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El grupo ad hoc sobre el virus de la tilapia del lago (TiLV) se establecio en noviembre de 2017 con el fin de evaluar los
métodos de diagnostico y validacion de este virus.

En su reunion de septiembre de 2017, la Comision de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos (Comision para
los Animales Acuaticos) revisd la evaluacion del virus de la tilapia de lago (TiLV) a partir de los nuevos criterios
enunciados en el Capitulo 1.2. Criterios para la inclusion de las enfermedades de los animales acuaticos en la lista de
la OIE del Codigo Acuatico y tomo nota de que una version revisada de dichos criterios se habia adoptado en la Sesion
general de 2017. La Comisién también consider6 la nueva informacion cientifica publicada desde su Gltima reunidn en
febrero de 2017.

La Comisién para los Animales Acuaticos volvio a evaluar las muestras relativas al tercer criterio de inclusion de una
enfermedad en la lista de la OIE: «Se dispone de una definicién de caso precisa y existen métodos de deteccion y
diagnostico fiables». La Comision analizo la informacion de una publicacion reciente en la que se describe una nueva
prueba de diagnostico para el TiLV (Dong et al., Emergence of tilapia lake virus in Thailand and an alternative semi-
nested RT-PCR for detection. Aquaculture, doi: 10.1016/j.aquaculture.2017.04.019). Concluyd que esta informacion
adicional no permitia satisfacer el criterio debido a la falta de datos sobre la sensibilidad y la especificidad de
diagndstico de la prueba.

Debido a la actual propagacion del TilV en el mundo, la Comisién para los Animales Acuaticos decidié establecer un
grupo ad hoc electronico encargado de evaluar los métodos de diagndstico y su validacion y presentar un informe a
consideracion de la Comision para los Animales Acuaticos, antes de su reunién de febrero de 2018.

Conclusiones y recomendaciones del grupo ad hoc

Se aconseja seguir evaluando y comparando las pruebas moleculares. Los métodos de la prueba PCR en tiempo real
suelen tener mayor sensibilidad y especificidad y, por lo tanto, se recomiendan para la validacion.

El material utilizado en el marco de las comparaciones interlaboratorio podria prepararse en el laboratorio australiano
de sanidad animal (Australian Animal Health Laboratory o AAHL), que posee la pericia requerida al igual que la
certificacion 1SO 17043 para la produccion, analisis y elaboracion de informes sobre el control de calidad de las
pruebas realizadas por paneles en el marco de programas de pruebas nacionales e internacionales. Esta actividad forma
parte integrante del mandato del AAHL como centro colaborador de la OIE para la ciencia de validacién de las pruebas
de diagnostico y para las enfermedades nuevas y emergentes.

Una vez se disponga de informacion suficiente sobre la pertinencia de las pruebas comparativas en estudio con respecto
al uso esperado, la validacién deberd incluir tanto los resultados obtenidos con los tejidos recomendados como con otros
tipos de muestras como el mucus (Liamnimitr et al., 2018). EI muestreo debera representar las distintas etapas del ciclo
de vida y determinar la pertinencia de la mezcla de pruebas.

Se requieren estudios de validacion més completos para determinar la sensibilidad y la especificidad de las pruebas de
diagndstico en animales que presenten signos clinicos y, en particular, que estén sanos en apariencia. Por ejemplo,
Senapin et al. (2018) publicaron los resultados obtenidos a partir de casos de infeccion sin manifestacion clinica del
TiLV.

! Nota: el informe de este grupo ad hoc refleja las opiniones de sus integrantes y no necesariamente las de la OIE.
Deberéa leerse junto con el informe de febrero de 2018 de la Comision 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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Por consiguiente, se solicita que la Comision para los Animales Acuaticos examine los resultados que figuran en este
informe y apruebe las recomendaciones formuladas por el grupo ad hoc.

