Induccién | Visitaa todas las areas v 4 v 4 v v
Explicacion del MOF v v F F F F
Observacion v v F F v F

Trabajo bajo

Ent ient supervision del analista v v F

ntrenamiento lider F F F
Tra_1bajo indi.vidual- v v v v v v

independiente
Evaluacion Evaluacion tebrica v v v v v v
Evaluacion practica v v v v v v

Fuente: Elaboracién propia.
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Evaluacion escrita

Los conceptos evaluados para la prueba escrita (Tabla 6.) se describen a continuacion.
Cada una de las etapas respondié a las etapas generales de analisis microbiol6gico de
cada método de ensayo.

Tabla 6. Valoracion del contenido de la evaluacion escrita

Contenido Valoracién
Proceso de preparacion y 4
homogeneizacion de la muestra
Diluyente utilizado y diluciones 1
Temperaturas de incubacion de )
cada etapa
Criterios de aseguramiento de la 3
calidad del método
Control positivo y control negativo 2
Rango contable y/o caracteristicas 4
bioguimicas
Célculo de resultado de una 4
muestra problema

Fuente: Elaboracion propia.

De los 6 analistas solo 3 obtuvieron un puntaje aprobatorio en todas las evaluaciones
(Tabla 7.). Para los analistas que tuvieron puntajes menores a 16 se encontr6 que dichas
evaluaciones correspondian a tipos de ensayos microbioldgicos cuantitativos o
semicuantitativos, mientras que los puntajes mayores se obtuvieron en las pruebas

correspondientes a ensayos cualitativos.
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Tabla 7. Promedios de la evaluacién escrita por analista

Analista Evalue_lci()n Pqn_taje Pqnt_aje
escrita minimo maximo
Analista 1 19+1 18 20
Analista 2 19+1.7 16 20
Analista 3 17+£3.2 13 20
Analista 4 14+23 11 16
Analista 5 19+£1.6 16 20
Analista 6 16+2.1 13 19

Evaluacion practica
Para los ensayos cuantitativos y semicuantitativos, primero se evalué que los resultados
obtenidos de las 10 repeticiones por cada ensayo para el calculo de la precision y la
veracidad tuvieran una distribucion normal. Al tener una distribucion normal, se
procedio a calcular los valores segun lo sefialado en las tablas 1y 2.
Se observd que todos los analistas tuvieron conformidad en relacion con sus valores de
precision y veracidad para los ensayos de Recuento de Aerobios meséfilos, Recuento
de Staphylococcus aureus, Enumeracion de Escherichia coli y Enumeracion de Vibrio
parahaemolyticus (Tabla 8).

Tabla 8. Conformidad de la Precision y Veracidad para analisis Cuantitativos y

Semicuantitativos por analista

Producto Anillas Pasta Aleta
Analista | Precision | Veracidad | Precision | Veracidad | Precision | Veracidad
Analista 1 C C C C C C
Analista 2 C C C C C C
Analista 3 C C C C C C
Analista 4 C C C C C C
Analista 5 C C C C C C
Analista 6 C C C C C C

C: Conforme; NC: No conforme
Fuente: Elaboracién propia.
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Teniendo en consideracion que el procedimiento interno sefiala un criterio de
aceptacion de 100% para los ensayos cualitativos, se encontrd que 3 analistas tuvieron
conformidad en los 3 productos y 3 tipos de valores. Mientras que de los 3 analistas que
tuvieron al menos una evaluacion desaprobatoria, 2 de ellos solo aprobaron en la prueba
de especificidad. Siendo el analista 4 el que presentd la mayor cantidad de evaluaciones
desaprobadas como se observa en la Tabla 9.

Tabla 9. Conformidad de la Exactitud relativa, sensibilidad y especificidad para

analisis Cualitativos por analista

Producto Anillas Pasta Aleta

Analista ER | SN |ES|ER | SN | ES |[ER | SN | ES
Analista 1 C C c|cjcjcjc|c
Analista 2 c| C c|cjcjcjc|c
Analista3 | NC | NC NC|INC| C [NC|INC]| C
Analista4 | NC | NC NC | NC | NC | NC | NC | NC
Analista 5 c| C c|cjcjcjc|c

Analista6 | NC|NC| C [NC|INC| C |[NC|NC]| C
C: Conforme; NC: No conforme; ER: Exactitud relativa; SN: Sensibilidad; ES: Especificidad.

Fuente: Elaboracidn propia.

o000 |0

C. Analisis comparativo

Al aplicar la prueba de Kruskal-Wallis se encontrd que existe una diferencia estadisticamente
significativa entre las medianas de los puntajes de evaluacion escrita de los analistas (p =
0.002 < 0.05).

