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1. Introduccion

El Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura (Sernapesca) designd al Laboratorio de Patdégenos Acuicolas (LPA),
perteneciente al Laboratorio de Genética e Inmunologia Molecular de la Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso
(GIM-PUCV) como Laboratorio de referencia para el virus ISA (RES.EX. N21448 de 06.06.2011).

Entre las funciones delegadas a éste, en el marco de la referencia se encuentra la evaluaciéon técnica y continua de la red
de laboratorios de diagndstico registrada por Sernapesca mediante rondas de comparacién interlaboratorio y procesos
de auditoria técnica.

Dado lo anterior y tomando en cuenta la importancia que tiene para la acuicultura nacional y el Programa Sanitario
Especifico de Vigilancia y Control de la Anemia Infecciosa del Salmén (PSEVC-ISA) el actual sistema de diagndstico y
diferenciacidn de variantes utilizado para el ISAV basado en un PCR de tiempo real segun lo publicado por Snow et al., en
el afio 2006 acoplado a un RT-qPCR especifico para la variante HPRO del virus presente en el sexto segmento gendmico
viral, es que se disefié y desarrolld este ensayo.

Sin duda, el tener un sistema nacional de intercomparacién permitira su ejecucién peridédica, como también es un primer
paso en la posibilidad de evaluar ensayos de RT-PCR en tiempo real orientados a la deteccién de otros patdgenos que
afectan la acuicultura nacional.
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2. Objetivo

Determinar la capacidad de los laboratorios de diagnédstico registrados por Sernapesca para detectar en forma especifica
la presencia de la variante HPRO del Virus de la Anemia Infecciosa del Salmén (ISAV) en muestras de material genético que
contienen fragmentos gendmicos correspondientes a los marcos de lectura abierto (ORF’s del inglés Open reading frame)
de los segmentos gendmicos virales usados para la deteccidén y caracterizacidon de las diferentes variantes del ISAV en
torno al HPR, dichos segmentos son el segmento 8 y el segmento 6 de algunas de las diferentes variantes virales
prevalentes en Chile durante los ultimos afios (HPROa, HPR2a, HPR3a, HPR7b, HPR8a y HPR14a).

Este ensayo fue disefiado para evaluar la capacidad del laboratorio para discriminar especificamente entre una serie de
muestras positivas a ISAV, cuales corresponden a la variante HPRO.

La informacién de este ensayo serd codificada para cada laboratorio participante y los resultados no podran ser utilizados,
por este Laboratorio o por terceros, para efectos de ranking u otra medicidn, tendiente a destacar unos laboratorios
respecto de otros.

3. Materiales y Métodos

Descripcion del Ensayo

Para llevar a cabo este ensayo, Sernapesca envid una invitacién a participar a los laboratorios de diagnéstico registrados
y a los que se encuentran en vias de registro. Esta invitacién fue aceptada y se inscribieron para participar en ella 17
laboratorios en total, 16 laboratorios participantes mas el LPA PUCV como ejecutor. A los participantes se les envio el
instructivo del ensayo, el formulario para el reporte de resultados y ademas se les invitd a participar de una reunién virtual,
previa al ensayo, en la cual se discutieron las dudas y observaciones que se presentaron al estudiar el instructivo.

Cabe mencionar que dicho instructivo contenia los requisitos, tanto técnicos como administrativos para participar del
ensayo, un pequeino resumen del ensayo y los procedimientos necesarios para participar del ensayo. Asimismo, definia
los plazos y las vias de comunicacion.

El ensayo considerd un total de 30 muestras ciegas divididas en 3 lotes (10 muestras cada uno), los cuales fueron analizadas
en dias o corridas diferentes (tres corridas), dichas muestras contenian cargas variables de un producto amplificado del
ORF completo del segmento 8 y del ORF completo del segmento 6 de diferentes variantes del virus ISA.

De las 30 muestras que conformaban el panel demuestras ciegas del ensayo, 9 correspondian a diluciones de la variante
HPRO, para las cuales se esperaban resultados positivos al RT-gPCR de ISAV (Snow, Seg 8) y positivos al RT-qPCR especifico
para virus ISA HPRO (Seg 6) y 15 muestras corresponden a variantes distintas a HPRO, para las cuales se esperaban

1 Nomenclatura de acuerdo con Cardenas et al 2017
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resultados positivos al RT-gPCR ISAV (Snow, Seg 8) y negativos al RT-gPCR especifico para virus ISA HPRO (Seg 6) y
finalmente 6 muestra contenian agua (blanco), para las que se esperaban todos los resultados negativos.

LPA realizé un andlisis al panel de muestras una vez que este fue preparado, en forma previa a su preservacién para el
envio y los resultados obtenidos se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Resultados obtenidos por el LPA en el anélisis de las muestras en forma previa a su envio (17-10-2023).

m Region HPR segmento 6

(especifico HPR 0) Interpretacion
TS I -V BT
_ 19.28 Pos 18.82 Pos ISAV(+) HPRO(+)
_ 26.41 Pos 26.39 Pos ISAV(+) HPRO(+)
_ 29.46 Pos 29.44 Pos ISAV(+) HPRO(+)
_ No Ct Neg 20.6 Pos ISAV(+) HPRO(-)
_ No Ct Neg 19.48 Pos ISAV(+) HPRO(-)
_ No Ct Neg 20.64 Pos ISAV(+) HPRO(-)
_ No Ct Neg 20.72 Pos ISAV(+) HPRO(-)
_ No Ct Neg 31.35 Pos ISAV(+) HPRO(-)
_ No Ct Neg No Ct Neg ISAV(-) HPRO(-)
_ No Ct Neg No Ct Neg ISAV(-) HPRO(-)
_ 22.5 Pos 26.6 Pos ISAV(+) HPRO(+)
_ No Ct Neg No Ct Neg ISAV(-) HPRO(-)

Los resultados obtenidos son los esperados para el tipo de muestras que se analizé y nos permiten aseverar lo siguiente:

1. Region HPR segmento 6 (especifico HPRO). Los resultados obtenidos indican que muestras pertenecen a la variante
HPROa y cuales no. Debe considerarse que, para la interpretacién de dicho analisis el protocolo de nuestro laboratorio
indica que se debe comparar el valor de Ct obtenido para este ensayo y el valor obtenido para el respectivo segmento
8 de la muestra, ademas debe considerarse la forma de la curva (exponencial).