Recomendaciones especificas del Grupo ad hoc sobre el virus de la tilapia del lago:

1. La sede de la OIE deberd comunicarse con los Delegados de los Paises Miembros donde se ha notificado la
presencia del TiLV y solicitarles que envien material de control positivo al Dr. Collin, del Centro Colaborador
para las Enfermedades Nuevas y Emergentes (Australian Animal Health Laboratory) para que se pueda realizar la
evaluacion de las pruebas moleculares y los estudios de comparacion interlaboratorio (consultar el Anexo | para
obtener las sefias del laboratorio).

2. La Comisién para los Animales Acuaticos debera analizar el mandato del grupo ad hoc con el fin de desarrollar un
plan de trabajo detallado para que se pueda efectuar el trabajo descrito en los puntos 3, 4 y 5 de su mandato. Si el
grupo ad hoc acepta la forma en que se han realizado las pruebas, el mandato ampliado también podra incluir
disposiciones relativas a las muestras utilizadas en el marco de las pruebas interlaboratorio para el TiLV y que
estaran destinadas a los paises que suministran el material.

3. La OIE debera tomar nota de los recursos adicionales requeridos por el grupo ad hoc para llevar a cabo el trabajo
propuesto.

.../Anexos
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Anexo |l

REUNION ELECTRONICA DEL GRUPO AD HOC DE LA OIE
SOBRE EL VIRUS DE LA TILAPIA DEL LAGO

MANDATO

Finalidad del grupo ad hoc

El grupo ad hoc electrénico sobre el virus de la tilapia del lago (TiLV) efectuard la evaluacion de los métodos de
deteccion del TiLV, publicados o no. Para cada uno de dichos métodos, describird su grado de progresion dentro del
proceso de validacion y determinara exigencias adicionales en cuanto a la validacién. Recomendara el desarrollo de
pruebas complementarias que considere necesarias y facilitara el suministro y distribucion de material de control
positivo bien caracterizado para la evaluacion de los métodos, su implementacion y las comparaciones interlaboratorio.

Contexto

En la reunion de septiembre de 2017, la Comision para los Animales Acuaticos efectu6 la evaluacién de la infeccién
por el virus de la tilapia del lago en funcién de los criterios de inclusién en la lista de las enfermedades que figuran en el
Capitulo 1.2. Criterios para la inclusion de las enfermedades de los animales acuaticos en la lista de la OIE del Codigo
Acudtico.

La Comisidn analizé la informacién cientifica disponible a partir del tercer criterio de inclusién de una enfermedad en
la lista de la OIE: «Se dispone de una definicion de caso precisa y existen métodos de deteccion y diagndstico fiables».
Concluy6 que este criterio no se cumplia debido a la falta de informacién sobre la sensibilidad y la especificidad
analitica y de diagnostico de las pruebas.

Mandato
El grupo ad hoc electrénico debera:

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

2. Redactar recomendaciones sobre las exigencias requeridas en materia de desarrollo de los métodos adicionales.
3. Redactar recomendaciones sobre las exigencias requeridas para los métodos de validacién.

4. 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.

5. Elaborar un programa de trabajo para las comparaciones interlaboratorio.

6. Redactar un informe, antes de fines de enero de 2018, que serd examinado por la Comisién para los Animales
Acuéticos durante su reunidn de febrero de 2018.

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 Acudtico, y con los principios y métodos de validacidon de las pruebas de diagndstico 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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Anexo 111

EVALUACION DEL GRUPO AD HOC SOBRE EL VIRUS DE LA TILAPIA DEL LAGO

1. Revision critica de la literatura existente que trate los métodos de deteccion del TiLV y de los métodos que
no se hayan publicado y que también puedan estar disponibles

La revision de la literatura® permitié identificar tres métodos moleculares que podrian potencialmente ser
candidatos para posteriores estudios de validacion:

a) Prueba convencional RT-PCR semi-anidada (RT-nPCR), descrita por Dong et al. (2017a). Los primers
utilizados son los disefiados por Eyngor et al. (2014), con las modificaciones indicadas por Tsofack et al.
(2017).

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

¢) 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. Hong.