Como se observa en la Figura 10. los analistas 1, 2 y 5 presentaron puntajes altos y cercanos
a 20, siendo el analista 4 quien presento el puntaje mas bajo. Luego de realizar el anélisis de
Wilcoxon se pudo determinar que no existe una diferencia significativa entre las medianas
de los analistas 1, 2, 3 y 5. Sin embargo, se observa que los puntajes del analista 3 se

encuentran mas dispersos considerando su valor minimo y maximo.
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Figura 10. Comparacion de medianas de los puntajes de evaluacion escrita entre

analistas
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Con relacion al calculo de la veracidad de los resultados obtenidos por los analistas para los
ensayos semicuantitativos de E. coli y Vibrio parahaemolyticus, se encontré que los 6
analistas tuvieron un valor de 100% de veracidad es por ello por lo que no se precisé hacer
una gréfica. Para los ensayos cuantitativos de Recuento de Aerobios mesofilos y Recuento
de Staphylococcus aureus, el analista 1 tuvo una mayor veracidad en relacion con los
analistas 4 y 6, que fueron quienes obtuvieron los valores mas bajos de veracidad (Figura
11.). Sin embargo, se obtuvo valores de veracidad entre 95% y 100%, siendo todo mayores

al criterio minimo de aceptacion de 70%.

29



Figura 11. Comparacion de los valores de veracidad entre analistas para ensayos

Veracidad

cuantitativos. Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (p < 0.05) (n=6)

AMy SA
Kruskal-Wallis, p = 3.4e-05
0.00013
|
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0.023
|
0.0001
|
0.0058 0.0012
| |
1.000+
0.0088
1
0.975
0.9501
Anali'sta 1 Anali'sta 2 Analista 3 Anali.sta 4 Anali'sta 5 Analfsta 6

AM: Aerobios meséfilos, SA: S. aureus
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Para analizar qué tipo de ensayo aport6 a la mayor o menor veracidad de cada analista, se
realizo la prueba entre las 3 repeticiones por cada analista para cada ensayo microbioldgico
(Figura 12. A. y B.) No obstante, se observo que tenian un comportamiento similar para
ambos tipos de ensayo, observandose solo que el analista 1 tuvo una mayor veracidad para

el ensayo de S. aureus (Figura 12. B.) en comparacién con el de Aerobios mesofilos.

Figura 12. Comparacion de los valores de veracidad entre analistas por tipo de

ensayo: A. Recuento de Aerobios mesdfilos B. Recuento de S. aureus
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Para los valores de precision se considera que un valor mas bajo indica una mejor precision.
La precision obtenida por los analistas para los ensayos cuantitativos y semicuantitativos
muestra que los analistas 1y 2 tienen una mejor precision, asimismo el analista 4 muestra ser
el menos preciso. Mientras que los analistas 3 y 5 poseen un valor de precision similar entre

si (Figura 13.).
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Figura 13. Comparacion de los valores de precision entre analistas para ensayos

cuantitativos y semicuantitativo. Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (p < 0.05)

(n=6)
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Asimismo, se analizd las 3 repeticiones para cada uno de los ensayos cuantitativos y
semicuantitativos y la prueba de Kruskal-Wallis sugiere que existe diferencia significativa
entre al menos 2 de los analistas para los ensayos de Aerobios mesofilos (Figura 14. A.), E.
coli (Figura 14. B.) y S. aureus (Figura 14. C.), més no para V. parahaemolyticus (Figura 14.
D.). Sin embargo, los valores de Wilcoxon mostrarian diferencias significativas para la
comparacion entre analistas solo si se considera un nivel de confianza del 90%. Asimismo,
se observa que los analistas tuvieron una mejor precision para los ensayos cuantitativos que

para los ensayos semicuantitativos.
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Figura 14. Comparacion de los valores de precision entre analistas por tipo de ensayo:

A. Aerobios mesofilos B. E. coli C. S. aureus D. V. parahaemolyticus
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En relacion con los ensayos cualitativos, para el ensayo de Deteccion de Salmonella spp. se
observa en la Figura 15. que los analistas 1, 2 y 5 poseen una exactitud relativa, sensibilidad
y especificidad del 100%. EIl analista 4 posee el valor mas bajo de sensibilidad y
especificidad. Asimismo, todos los analistas a excepcion del 4, poseen una especificidad del

100%.

