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1. OBJETIVOS Y ALCANCE

El objetivo de este documento, es establecer los requisitos y procedimientos que deberan
cumplir los/as interesados/as que voluntariamente postulen ante el SAG, para ser laboratorio
autorizado en la ejecucion de/los analisis y ensayos para el diagndstico de virus fitopatdogenos
en los siguientes semilleros de exportacion para el programa de semilleros de exportacion:

Tomate
Pimentdn y Ajies
Lechuga

Maiz

Frejol

Soya
Maravilla
Cucurbitaceas
Brassicas
Apidceas
Lilidceas

El alcance de la autorizacién serd de caracter nacional y se otorgara por hospedero
(especie/género). El laboratorio autorizado debera realizar la totalidad de los diagndsticos
viroldgicos definidos para cada hospedero en la tabla N° 1, utilizando las técnicas diagndsticas

determinadas por el Servicio.

Tabla N° 1. Virus a determinar en hortalizas y cultivos del programa de semilleros de

exportacion

ESPECIE/ GENERO

VIRUS

TECNICA
DIAGNOSTICA

Tomate
(Solanum lycopersicum)

Alfalfa mosaic virus (AMV)
Arabis mosaic virus (ArMV)
Cucumber mosaic virus (CMV)
Tobacco mosaic virus (TMV)
Tomato mosaic virus (ToMV)
Tomato bushy stunt virus (TBSV)
Tomato ringspot virus (ToRSV)
Tobacco ringspot virus (TRSV)
Tobacco streak virus (TSV)
Pepino mosaic virus (PepMV)

DAS-ELISA/TAS-ELISA

Pimentdn y Ajies
(Capsicum spp)

Alfalfa mosaic virus (AMV)
Cucumber mosaic virus (CMV)
Pepper mild mottle virus (PMMoV)
Tobacco mosaic virus (TMV)
Tomato mosaic virus (ToMV)
Tomato ringspot virus (ToRSV)
Tobacco ringspot virus (TRSV)
Potato yellowing virus (PYV)

DAS-ELISA/TAS-ELISA

Lechuga
(Lactuca sativa)

Lettuce mosaic virus (LMV)
Arabis mosaic virus (ArMV)
Tobacco ringspot virus (TRSV)

DAS-ELISA
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TECNICA
ESPECIE/ GENERO VIRUS DIAGNOSTICA
Maiz Maize dwarf mosaic virus (MDMV) DAS-ELISA
(Zea mayz)
Bean common mosaic virus (BCMV)
Frejol Tobacco ringspot virus (TRSV) ) )
(Phaseolus spp) Tomato ringspot virus (ToRSV) DAS-ELISA/TAS-ELISA
Tobacco streak virus (TSV)
Sova Tobacco ringspot virus (TRSV)
(Gly cine max) Soybean mosaic virus (SMV) DAS-ELISA/TAS-ELISA
Y Tobacco streak virus (TSV)
Maravilla Tobacco ringspot virus (TRSV) DAS-ELISA

(Helianthus annuus)

Arabis mosaic virus (ArMV)
Cucumber mosaic virus (CMV)
Squash mosaic virus (SqMV)
Melon necrotic spot virus (MNSV) DAS-ELISA/TAS-ELISA
Tomato ringspot virus (ToRSV)
Tobacco ringspot virus (TRSV)
Prunus necrotic virus (PNRSV)

Arabis mosaic virus (ArMV) DAS-ELISA

Cucurbitaceas
(Cucurbitaceae spp)

Brassicas
(Brassica spp)

Strawberry latent ringspot virus

?XI?SSZSe 5op) (SLRV) DAS-ELISA/TAS-ELISA
p pp Cucumber mosaic virus (CMV)
Liliaceas Onion yellow dwarf virus DAS-ELISA

(Liliaceae spp)

Sin perjuicio de lo anterior, en caso que el Servicio lo requiera, podra ampliar el nimero de
patdgenos y/o técnicas diagndsticas que forman parte del alcance de esta autorizacién, frente
a lo cual, los laboratorios que deseen mantener su autorizacién en esta categoria, deberan
postular a la ampliacién de su autorizacion de acuerdo al procedimiento descrito en el numeral
13 del Reglamento Especifico de Autorizacién de Laboratorios de Analisis/Ensayos.

Asimismo, este documento entrega los deberes y obligaciones que deben cumplir los
laboratorios, una vez autorizados.
2. REFERENCIAS Y DOCUMENTOS RELACIONADOS

» Resolucion Exenta N° 529 de 2012, del Director Nacional del Servicio Agricola y Ganadero,
qgue norma el Sistema Nacional de Autorizacion de Terceros.

= Resolucion Exenta N° 90 de 2014, del Director Nacional del Servicio Agricola y Ganadero,
que aprueba el Reglamento Especifico para la Autorizacion de Laboratorios de
Analisis/Ensayos.