Se evalu6 la aplicabilidad del primer y de la sonda para las pruebas moleculares y se consideraron apropiados para
el trabajo de validacion posterior mediante el analisis in silico de las secuencias del TiLV disponibles en libre
acceso y que contienen sitios de unién para los primers y las sondas en estudio.

Se ha descrito el aislamiento del virus a través de su cultivo en lineas celulares E-11, aplicando procedimientos
normalizados. Es posible procurarse la linea celular E-11 en los bancos internacionales de lineas celulares como la
European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC).

El detalle de la informacién recogida en los articulos seleccionados figura en el documento Excel adjunto que
indica a) la finalidad del estudio, b) la fuente de suministro de los animales, c) la descripcion de la PCR, d-g) la
sensibilidad y especificidad de los analisis, la sensibilidad y especificidad del diagnéstico, h) la naturaleza del
tejido (muestra), i) las especies de tilapias (domésticas o silvestres) y j) los comentarios.

2. Recomendaciones sobre las exigencias requeridas en materia de desarrollo de los métodos adicionales

El Dr. Marshall sugirié que se desarrollara un método LAMP (loop-mediated amplification) para completar la
gama de pruebas moleculares puestas a disposicion de los laboratorios para la deteccién del TiLV. Propuso
desarrollar este método.

3. Recomendaciones sobre las exigencias requeridas para los métodos de validacién

Los métodos moleculares indicados en el anterior punto 1 presentan niveles de progresion variados dentro del
proceso de validacion. En general, s6lo se ha analizado un pequefio nimero de muestras, extraidas localmente de
tilapias con signos clinicos. No se ha finalizado la determinacién de la sensibilidad y de la especificidad del
andlisis, de la sensibilidad y la especificidad del diagnéstico, para cada una de las pruebas. También se podria
incluir una prueba LAMP para la deteccion del TiLV en su evaluacion inicial detallada a continuacion.

Las recomendaciones sobre los futuros trabajos de validacion se pueden aplicar junto con las recomendaciones
sobre los estudios de comparaciones interlaboratorio que figuran en el punto 5 a continuacién. Una evaluacion
inicial de las pruebas permitiria determinar:

a) lasensibilidad de los analisis de cada uno de los métodos moleculares por medio de diluciones decimales de
soluciones cuantificadas de ARN transcrito a partir de plasmidos;

b) la comparabilidad de los resultados de analisis obtenidos por los distintos métodos moleculares, utilizando
diluciones decimales de ARN gendmico de TiLV;

Se identificaron doce articulos por medio de motores de busqueda en linea como «Web of Science» y «<PubMed».
Los integrantes del grupo ad hoc y la OIE presentaron diez articulos revisados por pares y uno de la FAO.
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Anexo 111 (cont.)

c) laespecificidad analitica para cada uno de los métodos moleculares utilizando los virus de los peces puestos
a disposicion por los laboratorios de los miembros del grupo ad hoc;

d) la especificidad de los andlisis para cada uno de los métodos moleculares aplicados a los aislados de TiLV
proveniente de distintas localizaciones geogréaficas. Previamente, estos aislados se caracterizaran por medio
de una prueba PCR convencional y la secuenciacién de los segmentos 1, 5y 9;

e) las estimaciones preliminares iniciales de la reproductibilidad y la repetibilidad.

Si la evaluacion inicial antes propuesta, en asociacién con estudios de comparaciones interlaboratorio, arroja
resultados aceptables, entonces sera posible planificar y realizar estudios de validacion mas completos para
determinar la sensibilidad y la especificidad de los diagndsticos de las pruebas destinadas a animales clinicamente
afectados y aparentemente sanos.

4. Fuentes de suministro de material de control positivo bien caracterizado, viable o no viable, para la
evaluacion de los métodos y su implementacion en los laboratorios

El Dr. Nadav indico que Israel podia suministrar el material de control positivo. Dos investigadores, el Dr. Avi
Eldar del Instituto Veterinario de Kimron (Kimron Veterinary Institute) y el profesor Eran Bacharach de la
Universidad de Tel Aviv (Tel Aviv University), estudian el virus desde su primera descripcion.