Figura 15. Evaluacion de exactitud relativa, sensibilidad y especificidad para el ensayo

de Deteccion de Salmonella spp.
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Para el segundo ensayo cualitativo de Deteccion de V. cholerae se encontrd que solo el
analista 1 presenta el 100% en los tres parametros, mientras que solo los analistas 2 y 6
presentan 100% para el parametro de especificidad. Siendo el analista 4 el que presenta el
menor valor de especificidad y el analista 6, el menor valor de sensibilidad. Todos los

analistas presentan un valor de sensibilidad < 80% a excepcion del analista 1 (Figura 16.)
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Figura 16. Evaluacion de exactitud relativa, sensibilidad y especificidad para el ensayo
de Deteccion de V. cholerae
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Las variables experiencia laboral y formacion académica se encontrd que no eran variables
independientes. Dentro de la poblacion estudiada se encontré que, de los 6 analistas, 2 tenian
una formacién profesional de Bidlogos con especialidad en Microbiologiay 4 analistas tenian
una formacion de Bi6logos sin ninguna especializacion en particular. Asimismo, 3 de los
analistas, los 2 microbidlogos y un bidlogo tuvieron de 2 a mas afios de experiencia laboral
previa al ingreso a la empresa SL S.A.C.

Los analistas con especializacion en microbiologia presentaron puntajes de su prueba escrita

mas altos que los que tuvieron una formacion de bidlogos en general (Figura 17.).
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Figura 17. Puntajes de evaluacion escrita por tipo de formacion profesional y
experiencia laboral (n=6)

Wilcoxon, p = 0.0023
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En relacion con los valores de precision y veracidad se encontrd que los analistas con una
formacion en microbiologia tuvieron mejores parametros de precisién y veracidad que

aquellos que solo tuvieron una formacion de bidlogos. (Figura 18.).
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Figura 18. Puntajes de precision y veracidad por tipo de formacién profesional y

experiencia laboral (n=6)
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El plan de entrenamiento contempla actividades que deberian tomar un total de 1 — 2 meses
en la ejecucion. Sin embargo, se observa en la Figura 19. que los procesos de habilitacion de
los analistas para productos hidrobiologicos toman mas de lo establecido. Siendo el analista
4 el que tardé méas en su proceso de habilitacion, seguido de los analistas 3 y 6. Asimismo,
los analistas 1 y 2 fueron quienes tuvieron un menor tiempo de proceso de habilitacion,
quienes ademés tuvieron una formacion universitaria en microbiologia y méas afios de
experiencia laboral respecto a los otros analistas.

Figura 19. Tiempo de duracion (meses) del proceso de habilitacion por analista
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- - - -2 Tiempo que deberia tomar el proceso de habilitacion segin Procedimiento Interno.
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D. Andlisis critico del proceso de habilitacion
Mediante la revision del procedimiento interno y los resultados de los analistas, se identifico

los siguientes puntos criticos (Figura 20.):

Figura 20. Identificacion de puntos criticos del proceso de habilitacion

Escasas herramientas de

Capacitacién no individualizada evaluacion
Formacion Autoevaluacion Capacidad de resolucion
B de problemas
académica Necesidades Evaluacion al i .p 1
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Experiencia particulares capacitador >
IabI:)ral evaluador aceptacion
Oportunidades de
mejora del Proceso de
Retroalimentacis Etapas criticas Habilitacién
etroalimentacion por-tipo de
Planificacion método
Jornada QA por tipo de
laboral . i
Analista lider ensayo
Debilidades en el plan de Generalizacion de etapas de
entrenamiento analisis para diferentes tipos de

ensayo microbiolégico

Fuente: Elaboracion propia.

Capacitacion no individualizada
= Formacion académica y experiencia laboral: El anélisis de la poblacion de
trabajo permitio inferir que poseer mas experiencia y tener una especialidad en
Microbiologia significaria tener un mejor desempefio debido a que ambas variables
no fueron independientes en el presente estudio. El tener una especializacion en el
area de Microbiologia permitio una mayor familiarizacion con los términos y
técnicas mientras que a los bidlogos sin especializacion podria tomarles mas tiempo

el periodo de interiorizacion de conceptos y fundamentos.
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Necesidades particulares: Se considerd importante el uso de herramientas para
identificar las necesidades particulares de cada analista antes de iniciar el plan de
capacitacion. En funcion al tipo de formacion profesional recibida y evaluacion de

Su experiencia previa.

Herramientas para la evaluacion

Autoevaluacion: Los analistas que presentaron puntajes bajos en las pruebas
escritas 0 valores bajos en las pruebas estadisticas para la evaluacién préctica
podrian haber sido conscientes de sus debilidades y fortalezas frente a los
conocimientos con una autoevaluacion inicial.

Capacidad de resolucion de problemas: La diferencia entre los puntajes escritos
y evaluacion practica evidencia que durante el escenario real se suscitaron
problemas o situaciones de toma de decisiones por resolver e intervinieron mas
variables durante el analisis. Se considerd importante la evaluacion de la capacidad
de resolucion de problemas del analista para poder analizar y/o tener en
consideracion la autonomia del analista.

