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El Grupo ad hoc electronico de la OIE sobre el virus de la tilapia del lago (TiLV) se establecié en noviembre de 2017
con el fin de evaluar los métodos de diagnostico, publicados o no, para la deteccion de este virus, describir el nivel de
validacion de cada método, determinar los requisitos adicionales de validacion, recomendar el desarrollo de todo ensayo
adicional que resulte necesario, facilitar el suministro y la distribucion de materiales de control positivos correctamente
caracterizados a efectos de la evaluacion del método y de la implementacion de comparaciones interlaboratorio.

Este informe enumera las actividades y los logros del grupo ad hoc de febrero a agosto de 2018. La lista de los
participantes y el mandato figuran, respectivamente, en los Anexos | y I1.

Actividades, logros y proximas etapas

Atendiendo una solicitud de la Comisién de Normas Sanitarias para los Animales Acudticos, en mayo de 2018, los
paises que declararon la presencia del virus de la tilapia del lago (TiLV) recibieron un mensaje de la directora general
de la OIE solicitandoles que brindaran material de control positivo del TiLV al Centro colaborador de la OIE para las
enfermedades nuevas y emergentes y la validacion de las pruebas de diagnostico, ubicado en Australia (laboratorio
australiano de sanidad animal - AAHL, SCIRO) para la evaluacion de las pruebas moleculares y las comparaciones
interlaboratorio.

El grupo ad hoc se complace en anunciar haber recibido hasta la fecha (o en curso de envio) muestras con contenido
infeccioso del TiLV de Taipéi Chino, Israel, Perd y Tailandia.

Actualmente, el grupo ad hoc se concentra esencialmente en el punto 5 del mandato, del que SCIRO ha asumido el
liderazgo.

Punto 5 del mandato: Elaborar un plan de trabajo para las comparaciones interlaboratorio. Objetivo: desarrollar
e implementar un programa de comparaciones interlaboratorio, con el fin de validar los siguientes métodos moleculares
de deteccion del TiLV:

1. Prueba convencional RT-PCR semi-anidada (RT-nPCR), descrita por Dong et al. (2017).

2. Prueba RT-PCR en tiempo real (RT-gPCR) con el colorante fluorescente SYBR, descrito por Tattiyapong et al.
(2017).

3. Prueba basada en una sonda RT-PCR en tiempo real (RT-gPCR), sin publicar al dia de hoy, y comunicado al
grupo ad hoc por el Dr. Prof. Hong Liu.

! Nota: el informe de este grupo ad hoc refleja las opiniones de sus integrantes y no necesariamente las de la OIE.
Debera leerse junto con el informe de septiembre de 2018 de la Comisién de Normas Sanitarias para los Animales
Acudticos en el que se exponen el examen y los comentarios hechos por la Comisién sobre el presente informe
(http://www.oie.int/es/normas-internacionales/comisiones-especializadas-y-grupos/comision-para-los-animales-
acuaticos-y-informes/informes/).
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Metodologia:

Recepcion del material en el laboratorio SCIRO

Los miembros del grupo ad hoc determinaran el material infeccioso que se utilizara en las comparaciones
interlaboratorio que luego se enviaran al laboratorio australiano de sanidad animal (CSIRO) situado en Geelong,
Australia. Se estableceran acuerdos de transferencia de material para garantizar que el material suministrado sélo se
utilice en el marco de las actividades del grupo ad hoc. Al llegar al laboratorio, se confirmara la presencia del TILV
utilizando una prueba PCR convencional y un analisis de la secuencia del genoma del virus. El virus se sometera a
cultivo en la linea celular E-ll y se conservara en nitrégeno liquido.

Multiplicacion del TiLV y produccién de material de control positivo

El TiLV se multiplicara en cultivos de células E-Il y el valor limite inferior se determinard utilizando soluciones
decimales de las muestras para garantizar que el material se adapta a la preparacion del panel de comparaciones
interlaboratorio. Ademas, esto permitira la comparacion de la sensibilidad analitica (ASe) de las pruebas moleculares.
El sobrenadante del cultivo celular previamente clarificado serd irradiado con rayos gama a 50kGy y puesto a prueba
para medir el grado de degradacion del DNA del TiLV causado por las radiaciones. Trabajos realizados anteriormente
en el laboratorio australiano con otros virus de peces sugieren que esto no hara que el material irradiado no pueda ser
utilizado.