» Resolucion Exenta del Director Nacional N° 2.455 de 2013, del Director Nacional del
Servicio Agricola y Ganadero, que oficializa sistema y requisitos para la certificacion
fitosanitaria de material de propagacion de exportacion.
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3. DEFINICIONES Y ABREVIATURAS

Laboratorio Autorizado

Analista

Responsable Técnico

Buenas Practicas de
Laboratorio (BPL)

ELISA

DAS-ELISA

TAS-ELISA

Trazabilidad de

la muestra

Material de Referencia

Laboratorio autorizado por el Servicio para ejecutar uno o mas
analisis/ensayos determinados, en apoyo a los programas oficiales
del SAG, bajo condiciones definidas por el Reglamento Especifico
de Autorizacién de Laboratorios de Analisis/Ensayos y los
correspondientes Instructivos Técnicos.

Persona designada por el Ilaboratorio autorizado, para
desempefarse en temas técnicos asociados a su actividad y que
cumple con el perfil definido por el Servicio para este cargo.

Persona designada por un laboratorio autorizado para actuar como
contraparte del SAG, en temas técnicos asociados a su actividad y
que cumple con el perfil definido por el SAG para este cargo.

Conjunto de reglas, procedimientos operativos y practicas
adecuadas para garantizar que los datos generados por los
laboratorios sean confiables y que aseguren un nivel de
bioseguridad adecuado para el riesgo asociado al desarrollo de los
analisis.

Ensayo de inmuno-absorcion ligado a enzimas. Técnica seroldgica
en la cual, un antigeno inmovilizado se detecta mediante un
anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un producto
detectable, como cambio de color o algun otro tipo de sefial.

Double Antibody Sandwich ELISA. Modalidad de ELISA que
conlleva, la captura del antigeno por un anticuerpo unido a soporte
solido. El antigeno inmovilizado es reconocido y unido por un
segundo anticuerpo conjugado con una enzima que permite la
deteccidn del antigeno mediante una reaccién colorimétrica

Triple Antibody Sandwich ELISA: Modalidad de ELISA que conlleva,
la captura del antigeno por un anticuerpo unido a soporte sélido. El
antigeno inmovilizado es reconocido y unido por un segundo
anticuerpo especifico, este complejo inmunoldgico es revelado por
la adicion de un anticuerpo de antiespecie conjugado con
Phosphatase Alcalino (este anticuerpo es especifico para la especie
del segundo anticuerpo especifico). Finalmente, la adicion del
sustrato de la enzima (pNPP) induce un producto amarillo,
perceptible en 405 nm.

Sistema de documentacion que permite la identificacion de la
muestra desde su recoleccién y su posterior ingreso al laboratorio
hasta la emisién del resultado.

Material, sustancia u organismo que provee trazabilidad esencial y
se usa para demostrar la exactitud de los resultados, calibraciones
de equipos y métodos, para monitorear el funcionamiento del
laboratorio, para validar métodos y que permite la comparacion de
métodos, usédndolos como estandares transferibles.
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Virus fitopatégeno Agente virulento, capaz de infectar una planta.
Servicio/SAG Servicio Agricola y Ganadero.
Signo Presencia del agente causal en una planta enferma.
Sintoma Expresion externa o interna de alteraciones morfoldgicas por la
accién de un agente causal en una planta enferma.
Muestreo Recolecciéon de muestras vegetales a nivel de huerto productivo,

mediante la revisidn y blusqueda de una determinada plaga o
enfermedad, cumpliendo los protocolos técnicos definidos para la
actividad.

DTCyAT Departamento de Transacciones Comerciales y Autorizacion de
Terceros

4, REQUISITOS
4.1 Requisitos de infraestructura, equipos, materiales y reactivos.

4.1.1 Requisitos de Infraestructura

La infraestructura, debe considerar un espacio tal que permita garantizar el correcto desarrollo
de la metodologia de analisis a realizar y acorde al volumen de muestras recepcionadas y a
analizar, disponiendo de areas con suficiente espacio para desarrollar en forma optima las
actividades.

El laboratorio postulante, debe contar con al menos 3 (tres) salas separadas para: preparacion
de muestras, serologia y lavado, con el fin de evitar contaminacion cruzada.

Asimismo, las superficies de muros, cielos, pisos y mesones deben ser lisas, de facil limpieza
e impermeables.

4.1.2 Requisitos de Equipamiento

El laboratorio debe contar con los equipos e instrumentos necesarios, acordes al volumen de
muestras a analizar, que garanticen el correcto desarrollo de la metodologia de analisis a
realizar. Los equipos e instrumentos, deben contar con su certificado de mantenciéon y/o
calibracidn al dia, efectuado a lo menos una vez cada 2 (dos) afos por una empresa pertinente
y reconocida en el area.

A continuacién se detalla el equipamiento minimo que se debe considerar:

= Sensor de temperatura que permita verificar la temperatura de las muestras al momento
del ingreso, el rango de trabajo debe ser de 0 a 30°C, con una division de 1°C y un error
maximo de 0.5 °C.

= Balanza 1 a 500 gr. con una resolucion de 0.1 gr.

