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1. Introduccién

El Organismo Nacional de Sanidad Pesquera -SANIPES implementa, a través de la Direccién
Sanitaria de Normatividad Pesquera y Acuicola, el programa de ensayos interlaboratorios dirigidos a
las Entidades de Apoyo autorizadas y previamente acreditadas por el INACAL, las cuales participan
en el Control y Certificacion Oficial Sanitaria del sector pesquero y acuicola; programa que permite
evaluar los resultados en los ensayos realizados con matrices hidrobiolédgicas, vy 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 estdndares de calidad de los
ensayos que se ejecutan en las Entidades de Apoyo, fortaleciendo el rol del SANIPES y brindando
confianza a los consumidores del mercado nacional o extranjero, asi como a las autoridades

sanitarias extranjeras.

El SANIPES da inicio al Programa de Interlaboratorio 2018-1, con la Deteccién de Salmonella
spp., ensayo usado en el Plan de Control de Moluscos Bivalvos (PCMB) y en algunos de requisitos
sanitarios de productos hidrobioldgicos.

Para el desarrollo de este interlaboratorio se utilizaron condiciones ambientales y equipos
cumpliendo 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 estadistico se
realizé en el marco de la 1SO 13528:2015 “Métodos estadisticos para su uso en pruebas de

N@\ competencia por comparacion entre laboratorios”, las pruebas de Homogeneidad y Estabilidad se
desarrollaron segin la 1SO 22117:2010 “Microbiologia de los alimentos para consumo humano y
animal. Requisitos especificos y directrices para los ensayos de aptitud por intercomparativos”. Asi
mismo se eligid personal calificado el cual asegurd la imparcialidad y objetividad en la obtencién de
los resultados.

Los disefios estadisticos estuvieron basados en la naturaleza de datos, las hipétesis, los
errores y el ndmero esperado de resultados. Los criterios de aceptacion establecidos en la
evaluacion de la calidad del ensayo interlaboratorio aseguraron que cada participante reciba items
de ensayo comparables y estables durante el desarrollo del interlaboratorio.
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El presente informe detalla la informacidn sobre los resultados de los participantes, la

evaluacién de los datos y su desempefio en el Interlaboratorio para la Deteccién de Salmonella spp.
desarrollada por el SANIPES en referencia de la ISO/IEC 17043:2010.

2. [tems de ensayo

2.1. Preparacion de los items de ensayo
Los items de ensayo de este interlaboratorio fueron preparados en los laboratorios de SANIPES,
en condiciones controladas, usando equipos calibrados, material de referencia certificado y
materia prima seleccionada para la preparacién de las matrices.

Matriz Harina de Pescado

Se distribuyé 9 gramos de harina de pescado en frascos ampolla debidamente cerrados y
sellados con tapas de aluminio en condiciones asépticas. Se verificd previamente a la
distribucién que el mecanismo de sellado prevenga la contaminacion externa.

Suspensidn microbiana

Para la preparacién de la suspensién microbiana se utilizaron cultivos de microorganismo de
Proteus vulgaris ATCC 8427, Salmonella enterica subespecie enterica serovar typhi NCTC 10787
y Salmonella enterica subespecie enterica serotipo typhimurium ATCC 14028, en medio base
apropiado para su conservacion y distribucién.

2.1.1. Homogeneidad
De cada lote preparado se seleccionaron aleatoriamente 10 items de ensayo por
W duplicado segin lo recomendado por la norma IS0 13528: 2015 e 1SO 22117:2010,
siendo analizados en las Instalaciones de los laboratorios del SANIPES segin los
requisitos de la NTP ISO/IEC 17025:2006.

Para validar la homogeneidad de cada lote de item de ensayo se determind la presencia
y ausencia del microrganismo inoculado aplicdndose el método 150 6579:2002
Microbiologia de los alimentos para consumo humano y alimentacién animal. Método
horizontal para la deteccidn de Salmonella spp.

Para el andlisis de la homogeneidad, cada item de ensayo seleccionado al azar del lote
preparado se considerd homogéneo cuando se presentan el 100 % de resultados
previstos, conforme a su preparacion (Tabla N° 3: Férmula para calcular % coincidencia).
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Asimismo, se analizé la homogeneidad de |a concentracién microbiana mediante analisis

cuantitativo (recuento). Cada lote de material analizado se considera homogéneo si la
desviacion estandar entre unidades (en escala logaritmica decimal) es < 0.3 oy, donde o,
es la desviacion estandar ideal utilizada para evaluar el comportamiento de los
laboratorios (IS0 22117:2010) (Anexo 2).