Si las pruebas moleculares de TiLV funcionan como esperado, la evaluacion preliminar de la especificidad analitica
(ASp) se llevara a cabo para cada una de las pruebas moleculares del TiLV utilizando los &cidos nucleicos extraidos de
diversos virus que afectan los peces y en posesion del laboratorio.

Panel de comparacidn interlaboratorio

El panel constituido para las comparaciones interlaboratorio estara compuesto por 20 muestras positivas y 10 negativas,
preparadas como sigue:

1. 7 muestras obtenidas por dilucién decimal en serie para permitir la estimacion de la eficacia de los métodos
moleculares en tiempo real;

al menos 2 muestras positivas (nivel alto);

al menos 2 muestras positivas (nivel intermedio);

muestras obtenidas por dilucién decimal de nivel bajo e intermedio;

2

3

4. al menos 2 muestras positivas (nivel bajo);

5

6. muestras positivas con varias concentraciones virales para obtener 20 muestras positivas;
7

10 muestras negativas preparadas a partir de sobrenadante de cultivos de lineas celulares sin infectar.

El material se entregara, verificado, en forma de sobrenadante de cultivo celular irradiado por rayos gamma en un
volumen de 50pL extraido del sobrenadante.

El hecho de que no se describa con precisién la composicion del panel no debe considerarse como una prueba de la
capacidad de los laboratorios respectivos de los miembros del grupo ad hoc, sino que se trata simplemente de una buena
practica de laboratorio de brindar muestras “ciegas” a los participantes que realicen este tipo de evaluacion. Se
almacenaran numerosas alicuotas de cada una de las muestras.

Las pruebas de homogeneidad se realizardn utilizando 10 alicuotas de cada una de las concentraciones, con un
coeficiente de variacion de <5% que garantiza su homogeneidad. Se realizaran otras pruebas de estabilidad, utilizando
tres alicuotas de cada muestra a -20°C, 4°C y 22°C, en ellos dias 0, 7 y 14. Este ensayo debera prevenir todo problema
de estabilidad debido a los retrasos de transporte del panel de muestras a los laboratorios de los miembros del grupo ad
hoc. Se realizaran también pruebas de estabilidad cuando todos los laboratorios hayan notificado los resultados y asi
verificar la estabilidad de las alicuotas almacenadas en el laboratorio AAHL.

Los laboratorios participantes recibiran las muestras en forma de tubos numerados para realizar pruebas a ciegas al
menos tres veces. Los resultados se comunicaran al presidente del grupo ad hoc para que los compile y notifique sin
codificar con miras a iniciar discusiones entre los laboratorios participantes. El uso de muestras duplicadas y la
utilizacion de soluciones decimales permitirdn realizar analisis estadisticos para determinar la repetibilidad y la
reproductibilidad.
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Inicialmente, el panel de comparacion interlaboratorio utilizard soluciones distintas preparadas a partir de un solo
aislado del TiLV. Cuando se obtengan aislados adicionales del TiLV de distintas ubicaciones geogréficas, se
determinaran la sensibilidad y especificidad de los analisis y la sensibilidad y especificidad del diagnostico. En funcién
de los resultados, se puede necesitar el disefio de nuevos ensayos si todos los aislados no han sido detectados en una, o
mas, de las pruebas moleculares. Independientemente, un se puede planificar un segundo panel conforme a la
descripcién anterior, pero utilizando varios aislados de distinto origen geogréafico del TiLV, con el fin de brindar una
mayor confianza a la solidez y reproductibilidad de las pruebas.

El panel destinado a las pruebas de comparacion interlaboratorio también se enviara a laboratorios fuera del grupo ad
hoc si dichos laboratorios contribuyen con material del TiLV que pueda ser utilizado en el marco de las actividades del
grupo ad hoc.

Presentacion de los resultados

Se preparara una ficha de presentacion de los resultados en la que figurara el maximo de informacion posible sobre el
proceso de prueba en cada laboratorio. La informacién incluird los métodos/kits de extraccién utilizados (con el
volumen extraido y el volumen eluido), los reactivos/kits de prueba molecular utilizados (con el detalle del volumen de
reaccion y el volumen modelo utilizado) y la recodificacion e interpretacion de los resultados, incluyendo el umbral
para las pruebas en tiempo real y la determinacién del punto de corte. Esta informacién se comunicara antes del
transporte del panel de comparacion interlaboratorio y se enviara un proyecto a los miembros del grupo ad hoc para
comentario. Se recomienda presentar todas las pruebas e informes un mes después de haber recibido el panel.