Evaluacion al evaluador: La participacion del evaluador significéd una inversién
de tiempo y se consider6 importante afiadir una evaluacion al evaluador para ver si
las herramientas o la comunicacion entre el evaluador y el analista fue significativa
e interiorizada por parte del analista.

Criterios de aceptacion: Los criterios de aceptacion usados se basaron en
herramientas empleadas para la validacién o verificacion de métodos; sin embargo,
para evaluar al analista intervienen mas factores. Asimismo, se refleja en que solo

se tomaron dos tipos de evaluaciones al analista.
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Plan de entrenamiento

Retroalimentacion: No se observd la retroalimentacidn oportuna para poder hacer
del proceso de habilitacion un proceso mas corto y corregir o evaluar oportunamente
las destrezas del analista.
Jornada laboral: El plan de entrenamiento del analista es tan importante como
realizar las actividades de rutina y produccion diaria, debido a que el tiempo
invertido en formar y evaluar al analista generara a corto plazo un analista con las
habilidades requeridas para la emision de resultados. Se observé que el analista
invertia tiempo en actividades para las cuales todavia no estaba totalmente
entrenado.
Planificacién: Se considerd que existen dos posibles motivos de retraso en el
proceso de entrenamiento del analista:
a. Complejidad de los métodos, teniendo que repetirse la toma de evaluaciones para
conseguir la aprobacion.
b. Falta de tiempo para dar inicio o culminar etapas de entrenamiento o evaluacion
completas por ingreso de altas cantidades de muestra y trabajo de rutina.
Analista lider: Se observé que el analista lider concentraba todas las actividades
del proceso de habilitacion del personal, haciéndose también imprescindible su
presencia o participacion para que continle el proceso de habilitacién, dejando de

lado el potencial de los analistas que también cuentan con experiencia.
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Particularidad de cada tipo de ensayo microbioldgico

Las etapas de cada tipo de andlisis microbioldgico se pueden agrupar de forma general como
se observa en la Figura 21. Se puede observar que la mayor cantidad de aciertos se encuentra
en los ensayos cualitativos y el de Aerobios meséfilos. La etapa de QA o Quality Assessment
esta relacionada con el conocimiento y puesta en practica de todos los controles para el
aseguramiento de la calidad que se requiere por cada tipo de ensayo microbiolégico. Para la
cual se observé una menor cantidad de aciertos en los ensayos semicuantitativos y el de V.
cholerae.

Las etapas de incubacion y controles consisten en el conocimiento tedrico de la temperatura
ideal para el crecimiento 6ptimo de cada microorganismo y los controles positivos y
negativos, respectivamente, y represent6 un nivel aceptable de aciertos entre analistas.

Las etapas que alcanzaron niveles mas bajos en todos los tipos de ensayo fueron las de
“Lectura” y “Problema”. La primera corresponde a la interpretacion de los resultados
obtenidos, la identificacion de colonias tipicas o atipicas, segin la morfologia, tamafio y
caracteristicas descritas por el método y la segunda etapa mencionada consiste en la
capacidad de realizar célculos o confirmaciones bioguimicas a partir de los resultados

observados.
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Figura 21. Evaluacion de los analistas en funcion a las etapas del andlisis por tipo de

ensayo
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AM: Aerobios mesofilos; SA: S. aureus; EC: E. coli; VP: V. parahaemolyticus; VC: V. cholerae; SS:

Salmonella spp.
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VI. DISCUSION

Proceso de habilitacion del analista

La norma ISO/IEC 17025:2017 determina lo lineamientos bajo los cuales debe trabajar un
laboratorio de ensayo acreditado. La norma; sin embargo, no sefiala la forma en la que dichos
requerimientos deben ser llevados a cabo, siendo la empresa la que implementa
procedimientos que posteriormente son auditados y deberdn cumplir con las exigencias de la
norma (ISO, 2017). Mediante la revision del procedimiento interno se identificd que no se
especificaba un inciso que considerd la formacion del analista con relacion a la mejora
continua. El involucrar a los analistas en la mejora continua implica enfatizar en la
importancia de no trabajar solo para el cumplimiento de los objetivos de produccién de rutina
sino también evaluando los procesos constantemente para evidenciar oportunidades de
mejora (Catini et al. 2015). El analista conforme va adquiriendo mas experiencia se encuentra
en la capacidad de participar de forma activa en la mejora de los procesos (Cisneros & Ruiz,
2012) y es importante que ello sea difundido en la etapa de entrenamiento.