2. Segmento 8 (Snow). Los resultados obtenidos nos indican que las muestras ademads de presentar segmento 6

presentan segmento 8 y en cantidades comparables, lo que hace posible y mas real la deteccidon de las variante HPROa.
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Procedimiento
El set de muestras problemas fue despachado en criotubos de 2 mL los que contenian 30uL de muestra cada uno. Estos
tubos estaban contenidos y ordenados en un rack de cartdn, el cual a su vez estaba contenido en una caja de polietileno

con material refrigerante.

Cada tubo fue rotulado con un cédigo compuesto por una letra mayuscula y 3 nimeros, los que fueron usados para la
trazabilidad de la muestra y el resultado (tabla 2)

Cabe mencionar que las muestras se acompafiaron de una carta conductora, la cual fue recibida, completada con los datos
solicitados firmada y devuelta al LPA mediante correo electrdnico.

Tabla 2. Codificacion de muestras enviadas.

Nuimero | Lab | Muestra | Lote A | Lote B | Lote C Nuimero | Lab | Muestra | Lote A | LoteB Lote C
1 HPROa-1 | A-192 | B-132 | C-190 1 HPROa-1 | A-073 | B-012 C-049
2 HPROa-2 | A-090 | B-143 | C-072 2 HPROa-2 | A-031 | B-054 C-132
3 HPROa-3 | A-146 | B-105 | C-035 3 HPROa-3 | A-170 | B-160 C-131
4 HPR7b A-009 | B-004 | C-174 4 HPR7b A-141 | B-032 C-057
5 HPR14a | A-055 | B-173 | C-167 5 HPR14a | A-103 | B-010 C-138
6 LAB 1 HPR8a A-037 | B-142 | C-182 6 LAB 2 HPR8a A-078 | B-048 C-056
7 HPR3a A-105 | B-137 | C-090 7 HPR3a A-071 | B-118 C-162
8 HPR2a A-008 | B-185 | C-195 8 HPR2a A-187 | B-091 C-084
9 CN-1 A-119 | B-179 | C-030 9 CN-1 A-023 | B-188 C-046
10 CN-2 A-086 | B-035 | C-034 10 CN-2 A-102 | B-181 C-198
1 HPROa-1 | A-094 | B-150 | C-113 1 HPROa-1 | A-171 | B-095 C-136
2 HPROa-2 | A-043 | B-075 | C-026 2 HPROa-2 | A-089 | B-056 C-050
3 HPROa-3 | A-122 | B-047 | C-075 3 HPROa-3 | A-108 | B-040 C-036
4 HPR7b A-121 | B-107 | C-161 4 HPR7b A-079 | B-126 C-179
5 HPR14a | A-158 | B-190 | C-023 5 HPR14a | A-130 | B-184 C-097
6 LAB 3 HPR8a A-182 | B-182 | C-117 6 LAB 4 HPR8a A-157 | B-130 C-140
7 HPR3a A-006 | B-002 | C-022 7 HPR3a A-198 | B-042 C-044
8 HPR2a A-025 | B-166 | C-171 8 HPR2a A-172 | B-034 C-184
9 CN-1 A-042 | B-093 | C-040 9 CN-1 A-004 | B-120 C-141
10 CN-2 A-077 | B-116 | C-183 10 CN-2 A-186 | B-152 C-137
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Numero Lab Muestra | Lote A | Lote B | Lote C Numero Lab Muestra | Lote A | LoteB | LoteC
1 HPROa-1 | A-096 | B-171 | C-091 1 HPROa-1 | A-007 | B-088 C-093
2 HPROa-2 | A-039 | B-114 | C-054 2 HPROa-2 | A-128 | B-094 C-172
3 HPROa-3 | A-029 | B-159 | C-006 3 HPROa-3 | A-084 | B-122 C-146
4 HPR7b A-147 | B-186 | C-039 4 HPR7b A-013 | B-098 C-003
5 HPR14 A-038 | B-096 | C-038 5 HPR14a | A-093 | B-069 C-074
6 LABS HPR8a A-072 | B-178 | C-108 6 LAB 6 HPR8a A-052 | B-103 C-139
7 HPR3a A-087 | B-009 | C-122 7 HPR3a A-194 | B-119 C-115
8 HPR2a A-059 | B-099 | C-059 8 HPR2a A-060 | B-163 C-116
9 CN-1 A-189 | B-051 | C-120 9 CN-1 A-126 | B-039 C-191
10 CN-2 A-082 | B-121 | C-007 10 CN-2 A-174 | B-136 C-164
1 HPROa-1 | A-168 | B-085 | C-066 1 HPROa-1 | A-024 | B-195 C-126
2 HPROa-2 | A-054 | B-033 | C-088 2 HPROa-2 | A-191 | B-026 C-106
3 HPROa-3 | A-167 | B-027 | C-001 3 HPROa-3 | A-115 | B-200 C-033
4 HPR7b A-109 | B-180 | C-029 4 HPR7b A-068 | B-065 C-112
5 HPR14a | A-050 | B-111 | C-158 5 HPR14a | A-111 | B-062 C-013
6 LAB 7 HPR8a A-012 | B-165 | C-008 6 LAB 8 HPR8a A-091 | B-174 C-118
7 HPR3a A-177 | B-141 | C-123 7 HPR3a A-123 | B-018 C-124
8 HPR2a A-062 | B-170 | C-069 8 HPR2a A-022 | B-078 C-197