» Estufa de incubacién que alcance una temperatura de 37 °C, con un error maximo de +-
1°C

= Micropipetas de 10, 100 y 1000 ul, o equivalente

= Peachimetro
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= Agitador magnético

= Freezer que alcance temperaturas de -20 °C o menores

= Refrigerador que alcance una temperatura de 6°C+-2°C

= Conservadora de muestras que alcance una temperatura de 6°C+-2°C

= Lector Elisa con sistema de impresién de registros que permita la trazabilidad de los
resultados (fecha y hora)

4.1.3 Requisitos de Materiales y Reactivos

El laboratorio debe contar con los materiales, reactivos necesarios y material de referencia
acordes al volumen de muestras (stock suficiente para los analisis de la temporada) y que
garanticen el correcto desarrollo de la técnica de analisis a realizar.

Debera contar con todos los kits de diagndsticos necesarios para analizar la totalidad de los
virus correspondientes a los hospederos a los cuales postula.

A continuacién, se detallan los materiales y reactivos que se deben considerar como minimo:

e Controles positivos y negativos de los virus a los cuales postula.
e Placas ELISA Nunc Maxisorp
e Puntas de micropipetas
e Bolsas de extraccion
e Tampon de extraccidn o reactivos necesarios para preparacion.
¢ Tampon de lavado o reactivos necesarios para preparacion.
e Tampon Conjugado o reactivos para preparacion.
e Tampon sustrato o reactivos para preparacion.
e Sustrato p-nitrofenilfosfato
e Microtubos de 1,50 2 ml
e Kit de diagnostico de acuerdo a los virus indicados para cada hospedero:
- Alfalfa mosaic virus: Agdia, Bioreba.
- Arabis mosaic virus: Agdia, Bioreba.
- Cucumber mosaic virus: Agdia, Bioreba.
- Melon necrotic spot virus: Loewe.
- Pepper mild mottle virus: Agdia, Bioreba.
- Pepino mosaic virus: Agdia, Prime Diagnostic.
- Squash mosaic virus: Bioreba.
- Tobacco mosaic virus: Agdia, Bioreba.
- Tomato mosaic virus: Agdia, Bioreba.
- Tomato bushy stunt virus: Bioreba.
- Tomato ringspot virus: Agdia, Prime Diagnostic.
- Tobacco ringspot virus: Agdia, Bioreba.
- Tobacco streak virus: Agdia, Bioreba.
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- Potato yellowing virus: DSMZ.

- Lettuce mosaic virus: Bioreba, Agdia.

- Bean common mosaic virus: Bioreba, Agdia.

- Soybean mosaic virus: Agdia, DSMZ.

- Strawberry latent ringspot virus: Bioreba, Loewe.
- Onion yellow dwarf virus: Bioreba, Agdia.

- Prunus necrotic ringspot virus: Bioreba.

- Maize dwarf mosaic virus: Bioreba, Agdia.

4.2 Requisitos de personal
El laboratorio debe contar con el siguiente personal:

4.2.1 Responsable técnico

El laboratorio debera designar un(a) responsable técnico, quien sera la contraparte ante el
SAG en temas técnicos asociados a su actividad como laboratorio autorizado y tendra
responsabilidad directa en el correcto desempefio de las actividades que el laboratorio
autorizado realice en el ambito de su autorizacién. Asimismo debera cumplir con los siguientes
requerimientos:

o Poseer titulo profesional otorgado por una entidad reconocida por el Estado,
correspondiente a una carrera de las ciencias silvoagricolas, bioquimicas, biotecnoldgicas
o bioldgicas. En caso de titulo obtenido en el extranjero, éste debera estar revalidado
segun procedimiento establecido por el Ministerio de Educacién.

o Experiencia laboral en el area de laboratorios de al menos dos (2) anos.

. Tener competencia técnica o experiencia laboral (al menos 6 meses) comprobable en
diagndsticos de virologia y técnicas seroldgicas.

4.2.2 Analistas

El laboratorio deberd contar con analistas en nimero adecuado de acuerdo a la cantidad de
analisis a realizar, quienes deben cumplir el siguiente perfil:

. Contar con titulo profesional o técnico o ser egresado, de una carrera correspondiente al
area bioldgica o afin, impartida por una entidad de ensefianza superior reconocida por el
Estado. En caso de titulo obtenido en el extranjero, éste debera estar revalidado seguin
procedimiento establecido por el Ministerio de Educacion.

. Tener competencia técnica o experiencia laboral (al menos 6 meses) comprobable en
diagndsticos de virologia y técnicas seroldgicas.

El laboratorio previendo una eventual ausencia del responsable técnico o de los analistas,
podra postular a otras personas para que actlen en ausencia del o los titulares, en calidad de
subrogantes. En tal caso, el laboratorio tendra que solicitarlo por escrito, presentando al
servicio la documentacién que demuestre que ese personal cumple con el perfil para
desempefiar el cargo. Dicho/s subrogante/s, no podra/n ejecutar funciones sin la previa
revision de antecedentes y autorizacion por parte del Servicio.
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4.3 Requisitos Especificos.

