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1. Introduccién

El Organismo Nacional de Sanidad Pesquera-SANIPES implementa, a través de la Direccién de
Fiscalizacion Sanitaria (DFS), el Programa de Ensayos de Aptitud dirigidos a su Red de
laboratorios participantes del sector pesquero y acuicola y laboratorios que brindan servicios de
ensayos en materia de la Sanidad Acuicola, orientados al diagndstico de las enfermedades
endémicas y emergentes que afectan a los principales recursos hidrobiol6gicos; el cual permite
evaluar los resultados en los ensayos realizados con matrices hidrobioldgicas, y asi demostrar su

competencia técnica para generar resultados técnicamente confiables.

Los Ensayos Interlaboratorios son una herramienta técnica necesaria para implementar un
sistema de monitoreo con el fin de vigilar el cumplimiento de los estandares de calidad en los
ensayos que se ejecutan los laboratorios participantes, fortaleciendo el rol del SANIPES vy
brindando confianza a los consumidores del mercado nacional y/o extranjero, asi como a las

autoridades sanitarias extranjeras.

El SANIPES, en cumplimiento a su programa de ensayos de aptitud 2023, organizé la prueba de
“Deteccion de Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV)”, dirigido a los laboratorios que

brindan servicios de ensayos en el campo de la Sanidad.

Para el desarrollo del Ensayo de Aptitud de “Deteccién de Virus del Sindrome de la Mancha
Blanca (WSSV), se empled muestras de érganos y tejidos de “langostino” (Penaeus vannamei)
analizadas con y sin presencia del virus WSSV. Este ensayo de aptitud fue realizado en
cumplimiento a los requisitos de la norma ISO/IEC 17043:2010 “Evaluacion de la conformidad -

Requisitos generales para los ensayos de aptitud”.

El disefio estadistico se realizd en el marco de la ISO 13528:2022 (Pruebas de Homogeneidad y
Estabilidad) “Métodos estadisticos para su uso en pruebas de competencia por comparacion
entre laboratorios. El personal encargado del proceso, es personal calificado, el cual aseguroé la
imparcialidad y objetividad en la obtencion de los resultados. Los items de Ensayo pueden
contener diversos analitos no habituales, con el fin de dar la oportunidad a los participantes de

obtener una mayor experiencia.

Los disefios estadisticos estuvieron basados en las hipétesis, los errores, la naturaleza de datos

y el nimero esperado de resultados. Los criterios de aceptacion establecidos en la evaluacion de
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la calidad del ensayo de aptitud aseguraron que cada participante reciba items de ensayo

comparables y estables durante el desarrollo del ensayo de aptitud.

El presente informe detalla la informacién sobre los resultados de los laboratorios participantes,
la evaluacion de los datos y su desempefio en el ensayo de aptitud para la Deteccién de Virus
del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV), desarrollado por la Coordinacién de Ensayos de

Aptitud (CEA) de SANIPES en referencia de la ISO/IEC 17043:2010.

2. Declaracién de Confidencialidad e Imparcialidad

Los participantes del ensayo de aptitud “Deteccién de Virus del Sindrome de la Mancha Blanca
(WSSV)”, recibieron un cédigo para su identificacion, el cual es conocido por el Coordinador de
Ensayos de Aptitud y/o de algun personal de la CEA SANIPES que el Coordinador designe, de
conformidad a la politica de la Coordinacion de Ensayos de Aptitud — SANIPES, de mantener la
confidencialidad en los resultados obtenidos, en marco del cumplimiento de la norma ISO/IEC

17043:2010.

Toda la informacion proporcionada por los participantes se mantiene estrictamente confidencial y

no se declara a ningun otro de los participantes.

Los resultados del ensayo de aptitud seran comunicados a los participantes mediante correo

electrénico interlaboratorios@sanipes.gob.pe, y publicados en la pagina web institucional.

3. Procedimiento
La informacion sobre el disefio del Ensayo de Aptitud “Deteccion de Virus del Sindrome de la

Mancha Blanca (WSSV)”, se encuentra detallado en el Anexo 01.

4. item de Ensayo

4.1. Preparacion de los items de Ensayo
El item de Ensayo de este ensayo de aptitud fue preparado por la Coordinacién de Ensayos
de Aptitud de SANIPES, en condiciones controladas, usando equipos calibrados y material

de referencia.

