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“Decenio de la lgualdad de Oportunidades para Mujeres y Hombres”
“Afio de |la Universalizacion de |a Salud”

Introduccién

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

Las Pruebas Interlaboratorios son una herramienta técnica necesaria para implementar un sistema
de monitoreo con el fin de vigilar el cumplimiento de los esténdares de calidad en los ensayos que se
ejecutan en las Entidades de Ensayo, fortaleciendo el rol del SANIPES y brindando confianza a los
consumidores del mercado nacional o extranjero, asl como a las autoridades sanitarias extranjeras.

El SANIPES, continuando con su programa de Interlaboratorios, organizd la prueba Deteccion de
Vibrio cholerae, ensayo usado en la Certificacion Oficial Sanitaria del sector pesquero y acuicola y en
algunos requisitos sanitarios de productos hidrobiolégicos.

Vibrio cholerae es nativo de ambientes acuaticos salobres en areas tropicales, subtropicales y
templadas en todo el mundo, estableciendo méas de doscientos serogrupes O para este Vibrio, siendo
las cepas que pertenecen a los serotipos O1 y 0139 generalmente las que poseen el gen cix y
producen la toxina del colera (CT) y son responsables de las epidemias de célera, sin embargo
algunas cepas pertenecientes a serogrupos O distintos a los 01 y 0139 (denominados no-01/no-
0139) relaciona con el consumo de alimentos de origen marino, especiaimente mariscos bivalvos
crudos, provocan infecciones en humanos, mostrando varias presentaciones clinicas; la mas
frecuente corresponde a un cuadro de gastroenteritis aguda con diferentes grados de gravedad.

Para el desarrollo del interlaboratorio de Vibrio cholerae se emplearon cepas de interés tales como
Vibrio choleras NCTC 8021 y Vibrio cholerae No O1 / No 0139 CNSP-INS. Este interlaboratorio fue
realizado en cumplimiento a los requisitos de la norma ISO/IEC 17043:2010 “Evaluacién de la
conformidad - Requisitos generales para los ensayos de aptitud” y la NTP ISO/IEC 17025:2006
“Requisitos generales para la competencia de laboratorios de ensayo y calibracién”. El disefio
estadlstico se realizd en el marco de la ISO 13528:2015 (Pruebas de Homogeneidad y Estabilidad)
“Métodos estadisticos para su uso en pruebas de competencia por comparacién entre laboratorios.
El personal encargado del proceso interlaboratorios, es personal calificado, el cual asegurd la
imparcialidad y objetividad en la obtencién de los resultados. Los items de ensayo pueden contener
diversos analitos no habituales con el fin de dar la oportunidad a los participantes de obtener una
mayor experiencia.
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Los disefios estadisticos estuvieron basados en las hipotesis, los errores, Ia naturaleza de datos v el
nimero esperado de resultados. Los criterios de aceptacién establecidos en la evaluacion de la
calidad del ensayo interlaboratorio aseguraron que cada participante reciba items de ensayo
comparables y estables durante el desarrollo del interlaboratorio.

El presente informe detalla la informacion sobre los resultados de los laboratorios participantes, la
evaluacion de los datos y su desempefio en el Interlaboratorio para la Deteccién de Vibrio choleras,
desarrollado por la Coordinacién de Ensayos de Aptitud de SANIPES en referencia de la ISO/IEC
17043:2010.

2. Declaracion de Confidencialidad

Los participantes del ensayo interlaboratorio “Deteccion de Vibrio cholerag”, recibieron un codigo para
su identificacién, el cual es de conocimiento Unicamente de las personas involucradas en la ejecucion
del interlaboratorio, de conformidad a la politica del SANIPES de mantener la confidencialidad en los
resultados obtenidos, en marco del cumplimiento de la norma ISO/IEC 17043:2010.

Los resultados del ensayo interlaboratorio seran comunicados a los participantes mediante correo
electronico u oficio. Si los resultados fueran no satisfactorios y/o cuestionables, se informara al
participante, y se procederd a una posterior comunicacién al drea de Auditorias Sanitarias para que
se realice el seguimiento segun los procedimientos competentes vigentes.