El resultado de los andlisis de homogeneidad, con su validacién estadistica se presentan
en el Anexo 2. demostrandose que los iterns de ensayo presentaron una homogeneidad
apropiada para ser utilizados en la prueba interlaboratorio.

2.1.2. Estabilidad
Los estudios de estabilidad de los items de ensayo enviados fueron desarrollados con la
metodologia 1SO 6579:2002, durante el periodo establecido para la realizacién del
interlaboratorio, a fin de asegurar que los items de ensayo preparados no sufran
alteraciones y garantizar su estabilidad durante este periodo.

Para garantizar la estabilidad se analizé 10 items de ensayo seleccionados
aleatoriamente del lote preparado (1SO 13528: 2015 e 1SO 22117:2010) y se evalud su
estabilidad durante las 24 y 48 horas, tiempo que durd el interlaboratorio.

El lote de material se considera estable cuando el 100% de los items de ensayo
presentan los resultados previstos seglin la preparacion (Tabla N°3: Férmula para
calcular %coincidencia).

Los resultados de analisis de estabilidad presentados en el Anexo 3 demuestran que los
items de ensayo son lo suficientemente estables para el propdsito de este
interlaboratorio.

@%

Adicionalmente, para demostrar la estabilidad de las muestras durante 48 horas, se
calculé el porcentaje de pérdida de las concentraciones de la suspensién de
microrganismos después de adicionarse a la matriz. Los resultados mostraron ligeras
pérdidas de microorganismos, que oscilaron entre 12 a 18% eneldia 1y 15 a 23% en el

dia 2 para todas las muestras (Anexo 4).

i e Distribucidn y Transporte
Para la deteccién de Salmaonella spp. cada laboratorio participante recibid 3 frascos ampollas
conteniendo 9 g de la matriz harina de pescado y 3 frascos ampolla con suspensién microbiana
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para la fortificacion de la matriz, ambos sellados con tapa de aluminio e identificado con

etiquetas impermeables.

Los laboratorios participantes fueron codificados y agrupados segun: Grupo 1 Cédigos: S-001, S-
003, 5-004, 5-005, 5-006, 5-008 y 5-009; y Grupo 2 Codigos: 5-002, 5-007 y 5-010.

El material fue acondicionado en cajas térmicas con geles refrigerantes para mantener la
temperatura hasta la llegada a los laboratorios. Los ensayos del presente interlaboratorio
fueron recepcionados por los participantes en las instalaciones del SANIPES - Sede Callao, el 19
de junio del 2018, las instrucciones del Interlaboratorio fueron entregadas junto con los items
de ensayo.

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

2.2.1. Validacidon de transporte
Se validd |la temperatura de transporte en el rango de 2 °C — 8°C para 24 h. Los
resultados arrojaron un promedio de 32h 40min (min.30h 35min — m&x.34h 30min),

tiempo en el cual se logra mantener la temperatura de transporte en las condiciones
previstas (Anexo 5).

2.2.2. Contenido de los items de ensayo o resultados esperados

Tabla N21. Grupo 1 Resultados esperados
| Codigo de los
Resultado esperado Contenido de los items de ensayo
items de ensayo
@ M-1 Ausencia Prateus vulgaris ATCC 8427
. Salmaonella enterica subespecie enterica
M-2 Presencia
serotipo typhimurium ATCC 14028
. Salmonella enterica subespecie enterica
M-3 Presencia

serovar typhi NCTC 10787
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Tabla N22. Grupo 2 Resultados esperados

SANIPES

Graanismi Nacional de
-~ Semidad Pesquern 5‘

Cédigo de los

items de ensayo

Resultado esperado

Contenido los items de ensayo

Salmonella enterica subespecie enterica

M-1 Presencia
serovar typhi NCTC 10787
M-2 Ausencia Proteus vulgaris ATCC 8427
. Salmonella enterica subespecie enterica
M-3 Presencia

serotipo typhimurium ATCC 14028

2.3. Declaracion de Confidencialidad

Los participantes del ensayo interlaboratorio Deteccién de Salmonella spp, recibieron un cadigo

de identificacién, de conocimiento Unicamente para las personas involucradas en la ejecucién

del interlaboratorio, como parte de la politica del SANIPES de mantener la confidencialidad de
los resultados obtenidos en marco del cumplimiento de la norma ISQ/IEC 17043:2010.

Los resultados del ensayo interlaboratorio serdn comunicados a los participantes mediante

correo electrénico u oficio. Si los resultados fueran no satisfactorios y/o cuestionables, se

informara al participante, y se procederd a una posterior comunicacion al drea de Auditorfas

Sanitarias para que se realice el seguimiento segtin los procedimientos competentes vigentes.