Pagina 5 de 14

n J:’::\-‘ L
Ca. Amador Merino Reyna 267 Piso 12 San Isidro - Lima p&m@ﬂe [ S‘S\\!.fﬁf&, BICENTENARIO
Av. Carretera a Ventanilla km 5.2 - Callao . ) “—;2, \f-:: PERU
www.gob.pe/sanipes pe_[u /",l(“"l}l\“\\ﬁ; 2024

CEA-FT-04, Rev. 03 Fecha: 2022/08/19


mailto:interlaboratorios@sanipes.gob.pe

SANIPES

LOrgunismu Nacional de j
\ Sanidad Pesquera )

Ministerio

de la Produccién

“Decenio de la Igualdad de Oportunidades para Mujeres y Hombres”
“Afio del Bicentenario, de la consolidacion de nuestra Independencia, y de la conmemoracion de las heroicas batallas de Junin y Ayacucho”

4.1.1 Contenido del item de Ensayo

Matriz

Se distribuyé 30 miligramos de 6rganos y tejido de “langostino” (Penaeus vannamei)
en crioviales estériles con tapa rosca y usando como solucién conservadora Etanol.
Los crioviales fueron debidamente sellados en condiciones asépticas. Se verifico
previamente a la distribucion, que el mecanismo de sellado prevenga la

contaminacion.

4.2. Homogeneidad

De cada lote preparado se seleccionaron aleatoriamente 08 items de Ensayo y se
analizaron por duplicado en condiciones de repetibilidad, segin lo recomendado por la
norma ISO 13528: 2022.

Para validar la homogeneidad del item de Ensayo se realiz6 por duplicado el ensayo de
“Deteccion de Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV)”, mediante la técnica de
RT-PCR en tiempo real para determinar la presencia del genoma viral de WSSV, en una

muestra de 30 miligramos, siguiendo el procedimiento LAB-PO58-M03-SANIPES.

Para el analisis de homogeneidad, se utiliz6 items de ensayos seleccionados al azar de los
lotes preparados y considerados homogéneos cuando presentaron el 100 % de resultados
previstos, conforme a su preparacion. (Tabla N° 06: Férmula para calcular % coincidencia).
El resultado de los analisis de homogeneidad, con su validacion estadistica, se presentan

en las Tablas N° 01 y 02, demostrandose que los items de ensayo presentaron una

homogeneidad apropiada para ser utilizados en el ensayo de aptitud.

Resultados de la Homogeneidad del item de Ensayo
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Tabla N° 01. Resultados de la Homogeneidad para Deteccion de Virus del Sindrome de la
Mancha Blanca (WSSV) — M1

Deteccion de Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV)
N° de muestra Lectura Lectura duplicada
Ct Detectado | No Detectado Ct Detectado No Detectado
1 22,847 Detectado - 25,243 Detectado -
2 22,922 Detectado - 24,383 Detectado -
3 21,843 Detectado - 24,233 Detectado -
4 21,717 Detectado - 24,012 Detectado -
5 21,847 Detectado - 23,776 Detectado -
6 21,518 Detectado - 23,281 Detectado -
7 21,678 Detectado - 23,827 Detectado -
8 22,240 Detectado - 24,521 Detectado -
Control de Inhibicion de PCR Conforme
Control negativo de extraccion Conforme
Control de PCR negativo Conforme
Control de PCR positivo Conforme

Resultado obtenido: 100% de las muestras Detectadas para Virus del Sindrome de la
Mancha Blanca (WSSV).
Homogeneidad: Aprobada

Tabla N° 02. Resultados de la homogeneidad para Deteccion de Virus del Sindrome de la
Mancha Blanca (WSSV) — M2

Deteccidn de Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV)
N° de muestra Lectura Lectura duplicada
Ct Detectado | No Detectado Ct Detectado No Detectado
1 - - No Detectado - - No Detectado
2 - - No Detectado - - No Detectado
3 - - No Detectado - - No Detectado
4 - - No Detectado - - No Detectado
5 - - No Detectado - - No Detectado
6 - - No Detectado - - No Detectado
7 - - No Detectado - - No Detectado
8 - - No Detectado - - No Detectado
Control de Inhibicion de PCR Conforme
Control negativo de extraccion Conforme
Control de PCR negativo Conforme
Control de PCR positivo Conforme

Resultado obtenido: 100% de las muestras No Detectadas para Virus del Sindrome de
la Mancha Blanca (WSSV).
Homogeneidad: Aprobada
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4.3. Estabilidad

Los estudios de estabilidad de los items de Ensayo enviados fueron desarrollados con la
metodologia “Deteccion de Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV)”, mediante la
técnica de RT-PCR en tiempo real para determinar la presencia del genoma viral de WSSV,
en una muestra de 30 miligramos, siguiendo el procedimiento LAB-PO58-M03-SANIPES,
durante el periodo de ensayo establecido, a fin de asegurar que los items de Ensayo

preparados no sufran alteraciones, garantizando su estabilidad durante este periodo.