El laboratorio postulante, debe contar con procedimientos que describan en forma detallada
lo siguiente:

- Proceso de analisis,

- Manejo de los controles,

- Manejo de las contramuestras,

- Control de calidad interno,

- Preparacién de soluciones

- Eliminaciéon de residuos.

- Procedimientos que consideren las metodologias indicadas en el punto 5.3 de este
Instructivo.

Asimismo, debe contar con un sistema de control de calidad interno con controles de referencia
0 secundarios que aseguren la validez de sus ensayos.

El laboratorio deberd contar con timbres que registren el nombre del laboratorio para ser
utilizados en el marco de la autorizacién.

4.4 Medios de verificacion de requisitos.

De acuerdo a lo dispuesto en el Reglamento Especifico para la autorizacién de laboratorios de
analisis/ensayos, los interesados en autorizarse para realizar el diagndstico de virus en
semilleros de exportacion, deben presentar junto a la solicitud de autorizacion (F-GF-CGP-PT-
068) presente en el reglamento anteriormente citado, lo siguiente:

1. Los antecedentes generales del laboratorio que se establecen en el numeral 6.1 del
Reglamento Especifico para la autorizacion de laboratorios de andlisis/ensayos.
2. Croquis del laboratorio, identificando uso de areas y ubicacion de los equipos.

3. Listado de equipos, indicando nombre, marca, modelo, fecha de puesta en servicio y
capacidad cuando corresponda.

4. Lista de materiales, reactivos y material de referencia.

5. Formulario anexo para postular al diagndstico de virus en semilleros de exportacion,
codigo, F-GF-CGP-PT-204 del presente en el presente instructivo.
6. Formulario de identificacién del personal que se desempefia como responsable técnico

formulario F-GF-CGP-PT-069 presente en el Reglamento Especifico para la autorizacion
de laboratorios de analisis/ensayos.

7. Certificado de titulo del responsable técnico identificado en el formulario respectivo, en
original o fotocopia legalizada.

8. Formulario de identificacion del personal que se desempefia analista, formulario F-GF-
CGP-PT-205 del presente en el presente instructivo.

9. Certificado de titulo o de egreso de los/las analistas identificados en el formulario
respectivo, en original o fotocopia legalizada.

10. Documentos que acrediten la competencia y/o experiencia tanto del/la responsable
técnico como de los/las analistas en el area de la virologia y serologia, técnicas
moleculares y/o pruebas bioldgicas, segun corresponda.

11. Procedimientos con la informacién requerida en el numeral 4.3 de este Instructivo.
12. Manual de calidad del laboratorio.
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Sin perjuicio de lo anterior, el cumplimiento de los requisitos descritos tanto en el Reglamento
especifico de autorizacidn de laboratorios de analisis/ensayo como en este instructivo, seran
confirmados por el Servicio en la visita de verificacion o por los medios que considere idéneos
para tal efecto.

Con este fin, el SAG podra solicitar al postulante la ejecucion de la técnica por parte de uno o
mas analistas del laboratorio o a través de ensayos de aptitud.

5. ANALISIS/ENSAYO

5.1 Condiciones previas

Cada laboratorio autorizado debera suscribir con los productores un acuerdo previo, para la
realizacion de los andlisis, mediante la firma simple del formulario “Declaracién jurada para la
designacion del laboratorio autorizado” (F-GF-CGP-PT-206). Copia de este acuerdo debe
enviarse en forma electrénica, al correo electrénico exportaciones.mapro@sag.gob.cl , dirigido
al Subdepartamento de Requisitos Fitosanitarios de Exportacion, Unidad que publicara en
intranet el listado actualizado de laboratorios.

Ademas, cada laboratorio autorizado debera designar una empresa de transporte de
encomiendas o Courier para el traslado de las muestras tomadas el SAG, lo cual debe ser
informado al Subdepartamento de Requisitos Fitosanitarios de Exportacién, al correo
electronico exportaciones.mapro@sag.gob.cl, mediante el formulario “Empresa(s) de
transporte de encomiendas o Courier en convenio” (F-GF-CGP-PT-208) para su publicacion en
la Intranet del Servicio.

5.2 Captacion y envio de las muestras

El muestreo sera realizado de acuerdo a lo establecido en el Procedimiento “Certificacion
Fitosanitaria de Productos Agricolas y Forestales de Exportacion” P-CER-CER-PA-001, por lo
tanto, no es una actividad de competencia de los laboratorios autorizados en esta especialidad.

El despacho de la(s) muestra(s), sera de responsabilidad del funcionario de la oficina SAG
sectorial a cargo del muestreo, sin embargo, sin perjuicio de lo anterior, se utilizaran los
servicios de una empresa de transporte de encomiendas o courier reconocida a nivel nacional
y establecida legalmente y que garantice el envio en el tiempo y las condiciones de
temperatura adecuados (mantencion de cadena de frio de ser necesario), segun los
requerimientos especificos establecidos en el presente instructivo.