Acerca del inciso relacionado con las condiciones ambientales, el laboratorio cuenta con un
procedimiento y registro para mantener los limites maximos permitidos de carga microbiana
en superficies (SIR < 0.1 UFC/cm?) y de la calidad microbiana del aire (Exposicion de placa
< 15 UFC/Placa/15”) en los cubiles de analisis; mediante las técnicas microbioldgicas de
exposicion de placas e hisopado. El no tener la indicacion desde el inicio, de revisar las
condiciones antes de trabajar podria no permitirle ser consciente de interpretar bien los
resultados del andlisis o plantear alternativas de solucion para un trabajo sin riesgo de

contaminacion (Pullés et al. 2006).
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Evaluacion del analista y andlisis comparativo

La comunicacion de las actividades correspondientes al analista es una herramienta que le
permite comprometerse y responsabilizarse por los resultados y objetivos de sus labores.
Asimismo, el trabajo bajo supervision se considera importante porque permite realizar una
retroalimentacion en el momento de la ejecucién del ensayo microbiol6gico por parte del
analista para corregir o mejorar alguna préctica (Moréan, 2016).

La diferencia encontrada entre los resultados de los dos tipos de evaluaciones, siendo mejor
el puntaje obtenido en evaluacion escrita para los ensayos cualitativos y en la parte préctica
para los ensayos cuantitativos y semicuantitativos, puede explicarse en que para las pruebas
escritas no se le permitié al analista revisar ningin material de referencia, como diagramas
operativos o el método estandarizado (POS-N°080, SL S.A.C.). Para determinar la ausencia
0 presencia de un microorganismo en ensayos cualitativos se debe reconocer determinadas
caracteristicas metabdlicas y fenotipicas evidenciadas en diferentes medios de cultivo
selectivos (ISO 6579, 2020; FDA, 2004). Informacién que pudo ser memorizada para la
prueba escrita, mientras que al realizar tipos de ensayo cuantitativos y semicuantitativos se
requiere tener conocimientos de la férmula a aplicar, de los rangos de valores contables (1ISO
7218, 2007) valores estimados y recuentos con confirmacion, asi como también la conversién
de los resultados teniendo en consideracion la dilucion para valores de nimero mas probable.
Mientras que para el analisis microbioldgico de las muestras inoculadas, se hizo énfasis en
evaluar el resultado final en UFC/g permitiéndole al analista usar las herramientas necesarias
para llegar a dicho resultado. Asimismo, al tener un amplio criterio de aceptacidn se permite
disminuir la probabilidad de resultados no conformes de precision y veracidad a causa del

error en los conteos, propios del crecimiento y desarrollo bacteriano (Martinez, 2016).
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También se considera que al poseer un mismo indculo todas las 10 repeticiones de cada
muestra para los ensayos cuantitativos y semicuantitativos, el analista puede subestimar la
variacion entre los resultados de las repeticiones (Berg, 1994), en funcion al valor mas
frecuente que obtenga. Asimismo, para ensayos cuantitativos solo se inocula el
microorganismo diana, evitando asi la contaminacion cruzada que pueda existir con otros
microorganismos no diana. Sin embargo, también existen los microorganismos del ambiente
y es necesario realizar los controles para el aseguramiento de la calidad (Bolton, 1998).

Por otra parte, para los ensayos cualitativos existe mayor probabilidad de contaminacion
cruzada debido que se usan caldos de pre-enriquecimiento al inicio y no de enriquecimiento
selectivo (Rasschaert, 2016). Asimismo, es necesario una correcta homogeneizacion de la
muestra para poder recuperar la carga bacteriana esperada (ISO 7218, 2007). Dichas
variables podrian explicar los bajos de especificidad y sensibilidad, respectivamente (Camar6
et al. 2013).

Este contexto refleja la diferencia entre conocer los fundamentos teoricos del
comportamiento de los microorganismos o las rutas metabolicas de los mismos y las
destrezas para realizar los ensayos. En un estudio realizado acerca del desempefio de analistas
se hizo énfasis en la diferencia entre performance, que incluye la realizacion del ensayo en
un escenario practico y competence que considera que el tener competencias o herramientas
no se refleja necesariamente en ser competente mas alla de un escenario teérico (Moran,
2016).

La variacion en los puntajes de la prueba tedrica, precision, veracidad, exactitud relativa,
sensibilidad y especificidad entre analistas puede deberse a méas de una variable, es por eso

que actualmente, se sugiere el uso de mas herramientas para entrenamiento y evaluacién del
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desempefio de los analistas como autoevaluaciones, la valoracion por otros comparieros de
trabajo, observacion directa de la mano con una retroalimentacion y el uso de listas de
verificacion con comentarios incluyendo una valoracion (Moran, 2016).