9 CN-1 A-098 | B-108 | C-064 9 CN-1 A-140 | B-110 C-130
10 CN-2 A-032 | B-058 | C-107 10 CN-2 A-095 | B-044 C-129
1 HPROa-1 | A-002 | B-139 | C-173 1 HPROa-1 | A-058 | B-164 C-105
2 HPROa-2 | A-026 | B-053 | C-199 2 HPROa-2 | A-151 | B-038 C-157
3 HPROa-3 | A-001 | B-003 | C-169 3 HPROa-3 | A-020 | B-013 C-009
4 HPR7b A-053 | B-112 | C-020 4 HPR7b A-099 | B-153 Cc-017
5 HPR14a | A-040 | B-175 | C-085 5 HPR14a | A-138 | B-060 C-048
6 LABO HPR8a A-178 | B-008 | C-027 6 LAB 10 HPR8a A-169 | B-037 C-087
7 HPR3a A-118 | B-127 | C-104 7 HPR3a A-044 | B-077 C-073
8 HPR2a A-088 | B-168 | C-004 8 HPR2a A-047 | B-144 C-094
9 CN-1 A-112 | B-052 | C-032 9 CN-1 A-028 | B-129 C-010
10 CN-2 A-154 | B-196 | C-168 10 CN-2 A-135 | B-115 C-058
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Numero Lab Muestra | Lote A | Lote B | Lote C Numero Lab Muestra | Lote A | LoteB | LoteC
1 HPROa-1 | A-067 | B-101 | C-012 1 HPROa-1 | A-183 | B-073 C-018
2 HPROa-2 | A-144 | B-158 | C-192 2 HPROa-2 | A-152 | B-097 C-121
3 HPROa-3 | A-195 | B-036 | C-151 3 HPROa-3 | A-048 | B-017 C-186
4 HPR7b A-127 | B-030 | C-025 4 HPR7b A-124 | B-128 C-144
5 HPR14a | A-092 | B-057 | C-194 5 HPR14a | A-064 | B-191 C-081
6 LAB 11 HPR8a A-063 | B-087 | C-125 6 LAB 12 HPR8a A-137 | B-068 C-148
7 HPR3a A-015 | B-086 | C-028 7 HPR3a A-131 | B-177 C-051
8 HPR2a A-076 | B-005 | C-119 8 HPR2a A-117 | B-092 C-055
9 CN-1 A-148 | B-072 | C-159 9 CN-1 A-106 | B-104 C-185
10 CN-2 A-193 | B-059 | C-200 10 CN-2 A-185 | B-016 C-193
1 HPROa-1 | A-175 | B-156 | C-063 1 HPROa-1 | A-056 | B-014 C-067
2 HPROa-2 | A-085 | B-172 | C-101 2 HPROa-2 | A-005 | B-187 C-187
3 HPROa-3 | A-150 | B-138 | C-037 3 HPROa-3 | A-014 | B-157 C-019
4 HPR7b A-179 | B-070 | C-080 4 HPR7b A-188 | B-007 C-089
5 HPR14a | A-164 | B-015 | C-098 5 HPR14a | A-199 | B-124 C-176
6 LAB 13 HPR8a A-010 | B-140 | C-031 6 LAB 14 HPR8a A-061 | B-147 C-002
7 HPR3a A-136 | B-123 | C-103 7 HPR3a A-100 | B-161 C-111
8 HPR2a A-163 | B-083 | C-082 8 HPR2a A-011 | B-135 C-021
9 CN-1 A-033 | B-064 | C-045 9 CN-1 A-034 | B-109 C-133
10 CN-2 A-190 | B-001 | C-188 10 CN-2 A-159 | B-134 C-061
1 HPROa-1 | A-142 | B-066 | C-052 1 HPROa-1 | A-200 | B-199 C-147
2 HPROa-2 | A-097 | B-023 | C-163 2 HPROa-2 | A-116 | B-080 C-079
3 HPROa-3 | A-016 | B-089 | C-160 3 HPROa-3 | A-166 | B-067 C-014
4 HPR7b A-184 | B-063 | C-102 4 HPR7b A-162 | B-081 C-060
5 HPR14a | A-075 | B-006 | C-134 5 HPR14a | A-113 | B-020 C-143
6 LAB 15 HPR8a A-080 | B-019 | C-071 6 LAB 16 HPR8a A-125 | B-133 C-152
7 HPR3a A-074 | B-074 | C-062 7 HPR3a A-021 | B-031 C-078
8 HPR2a A-161 | B-176 | C-096 8 HPR2a A-197 | B-155 C-166
9 CN-1 A-036 | B-079 | C-189 9 CN-1 A-030 | B-125 Cc-177
10 CN-2 A-196 | B-041 | C-180 10 CN-2 A-035 | B-197 C-110
1 HPROa-1 | A-129 | B-025 | C-083 6 HPR8a A-027 | B-028 C-128
2 HPROa-2 | A-156 | B-049 | C-095 7 HPR3a A-160 | B-050 C-153
3 LAB 17 | HPROa-3 | A-065 | B-162 | C-015 8 LAB 17 | HPR2a A-114 | B-117 C-135
4 HPR7b A-132 | B-055 | C-076 9 CN-1 A-018 | B-022 C-127
5 HPR14a | A-173 | B-154 | C-047 10 CN-2 A-120 | B-192 C-145
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Es importante mencionar que, una vez codificados los tubos y agrupadas segin muestra correspondiente, estas fueron
repartidas aleatoriamente en los diferentes racks de cartdn, por lo que se mantuvo la condicion de muestras ciegas para
el LPA. Asimismo, para simular las condiciones de transporte, las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente
durante las 24 horas previas a su analisis.

Las amplificaciones fueron realizadas en duplicado para cada muestra y de la misma manera que se realiza el analisis
rutinariamente a muestras de campo, con la excepcidn que no se realizé el paso de extraccidon de RNA.

Ademds, se corrio en paralelo el analisis especifico para ISAV HPRO (segmento 6) y el ensayo oficial para ISAV seglin Snow
et al., 2006 (segmento 8).

Los kits, equipos, tiempos, temperaturas, partidores y sondas utilizados fueron las descritas en el informe de validacidn
de cada laboratorio, el que se encuentra debidamente reportado a Sernapesca.

Envio de resultados e informacion general del procedimiento

Una vez obtenidos los resultados, estos fueron registrados en el formulario correspondiente, el cual una vez completo fue
enviado por correo electrénico al LPA.

Cabe mencionar que a todos los laboratorios participantes se les informé que, si para explicar la interpretacion de algun
resultado era necesario enviar informacién adicional a la solicitada en los formularios enviados como por ejemplo los
graficos de las curvas obtenidos, podria hacerse por esta misma via, ya sea como archivo adjunto o a continuacion del
formulario de resultados.

Asimismo, la informacion general del procedimiento fue enviada por la misma via. Una vez recibidos los documentos se
confirmé su recepcion.
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4. Resultados y Discusion

Dado que los resultados generados por este ensayo son de cardcter confidencial entre la autoridad sectorial, el laboratorio
de referencia y cada uno de los laboratorios participantes, la informacidn serd codificada, entregando a cada laboratorio
su cddigo correspondiente.

La tabla 3 nos indica el cédigo asignado a cada laboratorio para este ensayo, el cual también se utilizarad para presentar
los resultados. Asimismo, nos muestra el método utilizado.

Cabe mencionar que el laboratorio 12 participo del ensayo utilizando dos variantes de gPCR (SybrGreen y Tagman) y el
laboratorio 11 participo con dos equipos diferentes (LightCycler® 480 II/Roche y StepOnePlus/Applied Biosystems), por lo

que los resultados en ambos casos se presentan diferenciando estos con las letras a y b respectivamente.

Tabla 3. Laboratorios participantes con su respectivo cédigo asignado.

Cadigo Laboratorio

w (N

)]

= ===

17 PUCV
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En la tabla 4 se indica informacidn general relacionada con los protocolos utilizados por cada laboratorio, (kits de
amplificacidn, equipos de PCR en tiempo real, volimenes de reaccion total, volumen de muestra utilizado, valores de Ct
de cortes, numero de ciclos de amplificacion para la deteccidn especifica de ISAV HPRO.

Tabla 4. Protocolos de los laboratorios utilizados para la deteccién especifica de ISAV HPRO mediante RT-PCR en tiempo
real con sonda TagMan® y/o SybrGreen.

Volumen | Volumen .
: e N Ct
Kit Amplificacion de ([ .
o Ciclos | corte
Reaccion | muestra
- AgPath-ID One-stepRT-PCR Kit /Applied LightCycler® 480 Il/Roche 13 3 45  35.00
Biosystems
SuperScript™ill Playinium™One-Step aRT- o 10 480 11/Roche 7 2.2 45  35.00
PCR-System/Invitrogen
SuperScript™IIl Playinium™One-Step qRT- . -
- e S e LightCycler® 480 IlI/Roche 15 5 45 35.00
Takyon rox probe master mix CFX 96/Biorad 12 3 45 3712
Takyon 1-step grt-pcr converter
SuperScript™IIl Playinium™One-Step qRT- Stratagene Mx3000P/Agilent
. . 12 3 45 37.50
PCR-System/Invitrogen Technologies
SuperScript™Il I?Iaylnlum One-Step gRT- AriaMx Re..'a\I-Tlme PCR/Agilent 12 3 45 36.02
PCR-System/Invitrogen Technologies
i e . . )
E?(PRES? One-Step SuperScript® qRT-PCR QuantStudio 3 Rgal Time PCR 125 1 45 3801
Kits/Invitrogen System/ThermoFisher
KAPA P.ROBE FAST One-Step Universal / AriaMx Re.aI—Tlme PCR/Agilent 20 5 45 37.00
Kapa Biosystems Technologies
SuperScript™IIl Playinium™One-Step qRT- . -
- PCR-System/Invitrogen LightCycler® 480 IlI/Roche 10 1 45 35.60
SuperScript™Ill Playinium™One-Step qRT- . Q
- PCR-System/Invitrogen LightCycler® 480 ll/Roche 12.5 2.5 45 3531
Tagman Fast Virus 1 Step Master . o
- Mix/Applied Biosystems LightCycler® 480 Il/Roche 13 3 45 36.00
Tagman Fast Virus 1 Step Master . .
- e e— StepOnePlus/Applied Biosystems 13 3 45 36.00
Brilliant Il SYBR-Green One-step gRT-PCR S 2ragene Mx3000P/Agilent 12,5 2 45 3659
Technologies
Ta.qman East \{lrus 1 Step Master QuantStudio 3 Re.al Time PCR 125 ) 45 3555
Mix/Applied Biosystems System/ThermoFisher
| 13 | Brilliant lll Ultra-Fast qRT-PCR StepOnePlus/Applied Biosystems 15 2 45  35.00
- Lightcycler 480 RNA Master Hydrolysis CFX 96/Biorad 10 1 45 368
probes
Tagman Fast Virus 1 Step Master QuantStudio 3 Real Time PCR
- Mix/Applied Biosystems System/ThermoFisher 10 22 N
i e 5 .
E?(PRES.S One-Step SuperScript® qRT-PCR Stratagene. Mx3000P/Agilent 10 1 45 36.00
Kits/Invitrogen Technologies
SuperScript™IIl Playinium™One-Step qRT- . .
- e S e StepOnePlus/Applied Biosystems 10 2 45 36.00
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La tabla 4 indica que en el medio se utilizan 9 kit de amplificacién diferentes, predominando el kit SuperScript Ill Platinum,
One-Step gRT-PCR System de Invitrogen. En términos de equipos utilizados hay 7, con una mayor representacién del
LightCycler® 480 Il de Roche.

Los resultados obtenidos fueron tabulados (tabla 5) para su andlisis, para el cual se consideraron tanto los valores de Ct,
como la interpretacidn entregada para cada muestra por cada laboratorio y para cada segmento especifico (Seg8 y Seg6).
Respecto al laboratorio 12a se consideran las temperaturas de melting obtenidas.

Del analisis inicial de los resultados presentados en la tabla 5 es importante mencionar que, las muestras negativas fueron
correctamente identificadas por todos los laboratorios tanto para el S8 como para el S6.

En relacidn a la deteccidn del S8 en las muestras positivas correspondientes a diferentes variantes del ISAV, podemos
mencionar que todos los laboratorios identifican correctamente las muestras de las 3 diluciones de la variante HPROa y a
las variantes HPR7b, HPR14a, HPR8a y HPR3a. Sin embargo, con la variante HPR2a existen algunas diferencias en la
deteccion ya que y solo 4 laboratorios (4, 5, 6 y 17) logran interpretar los 3 lotes como positivos, 1 laboratorio (11a)
interpreta dos lotes como positivos y uno negativo, 2 laboratorios (1, 11b) interpretan un lote como positivo y dos
negativos y finalmente 11 laboratorios (2, 3, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 15 y 16) interpretan como negativa dicha muestra en
sus tres lotes, independientemente que algunos de ellos (2, 3, 12, 14) obtengan amplificacion por detras del Ct de corte
(negativo con Ct). Cabe mencionar que, esta muestra (HPR2a) es la que contenia menor cantidad de ADN molde y por
tanto obtiene valores de Ct mas altos (al limite), esto hace esperable la diferencia obtenida.

Respecto a la deteccién especifica de la variante HPROa (S6), se observa que todos los laboratorios logran identificar
correctamente las muestras positivas y las muestras negativas en sus tres lotes.

Lo anterior permite indicar que todos los laboratorios, independientemente que utilicen diferentes disefios de ensayo,
kits, equipos, tiempos y temperaturas obtienen un 100% de sensibilidad y un 100% de especificidad en la deteccién de la
variante HPROa del ISAV.

Por otro lado, la repetibilidad y reproducibilidad de cada laboratorio en el ensayo especifico para la deteccién de ISAV
HPRO se evalué calculando los parametros estadisticos de media, desviacion estandar (SD) y el coeficiente de variacion
(CV%) entre los duplicados (dentro de cada lote) y a su vez entre las réplicas de muestras contenidas en los diferentes
lotes. Esta evaluacion se realizd para cada una de las muestras positivas a ISAV HPRO (tablas 6a, 6b y 6¢) y en su analisis
se observa que las diferencias entre valores de Ct obtenidos entre duplicados y entre lotes en general se encuentran
dentro de los rangos aceptables (dentro de lotes SD<0,7 y CV%<5%; entre lotes SD<2.33 y CV%<10%) a excepcion de:

e Muestra ISAV HPROa-1: laboratorio 14 que para el lote B presenta una SD de 1.12 y el laboratorio 17 que para el lote
C obtiene una SD de 0,9, ligeramente superior al rango maximo. Asimismo, el laboratorio 3 entre los lotes presenta
una SD 3.15 y un CV% de 11.86% (tabla 6a).

e Muestra ISAV HPROa-2: laboratorio 8 que para el lote B presenta una SD de 0.72 y el laboratorio 11b que para el lote
C obtiene una SD de 0,7, ambas ligeramente superior al rango maximo. Asimismo, el laboratorio 4 y 5 entre los lotes
presentan una SD 2.81, SD 3.09 y un CV% 10.26% y 10.30% respectivamente (tabla 6b).

e  Muestra ISAV HPR0Oa-3: laboratorio 2, 11a, 11b y 16 que para el lote B presentan una SD de 0.78, 1.07, 1.34 y 1.06
respectivamente y el laboratorio 14 que para el lote C no obtiene amplificacion (tabla 6c¢).
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Tabla 5. Valores de Ct promedio (3 lotes), para la deteccion de ISAV (segb y seg8) mediante RT-qPCR obtenidos por cada laboratorio participante en el ensayo de
comparacion inter-laboratorio, segin muestra.

Lab\Seg S8 S6 S8

2299 2119 3145 29.22 33.19 30.74 2469 NoCt 2279 NoCt 2398 NoCt 2592 NoCt 3520 NoCt NoCt NoCt NoCt NocCt
2210 21.08 29.95 28.67 28.10 31.71 2233 NoCt 21.17 NoCt 2195 NoCt 2458 NoCt 3725 NoCt NoCt NoCt NoCt NocCt
26.39 26.54 3138 3190 3458 3331 2478 NoCt 2394 NoCt 26.21 NoCt 2728 NoCt 3732 NoCt NoCt NoCt NoCt NoCt
21.47 19.47 29.47 2735 3148 2926 2161 NoCt 21.12 NoCt 2142 NoCt 2260 NoCt 3494 NoCt NoCt NoCt NoCt NocCt
23,50 2191 30.14 2998 32.19 30.85 23.16 NoCt 2161 NoCt 2255 NoCt 2632 NoCt 3554 NoCt NoCt NoCt NoCt NoCt
20.51 1957 2891 27.04 31.01 2971 2165 NoCt 2054 NoCt 21.29 NoCt 2428 NoCt 3534 NoCt NoCt NoCt NoCt NocCt
2299 2173 30.86 2890 33.58 31.31 2416 NoCt 2299 NoCt 24.06 NoCt 2651 NoCt NoCt NoCt NoCt NoCt NoCt NoCt
24.07 2540 3194 33.05 3455 3528 2619 NoCt 2412 NoCt 2497 NoCt 26.22 NoCt 3872 NoCt NoCt NoCt NoCt NocCt
21.40 2215 2893 2840 3185 3148 23.10 NoCt 2293 NoCt 2240 NoCt 2525 NoCt NoCt NoCt NoCt NoCt NoCt NoCt
21.12 21.00 28.18 27.97 3164 30.16 22.07 NoCt 2106 NoCt 2202 NoCt 2518 NoCt 36.15 NoCt NoCt NoCt NoCt NocCt
1la 21.20 21.56 29.48 29.64 3233 3280 23.00 NoCt 2158 NoCt 24.02 NoCt 2490 NoCt 36,51 NoCt NoCt NoCt NoCt NoCt
11b 2212 2193 30,56 29.39 3397 3325 2406 NoCt 2274 NoCt 2472 NoCt 2575 NoCt 3774 NoCt NoCt NoCt NoCt NocCt
22.42 2230 29.77 30.20 3245 33,52 2335 23119 2234 2546 2294 2294 2549 28.06 36.87 1875 NoCt NoCt NoCt NocCt
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Tabla 6a. Valores obtenidos por cada laboratorio presentados como promedios (Media) de Ct, considerando los duplicados por lotes y entre lotes, su respectiva
desviacidn estandar (SD) y coeficiente de Variacidn (CV) para la deteccion de la muestra HPROa-1 mediante RT-gPCR.

| Entrelotes |
HPROa-1 | toeA | loteB | totec | loteAC
| laboratorio | Media | SD | CV% | Media | SD | CV% | Media | SD | CV% | Media | sD | cCv%
. .| 2019 013 0.67% 2097  0.02 0.10% 2243 015 0.66% 2119 1.02 4.82%
| 2 2198  0.66 2.99% 2045  0.26 1.28% 2081  0.08 0.41% 21.08 078 3.71%
.| 2338 o021 0.91% 2592 043 1.66% 3031 035 1.17% 26.54
| a4 1852  0.17 0.92% 19.48  0.02 0.11% 2043 0.29 1.42% 19.47  0.87 4.44%
L 2344 046 1.96% 2133 011 0.50% 2098  0.08 0.40% 2191 121 5.51%
6 19.65  0.09 0.47% 19.65  0.11 0.54% 19.43 021 1.09% 19.57  0.16 0.81%
2198 011 0.48% 2116 0.59 2.81% 2206  0.08 0.38% 2173 052 2.40%
. 8 | 2751 0.25 0.90% 2432 040 1.63% 2436  0.42 1.74% 2540  1.66 6.53%
9 23.05 035 1.53% 2260  0.00 0.00% 20.80  0.00 0.00% 22.15  1.08 4.86%
[ 10 | 2012 033 1.65% 2139 0.25 1.19% 2150  0.67 3.13% 21.00 0.77 3.68%
[ 112 | 2141 020 0.92% 2099 0.3 0.64% 2227  0.65 2.92% 21.56  0.66 3.07%
[ 1 | 2141 0.04 0.19% 20.80  0.03 0.14% 2358  0.09 0.38% 2193 131 5.97%
[ 12a | 2173 0.04 0.20% 2226 019 0.86% 2292 049 2.13% 2230  0.58 2.60%
[ 12b | 2143 0.01 0.03% 21.84  0.06 0.26% 2230  0.01 0.03% 21.85  0.39 1.78%
13 2191 0.0 0.45% 21.02  0.08 0.40% 2244  0.20 0.90% 21.79  0.65 2.99%
[ 14| 2424 011 0.44% 2826 112 3.95% 2542 0.8 0.70% 2597  1.92 7.39%
15 2640  0.14 0.54% 2535 035 1.39% 2265  0.07 0.31% 2480 1.74 7.01%
[ 16| 2500 0.28 1.13% 2425  0.07 0.29% 2450  0.14 0.58% 2458  0.37 1.51%
18.88  0.45 2.41% 17.83  0.11 0.60% 1852  0.90 4.86% 18.41  0.66 3.57%

En amarillo los resultados que obtienen valores de desviacion estandar superiores a 0,7 y valores de coeficiente de variacidn superiores al 5% dentro de cada lote.
En rojo los resultados que obtienen valores de desviacién estandar superiores a 2.33 y valores de coeficiente de variacidn superiores al 10% entre cada lote.
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Tabla 6b. Valores obtenidos por cada laboratorio presentados como promedios (Media) de Ct, considerando los duplicados por lotes y entre lotes, su respectiva
desviacidn estandar (SD) y coeficiente de Variacién (CV) para la deteccion de la muestra HPROa-2 mediante RT-gPCR.

| Entrelotess |
WPROa2 | loteA | lotes | lotec | loeABC |
| Laboratorio | Media | SD | CV% | Media | SD | CV% | Media | SD | cVv% | Media | SD | Cv%
0 2719 008 0.29% 2841  0.13 0.47% 3206  0.08 0.24% 2922 227 7.76%
| 2] 2962  0.06 0.19% 2867  0.25 0.89% 2772 0.33 1.17% 2867  0.87 3.03%
3 31.20 057 1.81% 31.89  0.28 0.89% 3261  0.06 0.20% 31.90  0.69 2.16%
0 3089 037 1.19% 2621  0.06 0.24% 2495  0.07 0.28% 27.35
. 2633 058 2.20% 3312 062 1.88% 3050 022 0.72% 29.98 [EXIETEA
[ 6 | 27.10  0.07 0.26% 2733 0.04 0.16% 2668  0.05 0.19% 27.04  0.30 1.11%
29.00  0.06 0.20% 2851  0.07 0.25% 29.18  0.25 0.87% 2890  0.33 1.15%
8 | 3566  0.13 0.36% 3145  0.72 2.29% 3205  0.59 1.85% 33.05  2.08 6.29%
9 29.25  0.07 0.24% 2875 035 1.23% 2720 042 1.56% 2840  0.99 3.48%
10 | 2827  0.25 0.88% 27.95  0.50 1.80% 27.70  0.62 2.25% 27.97 045 1.62%
[ 112 | 29.28  0.01 0.05% 2886  0.20 0.69% 30.77 0.9 0.62% 29.64  0.90 3.05%
[ 11b 29.43 030 1.01% 2861  0.18 0.62% 3013 0.70 2.34% 2939  0.77 2.62%
[ 12a | 3029 0.0 0.33% 3024  0.03 0.09% 30.08 0.1 0.68% 3020 0.14 0.48%
[ 12b 2895  0.08 0.29% 29.06  0.10 0.34% 29.09 0.7 0.58% 29.03  0.12 0.40%
[ 13 29.43  0.09 0.31% 2826  0.08 0.30% 2950  0.10 0.33% 29.06  0.63 2.16%
14 2962 038 1.29% 30.19  0.16 0.52% 29.97  0.25 0.85% 29.93  0.34 1.12%
15 29.65  0.07 0.24% 2935  0.07 0.24% 2865  0.07 0.25% 29.22  0.46 1.58%
[ 16 31.75  0.07 0.22% 3150 0.14 0.45% 31.10 0.4 0.45% 3145 031 0.98%
2529  0.06 0.24% 2597  0.02 0.09% 2527  0.01 0.02% 2551  0.36 1.42%

En amarillo los resultados que obtienen valores de desviacion estandar superiores a 0,7 y valores de coeficiente de variacidn superiores al 5% dentro de cada lote.
En rojo los resultados que obtienen valores de desviacién estdndar superiores a 2.33 y valores de coeficiente de variacién superiores al 10% entre cada lote.
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Tabla 6c¢. Valores obtenidos por cada laboratorio presentados como promedios (Media) de Ct, considerando los duplicados por lotes y entre lotes, su respectiva
desviacidn estandar (SD) y coeficiente de Variacidn (CV) para la deteccion de la muestra HPROa-3 mediante RT-gPCR.

| Entrelotes |
HPROa-3
| lab | Media | SD | CV% | Media | SD | CV% | Media | SD | CVv% | Media | SD | cCv% _
[ 1] 29.09 053 1.82% 31.00  0.04 0.14% 3215 021 0.64% 30.74 141 4.57%
[ 2] 30.06  0.65 2.16% 33.44  0.78 2.33% 31.64  0.10 0.31% 31.71  1.58 4.98%
I 33.04 018 0.54% 3474 015 0.43% 3216 035 1.08% 3331 1.19 3.57%
a4 2895  0.18 0.64% 29.82  0.40 1.35% 29.00  0.23 0.78% 29.26  0.49 1.67%
[ 5 ] 2862 034 1.19% 3312 053 1.60% 3083  0.25 0.80% 30.85  2.03 6.59%
[ 6 ] 2939  0.25 0.84% 29.79  0.09 0.31% 29.96  0.29 0.97% 2971 0.32 1.06%
3138  0.28 0.90% 3093  0.06 0.18% 3162 0.8 0.56% 3131 035 1.11%
8 | 36.49  0.26 0.72% 3411 053 1.55% 3525  0.57 1.60% 3528  1.13 3.19%
[ 9 ] 33.00 0.14 0.43% 31.70  0.57 1.78% 29.75  0.07 0.24% 3148 149 4.72%
10 | 2971 048 1.62% 30.56  0.35 1.16% 3021 057 1.90% 30.16  0.53 1.76%
[ 112 | 3216 0.30 0.92% 3355  1.07 3.20% 3269 027 0.82% 3280 0.1 2.47%
[ 11b | 33.08 027 0.80% 3468 134 3.87% 31.99  0.02 0.06% 33.25 136 4.08%
[ 122 | 3373 0.30 0.90% 33.01  0.09 0.28% 33.83  0.06 0.17% 33.52 043 1.27%
[ 12b | 3204  0.10 0.31% 31.82  0.05 0.16% 3229  0.08 0.24% 3205  0.22 0.68%
[ 13| 3255  0.25 0.78% 3119 021 0.66% 33.00  0.04 0.13% 3225  0.86 2.67%
14| 3494 013 0.36% 36.11  0.18 0.51% No Ct : : 35.53  0.69 1.94%
[ 15| 31.40  0.28 0.90% 31.00  0.14 0.46% 30.97  0.09 0.30% 31.12  0.26 0.84%
[ 16 | 33.80  0.14 0.42% 3485 1.06 3.04% 3465 021 0.61% 3443  0.70 2.03%
29.76  0.36 1.21% 2869  0.42 1.47% 2888  0.17 0.59% 29.11  0.58 1.98%

En amarillo los resultados que obtienen valores de desviacion estandar superiores a 0,7 y valores de coeficiente de variacidn superiores al 5% dentro de cada lote.
En rojo los resultados que obtienen valores de desviacién estandar superiores a 2.33 y valores de coeficiente de variacidn superiores al 10% entre cada lote.
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En cuanto a la reproducibilidad de los diferentes ensayos utilizados por los participantes, se observa que las diferencias
de Ct observadas entre los diferentes laboratorios para la misma muestra se encuentran en rangos aceptables si se
considera que entre laboratorios se utilizan diferentes métodos, equipos, reactivos, etc. En los siguientes graficos se
aprecia claramente lo mencionado.

Grafico 1. Andlisis de ISAV HPRO en las muestras correspondientes a la dilucion HPROa-1. En el eje Y mediante columnas

se indican los valores de Ct por cada lote y mediante una linea el valor promedio de Ct para la muestra con su respectiva
desviacidn estandar. En el eje X los laboratorios participantes codificados segln tabla 3.

HPROa-1

6 7 8 9 10 11a 11b 12a 12b 13 14 15 16 17

Lote A Lote B mmmm Lote C e=@==|otes ABC

En el gréfico 1 se observa que la mayoria de los valores de las medias de los lotes se encuentran entre el Ct 20y 25, excepto
por los laboratorios 3, 8 y 14 que sobrepasan levemente este valory los laboratorios 4, 6 y 17 que se encuentran sutilmente
por debajo del rango.

En el gréfico 2 se observa que la mayoria de los valores de las medias de los lotes se encuentran entre el Ct 27 y 31, excepto
por el laboratorio 8 que sobrepasa levemente este valor y el laboratorio 17 que se encuentran sutilmente por debajo del
rango.

En el grafico 3 se observa que la mayoria de los valores de las medias de los lotes se encuentran entre el Ct 30y 35, excepto
por los laboratorios 8 y 14 que sobrepasan levemente este valor y los laboratorios 4, 6 y 17 que se encuentran sutilmente
por debajo del rango.
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Grafico 2. Andlisis de ISAV HPRO en las muestras correspondientes a la dilucion HPR0Oa-2. En el eje Y mediante columnas
se indican los valores de Ct por cada lote y mediante una linea el valor promedio de Ct para la muestra con su respectiva
desviacidn estandar. En el eje X los laboratorios participantes codificados segln tabla 3.
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Grafico 3. Andlisis de ISAV HPRO en las muestras correspondientes a la dilucion HPR0Oa-3. En el eje Y mediante columnas
se indican los valores de Ct por cada lote y mediante una linea el valor promedio de Ct para la muestra con su respectiva
desviacidn estandar. En el eje X los laboratorios participantes codificados segun tabla 3.
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En los graficos de cajas y bigotes (graficos 4, 5y 6) se representa la distribucidn de los datos en percentiles donde la caja
que representa cada lote incluye el 50% de los datos y luego los bigotes el 25% superior e inferior.

Graficos 4, 5 y 6. Anadlisis segln cuartiles de ISAV HPRO en las muestras correspondientes a la dilucion HPROa-1 (grafico 4),
dilucion HPROa-2 (grafico 5) y a la dilucién HPROa-3 (grafico 6). En el eje Y se indican los valores de Ct y cada caja de color
indica los valores por cada lote (azul, naranjo y gris lotes A, B y C respectivamente) y caja de color naranjo los valores
promedio de Ct para la muestra considerando los tres lotes.

1
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En esta representacion se observa que los datos estdn

agrupados en su mayoria en rangos de valores de Ct
acotados (5 como maximo) y muy pocos datos se
escapan ya sea para arriba o para debajo de este
rango.
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5. Conclusiones

Los resultados reportados demuestran que todos los métodos evaluados para la deteccidn especifica de la variante HPRO
del virus ISA, cumplen su objetivo, lo que se fundamenta en el hecho que se interpretan e informan como positivas las
muestras correspondientes a la variante HPRO en sus tres diluciones y como negativas el resto de las muestras que no
corresponden a la variante HPRO o a los controles negativos, lo que indica que no existe reaccidén cruzada entre dicha
variante y el resto de las variantes enviadas.

Asimismo, podemos mencionar que los valores de desviacién estandar entre los duplicados se encuentran dentro de un
rango esperable para esta técnica (Introduccion a PCR en tiempo real, Llanos, 2006).

Cabe sefialar, que, si bien los valores de Ct pueden utilizarse como un indicador, estos no son comparables entre diferentes
laboratorios, debido a los distintos procedimientos, kits y equipos utilizados.

Por otra parte, mencionar que 3 de los 17 participantes (1, 7 y 15) enviaron enmiendas a sus resultados, estas en ningun
caso alteran el resultado ya que se tratd en las tres oportunidades de errores de digitacion.

Dr. Sergio Marshall
Director del Laboratorio de patdgenos Acuicolas
Laboratorio de Referencia ISAV y P. salmonis
Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso
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