Los costos asociados al despacho de la encomienda, seran de cargo al laboratorio de destino
de la(s) muestra(s) a analizar, por lo que el envio se efectuara, segun sea el caso, de la
siguiente manera:

i) Cargado a un numero de cuenta, previamente informado al servicio (de acuerdo a
documento segun formato establecido en el formulario F-GF-CGP-PT-208 sistema de
envio de muestras de este instructivo), en caso de existir un convenio entre el laboratorio
autorizado y una empresa de transporte de encomiendas.

ii) Por cobrar al laboratorio autorizado, si al momento de efectuar el envio, el laboratorio de
destino no posea, o el servicio no esté en conocimiento de la existencia del convenio antes
descrito. En este caso, el SAG se reserva el derecho de envio a través de una empresa de
transporte de encomiendas que asegure adecuadas condiciones de traslado, siendo
obligatoriedad por parte del laboratorio, recepcionar la(s) muestra(s).
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La Oficina SAG correspondiente a la ubicacién del semillero, creard en el Sistema
computacional SISVEG u en otro sistema informatico que el SAG determine en el futuro, un
folio por cada semillero muestreado, y 1 correlativo por cada muestra tomada de ese semillero.

La muestra sera identificada con un cddigo de barras el cual indica el afio-folio-correlativo,
con estos datos el laboratorio podra acceder al Folio a través de SISVEG (al laboratorio se le
asignara un nombre de usuario y clave), y podra ver los datos de la muestra y los analisis de
virus solicitados.

Las muestras deben ser recibidas en el Laboratorio Autorizado acompafiadas de un documento
que contenga como minimo, la siguiente informacién:

- Nombre del Productor
- Detalle de los Folios SISVEG

- Oficina SAG que realizé el muestreo y fecha del muestreo

5.3 Recepcion de la muestra y manejo de la muestra/contramuestra

El laboratorio autorizado, previo al inicio de las actividades propiamente tal, debera informar
al supervisor del laboratorio del Departamento de Laboratorios y Estaciones Cuarentenarias
del SAG, el dia en que se recepciona el primer Protocolo de toma de muestras, dentro de las
24 horas siguientes de recibidas las primeras muestras. Para tal efecto debera utilizar un
documento segun formato establecido en el formulario Inicio de recepcion de muestras en
semilleros de exportacion (D-GF-CGP-PT-207), el cual debe ser validado con el nombre y firma
del responsable técnico.

El laboratorio autorizado, debe mantener registro de esta documentacion durante 5 (cinco)
anos, en las dependencias del laboratorio y debera estar disponible para las supervisiones que
realicen los inspectores(as) del Servicio.

5.4 Recepcion de la muestra

Toda muestra debe ingresar al laboratorio autorizado con su correspondiente “etiqueta de
identificacion de muestras” (cédigo de barra con el afio, el nimero de folio y correlativo de la
muestra) generada por el Sistema de Informacién Vegetal (SISVEG) u en otro sistema
informatico que el SAG determine en el futuro.

El laboratorio debera verificar al momento del ingreso de la muestra, que ésta se encuentre
en condiciones adecuadas de embalaje y que el tiempo entre el muestreo y la recepcion en el
laboratorio sea menor o igual a 72 horas. Ademas, debe verificarse que la informacion
contenida en el formulario oficial esté completa, y que el nimero de folio y correlativo sefialado
coincida con la rotulacidén de la etiqueta de identificacion de cada una de las muestras, asi
como también con la cantidad de muestras recibidas. Una vez verificado lo anterior, el
recepcionista del laboratorio, dejara constancia de la recepcién de la o las muestras, mediante
timbre y firma del formulario oficial, indicando ademas la fecha y hora de recepcion,
guedandose el laboratorio autorizado con una copia de este formulario.

En caso que las muestras no estén acompafiadas por estos documentos, o que la informacion
esté incompleta o no coincida, éstas podran ser aceptadas, bajo exclusiva responsabilidad del
laboratorio autorizado, en la medida que se asegure su trazabilidad y que el muestreador se
comprometa a regularizar tal situacidén, dentro de un plazo no mayor a 24 horas.
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Posteriormente, el responsable técnico debe evaluar la aptitud de las muestras para el anélisis,
para lo cual deberd considerar como muestra apta, aquella que no presente signos de
deshidratacion y/o descomposicién. Si la muestra presenta condiciones de embalaje
inadecuadas o es considerada no apta para analisis, ésta debe ser rechazada.

En caso de rechazo de muestras, se debe avisar en forma escrita de tal situacion a la oficina
SAG correspondiente al origen de la muestra, indicando que la muestra no ha sido apta para
el analisis, identificando el N° de folio del protocolo, el o los nimeros correlativos de las
muestras y causal de rechazo (esto dentro de un plazo de maximo 1 dias corridos contados
desde la recepcion de la muestra por parte del laboratorio autorizado) y solicitar el envio de
nueva muestra.