Para efectos de este interlaboratorio se realizara otra ronda para los laboratorios que hayan obtenidos
resultados no satisfactorios y/o cuestionables, esperando que se hayan identificado y corregido las
causales.

3. Procedimiento

La informacién sobre el disefio del Ensayo de Aptitud “Deteccién de Vibrio cholerae”, se encuentra
detallado en el Anexo 01

4, Items de ensayo
4.1. Preparacién de los items de ensayo
Los items de ensayo de este interlaboratorio fueron preparados por la Coordinacién de Ensayos
de Aptitud de SANIPES, en condiciones controladas, usando equipos calibrados, material de

referencia certificado y materia prima seleccionada para la preparacion de las matrices.

Matriz
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Se distribuyé 20 gramos de pescado congelado (‘Perico”: Coryphaena hippurus) en bolsas
estériles debidamente selladas en condiciones asépticas. Se verifico previamente a la
distribucién, que el mecanismo de sellado prevenga la contaminacion y que la matriz no contenga
los microorganismos de interés de esta ronda.

Material Liofilizado

Para la preparacién del item de ensayo se utilizaron como microorganismos de interés con Lote
02 de fecha 2020/01/18, cultivos liofilizados de Vibrio cholerae NCTC 8021, Vibrio cholerae No
01/ No 0139 CNSP-INS y Vibrio alginolyticus CNSP-INS, para su conservacion y distribucion.

Homogeneidad

De cada lote preparado se seleccionaron aleatoriamente 10 items de ensayo y se analizaron por
duplicado segun lo recomendado por la norma I1SO 13528: 2015.

Para validar la homogeneidad del item de ensayo se determind la presencia y ausencia del
microrganismo inoculado mediante el método FAO 4 Rev. 1. CHAPTER 6. PAG. 57-61. 1992
Vibrio choleras.

Para el analisis de homogeneidad, se utilizé [tems de ensayos seleccionados al azar del lote
preparado y considerado homogéneo cuando presentaron el 100 % de resultados previstos,
conforme a su preparacion (Tabla N°08: Férmula para calcular % coincidencia).

El resultado de los analisis de homogeneidad, con su validacion estadistica se presentan en las
Tablas N° 01 y Tabla N® 02, demostrandose que los items de ensayo presentaron una
homogeneidad apropiada para ser utilizados en la prueba interlaboratorio.

4.21 Homogensidad de la muestra Vibrio cholerae No 01/ No 0139 CNSP-INS
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Tabla N°01. Resultados de la homogeneidad de la muestra (Presencia/Ausencia)

“Decenio de la Igualdad de Opartunidades para Mujeres y Hombres”
“Afio de la Universalizacion de la Salud”

Vibrio cholerae No 01/ No 0138 CNSP-INS
NE de liemis d6 eresye Resultado 1 . Resultado 2
Presencia | Ausencia | Presencia| Ausencia
R1 Presencia - Presencia -
R2 Presencia - Presencia -
R3 Presencia “ Presencia -
R4 Presencia - Presencia -
R5 Presencia - Presencia -
R6 Presencia - Presencia -
R7 Presencia < Presencia -
R8 Presencia i Presencia -
R9 Presencia - Presencia -
R10 Presencia - Presencia -

R = Replica del items de ensayo

Resultado obtenido: 100% de las muestras presencia de Vibrio cholerae No Q1 / No 0139
CNSP-INS.
Homogeneidad: Aprobada

4.2.2 Homogeneidad de la muestra Vibrio cholerae NCTC 8021

Tabla N°02. Resultados de la homogeneidad de la muestra (Presencia/Ausencia)

Vibrio cholerae NCTC 8021
N.° e lterris de ensayo Resultado 1 Resultado 2
: Presencia | Ausencia | Presencia | Ausencia
R1 Presencia - Presencia -
R2 Presencia - Presencia -
R3 Presencia - Presencia -
R4 Presencia - Presencia -
R5 Presencia - Presencia -
RE Presencia - Presencia -
R7 Presencia - Presencia -
R8& Presencia - Presencia -
RS9 Presencia - Presencia -
R10 Presencia - Presencia -

R = Replica del items de ensayo

Resultado obtenido:
Homogeneidad:

100% de las muestras presencia de Vibrio cholerae NCTC 8021
Apraobada
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4.3. Estabilidad

Los estudios de estabilidad de los items de ensayo enviados fueron desarrollados con la
metodologia FAC 4 Rev. 1. CHAPTER 6. PAG. 57-61. 1992 “Deteccion de Vibrio choleras”,
durante el periodo establecido, a fin de asegurar que los items de ensayo preparados no sufran
alteraciones, garantizando su estabilidad durante este periodo.