El laboratorio AAHL puede recibir material infeccioso viable destinado a los trabajos in vitro e in vivo sobre
agentes patdgenos exoticos para Australia. El laboratorio del Dr. Moody estd en capacidad de recibir cepas
infecciosas del TiLV, que se cultivaran en lineas celulares E-11. Cuando se vuelvan no infecciosas, se enviaran a
los laboratorios de los integrantes del grupo ad hoc para ser utilizadas en estudios de evaluacion y comparacion.
Se requiere un cierto trabajo para determinar el nivel de degradacion del ARN del TiLV expuesto a los rayos
gamma. Sin embargo, los trabajos realizados por el AAHL con otros virus de los peces sugieren que este
tratamiento no impide la utilizacién del material irradiado.

Una de las recomendaciones del grupo ad hoc es que la sede de la OIE se comunique con los Delegados de los
Paises Miembros que han notificado la presencia del TiLV y les solicite material de control positivo para
utilizarlo en la evaluacion de los métodos moleculares y en comparaciones interlaboratorio. Se concluirdn
acuerdos de transferencia de material para garantizar que se destinen Unicamente a las actividades del grupo ad
hoc.

5.  Elaboracion de un programa de trabajo para las comparaciones interlaboratorio

Idealmente, el material utilizado en los estudios comparativos interlaboratorio debera ser representativo de los
tejidos extraidos en el terreno y enviados al laboratorio para someterse a prueba. Sin embargo, debido a las
dificultades inherentes al transporte transfronterizo de material infeccioso y al riesgo de la falta de homogeneidad
asociado a la utilizacidn de peces infectados, puede resultar oportuna la utilizacion del sobrenadante de las lineas
celulares infectadas como fuente de abastecimiento alternativo para las pruebas interlaboratorio. Por lo tanto, las
muestras del panel se someteran a prueba para asegurarse de que se cumplan las exigencias en materia de
homogeneidad y estabilidad. EI material se preparara en cantidad suficiente para permitir la distribucion a otros
laboratorios que deseen realizar las pruebas recomendadas por el grupo ad hoc, bajo reserva de que hayan sido
aprobadas previamente por la Comision para los Animales Acuaticos.

Cada uno de los paneles utilizados para comparacion estara compuesto de 20 muestras positivas y 10 negativas,
preparadas como sigue:

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

b) 2 muestras positivas (nivel intermedio);

€) 2 muestras positivas (nivel bajo);

d) 4 muestras obtenidas por dilucién decimal de muestras con un nivel positivo intermedio y bajo;
e) 5 muestras positivas con titulos virales variados;

f) 10 muestras negativas, preparadas a partir del sobrenadante de los cultivos de lineas celulares no infectadas.
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Anexo 111 (cont.)

Los laboratorios participantes recibiran las muestras en forma de tubos numerados y las someteran a prueba a
ciegas. Los paneles de muestras se someteran a prueba al menos tres veces. Los resultados se comunicaran al
presidente del grupo ad hoc para que los compile y transmita en un formato sin codificar a los laboratorios
participantes para poder iniciar el debate. La duplicacidn de las muestras y la utilizacion de diluciones decimales
permiten efectuar el andlisis estadistico que puede ser utilizado para la determinacion de la repetibilidad y la
reproductibilidad.

Los resultados de la evaluacién de los métodos moleculares para la identificaciéon del TiLV, la produccién de los
datos de validacion preliminares, ademas de los estudios de comparaciones interlaboratorio seran objeto de
presentaciones durante conferencias organizadas por la OIE. Ademas, se podran publicar en la Revista Cientifica y
Técnica de la OIE o en otras revistas cientificas revisadas por pares.

Referencias:
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Tattiyapong et al. (2017b). Development and validation of a reverse transcription quantitative polymerase chain
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Tsofack et al. (2017). Detection of Tilapia Lake Virus in clinical samples by culturing and nested reverse transcription-
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