Para garantizar la estabilidad de la muestra, durante el periodo de ejecucion del Ensayo de
Aptitud, se analizaron aleatoriamente del lote preparado 3 (tres) items de Ensayo por
duplicado a los 5, 10 y 15 dias (Tiempol, Tiempo2 y Tiempo3 respectivamente), de haber
realizado el estudio de homogeneidad (ISO 13528: 2022). Esta prueba se llevé a cabo

utilizando el mismo método utilizado en la homogeneidad de la muestra.

Al respecto, se debe indicar que el lote se considera estable cuando el 100% de los items
de ensayo presentan resultados previstos, segln su preparacién (Tabla N° 06: Férmula para
calcular % coincidencia). Los resultados de analisis de estabilidad presentados en las
Tablas N° 03 y 04, demuestran que los items de Ensayo son lo suficientemente estables

para el propésito de este ensayo de aptitud.

Resultados de la prueba de Estabilidad del item de Ensayo

Tabla N° 03. Resultados de la estabilidad Deteccién de Virus del Sindrome de la Mancha
Blanca (WSSV) — M1

Deteccidn de Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV)
N° de muestras Lectura Lectura duplicada
Ct Detectado | No Detectado Ct Detectado No Detectado

2023/12/11 25,193 Detectado - 24,538 Detectado -

2023/12/16 23,199 Detectado - 22,167 Detectado -

2023/12/21 23,637 Detectado - 23,265 Detectado -
Control de Inhibicién de PCR Conforme
Control negativo de extraccion Conforme
Control de PCR negativo Conforme
Control de PCR positivo Conforme

Resultado obtenido: 100% de las muestras Detectadas para Virus del Sindrome de
la Mancha Blanca (WSSV).
Estabilidad: Aprobada
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Tabla N° 04. Resultados de la estabilidad Deteccion de Virus del Sindrome de la Mancha
Blanca (WSSV) — M2

Deteccion de Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV)
NC de muestras Lectura Lectura duplicada
Ct Detectado | No Detectado Ct Detectado | No Detectado
2023/12/11 - - No Detectado - - No Detectado
2023/12/16 - - No Detectado - - No Detectado
2023/12/21 - - No Detectado - - No Detectado
Control de Inhibicién de PCR Conforme
Control negativo de extraccion Conforme
Control de PCR negativo Conforme
Control de PCR positivo Conforme

Resultado obtenido: 100% de las muestras No Detectadas para Virus del Sindrome
de la Mancha Blanca (WSSV).
Estabilidad: Aprobada

4.4. Distribucidon y Transporte

Para la “Deteccion de Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV)”, cada laboratorio
participante recibié dos (02) crioviales de plastico estériles con tapa rosca conteniendo 30
miligramos de drganos y tejido de “langostino” (Penaeus vannamei) cada uno, usando como

solucién conservadora etanol e identificados con etiquetas impermeables.

Los laboratorios participantes fueron codificados segun los cédigos: S-001, S-002, S-003, S-
004, S-005y S-006

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 ensayo
de aptitud fueron recogidos por los participantes en las instalaciones del SANIPES - Sede
Callao, el 06 de diciembre del 2023, las instrucciones del ensayo de aptitud y los acuerdos
con los participantes fueron entregadas junto con los items de Ensayo. Para el caso de las
muestras que fueron enviadas a Tumbes y Piura, estas fueron recogidas por los

participantes.

NOTA 1: CEA-SANIPES no se responsabilizara por la estabilidad y homogeneidad de los items de

Ensayo, si estos se analizan fuera del tiempo establecido en las instrucciones.
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4.5. [] Resultados esperados

Tabla N° 05. Resultados esperados

Cédigo de los Resultado , 3
, Patégeno de Interés
items de ensayo esperado
Organos y tejidos de “langostino” (Penaeus vannamei)
M1 Detectado i i
+ Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV)
M2 No detectado Organos y tejidos de “langostino” (Penaeus vannamei)

5. Analisis Estadistico

El objetivo del tratamiento estadistico es obtener un resultado simple y transparente, de féacil
comprension para los laboratorios participantes, la evaluacién cualitativa se realiza en base al

reporte de falsos positivos, falsos negativos o resultados correctos.

Criterios y Evaluacion del desempefio

Para el analisis estadistico del Ensayo de Aptitud cualitativo (Detectado/No detectado) de
Deteccion de Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV), se calcul6 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. 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 x 100
VP +FP + FN + UN
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de los

participantes

fueron

reportados

a través del

SANIPES

kmganismu Nacional de w
\ Sanidad Pesquera )

correo

interlaboratorios@sanipes.gob.pe, teniendo como fecha maxima de recepcidn el 22 de diciembre

de 2023, éstos se presentan en la Tabla N° 07.