Una vez el laboratorio autorizado ha verificado lo anterior y considerado que la(s) muestra(s)
son apta(s) para su analisis, debe aceptarlas ingresandolas al sistema computacional SISVEG.
Una vez realizada la aceptacion se podra imprimir lo denominado “Orden de Analisis” SISVEG
donde se indican los virus a analizar.

Las muestras deberan ser conservadas, hasta el momento del analisis, a una temperatura de
6°C + 2°C.

5.5 Manejo de la contramuestra

El Laboratorio deberd mantener al menos 2 tubos (1,5 o 2 ml) con tejido de la muestra
macerado en tampon de extraccion por al menos 6 meses luego del analisis. Esta conservacion
debera realizarse a una temperatura de -20 £ 2 °C. Ademas para las muestras positivas se
deberd conservar tejido sin macerar y sin buffer a -20°C durante al menos 3 meses posteriores
a la recepcion de la muestra.

5.6 Metodologia.

La metodologia de analisis a utilizar, sera DAS (Double antibody Sandwich) -ELISA (Enzimed-
linked Inmuno Assay), siguiendo las especificaciones de diluciones y tiempos de incubacién
segln indique el Fabricante del Kit.

Las muestras seran analizadas para los todos los virus solicitados en la orden de analisis
SISVEG.

Cada muestra se dispondra en la placa ELISA en duplicado, siguiendo un disefio estandar para
el laboratorio, sin embargo se debe tener en cuenta que no pueden situarse en forma
consecutiva, ya sea en la fila como en la columna de la placa.

Se debera incluir en cada placa controles positivos (al menos 2 pocillos) y controles negativos
(al menos 2 pocillos). Los controles positivos podran corresponder a controles proporcionados
por la empresa proveedora del kit de diagnostico o muestras propias que estén infectadas por
el o los virus a analizar, y que estén debidamente almacenadas y validadas en su condicion.
Esta validacién debe ser realizada en forma previa al proceso de muestras oficiales, y puede
realizarse utilizando un test en los cuales se incluyan controles comerciales y las muestras
postulantes a control.

Los detalles de la preparacién de las muestras asi como el uso de tampones de extraccién,
diluciones de anticuerpos, tampones conjugados, tiempos de incubacion, etc., deberan
realizarse segun las instrucciones del proveedor.
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Cuando corresponda realizar mas de un analisis por muestra, se debera respetar el proceso
de preparacion de muestras de cada kit utilizado.

Debido a que todos los kit autorizados, utilizan el sustrato P-Nitrofenilfosfato, las placas
deberan ser leidas en un Lector ELISA a una longitud de onda de 405 nm y los datos obtenidos
deberan adjuntarse al Mapa de las muestras.

Eventualmente, el Servicio podra establecer modificaciones a las pautas de analisis, para lo
cual el laboratorio serd informado a través de capacitaciones especificas y los acuerdos
técnicos seran agregados como apéndices o anexos a este instructivo.

Las muestras deben ser analizadas en un plazo no superior a 12 dias habiles desde la fecha
de muestreo.

No obstante lo anterior, los laboratorios podran presentar para la evaluacion por parte del
Servicio, otras metodologias o variantes de las indicadas en este instructivo, las que una vez
aprobadas podran ser implementadas por los laboratorios autorizados.

5.7 Control de Calidad Interno.

El laboratorio, deberd definir “"Cartas Control” para sus materiales de referencia (controles
positivos y negativos) los cuales deberan definirse previo a cada temporada o a cada nuevo
kit utilizado o material de referencia. Con estas cartas control se definirdn los criterios de
aceptacién o rechazo de cada placa analizada. La metodologia sera la siguiente:

e Se definirdn valores promedios esperados para los materiales de referencia. Estos
valores se pueden obtener a través del analisis de estos materiales, utilizando el kit
a utilizar en la temporada, y agregando las posibles variables a actuar en los valores
obtenidos, como por ejemplo realizar el analisis con distintos operarios. Con estos
valores se definird un valor promedio y las correspondientes desviaciones estandar.

e Con estos valores se procedera a realizar un grafico o carta control en la cual a través
de lineas perpendiculares se definiran distintas areas.

Prom+2DS

Prom+1DS

Prom

Prom-1DS

Prom-2DS

e Las lineas se definirdn como:
o La linea central como el valor promedio.

o Las 2 hacia arriba como el promedio mas 1 vez la deviacién estandar, la primera,
y el promedio mas 2 veces la desviacién estandar la segunda.

o Y las 2 hacia abajo del promedio como “el promedio menos 1 vez la deviacion
estandar” la primera y “el promedio menos 2 veces la desviacion estandar” la
segunda.
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e En este cuadro control se graficaran todos los valores obtenidos para cada Kit y sus
respectivos materiales de referencia que se obtengan en los analisis realizados para
las muestras enviadas por los inspectores SAG.

e Cuando 2 puntos del grafico en forma consecutiva caigan fuera de la zona de
Prom+2DS para los controles negativos y Prom-2DS para los controles positivos, se
debera dar aviso al Encargado de Supervisién SAG de ese Laboratorio a través de
correo electronico, y se debera enviar un informe de revision del sistema en el cual se
indique las posibles causales de esta desviacién de valores de los materiales de
referencia. Esta comunicacién debera realizarse al dia siguiente de obtenido el valor
fuera de rango.