3. Analisis estadistico

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

comprension para los laboratorios participantes; la evaluacién cualitativa se realiza en base al

reporte de falsos positivos, falsos negativos o resultados correctos.

Evaluacion del rendimiento

Para el analisis estadistico de la prueba interlaboratorio cualitativa (presencia/ausencia) de
Salmonella spp. se calculd el porcentaje de coincidencia (Tabla N°3). Un resultado es clasificado

como satisfactorio si el porcentaje de coincidencia es igual a 100 %; no permitiendo resultados

falsos positivos o falsos negativos.
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Tabla N23. Calculo de porcentaje de coincidencia

Resultado esperado
Resultado reportado Presencia Ausencia
Presencia Verdadero positivo (VP) Falso Positivo (FP)
Ausencia Falso negativo (FN) Verdadero Negativo (VN)

% Coincidencia= VN+VP x100
VP +FP+FN+ VN

4. Resultados
Los resultados de los participantes se presentan en la tabla N24 y tabla N25 del Anexo 1.

Tabla N24. Resumen de resultados

— Resultados Resultados Resultados Porcentaje de
reportados correctos errados coincidencia
Deteccion de
30 30 0 100 %
Salmonella spp.

5. Comentarios
Participaron 10 laboratorios acreditados con la norma NTP ISO/IEC 17025:2006, los cuales utilizaron

los siguientes métodos: 150 6579:2017 (03 laboratorios), ISO 6579:2002 (05 laboratorios), AOAC
2013.01:2016 (01 laboratorio) y AOAC 999.08.2016 (01 laboratorio).

\\l De los resultados reportados el 100 % de los laboratorios participantes obtuvieron un rendimiento
satisfactorio (30/30; 100%) en el interlaboratorio de deteccién de Salmonella spp 2018-1.
W
k 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.
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6. Anexos

Anexo 1. Resultados de los participantes

Tabla N25. Resultados de deteccion de Salmonella spp. en matriz harina de pescado para todos los participantes

Cadigo de ftem de Resultado %
participante ensayo Método esperado Resultado Coincidencia
M-1 - -
5-001 M-2 150 6579:2017 + + 100.0
M-3 + +
M-1 + +
5-002 M-2 IS0 6579:2002 . - 100.0
M-3 + +
M-1 . i
5-003 M-2 150 6579: + + 100.0
M-3 + +
M-1 - -
5-004 M-2 AOAC.999.08, + + 100.0
M-3 + i
M-1 - -
$-005 M-2 150 6579:2002 + + 100.0
M-3 + +
M-1 " =
5-006 M-2 1SO 6579:2002 + + 1000
M-3 + +
M-1 + +
5-007 M-2 150 6579:2002 - - 100.0
\\4 TE ; n
M-1 - -
Q\;\\ 5-008 M-2 AQAC.2013.01. + + 100.0
M-3 + +
M-1 = =
$-009 M-2 150 6579:2002 + + 100.0
M-3 + +
M-1 * +
5-010 M-2 150 6579:2017 - - 100.0
M-3 + +
+ Presencia; - Ausencia
Resultado obtenido: 10/10 (100%) participantes con una coincidencia del 100% en |a
prueba de deteccidn de Salmonella spp.
Prueba de deteccion: 100 % Satisfactorio
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Anexo 2. Resultados de pruebas de homogeneidad
A2.1. Homogeneidad de la muestra (Proteus vulgaris ATCC 8427)
A2.1.1. Andlisis de la homogeneidad de la muestra

Tabla N26. Resultados de |a homogeneidad de la muestra (presencia/ausencia)

gac 19/06/2017
N° de items
Resultados 1 Resultados 2
ensayados
1 Ausencia Ausencia
2 Ausencia Ausencia
3 Ausencia Ausencia
4 Ausencia Ausencia
5 Ausencia Ausencia
6 Ausencia Ausencia
7 Ausencia Ausencia
8 Ausencia Ausencia
9 Ausencia Ausencia
10 Ausencia Ausencia
Resultado obtenido: 100% de las muestras ausencia de Salmonella spp
Homogeneidad: Aprobada

A2.1.2. Homogeneidad de la concentracién microbiana de la muestra

Qt N° de items ensayados | Resultados 1 | Resultados 2 | Log Resultados 1 | Log Resultados 2
1 136 142 2.133539 2.152288
. \X 2 154 161 2.187521 2.206826
i\)} 3 168 149 2.225309 2.173186
4 139 154 2.143015 2,187521
5 146 141 2.164353 2.149219
6 160 152 2.20412 2.181844
7 142 145 2.152288 2.173186
8 132 144 2.120574 2.158362
9 163 152 2.212188 2.181844
10 158 150 2.198657 2.176091
Recuento promedio UFC/g 1,5x103
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Media General
Valor ideal de la desviacion estandar (gp)
Varianza dentro de |as unidades de ensayo (5%