Tabla N° 07. Resultados individuales de los participantes en la prueba de “Deteccion de Virus del
Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV)”

item
de
ensayo

Cdédigo de
participante

Método

Resultado
del
participante

Resultado
cualitativo
esperado

Desempefio
%
coincidencia)

EVALUACION
CUALITATIVA

M1

S-001

M2

Deteccion de WSSV
Referencia: NESTED PCR
(OIE-Lo et al., 1997. Primera
PCR
146F1/146R. Segunda PCR
146F2/146R2).
gPCR (IN HOUSE)

Positivo

Detectado

100

Negativo

No Detectado

100

M1

S-002

M2

DETECCION DEL VIRUS
DEL SINDROME DE
MANCHA (Para determinar
muestras negativas de
WSSV por la técnica de
PCR-RT en tiempo real) OIE
Manual de las Pruebas de
Diagnéstico para los
Animales Acuaticos. Capitulo
2.3.8 Infeccién por el virus
del sindrome de la mancha
blanca. Part 4.3.1.2.4.3:
2019 Validado (Modificado)
2020 Método de Deteccion
de Virus del Sindrome de la
Mancha Blanca (WSSV) en
langostinos congelados por
la técnica de PCR en tiempo
real.

Positivo

Detectado

100

Negativo

No Detectado

100

M1

S-003

M2

Nested-PCR para deteccion
de WSSV basado
en Lo et al. 1996, version
OMSA 2022.

Positivo

Detectado

100

Negativo

No Detectado

100

S-004 M1

OMSA (Organizacion
mundial de Sanidad Animal).
2022. Manual de las pruebas

de diagnéstico para los

Positivo

Detectado

100
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animales acuéticos.
Infeccion por el virus del
M2 sindrome de las manchas Negativo No Detectado 100
blancas (version adoptada en
mayo de 2018)

M1 Positivo Detectado 100
S-005 TagMan gPCR Satisfactorio
M2 Negativo No Detectado 100
M1 Negativo Detectado 0
PCR EN TIEMPO REAL
S-006 PARA DETECCION DE
WSSV
M2 Negativo No Detectado 100

Evaluacion cualitativa Satisfactoria:

Evaluacién cualitativa No Satisfactoria: | I

NOTA 2: Detectado es equivalente a Presencia/Positivo y No detectado es equivalente a Ausencia/Negativo.

Resultado obtenido: 05/06 participantes con una coincidencia del 100% y 01/06 participantes con una
coincidencia del 50% en la prueba en “Deteccién de Virus del Sindrome de la

Mancha Blanca (WSSV)”

Prueba de deteccién: 83.3 % Satisfactorio y 16.7 % No Satisfactorio

Tabla N° 8. Resumen de resultados

Ensavo Resultados | Resultados | Resultados Porcentaje de
S S .
y reportados correctos errados coincidencia (%)
Deteccion de Virus del
Sindrome de la Mancha 12 11 1 91.7
Blanca (WSSV)

Pagina 12 de 14

| | dro- L Gon e 0 S
Ca. Amador Merino Reyna 267 Piso 12 San Isidro - Lima pum@ue [ SS‘!'"”&”, BICENTENARIO
Av. Carretera a Ventanilla km 5.2 - Callao . ) == == PERU
www.gob.pe/sanipes pe_[l.l /"’?‘l‘ﬂ\\\\ﬁ: 2024

CEA-FT-04, Rev. 03 Fecha: 2022/08/19



SANIPES

Ministerio
Organisme Nacional de
\L |2éanidmi Pesquera )

de la Produccién

“Decenio de la Igualdad de Oportunidades para Mujeres y Hombres”
“Afio del Bicentenario, de la consolidacion de nuestra Independencia, y de la conmemoracion de las heroicas batallas de Junin y Ayacucho”

7. Comentarios

Participaron 06 laboratorios en el Ensayo de aptitud Deteccion de Virus del Sindrome de la

Mancha Blanca (WSSV), organizado por SANIPES

De los resultados reportados por los laboratorios participantes, obtuvieron un rendimiento

satisfactorio 05/06 (83.33%), en el Ensayo de Aptitud para la “Deteccion de Virus del Sindrome de
la Mancha Blanca (WSSV)” 2023-VI.

Estas pruebas Interlaboratorios para efectos de auditorias no reemplaza los ensayos de aptitud

que debe realizar el participante en cumplimiento de las directrices de su ente acreditador.
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8. Anexos

Anexo 1

Disefio del Ensayo de Aptitud “Deteccién de Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV)”

CEA-SANIPES

PARTICIPANTES

Fin del documento

-
-
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