Préximas etapas

El grupo ad hoc continuarad su labor y notificara los progresos en la préxima reunion de la Comisiéon de Animales
Acudticos, en febrero de 2019.
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REUNION DEL GRUPO AD HOC DE LA OIE
SOBRE EL VIRUS DE LA TILAPIA DEL LAGO

Lista de participantes

MIEMBROS DEL GRUPO AD HOC ELECTRONICO

Anexo |

Dr. Axel Colling (Presidente)

OIE Collaborative Centre for Diagnostic
Test Validation Science
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AUSTRALIA
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Shenzhen, Guangdong province, 518045
P.R. CHINA

mailto:709274714@qq.com

Dr. Dong Thanh

Researcher, Department of Microbiology,
Faculty of Science, King Mongkut's
University of technology Thonburi
(KMUTT)

Bangkok 10140

TAILANDIA

hadongntu@gmail.com

Dra. Mona Dverdal Jansen
Veterinarian, Researcher, PhD
Norwegian Veterinary Institute
PO Box 750 Sentrum
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NORUEGA
Tel.:+4723216479

Tel.: + 47 934 99 808
mona-dverdal.jansen@vetinst.no
www.vetinst.no

Dr. Sergio Hernan Marshall Gonzalez
Pontificia Universidad Catélica

de Valparaiso

Av. Brazil 2950

Valparaiso

CHILE

Tel.: +565 32-2273444
sergio.marshall@pucv.cl

Dr. Henrique César Pereira Figueiredo
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National Reference Laboratory for
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Federal University of Minas Gerais
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Tel.: +55 31 3409-2077
figueiredoh@yahoo.com
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Ministry of Agriculture & Rural
Development

P.O. Box 12, Bet Dagan 5025001,
ISRAEL

Tel.: +972-50-6241511

Tel.: Office: +972-3-9681728
Nadavd@moag.gov.il

Dr. Nick Moody

Senior Research Scientist

Team Leader — Aquatic Diagnostic
Capability

CSIRO AAHL Fish Diseases Laboratory
5 Portarlington Rd, East Geelong VIC
3219

Private Bag 24, Geelong VIC, 3220
AUSTRALIA

Tel.: +61 35227 5749
nick.moody@csiro.au

Dr. Avi Eldar
Head, Fish Disease Laboratory

The Veterinary Services-Kimron Vet. Inst.

Agricultural Ctr.
POB 50250
ISRAEL

eldar@moag.gov.il

REPRESENTANTE DE LA COMISION DE NORMAS SANITARIAS PARA LOS ANIMALES ACUATICOS
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Anexo 1 (cont.)

SEDE DE LA OIE

Dr. Stian Johnsen
Comisionado
Departamento de Normas

s.johnsen@oie.int
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Anexo |l

Mandato

El grupo ad hoc electrénico debera:

1.

Revisar de forma critica la literatura existente que trate los métodos de deteccién del TiLV y los métodos que no
se hayan publicado y que también puedan estar disponibles.

Formular recomendaciones sobre las exigencias requeridas en materia de desarrollo de los métodos adicionales.
Redactar recomendaciones sobre las exigencias requeridas para los métodos de validacion.

Determinar las fuentes de suministro del material de control positivo bien caracterizado, viable y no viable, para la
evaluacion de los métodos y su implementacion en los laboratorios.

Elaborar un programa de trabajo para las comparaciones interlaboratorio.

Redactar un informe, antes de fines de enero de 2018, que serd examinado por la Comision para los Animales
Acudticos durante su reunion de febrero de 2019.

Los miembros del grupo ad hoc deberan estar familiarizados con el contenido del Capitulo 1.2. Criterios para la
inclusion de las enfermedades de los animales acuaticos en la lista de la OIE, con las definiciones que figuran en el
glosario del Codigo Acuético, y con los principios y métodos de validacién de las pruebas de diagndéstico de las
enfermedades infecciosas enumeradas en el Capitulo 1.1.2. Principios y métodos de validacién de las pruebas de
diagnéstico de las enfermedades infecciosas del Manual Acuatico.
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