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PAUTA N°:
FECHA

PAUTA DE INSPECCION DE LABORATORIOS DE ANALISIS DE TOXINAS MARINAS

La presente pauta es aplicable a la inspeccion de todos aguellos laboratorios de analisis de biotoxinas marinas, que participan de los
programas de Sernapesca.

Entidad de Andlisis:
Inspector Sernapesca:

Acompanfantes durante la Inspeccion
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SEGUIMIENTO Y LEVANTAMIENTO DE NO CONFORMIDADES (NC) DE INSPECCION ANTERIOR (0611 20)

N° Pauta anterior: ............

N° DESCRIPCION DE NO ACCIONES Y MEDIDAS PLAZO CUMPLIMIENTO CUMPLE?

OBSERVACIONES
CONFORMIDAD (NC) CORRECTIVAS (SI/NO)
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Inspeccidén actual:

RECEPCION DE MUESTRAS

OBSERVACIONES (Documentacién
evaluada/ evidencia)

Cod Puntos de Control Si/No

1 Recepcidn de Muestras

Al recibir muestras frescas o congeladas estas son refrigeradas o

11
congeladas hasta su proceso.
ASPECTOS GENERALES
] OBSERVACIONES (Documentacién
Cod Puntos de Control Si/No

evaluada/ evidencia)

2 Aspectos generales

2.1 | El peachimetro tiene una precision de 0.1 unidades de pH.

2.2 | El peachimetro se verifica diariamente, o con cada uso.

Se utilizan al menos 2 soluciones estandar (pH 2 y 7) para calibrar el

23 peachimetro. Las soluciones se utilizan s6lo una vez.
Verificar diariamente o en cada uso que el equipo cumpla con el “slop”
24 dado por el fabricante. El valor de la pendiente se anota en el registro.
La balanza cuenta con una sensibilidad de al menos 0.1 g para pesos
23 de 150 g.
’6 Las balanzas se verifican semanalmente con las masas patron

calibradas.
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) OBSERVACIONES (Documentacién
Cod Puntos de Control Si/No ) .
evaluada/ evidencia)
La temperatura del refrigerador se monitorea diariamente con
2.7 | termOmetro de inmersion. La temperatura se mantiene entre 0y 4°C.
Es debidamente registrada.
’g La temperatura del congelador se monitorea diariamente y se
mantiene a -20°C o0 menos. Es debidamente registrada.
Se verifica residuos de detergentes a todos los lotes de material
29 |lavado. La prueba se realiza con solucién de azul de bromotimol
0.04%. Los resultados son debidamente registrados.
El agua para soluciones es destilada o desionizada y su calidad es
2.10 |determinada a partir de la conductividad (La clase 1 mide hasta
2uS/cm a 25°C y clase 2 5 uS/cm a 25°C (NCh 426/2)).
En el agua para soluciones se analiza la presencia de metales pesados
211 |Cd, Cr, Cu, Ni, Pby Zn (< 0.5 mg/l) anualmente, con un contenido total
de metales pesados < 1.0 mg/I. Es debidamente registrado.
912 En el agua para soluciones se analiza la presencia de heterotrofos <

1000 CFU/mI mensualmente. Es debidamente registrado.
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Cod

Puntos de Control

Si/No

OBSERVACIONES (Documentacién
evaluada/ evidencia)

3

Preparacion de la muestra

VPM, VAM

31

Se usa minimo 12 unidades y 200 g de carne por cada toxina.

32

De no cumplirse lo anterior, el laboratorio tiene implementado un
protocolo para especies de moluscos no tipicos.

33

La limpieza es con agua fresca, exhaustiva y asegura la remocion de
arena u otro material.

34

3.4.1. En moluscos bivalvos, se remueve todo el tejido.

3.4.2. En gasterdpodos, locos y abalones se
remueve todo el tejido.

35

La carne es drenada en tamiz. Piezas de conchay el drenado es
descartado.

3.6

La carne drenada es homogenizada a alta velocidad.
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En conservas se homogeneiza todo el contenido, incluido liquido de
cobertura.

37 Si el tarro es grande se separa tejido del liquido, se pesan ambas
fases, se muele tejido, se recombina proporcionalmente y se
homogeniza.

VDM
Tratamiento de muestra es como en 3.1 a 3.7, con la excepcién que se

3.8 |deben obtener 25 gramos de hepatopancreas, el que es drenado
como en 3.6.

39 |Lacarne se procesa completa para:

3.9.1. Moluscos bivalvos de hepatopancreas pequefio o moluscos que
no tienen hepatopéancreas.

3.9.2. Tunicados, equinodermos, gasterépodos.

3.9.3. Para muestras en conserva se drena completo en tamiz, se
descarta liquido, se lava con agua destilada y se vuelve a drenar.