Varianza entre unidades de ensayo (Ssam2)
Valor critico para S:am? (1.88%[0.3%0,]% + 1.01*54,3)
Homogeneidad

2.174097
0.326114
0.000472
0.000308
0.018471
Aprobada

SANIPES

f Organisma Nacional de
;&; Sanidad Peequerm ﬁ

A2.2, Homogeneidad de [a muestra (Sa/monella enterica subespecie entérica serotipo typhimurium ATCC 14028)

A2.2.1. Andlisis de la homogeneidad de la muestra

Pagina 12 de 18

Tabla N27. Resultados de la homogeneidad de |a muestra (presencia/ausencia)

Eiiha 19/06/2017

N° de items

" Resultados 1 Resultados 2
1 Presencia Presencia
2 Presencia Presencia
3 Presencia Presencia
4 Presencia Presencia
5 Presencia Presencia
6 Presencia Presencia
7 Presencia Presencia
8 Presencia Presencia
9 Presencia Presencia
10 Presencia Presencia

Resultado obtenido:
Homogeneidad:

100% de las muestras presencia de Salmonello spp

Aprobada
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A2.2.2. Homogeneidad de |a concentracion microbiana de la muestra

N° de items ensayados | Resultados 1 | Resultados 2 | Log Resultados 1 | Log Resultados 2

1 163 168 2.212188 2.225309
2 156 166 2:193125 2.220108
3 160 171 2.20412 2.232996
4 141 158 2.149219 2.198657
5 148 152 2.170262 2.181844
6 177 164 2.247973 2.214844
7 172 161 2.235528 2.206826
8 159 173 2.201397 2.238046
9 155 168 2.190332 2.225309
10 149 162 2.173186 2.209515

Recuento promedio UFC/g 1,6 x 10°

Media General 2.206539

Valor ideal de la desviacién estindar (op) 0.330980

Varianza dentro de las unidades de ensayo (San’) 0.000506

Varianza entre unidades de ensayo (S.am?) 0.000138

Valor critico para S:am? (1.88*[0.3%a,]? + 1.01*5;,2)  0.019046

Homogeneidad Aprobada

A2.3. Homogeneidad de |la muestra (Salmonella enterica subespecie entérica serovar typhi NCTC 10787)
A2.3.1. Andlisis de la homogeneidad de la muestra
Tabla N28. Resultados de la homogeneidad de la muestra (presencia/ausencia)

Backis 19/06/2017
x" N° de items
I Resultados 1 Resultados 2
i\}u\\ 1 Presencia Presencia
2 Presencia Presencia
3 Presencia Presencia
4 Presencia Presencia
5 Presencia Presencia
6 Presencia Presencia
7 Presencia Presencia
8 Presencia Presencia
9 Presencia Presencia
10 Presencia Presencia
Resultado obtenide: 100% de las muestras presencia de Salmonella spp.
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Homogeneidad: Aprobada
A2.3.2. Homogeneidad de la concentracidn micrabiana de la muestra
N° de items ensayados | Resultados 1 | Resultados 2 | Log Resultados 1 | Log Resultados 2
1 192 184 2.283301 2.2643818
2 194 201 2.287802 2.303196
3 238 203 2.376577 2.3074596
4 188 197 2.274158 2.294466
5 199 211 2.298853 2.324282
6 185 193 2.267172 2.285557
7 207 215 2.31597 2.332438
a8 221 196 2.344352 2.292256
9 218 202 2.338456 2.305351
10 210 221 2322219 2.344392
Recuento promedio UFC/g 2,0x 103
Media General 2.308158
Valor ideal de |a desviacién estdndar (o) 0.346223
Varianza dentro de las unidades de ensayo (5..%) 0.000566
Varianza entre unidades de ensayo (S;am?) 0.000299
Valor critico para Ssam” (1.88%*[0.3*0p)* + 1.01*5.4:%) 0.020854
Homogeneidad Aprobada
Anexo 3. Resultados de la prueba de estabilidad de la muestra
Tabla N29. Resultados de la estabilidad de la muestra (Proteus vulgaris ATCC 8427)
i 18/06/2017 (24 horas) (48 horas)
20/06/2017 21/06/2017
N*® de items
S Resultados Resultados Resultados Resultados
1 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
2 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
3 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
4 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
5 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
6 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
7 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
8 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
9 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
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Ausencia