Los criterios para la aceptacion para la precision de S. aureus y Aerobios mesofilos se
encuentran descritos en las normas correspondientes 1SO 6888 (1SO, 2021) e ISO 4833 (1SO,
2014), respectivamente acorde a sus limites de repetibilidad. Asimismo, con los ensayos de
E. coli y V. parahaemolyticus se encuentran los criterios de veracidad considerando los
limites de repetibilidad bajo el intervalo de confianza al 95%, en la tabla de equivalencia de
NMP y FDA, respectivamente. En relacion con los ensayos cualitativos, el criterio de
aceptacion del laboratorio es 100%; sin embargo, existen analistas que no logran cumplir con
los valores esperados y ello puede explicarse también en la complejidad de cada tipo de
analisis. Los criterios anteriormente mencionados son tomados para la verificacion o
validacion de métodos de ensayo (Riquelme, 2015). Asimismo, para el criterio de aceptacion
de ensayos cuantitativos se encontré que puede ser incluso mayor a 90% y para los
cualitativos se mantiene en 100% (Martinez, 2016).

Existen también otras formas de poder habilitar o evaluar la competencia técnica del personal
y es realizando pruebas Interlaboratorio y comparando los Z-score, asi como también
realizando la comparacidn entre analistas y no solo con muestras con un inéculo de referencia

(SADCAS, 2018).
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Analisis critico
La planificacién de las actividades dentro del proceso de habilitacion del analista que
incluyen la induccidn, entrenamiento y evaluacion permiten que a corto plazo se pueda contar
con un analista competente y con ello, una mayor productividad para la empresa (Mohsin,
2015). Asimismo, un analista con formacion profesional relacionada a microbiologia tiene
mas habilidades o conocimientos para poder adaptarse a los requerimientos de trabajo de
analisis microbioldgico de alimentos (Feldman, 2009).
Es importante considerar también que el analisis microbiol6gico propiamente dicho no es el
Unico proceso que requiere de entrenamiento y evaluacion.
Se pueden diferenciar 3 etapas dentro de cualquier proceso, a) etapa previa b) durante y c)
posterior (Shaltout, 2019). En este sentido, se identificd que el analisis microbioldgico
requiere del cumplimiento de las siguientes etapas.
1. Condiciones previas al analisis microbiolégico:
a. Verificacion de condiciones ambientales.
b. Esterilizacion de materiales y medios de cultivo.
c. Manejo de cepas de referencia.
d. Manejo de equipos e instrumentos.
e. Esterilizacion y desinfeccion del cubil para analisis.
f. Seleccion y preparacion de materiales a emplear durante el analisis.
g. Descongelamiento y tratamiento de la muestra.
En esta primera etapa, se puede incluir como herramienta para la evaluacion, la
observacién directa de la realizacion de la actividad y del llenado de los registros

correspondientes (Moran, 2016).
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2. Analisis microbioldgico:
a. Trabajo del analista bajo las Buenas Practicas de Laboratorio.
b. Desinfeccion de la superficie de la muestra.
c. Eleccién de los medios de cultivo y pesado de cantidad correcta para la
homogeneizacion de la muestra.
d. Eleccion del homogeneizador adecuado.
e. Rotulo adecuado de las placas, tubos y botellas a incubar.
f. Realizacion de una cantidad de diluciones pertinentes.
g. Eleccién de la temperatura correcta de incubacion.
h. Realizacion de los controles o repeticiones acorde al aseguramiento de la calidad
por cada método.
En esta segunda etapa, la evaluacién mas apropiada puede ser realizada tanto por el
analista lider como por un segundo analista con experiencia (Moran, 2016), mediante
una lista de cotejo siguiendo los pasos de los métodos normalizados. Asimismo,
incluyendo la evaluacién de los resultados finales del analisis como las pruebas antes
mencionadas (Tabla 1., 2. y 3.).
3. Etapas posteriores al analisis microbiologico:
a. Esterilizacion y desinfeccidn del cubil, equipos y superficies para el analisis de
las siguientes muestras.
b. Pasajes microbioldgicos para confirmacion bioquimica.
c. Lectura de resultados en los tiempos oportunos.

d. Interpretacion de los resultados obtenidos, intermedios y finales.
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En esta ultima parte una discusion de los resultados permite despejar las dudas del
analista respecto a la interpretacion de resultados y permite incluir en el anélisis los
resultados del aseguramiento de la calidad del método para entregar resultados con

valores confiables (Farrell et al. 2014).