5.8 Calculo de los Resultados

Una muestra sera considerada positiva cuando el promedio de los valores obtenidos en los 2
pocillos, sea mayor al doble del promedio de los valores obtenidos en los controles negativos.
Sin embargo cuando en forma individual un (1) pocillo tenga valor considerado positivo y el
otro pocillo arroje un valor negativo, la muestra debera ser repetida a partir de uno de los
tubos almacenados como contramuestra. Si la situacién se vuelve a repetir, se debera dar
aviso via correo electrénico al Encargado de Supervision de ese laboratorio, para evaluar las
medidas a tomar.

5.9 Expresion de los resultados

En el mapa correspondiente, se indicara el o los correlativos positivos obtenidos en una
determinada placa para un determinado virus y se validara la revision de los valores obtenidos
a través de una firma. Este mapa con los resultados, debera ser almacenado en un archivador
con la identificacidn correspondiente.

Los resultados se informaran a través de la emision de Informes Fitosanitarios del SISVEG,
indicando POSITIVO o NEGATIVO, segun corresponda para cada virus analizado. En el caso
de que una serie de correlativos tenga los mismos resultados, se puede ingresar solo uno que
aplique a la serie. Pero si dentro de la serie existen resultados distintos, se debera ingresar
en forma individual el resultado distinto asociado al correlativo correspondiente.

6. REGISTRO Y ENViIO DE LOS RESULTADOS

Los resultados deberan ser ingresados al sistema SISVEG u en otro sistema informatico que
el SAG determine en el futuro, en un plazo maximo de siete (7) dias desde la fecha de
muestreo. En caso que el laboratorio autorizado prevea cualquier atraso en el tiempo de
respuesta de alguna muestra, debera informarlo con 24 horas de anticipacion a la fecha limite
de respuesta via correo electronico al Encargado de Supervision SAG de ese laboratorio,
indicando el nimero de la muestra (folio de protocolo con su respectivo correlativo) en esa
situacion.

Cabe hacer presente, que el informe emitido por SISVEG no serd un documento valido para
la emision del certificado de exportacion.

El laboratorio debera contar con un libro de registro de resultados de muestras que incluya el
N° de folio de protocolo con su correlativo respectivo, fecha de recepcidn, aceptacion/ rechazo,
resultado, fecha de resultado, firma del analista y observaciones. Ademas, el laboratorio
deberda mantener una copia firmada de los registros de los resultados ingresados y autorizados
en el sistema computacional SISVEG.
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Todos los registros y documentos se deben conservar al menos durante los 5 afios siguientes
de realizado el andlisis.

Cualquier informacion obtenida producto del proceso de analisis (resultados parciales o totales
u otro), sera de caracter confidencial entre el laboratorio autorizado y el SAG, en caso de no
respetarse lo anterior, sin previa autorizacién del servicio, sera considerado como una no
conformidad critica y causal de suspension inmediata de la autorizacion.

7. SUPERVISION DE LOS LABORATORIOS AUTORIZADOS

Todo laboratorio autorizado sera supervisado mediante visitas al menos una vez al afo. Sin
embargo, debera estar dispuesto a recibir supervisiones adicionales, en cualquier momento.

El Encargado de Supervisiéon SAG del Laboratorio Autorizado, podra solicitar a este Gltimo en
cualquier momento, el envio de contramuestras (acorde a lo indicado en los puntos 5.2, 5.3
y 5.5. de este instructivo), para ser analizados por el SAG. En el caso de no haber concordancia
con los resultados, se programara una visita de supervision para verificar la conduccion del
ensayo y determinar las medidas que correspondan.

8. OBLIGACIONES

Sin perjuicio de las obligaciones estipuladas en el capitulo 7 del Reglamento especifico de
autorizacién de laboratorios de analisis/ensayos vigentes, el laboratorio autorizado debera
cumplir con lo siguiente:

— No podra ejercer como laboratorio autorizado cuando el representante legal, socios,
directores, accionistas, gerentes, responsable técnico o analistas tengan un interés
directo e incompatible con la actividad para la cual fue autorizado, como ser propietario
del producto que se desea certificar, u otras que determine el Servicio

— El laboratorio autorizado deberd cambiar de empresa de transporte de encomiendas o
Courier cuando reciba 3 veces seguidas muestras en mal estado a causa del transporte,
qgue no cumplan con las condiciones especificas para realizar los analisis. Informando
al Servicio en el formato establecido en el presente documento.