Ausencia

Ausencia

Ausencia |

Resultado obtenido:

100% de las muestras ausencia de Salmonella spp

Estabilidad:

Aprobada

Tabla N210. Resultados de la estabilidad de la muestra (Salmonella enterica subespecie enterica serotipo

typhimurium ATCC 14028)

(24 horas) (48 horas)
Fecha
19/06/2017 20/06/2017 21/06/2017
N? de items
Resultados Resultados Resultados Resultados
ensayados
1 Presencia Presencia Presencia Presencia
2 Presencia Presencia Presencia Presencia
3 Presencia Presencia Presencia Presencia
4 Presencia Presencia Presencia Presencia
5 Presencia Presencia Presencia Presencia
6 Presencia Presencia Presencia Presencia
7 Presencia Presencia Presencia Presencia
8 Presencia Presencia Presencia Presencia
9 Presencia Presencia Presencia Presencia
10 Presencia Presencia Presencia Presencia

Resultado obtenido:
Estabilidad:

Tabla N211. Resultados de la estabilidad de la muestra (Salmonella enterica subespecie enterica serovar

100% de las muestras presencia de Salmonella spp
Aprobada

Damingo Orue 165 Piso 7

typhi NCTC 10787)
i (24 haras) (48 horas)
19/06/2017 20/06/2017 21/06/2017
N° de items a
Resultados Resultados Resultados Resultados
ensayar

1 Presencia Presencia Presencia Presencia

2 Presencia Presencia Presencia Presencia

3 Presencia Presencia Presencia Presencia

4 Presencia Presencia Presencia Presencia

5 Presencia Presencia Presencia Presencia

6 Presencia Presencia Presencia Presencia

7 Presencia Presencia Presencia Presencia

8 Presencia Presencia Presencia Presencia

9 Presencia Presencia Presencia Presencia

10 Presencia Presencia Presencia Presencia
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Resultado obtenido: 100% de las muestras presencia de Sa/monella spp
Estabilidad: Aprobada

Anexo 4. Porcentaje de pérdida de las concentraciones de microrganismos
A4.1. Proteus vulgaris ATCC 8427
Porcentaje de pérdida en el dia 1:118.11 %

Porcentaje de pérdida en el dfa 2:22.79 %

Grafica de recuentos promedio

ufc vs Dia
200.0
e M
100.0
50.0
0.0 T T ,
Dia0 Dial Dia2

A4.2. Salmaenella enterica subespecie enterica serotipo typhimurium ATCC 14028
Porcentaje de pérdida en el dia 1:11.82 %

Porcentaje de pérdida en el dia 2:14.86 %

Gréfica de recuentos promedio

ufc vs Dia
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A4.3. Salmonella enterica subespecie enterica serovar typhi NCTC 10787

Porcentaje de pérdida en el dia 1:12.49 %
Parcentaje de pérdida en el dia 2:16.02 %

Grafica de recuentos promedio

ufc vs Dia
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Anexo 5. Validacion de la temperatura de transporte

Tabla N212. Resumen:

Tiempo hasta el rango Tiempo dentro del .
; Tiempo maximo
Numero de serle requerido (2°C - 8°C) rango requerido (2°C - i
_ por debajo de 8°C
Periodo inicial 2°C)
10015622 (vcvl) 25 min 30h 10min 30h 35min
10016582 (vev2) 20 min 32h 35min 32h 55min
10016410 (vev3) 15 min 34h 15min 34h 30min
Perfil de temperaturas - Promedio
20.0
18.0
16.0
14.0
E‘ 12.0 - temp
= 100 #
E 8.0 1 ;“”f
E 4.0 =
E 2,0 %fq—m.
00 === e - SE— Tiempo (horas)
g 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
S g8828 8888888
= s % @ d 85 5 d Z 8§ 8 B &
ha\\\ Perfil de temperaturas - Comparativo
W
&
.
g v+ vevl
2
@ —8—vev2
a
g 4 vev3
A i
D.D =3 = I e e - 3
_2_0d o o o o o o o =~ Tiempo
EEEEEEEEREEEERC
S M W8 @ A i d d F M~ o & b
— —i — ™ ~ ™~ M (ot} m

Comentarios: Las temperaturas registradas estuvieron por debajo del limite superior del rango requerido (8°C),
durante 32h 40min (min.30h 35min — max.34h 30min) en promedio. Por le anterior se considera que la prueba de
validacion cumple con los criterios de aceptacion establecidos.
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