3.9.4 En aceite y salsa oleaginosa, se descartan todos los ingredientes,
se lava con agua destilada, luego se separa hepatopancreas o se
homogeniza todo segun el tipo de producto.
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Cod

Puntos de Control

Si/No

OBSERVACIONES (Documentacién evaluada/
evidencia)

Preparacion y almacenamiento de reactivos y solucién de
referencia

41

La solucion estandar de referencia (100 pg/ml) de VPM una vez
abierta no puede ser almacenada.

42

La solucion de trabajo (1 ug/ml) de VPM y sus diluciones se preparan
con HCI pH 3, en material de vidrio clase A, o bien
gravimétricamente.

43

La solucion de trabajo de VPM (1 pg/ml) es almacenada por maximo
6 meses y es verificada gravimétricamente por pérdidas por
evaporacion. Es debidamente registrado.

44

Las diluciones de solucion de trabajo (1 pg/ml) de VPM son
descartadas luego de su uso.

Extraccion

51

Se pesan 100 gramos de la muestra homogenizada y se agrega igual
cantidad en volumen de HCI 0.1N 6 0.18N.

5.2

El pH se ajusta entre 2.0 y 4.0, con HCI 5N o0 NaOH 0.1N con

peachimetro. El pH es debidamente registrado.
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cod Puntos de Control SiMNG OB-SERVTACIONES (Documentacion evaluada/
evidencia)
£3 El homogenizado es rapidamente llevado a ebullicion por 5 min. y es
enfriado
54  (Se repite 5.2.
. El volumen del extracto (o0 masa) se ajusta a 200 ml (o g) con HCI
0.003 N hasta pH 3.
- El extracto es llevado a un vaso precipitado, es homogenizado y
luego decantado. De ser necesario, el sobrenadante es centrifugado.
Si los ratones no pueden ser inyectados inmediatamente, el
5.7 |sobrenadante es refrigerado hasta 24 horas. Alcanzan temperatura
ambiente antes de ser inyectados.
6 Bioensayo
6.1 [Se utiliza jeringas de 26 gauge para la inyeccion
62 Peso de ratones esta en el rango de 17 a 23 gramos (preferible 19 a
21 gramos). Se pesan con una precision de 0.5 gramos 0 menos.
Ratones son aclimatados antes del ensayo dependiendo de la
6.3 |procedencia.
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Puntos de Control

Si/No

OBSERVACIONES (Documentacion evaluada/
evidencia)

6.4

El factor de conversion (FC) se verifica utilizando 5 ratones:
Semanalmente (si ensayos son
realizados varias veces en una
semana)
Cada vez que se realiza un
ensayo (si se realiza menos de
un ensayo por semana)
Otra frecuencia:

6.5

Si FC falla (cae fuera del rango de + 20%), se vuelve a calcular
utilizando 2 grupos de 10 ratones. Si nuevamente falla, se investiga
causa y se corrige. Esto es debidamente registrado.

6.6

Si el FC falla (cae fuera del rango de + 20%), mas de 3 veces en el
ano, bioensayo se debe volver a estandarizar.

6.7

Se utilizan 3 ratones para cada andlisis.

6.8

Ratones son observados por 20 min luego de inyeccién. Y revisados
periddicamente por una hora.

6.9

Tiempo de muerte es registrado con precision, en ultimo aliento del

raton.
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Cod

Puntos de Control

Si/No

OBSERVACIONES (Documentacion evaluada/
evidencia)

6.10

Si la mediana del tiempo de muerte es <5 min se diluye con HCI
0.003N hasta pH 3 para obtener un tiempo de muerte entre 5y 7
min.

Calculo de Toxicidad

71

Tiempo de muerte es convertido a unidades raton (UR para el
tiempo) en tabla de Sommer (Tabla 6 del Recommended Procedures
42 Ed.).

72

En ratones sobrevivientes tiempo de muerte es > 60 minutos,
equivalente a 0.875 UR.

73

Peso de ratdn se corrige a UR para el peso en tabla de Sommer
(Tabla 7 del Recommended Procedures 42 Ed.).

14

La Unidad de Rat6n Corregida (URC) se obtiene mediante:
URC = URTIEMPO x URPESO
Se selecciona la mediana de los URC obtenidos de cada ratén.

75

La concentracion de toxina se obtiene mediante;
CTOXINA = URC (mediana) x FC x Factor de dilucién x 200

7.6

Para el PSMB, los resultados son informados dentro del periodo
establecido por Sernapesca y se respetan los plazos de informar.
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ANALISIS DE TOXINAS LIPOFILICAS (DIARREICAS).
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OBSERVACIONES (Documentacion evaluada/