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

Al respecto, se debe indicar que el lote de material se considera estable cuando el 100% de los
items de ensayo presentan los resultados previstos segun la preparacion (Tabla N°06: Formula
para calcular % coincidencia).

Los resultados de andlisis de estabilidad presentados en las Tablas N°03 y Tabla N°04,
demuestran que los items de ensayo son lo suficientemente estables para el propasito de este

interlaboratorio.

4.31 Resultados de la prueba de estabilidad de la muestra

Tabla N°03. Resultados de la estabilidad de la muestra (Vibrio cholerae No 01/ No 0139 CNSP-

INS)
Vibrio cholerae No Q1 / No 0139 CNSP-INS
Tiempo Ra_sultado 1 _ Resultado 2 _
Presencia Ausencia | Presencia | Ausencia
2020/01/20 Presencia - Presencia -
2020/01/27 Presencia - Presencia -
2020/01/30 Presencia B Presencia -

Resultado obtenido: 100% de las muestras presencia de Vibrio cholerae No 01/
No 0138 CNSP-INS.

Estabilidad: Aprobada
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Tabla N°04, Resultados de la estabilidad de la muestra (Vibrio cholerae NCTC 8021)

Vibrio cholerae NCTC 8021

N° de Lote de liofilizado: 01

Tiemia Resultado 1 _ Resultado 2 _
Presencia Ausencia | Presencia | Ausencia
2020/01/20 Presencia - Presencia -
2020/01/27 Presencia = Presencia -
2020/01/30 Presencia - Presencia -

Resultado obtenido:
Estabilidad:

100% de las muestras presencia de Vibrio cholerae NCTC 8021

Aprobada

4.4. Distribucion y Transporte

Para la deteccion de Vibrio choleras, cada laboratorio participante recibié 3 bolsas conteniendo
20 g de matriz pescado congelado (c/u) y 3 viales con Liofilizado para la fortificacién de la matriz,
ambos sellados e identificados con etiquetas impermeables.

Los laboratorios participantes fueron codificados segun los Codigos: S-003, S-010 y S-011

El material fue acondicionado en cajas térmicas con geles refrigerantes para mantener la
temperatura hasta la llegada a los laboratorios. Los items de ensayo del presente interlaboratorio
fueron recogidos por los participantes en las instalaciones del SANIPES - Sede Callao, el 20 de
enero del 2020, las instrucciones del interlaboratorio fueron entregadas junto con los items de

ensayo.

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

4.5. Contenido de los items de ensayo o resultados esperados

Tabla N°05. Resultados esperados

Cddigo de los items Resultado ;
Microorganismos de Interés
de ensayo esperado
M-1 T Vibrio cholerae No O1 / No 0139
CNSP-INS
M-2 Ausencia Vibrio alginolyticus CNSP-INS
M-3 Presencia Vibrio cholerae NCTC 8021
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5. Anaélisis Estadistico
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El objetivo del tratamiento estadistico es obtener un resultado simple y transparente, de facil
comprensién para los laboratorios participantes; la evaluacién cualitativa se realiza en base al reporte
de falsos positivos, falsos negativos o resultados correctos.

Criterios y Evaluacién del desempefio

Para el analisis estadistico de la prueba interlaboratorio cualitativa (presencia/ausencia) de Vibro
cholerae, se calculd el porcentaje de coincidencia (Tabla N°08). Un resultado es clasificado como
satisfactorio si el porcentaje de coincidencia es igual a 100 %; no permitiendo resultados falsos
positivos o falsos negativos.

Tabla N°06. Céalculo de porcentaje de coincidencia

Resultado reportado

Resultado esperado

Presencia Ausencia
Presencla Verdadero positivo (VP) Falso Positive (FF)
Ausencia Falgo negativo (FN) Verdadero Negativo (VN)

8. Resultados

Los resultados

de

% Coincidencia= VYN+VP x100
VP+FP+FN+VN
los participantes  fueron  reportados

a través

del

correg

interlaboratorios@sanipes.gob.pe, teniendo como fecha maxima de recepcion el 30 de enero de 2020,
estos se presentan en la Tabla N°07 y tabla N°08

Tabla N°07. Resultados cuslitativos individuales de los participantes de Deteccion de Vibrio cholerae,

en matriz pescado congelado para todos los participantes.

Cédigode | item de T :::If't::'!ﬂz Resultado del | Desempefio (% | EVALUACION
participante | ensayo ; participante coincidencia) | CUALITATIVA
esperado
M-1 Presencia Presencia
Deteccidn de Vibrio cholerae . i
S5-003 M-2 EDA/BAM On Line. Ausencia Ausencia 100 Satisfactorio
M-3 Presencia Presencia
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M-1

S-010 M-2

M-3

Detection de Vibrio cholerae.
150 21872-1. First Edition
2017. Microbiology of the

food chain - Horizontal

method for the determination

of Vibrio spp. - Part 1:

Detection of patentially
enteropathogenic Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio

cholerae and Vibrio

vulnificus (Excepto items
955,956 957y9.58)

Presencia

Presencia

Ausencia

Ausencia

Presencia

Presencia

100 Satisfactorio

M-1

5-011 M-2

M-3

Vibrio Cholerae: BAM online
FDA/CFSAN, Cap. 9 A-B 1-
5¢, excepto el uso del
antisuero 0139, 8th Edition
Revision A, 1998 Reescrito y
revisado Mayo 2004

Presencia

Presencia

Ausencia

Ausencia

Presencia

Presencia

100 Satisfactorio

Resultado obtenido:

Prueba de deteccién:;

3/3 participantes con una coincidencia del 100%, en la

prueba en Deteccién de Vibrio cholerae.,

Tabla N°08. Resumen de resultados

100 % Satisfactorio

Resultados Resultados Resultados Porcentaje de
Prueba L ;
reportados correctos errados coincidencia
Deteccion de
G 9 09
Vibrio cholerae. ? ¢ 003

7. Comentarios

Participaron 3 laboratorios autorizados como Entidades de Apoyo de SANIPES, acreditados en la
Norma NTP ISO/IEC 17025:20068 o NTP ISO/IEC 17025:2017, los cuales utilizaron los siguientes
métodos: Deteccién de Vibrio cholerae FDA/BAM On Line; Detection de Vibrio cholerae. 1SO 21872-
1. First Edition 2017. Microbiology of the food chain - Horizontal method for the determination of Vibrio
spp. - Part 1: Detection of potentially enteropathogenic Vibrio parahaemalyticus, Vibrio cholerae and
Vibrio vulnificus (Excepto items 9.5.5, 9.5.6, 9.5.7 y 9.5.8); Vibrio Cholerae: BAM online FDA/CFSAN,
Cap. 9 A-B 1-5¢, excepto el uso del antisuero 0139, 8th Edition Revisién A, 1998 Reescrito y revisado

Mayo 2004.
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De los resultados reportados por los |aboratorios participantes, obtuvieron un rendimiento satisfactorio
3/3 (100.0%), en el interlaboratorio para la Deteccién de Vibrio cholerae 2020 - 1.

Esta prueba interlaboratorio para efectos de auditorias sanitarias no reemplaza los ensayos de aptitud
que debe realizar el participante en cumplimiento de las directrices de su ente acreditador.

8. Anexo

Anexo 1

Disefio del Ensayo de Aptitud “Deteccion de Vibrio cholerae”

CEA-SANIPES

[ 1. Preparacion de los ltems ]

_ de ensayos
_ : 2 x. LABORATORIOS
[ Homogeneidad }—[ Estabilidad ’ PARTICIPANTES
" 2. Distribucin y Transporte ] - [ ADMEs ::sf;u““’“’ g }

| !
[3' A““HE'E estadisticos de los resultados ] - [ Reporte de Resultados
[ 4. Evaluacién de! desempeito |

1

ﬁ; Preparacion del Informe Final ]
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