Asimismo, se identificaron puntos criticos en la ejecucion de cada ensayo, los cuales se basan
en las etapas de los métodos normalizados.
Siendo asi para aerobios mesofilos las etapas mas criticas las siguientes:
v"Inéculo/diluciones: debido a que el realizar la mezcla la cantidad de veces
sefialada en el método garantiza que pueda encontrarse una distribucion
homogénea para el recuento en placa al momento de realizar la lectura y no
subestimar los recuentos por encontrar crecimientos agrupados de colonias. En
este sentido, también es importante realizar la cantidad de diluciones requeridas
0 apropiadas para poder encontrar placas con recuentos dentro del rango
contable y tener una mejor estimacion de la cantidad de aerobios presentes en
esa porcion de muestra.
v' Lectura: el crecimiento de aerobios mesofilos incluye mas de una sola y estricta
morfologia de colonias, teniendo asi que considerar contar con la experiencia u
orientacion adecuada del analista para que realice el recuento correcto (Cajas,

2021).
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Para Staphylococcus aureus se cuenta con el siguiente analisis:

v' Preparacién de medios de cultivo: en esta etapa es importante incluir los
reactivos (yema de huevo y telurito de potasio) necesarios para poder brindar
las condiciones de crecimiento adecuado a las colonias y que puedan evidenciar
su crecimiento caracteristico (Campos, 2013).

v Confirmacion bioquimica: debido a que la prueba de coagulasa es determinante,
es importante que se realicen los controles positivos y negativos
correspondientes para observar la correcta formacion del coagulo asociado a la
presencia del patdgeno en la porcion de muestra evaluada.

En relacion a los ensayos semicuantitativos, es importante considerar el correcto uso de las
tablas de equivalencia en NMP/g y la seleccion correcta de las diluciones que seran incluidas
para dar la lectura final (ISO 7218, 2007; FDA, 2004).

Y para los ensayos cualitativos, se considerd que para Salmonella spp. el correcto rétulo es
importante debido a que se trabaja con una cantidad de 3 tubos de enriquecimiento selectivo,
siendo este paso en el que se puede llevar a cabo una contaminacion cruzada; mientras que
para Vibrio cholerae se considera importante el primer pasaje a agar selectivo, teniendo en
cuenta que el microrganismo diana se recupera de la superficie de la botella que contiene la
mezcla de la muestra y el caldo de pre-enriquecimiento posterior a la incubacion (Rasschaert,

2016).
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VII.

CONCLUSIONES

1. De acuerdo con los resultados obtenidos de la verificacion del Plan Interno de

Capacitacion del Personal se identifico que se cumplio con 7 de los 9 incisos de la
ISO/IEC 17025:2017 correspondientes al rol del analista en laboratorios de ensayo.
Se discuti6 sobre los incisos relacionados al mejoramiento continuo vy
aseguramiento de la calidad y se concluy6 que es importante involucrar al analista
desde la etapa de entrenamiento con dichos conceptos.

Se encontrd diferencias significativas entre el desempefio de los analistas.

Los analistas que tuvieron una formacion en microbiologia y més 12 meses de
experiencia laboral tuvieron un mejor desempefio en el proceso de evaluacion.

Los puntajes de la evaluacion escrita no reflejaron los resultados de la destreza
practica.

Los analistas tuvieron un proceso de habilitacion mayor al establecido por el
procedimiento interno (> 2 meses).

Los ensayos cuantitativos y semicuantitativos representaron una mayor complejidad
a nivel de evaluacion escrita.

Los ensayos cualitativos representaron una mayor complejidad a nivel de evaluacion
practica.

Se identificaron oportunidades de mejora en el proceso de habilitacion.

El proceso de entrenamiento no contemplaba la individualizacién de la experiencia
previa del analista.

El proceso de habilitacion solo incluye dos tipos de evaluacion, escrita y practica y

la practica solo mide resultados finales del ensayo microbioldgico.
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Se evidenci6 la falta de una herramienta de organizacién de las actividades del
proceso de habilitacion.
Cada etapa del analisis microbioldgico tuvo un grado de complejidad diferente por

cada tipo de ensayo.

VIill. RECOMENDACIONES

1. Incluir una evaluacion diagndstica en la Etapa de Induccion del analista para dirigir
de forma maés individual el Plan de Entrenamiento.

2. Reestructurar el Plan de Entrenamiento con las observaciones realizadas en el
presente trabajo y esclarecer dentro del Plan de Entrenamiento cuales son
especificamente las actividades correspondientes a Trabajo bajo Supervision.

3. Incluir la participacion de los analistas ya habilitados y con experiencia en la
evaluacion de los analistas en proceso de habilitacion.

4. Elaborar un Diagrama de Gantt que permita visualizar los tiempos de cumplimiento
de cada objetivo del proceso de habilitacion del personal.

5. Realizar la evaluacion diferenciando al detalle las etapas previas y posteriores al

ensayo microbiologico.
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6. Recomendacion a la carrera de biologia
La actividad pesquera de extraccion de pota o calamar gigante representa una fuente
de ingresos al pais, desde la comercializacion como materia prima hasta la conversion
en diferentes productos en plantas procesadoras. Para la exportacion de dichos
productos es necesario realizar un control de calidad y una evaluacion de la inocuidad
alimentaria. En ese sentido, se recomienda reforzar en el curso de microbiologia los
conceptos o herramientas relacionadas con:

El Codex Alimentario.

- Normativa asociada a la Resolucién ministerial N°591 y el Manual de
Indicadores Microbioldgicos de SANIPES.

- Métodos normalizados para el analisis microbiol6gico de alimentos y la
importancia de cada etapa dentro de los procedimientos para las normas 1SO,
FDA, NTP, ICMSF o APHA.

- Entidades que intervienen en el control sanitario de productos pesqueros:
INACAL y SANIPES y sus requerimientos y formas de evaluar las buenas
practicas de laboratorio y la competencia técnica para hacer frente a auditorias

en el plano laboral futuro.
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X.  ANEXOS

Anexo 1. Tabla de microorganismos indicadores de inocuidad alimentaria para productos

congelados de pota

Tabla N° 05 - Planes de muestreo para Analisis microbiologicos

Plan de

fa s on
— I MICROORGANISMOS Evaluacién Limites
[-Especlel Grupo ]c““?g“" 1 c m M
CRITERIOS DE HIGIENE DE LOS PROCESOS
1 Aerobios 1 5 | 3 | 5x109UFClg g
mesofilos (30 °C) UFC/g
Productos  hidrobiologicos 10 UFC/g U;((‘.;
crudos (frescos, refrigerados, 4 5 3 ‘ 'q |
congelados, salpresos 0| gecherichia coli 1 NMP/g 10NMP/g
ahumados en frio}) vy = . T
6 | precocidos (no destinados a Sliphiaco 7 5 2 10 UFC/g FC/
‘ aureus UFC/g
consumo directo). Pescado,
. Ausencia /25 -
gg‘;::rcg;odos Cefalopodos; Salmonella spp ?0 & 0 i g
Equinodermos Vibrio cholerae ! 10 5 0 Ausencia /25 g -
Vibrio <3 NMP/ g
parahaemolyticus 1 . g 9 1

Extraido del Manual de Indicadores de SANIPES (SANIPES, 2016)

Anexo 2. Requisitos para exportacion de productos hidrobiol6gicos TUPA 30

TEXTO UNICO DE PROCEDIMIENTOS ADMINISTRATIVOS (TUPA)

Aprobado por Decreto Supremo N 025-2015-PRODUCE Publicado el 16 de diciembre del 2015

» TUPA 30

CERTIFICADO OFICIAL SANITARIO PARA PRODUCTOS PESQUEROS Y ACUICOLAS CON FINES DE EXPORTACION

(o0l (V/ (oA 0B Medidas de simplificacion administrativa

Requisitos para el tramite

1. Solicitud Unica de Comercio Exterior (SUCE)

2. Acta de inspeccion y muestreo sanitaric del lote, emitido por una Entidad de Apoyo al SANIPES

3. Infarme de Ensayo del lote, emitido por una Entidad de Apoyo al SANIPES.

4. Lista de embargue {Packing list) o control de saldes.

5. Etiqueta original del producto. ()

6. Pago por derecho de tramite.

Extraido de la pagina de Tramites de SANIPES, 2021.
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Anexo 3. Procedimiento de Entrenamiento y Capacitacion del Personal de la empresa SL

S.A.C. 2018-2021

1 ‘ Buenas précticas de laboratorio
A Normas de trabajo en laboratorio
B Equipos de proteccidn personal
2 Materiales para método

Cepas de referencia para metodo
B Medios de cultivo y reactivo
3 ‘ Equipos para método

Verificacion de temperatura de equipos

4 ‘ Tratamiento de la muestra

A Descongelamiento de la muestra

B Homogeneizacion de la muestra

5 Meétodo de ensayo

A Aspectos generales del método de ensayo
B Diagrama operativo del método

C Fundamento biol6gico del método

D Procedimiento del método

E Célculos e interpretacion de resultados
6 ‘ Control de la calidad

A Controles de calidad del método

7 ‘ Software de reporte

A Reporte de resultados en el software

Extraido del Procedimiento Interno de Habilitacion y supervision del analista POS-N°080.
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