9. FORMULARIOS

F-GF-CGP-PT-204 Zgrg::)l::tlgc?g:xo para postular al diagnostico de virus en semilleros
F-GF-CGP-PT-205 Identificacion de analistas vinculados al analisis

F-GF-CGP-PT-206 Declaracién jurada para la designacion del laboratorio autorizado
F-GF-CGP-PT-207 Inicio recepcidon muestras semilleros de exportacién
F-GF-CGP-PT-208 Empresa de transporte de encomiendas o courier en convenio

Pagina 15 de 20



SAG
Ministerio de
Agricultura

FORMULARIO ANEXO PARA EL DIAGNOSTICODE | ., . . . .
VIRUS FITOPATOGENOS EN SEMILLEROS DE | °¥'9% 6F f/GP PT _28‘1‘
EXPORTACION ersion:

Gobierno de Chile

Identificacion del laboratorio:

N oY 0 0] o L=y A = P4 ] TTe Lo =1 I,

Cédula de identidad NO/RUT: ..eeeeeeeeeeeeeeeeeeee e .

Marque con una “X” el hospedero al que postula:

Hospedero

Tomate

Pimenton y Ajies

Cucurbitaceas

Lechuga

Maiz

Frejol

Soya

Brassicas

Apiaceas

Maravilla

Lilidceas

Nota: el laboratorio debera realizar el diagndstico de la totalidad de los virus considerados
para cada uno de ellos en el presente instructivo.

Nombre o representante legal
Laboratorio postulante

Fecha:
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Identificacion del laboratorio:

NOMDBIe/razOn SOCIAL: .uiuviieiii i e aaeaaaaas

Cédula de identidad NO/RUT: ..cooeeeeoeee oo .

Personal que se desempefiara como analista:

N© cédula de

Nombre Completo identidad

Firma

Firma del postulante o del representante legal
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Por el presente instrumento, declaro bajo juramento que todas las muestras vegetales,
captadas por el SAG en el marco del proceso de certificacion fitosanitaria de material de
propagacién de exportacion que correspondan al alcance de los instructivos técnicos para el
diagndstico de plagas en material de propagacién de exportacion deberan ser enviadas al
siguiente laboratorio autorizado:

1. IDENTIFICACION DEL LABORATORIO

Disciplinas:

Nombre o Razoén social:

Numero y afo de su resolucidén de autorizacién vigente:

Direccidn:

Correo electrénico:

Teléfono:

2. IDENTIFICACION DEL PRODUCTOR

Razoén Social Productor:

Representante del Productor

Cédula de identidad N°

Nacionalidad:

Domicilio:

Comuna:

Teléfono:

Que ante una modificacidon en la designacion del laboratorio autorizado, informaré al Servicio al
correo electronico exportaciones.mapro@sag.gob.cl, en un plazo no superior a 48 horas, el
nombre del nuevo laboratorio autorizado al cual el Servicio debera enviar las muestras.

Personal encargado empresa Nombre o representante legal
laboratorio autorizado

Fecha recepCion SAG: ...
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INICIO DE RECEPCION DE MUESTRAS DE Cédigo: F-GF-CGP-PT-207
SEMILLEROS DE EXPORTACION Versién: 01

Logo Laboratério Autorizado

INICIO RECEPCION MUESTRAS

Fecha aviso

ANTECEDENTES TERCERO AUTORIZADO (Emisor)

Nombre Laboratorio Autorizado

Nombre Responsable Técnico Indicar nombre
completo del responsable técnico, designado por el
laboratorio autorizado.

Direccion Oficina/ Comuna Indicar el lugar donde se
mantendran/ analizardn las muestras y los registros
documentales de las actividades que el laboratorio
autorizado desarrollara.

Correo electrénico

Teléfono (s) (fijo/ mavil)

ANTECENTES SERVICIO AGRICOLA Y GANADERO (Uso exclusivo SAG)

Departamento Laboratorios y Estaciones Cuarentenarias - UNIDAD VIROLOGIA

Nombre Funcionario Receptor Funcionario SAG que
recepciona este documento

Firma Funcionario Receptor Fecha
Recepcion
ANTECEDENTES RECEPCION MUESTRAS
Informo a Ud. que a partir de (indicar fecha) se han empezado a recepcionar muestras para el
diagnéstico de virus fitopatdégenos en semilleros de exportacion, correspondientes a

temporada / , de acuerdo al siguiente detalle:

N° Protocolo N° de Folio | Region | Comuna

Oficina SAG que
envia Muestra

Nombre responsable técnico
laboratorio autorizado

Firma responsable técnico
laboratorio autorizado
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Logo Laboratoério Autorizado

Fecha aviso

ANTECEDENTES TERCERO AUTORIZADO (Emisor)

Nombre Laboratorio Autorizado

Nombre Responsable Técnico

Indicar nombre completo del responsable
técnico, designado por el laboratorio
autorizado.

Direccion Oficina/Comuna

Indicar el lugar donde se mantendran/
analizaran las muestras y los registros
documentales de las actividades que el
laboratorio autorizado desarrollara.

Fax

Teléfono (fijo/movil)

Empresa de courier a utilizar

N©° de cuenta a utilizar

Nombre responsable técnico Firma responsable técnico
laboratorio autorizado laboratorio autorizado
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