Cod |Puntos de Control Calif. ) .
evidencia)
8 Extraccion en hepatopancreas
Homogenizacion es en licuadora o Ultra-Turrax por 2 minutos y
81 [relacion gramos hepatopancreas respecto a volumen acetona es
1:5.
Homogenizado es:
82 Filtrado al vacio.
Filtrado por gravedad
83 Filtrado o sobrenandante se evapora en rotavapor hasta sequedad a
42 + 2 °C. La temperatura es debidamente registrada.
Finalizada la evaporacion, se transfiere a un recipiente adecuado 25
84 ml de agua desionizada y 25 ml de dietileter (DEE) o diclorometano
(DCM). Se descarta la fase acuosa. (repetir este proceso 3 veces).
(Extraccién liquido-liquido)
Se transfiere fase organica a nuevo embudo de decantacion
85 |realizando nueva extraccion liquido-liquido, en dos etapas,

agregando y descartando fase acuosa (5 ml) en dos etapas.
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. OBSERVACIONES (Documentacion evaluada/
Cod |Puntos de Control Calif. ) .
evidencia)

Fase organica es evaporada en rotavapor hasta sequedad u obtener

8.6 |residuo oleoso, a misma temperatura que 8.3. La temperatura es
debidamente registrada.

8.7 [Residuo es resuspendido en 4 ml de Tween 60 al 1%.

9 Extraccion en cuerpo entero de marisco.

Se lleva a cabo segun 8.1 a 8.7, pero extraccion con acetona es en

9.1 |dos etapas, una con relacion gramos marisco a volumen de acetona
1.3ylaotralz2

10 |Bioensayo

101 Se utiliza jeringas de 22 - 26 gauges.

102 [Peso de ratones entre 19y 21 gramos.

10.3 [Seinocula 1 ml de solucion obtenida en 8.7.

104 Ratones son aclimatados antes del ensayo dependiendo de la

" |procedencia.
105 |[Se utilizan 3 ratones.
106 [Se observan por 24 horas.
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. OBSERVACIONES (Documentacion evaluada/
Cod |Puntos de Control Calif. ) .
evidencia)
10.7 |Interpretacion de resultados:
10.7.1. Si 2 a 3 ratones mueren dentro de 24
horas: Positivo para una o mas de las
toxinas del grupo AO, DTXs y PTXs
(sobre niveles establecidos en
Regulacién (EC) 853/2004).
10.7.2. Si 2 6 mas ratones muertos dentro de
primeros 15 minutos: No concluyente.
ANALISIS DE VENENO AMNESICO EN MOLUSCOS BIVALVOS.
. OBSERVACIONES (Documentacion evaluada/
Cod |Puntos de Control Calif. ) ]
evidencia)
11  [Extraccion
111 Se pesa muestra preparada segin 3.1a 3.7y
" se adiciona metanol-agua 1:1
112 Homogenizacion en:
11.2.1. Homogenizador a 10.000 rpm.
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. OBSERVACIONES (Documentacion evaluada/
Cod |Puntos de Control Calif. ) .
evidencia)
11.2.2. Licuadora a velocidad media.
11.3 [Se centrifuga
114 [Sobrenadante es:
11.4.1. Filtrado
11.4.2. Centrifugado por segunda vez.
12 |Analisis con HPLC
121 Temperatura ambiental es regulada con el fin de no afectar las
" condiciones de separacion.
122 [Se estabiliza linea base con fase movil
123 Se confirma linealidad de curva de calibracion, es decir, R2 > 0.99.
Se lleva control de la cromatografia a través de cartas control que
124 incluyan la variacion de la sefial del estandar de Acido Domoico en el
" tiempo.
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cod | Puntos de Control Calif OB-SERVTACIONES (Documentacion evaluada/
evidencia)
En caso de equipo sin inyeccion automatica, el inyector es limpiado
125 |al cambiar de muestra.
Se lleva a cabo otros controles que permitan evidenciar un adecuado
12.6 |comportamiento de la cromatografia.
13 |Célculo de la concentracién de acido Domoico
Célculo de concentracion::
[Ac. domoico] (ug/g)=As x Cc x F
Ac  WT
As: Promedio de las areas de los peak de la muestra
131 |Ac: Promedio de las areas de los peak de los estandares
de calibracién
Cc: Concentracion del estandar de calibracion.
\WT: Peso de la muestra homogenizada.
F: Factor de dilucion.
132 El Laboratorio cuenta con carta de control de calidad del analisis

mediante HPLC, informada a Sernapesca.
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Puntos de Control

Calif.

OBSERVACIONES (Documentacion evaluada/
evidencia)

Normativa Sernapesca

Plazo entre muestreo e inicio de anélisis:
< 24 horas desde todas las regiones menos la XIl regién.
<48 horas desde XII region.

En caso que las muestras no cumplan con los requisitos de
recepcién, establecidos por Sernapesca, se da aviso a dicho
Servicio para autorizar la recepcion de las éstas.
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Cod

14

141

14.2

14.3

Se cumple el plazo de (exclusivo PSMB):

<12 horas para ingresar resultados al MR-SAT.

<48 horas para enviar Informe de Resultados y Copia de
Formulario de Envio de Muestras PSMB a D.N (mediante correo
ordinario).

< 2 horas para informar resultados desfavorables a D.N., Oficina
Regional de Sernapesca e Interesado (mediante correo
electrdnico).

Firma Inspector:




