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) INFORME DE LA REUNION DE LA )
COMISION DE NORMAS SANITARIAS DE LA OIE PARA LOS ANIMALES ACUATICOS

Paris, 22 de febrero—1 de marzo de 2017

La Comision de Normas Sanitarias de la OIE para los Animales Acuaticos (en lo sucesivo, Comision para los Animales
Acuaticos) se reunio en la sede de la Organizacion, en Paris, del 22 de febrero al 1 de marzo de 2017. La lista de
participantes figura en el Anexo 1.

La Comision para los Animales Acuaticos agradece a los siguientes Paises Miembros por el envio de sus comentarios
sobre los distintos proyectos de texto para el Codigo Acuético y el Manual Acudtico difundidos tras su reunion de
septiembre de 2016: Arabia Saudi, Argentina, Australia, Canada, China (Rep. Pop. de), Colombia, Costa Rica, Corea
(Rep. de), Cuba, Estados Unidos de América, Fiji, Guatemala, Japon, Noruega, Nueva Zelanda, Singapur, Suiza,
Tailandia, Tanzania, Taipéi Chino y los Estados Miembros de la Union Europea (UE).

La Comision para los Animales Acuaticos examiné los comentarios remitidos por los Paises Miembros sobre los textos
presentados y modificados del Cédigo Sanitario para los Animales Acuaticos de la OIE (Codigo Acudtico) y del
Manual de Pruebas de Diagnostico para los Animales Acuaticos de la OIE (Manual Acudtico) e introdujo enmiendas
donde lo considero pertinente. Las enmiendas se sefialan del modo habitual, mediante doble subrayado y tachade, y
figuran en los anexos del informe. Los cambios introducidos en esta reunion se muestran con un fondo de color para
distinguirlos de los efectuados en el encuentro de septiembre de 2017.

La Comision para los Animales Acuaticos examind la totalidad de los comentarios de los Paises Miembros que estaban
acompafiados por una justificacion. Sin embargo, no pudo preparar una explicacion detallada de las razones que
motivaron la aceptacion o el rechazo de cada comentario recibido.

La Comision para los Animales Acuaticos insta a los Paises Miembros a referirse a informes previos a la hora de
preparar comentarios sobre cuestiones ya tratadas. La Comision invita a los Paises Miembros a consultar los informes
de los grupos ad hoc que presentan informacion importante y que se anexan a los informes de la Comisién. Ademas, se
recuerda a los Paises Miembros que es dificil evaluar y responder a comentarios recibidos sin justificacion o sin una
loégica obvia. Desde 2016, todos los informes de los grupos ad hoc se publican en el sitio web de la OIE como
documentos separados (disponibles en: http://www.oie.int/es/normas-internacionales/comisiones-especializadas-y-
grupos/comision-cientifica-y-informes/endorsed-ad-hoc-group-reports/).

El cuadro presentado a continuacion sintetiza los textos recogidos en los anexos. Los Paises Miembros deben tomar
nota de que los textos de los Anexos 3 a 25 se proponen para adopcion en la 85.* Sesion General en mayo de 2017, los
Anexos 26 a 28 para comentario y los Anexos 29 a 31, para informacion.

La Comision para los Animales Acudticos alienta encarecidamente a los Paises Miembros a participar en el desarrollo
de las normas internacionales de la OIE preparandose para participar en el proceso de adopcion de los textos de los
Anexos 3 al 25 en la 85.* Sesion General. De igual manera, los insta a enviar comentarios sobre los Anexos 26 a 28 de
este informe. Los comentarios se deberan presentar como propuestas especificas de modificacion de texto, basadas en
argumentos cientificos. Las propuestas de supresion de texto deberdn indicarse con tachade y las de modificacion, con
doble subrayado. Los Paises Miembros no deberan recurrir a la funcion automatica de “control de cambios” del
procesador de textos, ya que dichos cambios se pierden al compilar las propuestas de los Paises Miembros en los
documentos de trabajo de la Comision.
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Los comentarios de los Anexos 26 a 28 se deberan enviar a la Sede de la OIE antes del 4 de agosto de 2017, para su
analisis durante la reunion de la Comision para los Animales Acuaticos, que se celebrard en septiembre de 2017. Los
comentarios recibidos después de la fecha indicada no se presentaran a consideracion de la Comision para los Animales
Acuaticos en dicho encuentro.

Todos los comentarios deberan remitirse al Departamento de normas: standards.dept@oie.int.
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anexo pagina
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1 Comentarios generales Sin anexo 1
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(Capitulo 4.3.)
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8 Obligaciones generales en materia de certificacion Anexo 8 47
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9.1 Plaga del cangrejo de rio (Aphanomyces astaci) (Capitulo 9.1.) Anexo 9 49

9.2 Infeccion por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1 Anexo 10 57
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A. REUNION CON EL DIRECTOR GENERAL ADJUNTO

La Comision para los Animales Acudticos se reunid con el Dr. Matthew Stone, director general adjunto (Normas
internacionales y ciencia), el 22 de febrero de 2017. El Dr. Stone dio la bienvenida a los miembros de la Comision y les
agradecio su participacion y compromiso en la realizacion de los objetivos de la OIE en el campo de la sanidad de los
animales acuaticos.

Entre otros temas, el Dr. Stone se refirid a la proxima sesion del Consejo y a las propuestas que estudiara relacionadas
con el nuevo procedimiento para la eleccion de los expertos y el presupuesto previsional en particular el aumento de los
gastos relativos a la elaboracion de las normas de la OIE (por ejemplo, organizacion de grupos ad hoc). Ademas, el
Dr. Stone hizo hincapié en los esfuerzos de la sede encaminados a mejorar la eficacia de las cuatro comisiones gracias a
sistemas de coordinacion consolidados que redundara en orientaciones mas sélidas y en un mayor respaldo de sus
programas de trabajo, una mejor comunicacién interna y un refuerzo de la comprension de las funciones y
responsabilidades.

El Dr. Ingo Ernst, presidente de la Comision para los Animales Acuaticos, dio las gracias al Dr. Stone por sus
observaciones preliminares y sefiald6 que la Comision tenia por delante un estimulante programa de trabajo con la
incorporacion de mejoras significativas tanto en el Codigo como en el Manual Acuético. El Dr. Ernst destac el apoyo
de la sede y del personal de la secretaria incluyendo la labor de respaldo para el funcionamiento de varios grupos ad
hoc, lo que resulta esencial para que la Comision implemente su programa de trabajo y responda a las expectativas de
los Paises Miembros.

B. APROBACION DEL ORDEN DEL DIA

El proyecto de orden del dia se difundio antes de la reunién y fue objeto de debate, actualizacion y aprobacion. El orden
del dia adoptado figura en el Anexo 2.
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) C. REUNION CON EL PRESIDENTE DE LA
COMISION DE NORMAS SANITARIAS PARA LOS ANIMALES TERRESTRES DE LA OIE

El presidente de la Comision para los Animales Acuaticos y el presidente de la Comision de Normas Sanitarias para los
Animales Terrestres (Comision del Codigo) se reunieron durante la semana en la que coincidieron los encuentros de
ambas comisiones. Los presidentes evocaron temas de interés mutuo en los Cobdigos Acudtico y Terrestre,
concretamente: la armonizacion de los términos del glosario, en particular, la definicion de “zonificacion” y la revision
en curso de las definiciones utilizadas en el Codigo Terrestre; las revisiones propuestas del Capitulo 1.2. en el Codigo
Acuatico (criterios de inclusion) y la redaccion de un documento de orientacion sobre la aplicacion de los criterios para
la inclusion de enfermedades en la lista de la OIE.

La Comision para los Animales Acuaticos acordd que esta reunion era importante con vistas a facilitar la armonizacion
de los capitulos horizontales de los dos Cadigos.

D. EXAMEN DE LOS COMENTARIOS DE LOS PAI’SES, MIEMBROS SOBRE EL
CODIGO SANITARIO PARA LOS ANIMALES ACUATICOS DE LA OIE

item 1. Comentarios generales

Se recibieron comentarios especificos de Argentina, Australia, Colombia, Costa Rica, Fiji, Nueva Zelanda,
Noruega, Tailandia y la UE.

La Comision para los Animales Acuaticos se mostro de acuerdo con el comentario de un Pais Miembro que
estimaba que, si bien era conveniente una armonizacion entre el Codigo Acudtico y el Terrestre, siempre
habra algunos temas en que no resulta apropiada debido a las miltiples diferencias entre los animales
terrestres y acuaticos, por ejemplo, la gran cantidad de especies de animales acuaticos y la diversidad de
factores ambientales y patdgenos a los que se hallan expuestos.

En respuesta al comentario de un Pais Miembro acerca de las directrices sobre los riesgos de enfermedad y
el estrés asociado con el transporte de animales acuaticos, la Comision destacod que este aspecto se cubria en
el Capitulo 5.5. sobre control de riesgos para la sanidad de los animales acuaticos asociados al transporte de
estos animales y el Capitulo 7.2. sobre bienestar de los peces de cultivo durante el transporte.

Un Pais Miembro coment6 que algunas palabras en el Codigo Acudtico eran dificiles de interpretar, tales
como “is likely” (es probable), “the likelihood” (la probabilidad) y “would be likely” (probablemente). La
Comision para los Animales Acudticos reviso el uso de estos términos en el Codigo Acuatico y considero
que las formulaciones actuales eran claras dentro de la seccion pertinente del Cédigo Acudtico. Por ejemplo,
el término “probabilidad” se usa en el contexto del analisis del riesgo descrito en el Capitulo 2.1.

Un Pais Miembro solicito la justificacion para incluir el siguiente texto en los Articulos X.X.9. y X.X.11.
“consideracion de introducir medidas internas para afrontar los riesgos asociados con la utilizacion de la
mercancia para fines que no sean el consumo humano”. La Comision para los Animales Acuaticos indico
que los productos a los que se hacen referencia en el Articulo X.X.11. no estan necesariamente libres de
patdgenos viables y se pueden prever controles para interrumpir las vias de transmisiéon y prevenir la
exposicion de los animales susceptibles. Por consiguiente, el texto pretende alertar a los Paises Miembros
acerca de este riesgo potencial y motivarlos a implementar medidas apropiadas de mitigacion de riesgo
internas, cuando sea relevante.

item2. Glosario

Se recibieron comentarios especificos de Arabia Saudi, China (Rep. Pop. de), Colombia, Costa Rica, Fiji,
Guatemala, Nueva Zelanda, Tanzania y la UE.

Animales acuaticos

La Comision para los Animales Acuaticos recordd a los Paises Miembros que esta definicidon incluye
ambos animales cultivados y silvestres. Las medidas del Cédigo Acuatico se aplican a los animales
acuaticos susceptibles independientemente de su origen, ya sea silvestre o de cria.

La Comision para los Animales Acuaticos no estuvo de acuerdo con un Pais Miembros de incluir en la

definicion que los animales acuaticos provienen de un ecosistema acuatico, ya que el Cddigo Acuético no
trata las especies terrestres.
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La Comision no se mostrd de acuerdo con el comentario de un Pais Miembro de borrar “viable”, puesto que
estimo que era importante incluir este concepto con fines de claridad en el significado del término definido.

Zonificacion

En respuesta a algunos comentarios de los Paises Miembros y las enmiendas propuestas por la Comision
del Codigo al término “zona” en el Codigo Terrestre, la Comision para los Animales Acuaticos modifico
la definicion para garantizar la armonizacidon cuando sea pertinente y mejorarla legibilidad y claridad. La
Comision estuvo de acuerdo con el comentario de un Pais Miembro en el que se sefialaba que la
expresion “con un sistema hidrolégico homogéneo” no era clara y acord6 que el texto era innecesario y
debia borrarse.

Productos bioldgicos

La Comision para los Animales Acuaticos notd que las palabras “agentes infecciosos” debian
remplazarse por “agentes patogenos”’, de conformidad con el trabajo encaminado a garantizar
consistencia en el uso del término definido “agente patdgeno” en todo el Codigo Acuético (ver texto a
continuacion).

Enfermedad

La Comision para los Animales Acuaticos notd que las palabras “agentes etioldgicos” se debian cambiar
por “agentes patogenos” de conformidad con el trabajo encaminado a garantizar consistencia en el uso del
término definido de “agente patdgeno” en todo el Cadigo Acuatico (ver texto a continuacion).

Uso del término “agente patdgeno”

La Comision para los Animales Acuaticos observd que, pese a los avances progresivos en garantizar un
uso homogéneo del término definido “agente patdogeno” en todo el Codigo Acudtico, algunas veces, en
particular en los capitulos horizontales (Titulos 1-7), todavia subsisten otros términos como “patdégeno”
y “agente etioldgico” que necesitan remplazarse por “agente patégeno”. La Comision acordd introducir
las enmiendas del caso a medida en que se revisen estos titulos. Igualmente, recordé a los Paises
Miembros que se harian revisiones similares en los capitulos especificos de enfermedad (Titulos 8—11)
como parte del trabajo en curso de actualizacion de la lista de especies susceptibles.

Otra informacién de interés

La Comision para los Animales Acuaticos examind las definiciones revisadas en el glosario del Codigo
Terrestre que se propondran para adopcion y las que circulan para comentario de los Paises Miembros,
con el animo de garantizar una armonizacion entre las definiciones pertinentes utilizadas en ambos
Codigos. Acordd examinar las definiciones correspondientes del Cédigo Acuatico una vez adoptadas las
definiciones revisadas en el CAdigo Terrestre.

El glosario revisado figura en el Anexo 3 y se propone para adopcion en la 85." Sesion General de mayo de
2017.

item 3. Criterios para la inclusién de las enfermedades de los animales acuéticos en la lista de la OIE
(Capitulo 1.2.)

Se recibieron comentarios especificos de Arabia Saudi, Australia, Canada, China (Rep. Pop. de), Estados
Unidos de América, Tanzania, Tailandia y la UE.

La Comision para los Animales Acudticos tomd nota de que la mayoria de los comentarios de los Paises
Miembros apoyaban los criterios revisados y que otros recibidos anteriormente ya se habian examinado en
reuniones previas.
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item 4.

En respuesta al comentario de un Pais Miembro acerca de la dificultad de interpretar los criterios, la
Comision para los Animales Acuaticos desarrollara un documento guia destinado a apoyar la aplicacion de
estos criterios. Este documento guia sera usado por la Comision cuando ellos supervisen y evalten para asi
asegurar la coherencia en la interpretacion de los criterios. Se compartira el documento con la Comisioén del
Cadigo.

La Comision para los Animales Acuaticos reiteré que los fundamentos para no armonizar el criterio 1 del
Articulo 1.2.2. con el texto empleado en el Codigo Terrestre, es decir “se ha demostrado” en lugar de “es
probable”, ya estaban consignados en su informe de septiembre de 2016.

“La Comision reiterd que el objetivo de listar es “la prevenciéon de la propagacién transfronteriza de
importantes enfermedades de los animales acuaticos, lo que se logra gracias a una notificacion
transparente, oportuna y coherente”. Aseguré que seria contrario al objetivo de inclusién en la lista,
esperar que se demuestrea la “propagacién internacional del agente” cuando las pruebas cientificas y los
patrones de comercio internacional ya indican que la propagacion es probable. Este aspecto es importante
para las enfermedades de los animales acuaticos a la luz de los factores descritos y, en particular, por el
reto que supone la erradicacidn exitosa de dichas enfermedades una vez que se han propagado™.

La Comision reiteré que no estaba de acuerdo con cambiar “puede demostrar” por “ha demostrado” con
respecto a la ausencia de enfermedad, y destaco que este comentario habia sido considerado en su reunion de
octubre de 2015. La palabra “puede” resulta mas apropiada, ya que se requiere que os Paises Miembros
instauren condiciones elementales de bioseguridad durante por los menos dos afios antes de hacer una
autodeclaracion de ausencia de enfermedad.

La Comision para los Animales Acudticos no estuvo de acuerdo con el comentario de un Pais Miembro de
incluir un texto adicional acerca de las enfermedades emergentes dada la obligacion de notificarlas a través
del Sistema Mundial de Informacion Sanitaria (WAHIS) con arreglo al Articulo 1.1.6. del Cadigo Acuatico.
La Comision destacod la importancia de este articulo dada la emergencia regular de enfermedades en los
animales acuaticos.

Asimismo, rechazo el comentario de un Pais Miembro de definir “precisa” y “fiables” en el criterio 3,
subrayando que el uso de estos términos era conforme con el Oxford English Dictionary y con el
Capitulo 1.1.2. del Manual Acuatico.

Una vez considerados todos los comentarios de los Paises Miembros, la Comision acordd no introducir
enmiendas adicionales al texto, puesto que no habian surgido nuevos interrogantes.

El Capitulo revisado 1.2. Criterios para la inclusién de las enfermedades de los animales acuéticos en la
lista de la OIE figura en el Anexo 4A (texto limpio) y en el Anexo 4B (con modificaciones) y se propone
para adopcion en la 85.% Sesion General de mayo de 2017.

Enfermedades de la lista de la OIE (Capitulo 1.3.)

Se recibieron comentarios especificos de Canada, China (Rep. Pop. de), Costa Rica, Guatemala, Tanzania y
la UE.

En respuesta al comentario de un Pais Miembro de modificar el texto en el preambulo de acuerdo con las
enmiendas propuestas para el Capitulo 1.3. del CAdigo Terrestre, la Comision para los Animales Acuaticos
acepto considerar la armonizacion del texto de ambos COdigos una vez se adopte el texto revisado del Codigo
Terrestre.

4.1. Modificaciéon de los nombres de las enfermedades de crustaceos

Los comentarios recibidos apoyaron las enmiendas propuestas para los nombres de las ocho enfermedades de
crustaceos en el Articulo 1.3.3.

A la luz del comentario de un Pais Miembro, la Comision para los Animales Acuaticos no estuvo de acuerdo
en incluir “Candidatus” en el nombre de la “Infeccion por Hepatobacter penaei (hepatopancreatitis
necrotizante)”, pero aceptd incorporar “Candidatus™ en el Articulo 9.5.1. cuando se refiere al nombre
taxondmico de este agente bacteriano.
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4.2.  Batrachochytrium salamandrivorans

Aunque varios Paises Miembros apoyaron la inclusion de esta enfermedad, algunos cuestionaron el
cumplimiento del criterio 8 del Articulo 1.2.2. La Comision para los Animales Acuaticos volvio a evaluar el
método de la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR) (Blooi et al., 2013) destacando que
ya habia finalizado la etapa 1 de validacion y que ya se habia iniciado la etapa 2, en curso actualmente. La
Comision sefialé que, con la aplicacion de este nuevo método, se espera generar la informacion adicional
requerida para una nueva validacion. De este modo, la Comision actualizo el texto relativo al criterio 8 en la
evaluacion (ver Anexo 29).

Atendiendo el comentario de un Pais Miembro, la Comision para los Animales Acuaticos acordd que seria
conveniente designar un laboratorio de referencia para Batrachochytrium spp. y ha avanzado en la
identificacion de posibles candidatos.

La Comision para los Animales Acuaticos reviso los nuevos controles reglamentarios de Estados Unidos de
América (informacion  disponible en: https://www.federalregister.gov/documents/2016/01/13/2016-
00452/injurious-wildlife-species-listing-salamanders-due-to-risk-of-salamander-chytrid-fungus) y el informe
de la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) para Bsal' y actualizd la evaluacién en
consecuencia (ver Anexo 29).

I(EFSA), Balaz V., Gortazar Schmidt C., Murray K., Carnesecchi E., Garcia A., Gervelmeyer A., Martino L.,
Munoz Guajardo 1., Verdonck F., Zancanaro G. & Fabris C. (2017). Scientific and technical assistance
concerning the survival, establishment and spread of Batrachochytrium salamandrivorans (Bsal) in the EU.
EFSA Journal 2017;15 (2), 4739, 77 pp. doi:10.2903/j.efsa.2017.4739).

La Comision para los Animales Acuaticos reiterd su propuesta de incluir en la lista Batrachochytrium
salamandrivorans.

La evaluacion revisada de B. salamandrivorans figura en el Anexo 29 para informacion de los Paises
Miembros en respaldo a su inclusion.

4.3. Infeccion por Ranavirus

La Comision para los Animales Acuaticos modificod el nombre de “Infecciéon por Ranavirus spp.” por
“Infeccion por las especies de Ranavirus”, dado que la nomenclatura binominal no suele utilizarse para los
virus. El d&mbito de aplicacion de esta enfermedad (descrito en el Capitulo 8.2.) busca incluir a todas las
especies del género Ranavirus (excluyendo la necrosis hematopoyética epizootica, que figura por separado)
y, en opinion de la Comision, el nombre revisado refleja mejor el campo de aplicacion.

En respuesta al comentario de un Pais Miembro de que las especies de ranavirus debian incluirse por
separado en la lista, la Comision observo que el Comité Internacional de Taxonomia de Virus esta estudiando
la clasificacion de los ranavirus. Los resultados de este trabajo guiaran las modificaciones de la actual lista de
ranavirus.

El Capitulo revisado 1.3. Enfermedades de la lista de la OIE figura en el Anexo 5 y se propone para
adopcion en la 85." Sesion General de mayo de 2017.

4.4. Evaluacion de un nuevo virus de tipo orthomyxo - Virus de la tilapia de lago - TiLV (por sus
siglas en inglés - Tilapia Lake Virus)

A la luz de una publicacion reciente sobre los métodos de diagndstico para el virus de la tilapia del lago
(TiLV), la Comision para los Animales Acuaticos reevalud TiLV con respecto al criterio 8 (existe un método
de diagnodstico o de deteccion fiable y asequible) de los criterios de inclusion en la lista de la OIE
(Capitulo 1.2.). La Comision examind esta informacion y acord6é que esta no apoyaba ninglin cambio en su
evaluacion previa y que, por el momento y ante la falta de métodos de diagnostico especificos para TiLV, la
enfermedad no podia proponerse para listarse.

La Comision para los Animales Acuaticos reconocid las posibles consecuencias del virus TiLV en muchos
paises en virtud de la importancia del cultivo de la tilapia a nivel mundial y del comercio de estas especies e
indico que la enfermedad cumple con la definicion de “enfermedad emergente” y, como tal, debe notificarse
de conformidad con el Articulo 1.1.4. del Cédigo Acuatico.
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item 5.

item 6.

La Comision también destacd que no se habian notificado a la OIE eventos previos de enfermedad asociados
con este virus segun las obligaciones descritas en el Capitulo 1.1. Se insta a los Paises Miembros a investigar
los eventos de mortalidad y morbilidad de tilapinas, ya que la comprension de su distribucion geografica es
esencial en los esfuerzos de control de su posible diseminacion.

Con el fin de ofrecer informacion a los Paises Miembros sobre los métodos de deteccion disponibles y los
riesgos de transmision del virus, la Comision para los Animales Acuaticos finalizé una ficha técnica de
enfermedad para el virus TiLV, que se publicara en el sitio Internet de la OIE a principios de abril y se podra
consultar en: http://www.oie.int/es/normas-internacionales/comisiones-especializadas-y-grupos/comision-
para-los-animales-acuaticos-y-informes/disease-information-cards/

La Ficha técnica de TiLV se presenta también en el Anexo 30 para informacion de los Paises Miembros.

Criterios para la inclusién de especies susceptibles de infeccion por un agente patogeno especifico
(Capitulo 1.5.)

Se recibieron comentarios especificos de Arabia Saudi, Australia, Canada, Estados Unidos de América,
Nueva Zelanda y la UE.

Si bien numerosos comentarios de los Paises Miembros respaldaron el nuevo Articulo 1.5.9., algunos
expresaron su preocupacion ante la falta de claridad sobre la manera de definir una amplia gama de
hospedadores y las implicaciones de incluir especies susceptibles a nivel del grupo taxondémico.

La Comision para los Animales Acudticos recuerda a los Paises Miembros que el Cédigo Acudtico busca
prevenir la propagacion de enfermedades de los animales acuaticos y garantizar la seguridad sanitaria del
comercio internacional del que son objeto. La aplicacion de los actuales criterios a enfermedades con una
amplia gama de hospedadores demostrada (por ejemplo, infeccion por Aphanomyces astaci e infeccion por el
virus del sindrome de las manchas blancas) puede resultar en disminuciones sustanciales en la lista de
especies susceptibles para estas enfermedades. Por consiguiente, las medidas del Cédigo Acudtico para estas
enfermedades no se aplicaran para muchas especies hospedadoras que son probalemente susceptibles, pero
para las cuales se carece de informacion cientifica. La Comision indico que esta circunstancia seria contraria
a la finalidad del Cddigo Acuatico y podria conducir a la propagacion de las enfermedades de la lista.

La Comision ha propuesto un nuevo Articulo 1.5.9. para tratar este asunto al incluir un mecanismo que
integre grupos taxondmicos de especies, como susceptibles. Se pretende que este mecanismo se aplique
Unicamente a las especies con una amplia gama de hospedadores.

A la luz de los comentarios de algunos Paises Miembros, la Comision para los Animales Acuaticos modificd
el nuevo Articulo 1.5.9. para aclarar las condiciones en que se aplicara. También se enmendo el texto en los
Articulos 1.5.1. y 1.5.2. con fines de coherencia con el nuevo Articulo 1.5.9.

Ademas, se solicité al Grupo ad hoc de la OIE sobre la susceptibilidad de las especies de crustaceos a la
infeccion por enfermedades de la lista de la OIE que evaluara la infeccion por Aphanomyces astaci utilizando
el Capitulo revisado 1.5. Esta evaluacion ofrecera a los Paises Miembros un ejemplo de la aplicacion de los
criterios revisados, en particular del nuevo Articulo 1.5.9. La Comision solicitd que el grupo ad hoc trabajara
por via electrénica y entregara su informe para su reunion de septiembre de 2017.

El Capitulo revisado 1.5. Criterios para la inclusion de especies susceptibles figura en el Anexo 26 para
comentario de los Paises Miembros

Desinfeccién de establecimientos y equipos de acuicultura (Capitulo 4.3.)

Se recibieron comentarios especificos de Arabia Saudi, China (Rep. Pop. de), Costa Rica, Estados Unidos de
América, Guatemala, Nueva Zelanda, Tanzania, Tailandia y la UE.
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La Comision para los Animales Acudticos examin6 los comentarios de los Paises Miembros e introdujo las
enmiendas pertinentes para mejorar la lectura y la claridad. Dado que este nuevo capitulo circulé para
comentario en repetidas ocasiones antes de su adopcion en 2016, so6lo propuso enmiendas que mejoran de
manera significativa la claridad del texto.

El Capitulo revisado 4.3. Desinfeccion de establecimientos y equipos de acuicultura figura en el Anexo 6 y
se propone para adopcion en la 85." Sesion General de mayo de 2017.

item 7. Recomendaciones para la desinfeccion de la superficie de huevos de salménidos (Capitulo 4.4.)
Se recibieron comentarios especificos de Noruega y la UE.

Tras examinar los comentarios de varios Paises Miembros, la Comision para los Animales Acuaticos decidio
no modificar el texto al considerarlo claro tal y como se propone.

La Comision no estuvo de acuerdo con el comentario de un Pais Miembro de incluir una recomendacion
sobre la disposicion apropiada de las soluciones desinfectantes para proteger el medio ambiente, puesto que
este aspecto no esta dentro del ambito de aplicacion del capitulo.

Igualmente, convino en no reemplazar “patdégeno” por “agente patdogeno” en el Articulo 4.4.2., ya que el uso
del término patdgeno en el contexto del capitulo no es pertinente para un agente patdgeno especifico.

El Capitulo revisado 4.1. Recomendaciones para la desinfeccion de la superficie de huevos de salménidos
figura en el Anexo 7 y se propone para adopcion en la 85.” Sesion General de mayo de 2017.

item 8.  Obligaciones generales en materia de certificacion (Capitulo 5.1.)
Se recibieron comentarios especificos de Arabia Saudi, Argentina, Australia, Tailandia y la UE.

Tras examinar los comentarios de varios Paises Miembros, la Comisioén para los Animales Acuéticos decidio
no modificar el texto al considerarlo claro tal y como se propone.

La Comision desea reiterar que el término “periodo de incubacién” que aparece en un articulo similar del
Caodigo Terrestre no se incluyo6 en el texto al no utilizarse en el Cédigo Acudtico. Destacd que, a diferencia
de los animales terrestres, una amplia variedad de especies hospedadoras y variables ambientales dificultan la
determinacion el periodo de incubacion de los agentes patdogenos en los animales acuaticos.

El Capitulo revisado 5.1. Obligaciones generales en materia de certificacion figura en el Anexo 8 y se
propone para adopcion en la 85.% Sesion General de mayo de 2017.

item 9. Modificaciones de los capitulos especificos de las enfermedades de crustaceos

Se recibieron comentarios especificos de Canadd, Costa Rica, Guatemala, Noruega, Nueva Zelanda,
Tanzania y la UE.

La Comision para los Animales Acuaticos considerd los comentarios de los Paises Miembros en cada
capitulo y realiz6 las enmiendas relevantes en cada capitulo de crusticeos, con el fin de mantener la
coherencia a través de todos los capitulos.

La Comision aceptd i) borrar la referencia a “animales acudticos” en los Articulos X.X.3. y X.X.11.
destacando que en estos articulos solo se indican los productos derivados de animales acuaticos; ii) afiadir
“productos derivados” de animales acuaticos en el Articulo X.X.10. dado que este articulo también aplica a
los productos de animales acuaticos; iii) modificar el apartado 2) en los Articulos X.X.9. y X.X.10. para
mejorar la legibilidad e incluir una referencia cruzada al Capitulo 5.5.; iv) agregar un apartado separado 3)
en los Articulos X.X.9. y X.X.10. para el manejo de los efluentes y desechos.

La Comision para los Animales Acuaticos se mostrd en desacuerdo con el comentario de un Pais Miembro de
abreviar el nombre de las especies cuando aparecen por segunda vez en el Articulo X.X.2., ya que las
especies susceptibles figuran en orden alfabético y la inclusion del nombre del género completo garantiza la
claridad del texto. La Comision de Animales Acuaticos observo que el Articulo X.X.8. se modificé seglin el
modelo Articulo X.X.8. (ftem 11).
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9.1. Plaga del cangrejo de rio (Aphanomyces astaci) (Capitulo 9.1.)

La Comision para los Animales Acuaticos acordd introducir modificaciones de caracter horizontal segun se
ha descrito anteriormente.

La Comision recordd a los Paises Miembros que la lista de las especies susceptibles que aparece en el
Articulo 9.1.2. de la edicion 2016 del CAdigo Acuético no se cambiara hasta que se finalice el tema de las
especies con una amplia gama de hospedadores.

El Capitulo revisado 9.1. Plaga del cangrejo de rio figura en el Anexo 9 y se propone para adopcion en la
85." Sesion General de mayo de 2017.

9.2.  Infeccién por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1 (Capitulo 9.2.)

La Comision para los Animales Acuaticos acordd introducir modificaciones de caracter horizontal segun se
ha descrito anteriormente.

El Capitulo revisado 9.2. Infeccidn por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1 figura en el Anexo 10 y se
propone para adopcion en la 85.% Sesion General de mayo de 2017.

9.3.  Necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (Capitulo 9.3.)

La Comision para los Animales Acuaticos acordd introducir modificaciones de caracter horizontal segun se
ha descrito anteriormente.

La Comision para los Animales Acuaticos no estuvo de acuerdo con el comentario de un Pais Miembro de
retirar Macrobrachium rosenbergii de la lista de especies susceptibles en el Articulo 9.3.2., ya que estimo
que se contaba con suficiente evidencia como para respaldar la inclusion de estas especies en la lista. A la luz
de la referencia aportada, la Comision solicitd al Grupo ad hoc sobre la susceptibilidad de las especies de
crustaceos a la infeccion por enfermedades de la lista de la OIE que revisara su evaluacion previa. El grupo
ad hoc reiter6 que el articulo de Hsieh et al. (2006) era valido cientificamente, dado que en €l se describen la
infeccion natural y la hipdtesis de la susceptibilidad de M. rosenbergii a la infeccion por el virus de la
necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa, que no s6lo se ha detectado por PCR, sino también en
nucleos infectados mediante hibridacion in situ, y los signos clinicos compatibles con la infeccion por este
virus.

Referencia: Hsieh C.Y., Chuang P.C., Chen L.C., Tu C., Chien M.S., Huang K.C., Kao H.F., Tung M.C. &
Tsai S.S. (2006). Infectious hypodermal and haematopoietic necrosis virus (IHHNV) infections in giant
freshwater prawn, Macrobrachium rosenbergii. Aquaculture, 258, 73-79.

A partir de esta opinién experta, la Comision acordd mantener Macrobrachium rosenbergii en la lista de
especies susceptibles en el Articulo 9.3.2.

El Capitulo revisado 9.3. Necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa figura en el Anexo 11 y se
propone para adopcion en la 85.% Sesion General de mayo de 2017.

9.4.  Mionecrosis infecciosa (Capitulo 9.4.)

La Comision para los Animales Acuaticos acordd introducir modificaciones de caracter horizontal segin se
ha descrito anteriormente.

El Capitulo revisado 9.4. Mionecrosis infecciosa figura en el Anexo 12 y se propone para adopcion en la
85.%Sesion General de mayo de 2017.

9.5. Hepatopancreatitis necrotizante (Capitulo 9.5.)

La Comision para los Animales Acuaticos acordd introducir modificaciones de caracter horizontal segin se
ha descrito anteriormente.

En base a un comentario de un Pais Miembro, la Comision acordd incluir “Candidatus’ en el Articulo 9.5.1.
cuando se hace referencia al nombre taxonémico para este agente bacteriano. Sin embargo, para facilitar la
referencia, el término “Candidatus” no se utilizara al describir el nombre de la enfermedad “Infeccién por
Hepatobacter penaei” (ver ftem 4.1).
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El Capitulo 9.5. revisado Hepatopancreatitis necrotizante figura en el Anexo 13 y se propone para adopcion
en la 85.7 Sesion General de mayo de 2017.

9.6. Sindrome de Taura (Capitulo 9.6.)

La Comision para los Animales Acuaticos acordd introducir modificaciones de caracter horizontal segin se
ha descrito anteriormente.

El Capitulo 9.6. revisado Sindrome de Taura figura en el Anexo 14 y se propone para adopcion en la
85.%Sesion General de mayo de 2017.

9.7. Enfermedad de la cola blanca (Capitulo 9.8.)

La Comision para los Animales Acudticos acord6 introducir modificaciones de caracter horizontal seglin se
ha descrito anteriormente.

La Comision recordd a los Paises Miembros que la lista de las especies susceptibles que aparece en el
Articulo 9.1.2. de la edicion 2016 del Codigo Acuatico no se cambiara hasta que se finalice el tema de las
especies con una amplia gama de hospedadores.

El Capitulo 9.7. revisado Enfermedad de la cola blanca figura en el Anexo 15 y se propone para adopcion en
la 85.” Sesion General de mayo de 2017.

9.8. Enfermedad de las manchas blancas (Capitulo 9.8.)

La Comision para los Animales Acuaticos acordd introducir modificaciones de caracter horizontal segun se
ha descrito anteriormente.

El Capitulo 9.8. revisado Enfermedad de las manchas blancas figura en el Anexo 16 y se propone para
adopcion en la 85." Sesion General de mayo de 2017.

item 10. Nuevo capitulo sobre la enfermedad de la necrosis hepatopancreéatica aguda (Capitulo 9.X.)
Se recibieron comentarios de Canada, Costa Rica, Guatemala y Nueva Zelanda.

La Comisién para los Animales Acudticos analizé los comentarios de los Paises Miembros y modifico el
texto en consecuencia.

La Comision para los Animales Acuaticos acordd introducir modificaciones de caracter horizontal segin se
ha descrito en el Item 9.

La Comision rechazd el comentario de un Pais Miembro de cambiar el nombre de la necrosis
hepatopancreatica aguda (AHPND por sus siglas en inglés) por “infeccion por Vpappnp”, puesto que
considerd que posiblemente las especies de Vibrio asociadas con esta enfermedad cambiarian con el tiempo.
Utilizar el nombre genérico de la enfermedad permitira afiadir nuevos agentes patogenos a la definicion de la
enfermedad en el Articulo 9.X.1.

La Comision no aceptd numerosos comentarios de los Paises Miembros de ampliar el ambito de aplicacion
en el Articulo 9.X.1. mas alla de la inclusion de Vibrio parahaemolyticus. Indicé que hasta el momento de la
reunion, no existian suficientes informacion cientifica publicada que demuestren que otras especies Vibrio
sean agentes etiologicos de la necrosis hepatopancredtica aguda. La Comision seguira de cerca la
investigacion sobre esta enfermedad y modificard el Capitulo 9.X.1., si existen los datos cientificos
pertinentes que lo justifiquen.

La Comision corrigié un error identificado por un Pais Miembro en el informe del grupo ad hoc electronico
encargado de evaluar la inocuidad de los productos derivados de los animales acuaticos: los productos de
crustaceos pasteurizados han sido evaluados segun los criterios en el Articulo 5.4.1. El informe del grupo ad
hoc esta disponible en: http://www.oie.int/es/normas-internacionales/comisiones-especializadas-y-
grupos/comision-cientifica-y-informes/endorsed-ad-hoc-group-reports/.

El Capitulo 9.X. revisado Enfermedad de la necrosis hepatopancreética aguda figura en el Anexo 17 y se
propone para adopcion en la 85.% Sesion General de mayo de 2017.
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item 11.

item 12.

item 13.

item 14.

Avrticulo revisado X.X.8.
Se recibieron comentarios especificos de Australia, Costa Rica, Guatemala y Nueva Zelanda.

La Comision de Animales Acuaticos analizé los comentarios de los Paises Miembros y modifico el texto en
consecuencia.

En respuesta a un comentario de un Pais Miembro de modificar el término “cuarentena” en relacion con las
instalaciones de cuarentena en la que los animales acuaticos permaneceran el resto de su vida, la Comision
recordd a los Paises Miembros que la cuarentena es un término definido en el Codigo Acudtico e incluye “un
periodo de tiempo determinado”. Durante la importacion de animales acuaticos de un pais que no esta libre
de un agente patogeno especifico, se justifica aplicar un periodo de cuarentena de por vida. Ademas, la
Comision afiadio el término “importado” en numerosos casos para aclarar la referencia a los animales
acuaticos importados.

La Comision explicd que en el apartado 3a)ii) un alto estatus sanitario se refiere al mejor estatus sanitario
posible con respecto a una enfermedad especifica de la lista, destacando que este articulo se aplicara a los
paises que no estan libres de la enfermedad especifica.

La Comision sefiald que, una vez se adopte este modelo de articulo, el Articulo X.X.8. de todos los capitulos
especificos de enfermedad se modificardn en consecuencia.

El modelo revisado del Articulo X.X.8. figura en el Anexo 18A (texto limpio) y el Anexo 18B (texto con
cambios) y se propone para adopcion en la 85.* Sesién General de mayo de 2017.

Inclusion para las recomendaciones para la desinfeccion de la superficie de los huevos cuando se
practica en las especies distintas de los salmdnidos y es importante para garantizar el comercio seguro

La Comision agradecio las sugerencias recibidas de numerosos Paises Miembros sobre la posible ampliacion
de los protocolos de desinfeccion para los huevos de especies de peces distintas de los salmonidos. Sin
embargo, la Comision observd que no se habian proporcionado protocolos de desinfeccion validados y
decidié que no podia proceder al desarrollo de las recomendaciones para la desinfeccion de la superficie de
los huevos de otras especies especificas.

Sin embargo, ante el riesgo significativo asociado con esta via de transmision, la Comision insta a los Paises
Miembros a aportar la informacion pertinente sobre los protocolos validados para que pueda reconsiderar este
tema. La Comision insta a los paises miembros a respaldar la validacion de los métodos comerciales
estandares utilizados para la desinfeccion de huevos y larvas de animales acuaticos en sus respectivos paises.

Iridovirosis de la dorada japonesa (Capitulo 10.8.)
Se recibi6 un comentario especifico de la Union Europea.

La Comisién observo un error en el Codigo y el Manual Acuatico sobre la referencia incorrecta al Thunnus
thynnus designado con el nombre comiin de atin. La Comisioén considerd que este tema no se podia resolver
simplemente corrigiendo un nombre taxonémico o nombre comun e indic6 que el asunto sera estudiado por
el grupo ad hoc sobre la susceptibilidad de las especies de crustaceos a la infeccion por enfermedades de la
lista de la OIE.

OTROS TEMAS RELATIVOS AL CODIGO SANITARIO PARA LOS ANIMALES ACUATICOS
DE LAOIEY A LA LABOR DE LOS GRUPOS AD HOC

Criterios para la evaluacion de la inocuidad de las mercancias de animales acuaticos (Capitulo 5.4.)

La Comision de Animales Acuaticos observd que existia un nimero de incoherencias entre el Capitulo 5.4.
sobre los criterios para la evaluacion de la inocuidad de las mercancias de los animales acuaticos y los
articulos relacionados X.X.3. y X.X.11./12. en los capitulos especificos de enfermedad. Se efectuaron
modificaciones pertinentes incluyendo la eliminacién de las referencias a los animales acuaticos, puesto que
este capitulo se aplica a los productos de animales acuaticos.
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El Capitulo 5.4. revisado Criterios para la evaluacion de la inocuidad de las mercancias de animales
acuaticos figura en el Anexo 27 para comentario de los Paises Miembros.

item 15. Grupo ad hoc sobre la susceptibilidad de las especies de peces a la infeccion por enfermedades de la
lista de la OIE

Se informo a la Comision para los Animales Acuaticos de que el Grupo ad hoc sobre la susceptibilidad de las
especies de peces a la infeccion por enfermedades de la lista de la OIE se habia reunido por primera vez en
diciembre de 2016 y habia evaluado la susceptibilidad de las especies de peces (de conformidad con el
Articulo 1.5.3. del Capitulo 1.5. del Codigo Acudtico) para i) la necrosis hematopoyética epizodtica; ii) la
infeccion por Gyrodactylus salaris; y iii) el herpesvirosis de la carpa koi. En su préxima reunion en abril de
2017, el grupo ad hoc finalizara estas tres evaluaciones e iniciara la labor sobre la viremia primaveral de la
carpa, la infeccion por el alfavirus de los salmonidos y la infeccion por el virus de la anemia infecciosa del
salmon.

La Comision para los Animales Acuaticos valoro el excelente trabajo realizado hasta la fecha por el grupo ad
hoc y solicitd que presentara un informe con las revision de las listas de las especies susceptibles para las seis
enfermedades, para su consideracion en la reunion de septiembre de 2017.

item 16. Grupo ad hoc sobre la demostracion del estatus libre de enfermedad

La Comision para los Animales Acudticos revisé el informe preliminar del grupo ad hoc sobre la
demostracion del estatus libre de enfermedad, que se reunid entre el 17 y el 19 de enero de 2017 y sostuvo
una teleconferencia con el presidente del grupo ad hoc. La Comision reconocid que se trata de un area de
trabajo importante y compleja con implicaciones en todo el Codigo Acuético. La Comision solicité que el
grupo ad hoc se reuniera nuevamente para completar el desarrollo de un texto modelo para un capitulo
especifico de enfermedad y reporte a la Comision durante su reunion en septiembre de 2017.

item 17. Grupo ad hoc sobre la bioseguridad de los establecimientos de acuicultura

La Comision para los Animales Acuaticos tomd nota que un Grupo ad hoc sobre la bioseguridad para los
establecimientos de acuicultura serd convocado para comenzar su trabajo antes de la proxima reunion de la
Comision en septiembre de 2017.

F. MANUAL DE LAS PRUEBAS DE DIAGNOSTICO PARA LOS ANIMALES ACUATICOS DE LA OIE
- EXAMEN DE LOS COMENTARIOS DE LOS PAISES MIEMBROS

Se recibieron comentarios de Canada, China (Rep. Pop. de), Estados Unidos de América, Japon, Nueva Zelanda,
Noruega, Singapur, Suiza, Tailandia, Taipéi Chino y la UE.

La Comision de los Animales Acuaticos revis6 todos los comentarios de los Paises Miembros sobre los capitulos de las
enfermedades de los crustaceos y efectud los cambios pertinentes.

La Comision analiz6 el comentario de un Pais Miembro de modificar la definicion de caso confirmado de la infeccion
por alfavirus de los salménidos. Actualmente, este capitulo no esta en revision, sin embargo, la Comision acordé que el
comentario serd examinado en el marco de la revision del capitulo para adaptarlo al formato del nuevo modelo
desarrollado por el grupo ad hoc sobre el Manual Acuético (ver item 26).

Un Pais Miembro propuso en varios capitulos cambiar el nombre de género de las especies de camarones de Penaeus a
Litopenaeus. La Comision solicito al Pais Miembro que se refiera al item 14 del informe de la reunién de la Comision
de septiembre de 2016, Revision de la literatura de la taxonomia de los camarones para Penaeus. a Esto entrega el
fundamento de la decision de la Comision para mantener el nombre Penaeus.

En respuesta a numerosas propuestas de modificar los titulos de ciertas secciones de los capitulos del Manual Acuético,
la Comision recordo a los Paises Miembros que los titulos de las secciones se revisaran cuando se apruebe e implemente
el nuevo modelo de capitulo desarrollado por el Grupo ad hoc sobre el Manual Acuatico (ver Item 26).

Se propuso un cierto nimero de modificaciones a los protocolos de prueba sobre la reaccion en cadena de la polimerasa.
La Comision para los Animales Acudticos insta a los Paises Miembros a presentar los fundamentos para las
modificaciones propuestas junto con la evidencia de equivalencia del rendimiento de las pruebas en funcion de los
nuevos parametros propuestos. También seria preferible que los protocolos modificados sean objeto de validacion y
publicacion.
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La Comision acordo6 solicitar a los expertos de los laboratorios de referencia de evaluar cuidadosamente los protocolos
de prueba en cada uno de los capitulos y suprimir todas las referencias innecesarias a los productos comerciales.

Se recibieron numerosas solicitudes de afiadir o borrar especies de las secciones sobre Especies hospedadores
susceptibles y Especies con evidencia incompleta de susceptibilidad. La Comision remitié a consideracion del Grupo ad
hoc sobre la susceptibilidad de las especies de crusticeos a la infeccion por las enfermedades de la lista de la OIE todas
las solicitudes y las referencias justificativas.

item 18.

item 19.

item 20.

Enfermedad de la necrosis hepatopancreéatica aguda (nuevo proyecto de Capitulo 2.2.X.)

Se recibieron comentarios de Canada, China (Rep. Pop. de), Estados Unidos de América, Japoén, Nueva
Zelanda, Singapur y Tailandia.

Un Pais Miembro propuso una ampliacion del ambito de aplicacion del capitulo sobre la necrosis
hepatopancreatica aguda para incluir otras cepas de Vibrio. La Comision debatio este tema en el contexto del
capitulo del Codigo Acuédtico para esta enfermedad. Si bien algunas especies Vibrio se han aislado en
asociacion con la necrosis hepatopancreatica aguda, al momento de esta reunion no existian pruebas
suficientes para demostrar que estas especies pueden causar la enfermedad.

En el apartado “Informacion sobre la enfermedad, factores del agente™, un Pais Miembro solicitd reemplazar
una de las referencias por otra que considera que es la primera notificacion de la enfermedad. La Comision
no estuvo de acuerdo con la propuesta, puesto que la referencia describe la virulencia de una cepa de Vibrio
parahaemolyticus pero no en el contexto de la necrosis hepatopancreatica aguda.

En respuesta a una solicitud de referencias en las secciones sobre Especies hospedadores susceptibles y
Especies con evidencia incompleta de susceptibilidad, la Comisién destacoé que todas las referencias
necesarias se podian encontrar en el informe del Grupo ad hoc sobre susceptibilidad de las especies de
crustaceos a la infeccion por las enfermedades de la lista de la OIE.

El Capitulo 2.2.X. revisado Enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND por sus siglas en
inglés) figura en el Anexo 19 y se propone para adopcion en la 85." Sesion General de mayo de 2017.

Plaga del cangrejo del rio (Aphanomyces astaci) (Capitulo 2.2.1.)

Se recibieron comentarios de Canadd, China (Rep. Pop. de), Nueva Zelanda, Noruega, Singapur, Suiza y la
UE.

En respuesta a un comentario solicitando una mayor actualizacién de este capitulo, la Comision recordo a los
Paises Miembros que una vez que se apruebe e implemente el nuevo modelo de capitulo de enfermedad
desarrollado por el Grupo ad hoc sobre el Manual Acudtico (ver ftem 26), todos los capitulos se revisaran
seglin el formato del nuevo modelo y la informacion pertinente se actualizaran en consecuencia.

La Comisidn confirmé que segin el Articulo 9.1.2. del Codigo Acuatico todas las especies de cangrejo de rio
de las familias Cambaridae, Astacidae y Parastacidae se consideran susceptibles a la infeccion por
Aphanomyces astaci, y las medidas del Cédigo Acuatico se aplican al comercio internacional de dichas
especies.

La Comision revisd los comentarios de los Paises Miembros y modificoé el texto en consecuencia tras
consultar al experto del laboratorio de referencia.

El Capitulo 2.2.1. revisado Plaga del cangrejo del r/0 figura en el Anexo 20 y se propone para adopcion en
la 85.” Sesion General de mayo de 2017.

Necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (Capitulo 2.2.3.)

Se recibieron comentarios de Estados Unidos de América, Nueva Zelanda, Singapur y Tailandia.

Un Pais Miembro solicité la eliminacion de una especie (camardn gigante de agua dulce, Macrobrachium
rosenbergii) de la seccion sobre las Especies hospedadoras susceptibles. La Comision observd que este tema
se habia remitido al Grupo ad hoc sobre la susceptibilidad de las especies de crustaceos a la infeccion por las

enfermedades de la lista de la OIE y que el grupo habia confirmado su evaluacion previa.
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Un Pais Miembro destacd que, con frecuencia, se hace referencia a los productos comerciales en los
protocolos para las pruebas moleculares. La Comision solicitara al experto del laboratorio de referencia que
borre las referencias a los productos comerciales a menos que sea estrictamente necesario y que reduzca la
extension de los protocolos suprimiendo detalles superfluos.

Numerosos cambios fueron propuestos a los protocolos de las pruebas moleculares. Se solicitara al
laboratorio de referencia de la OIE que revise estas propuestas. Si las enmiendas constituyen mejoras de los
protocolos publicados, sera necesario afadir una frase acerca de como se evaluaron los efectos sobre el
resultado de los ensayos.

El comentario de un Pais Miembro sobre la definiciéon de un caso confirmado se examinard una vez que se
apruebe e implemente el nuevo modelo de capitulo preparado por el Grupo ad hoc sobre el Manual Acuético
(ver Item 26).

La Comision revis6 los comentarios de los Paises Miembros y modific6 el texto de acuerdo con la opinion de
los expertos de los laboratorios de referencia.

El Capitulo 2.2.3. revisado Necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa figura en el Anexo 21 y se
propone para adopcion en la 85.% Sesion General de mayo de 2017.

item 21. Mionecrosis infecciosa (Capitulo 2.2.4.)
Se recibieron comentarios de Estados Unidos de América, Japon, Nueva Zelanda y Singapur.

Se propusieron cambios a los métodos de pruebas moleculares. La Comision solicitdé que se brindara la
justificacion para dichos cambios junto con la evidencia de equivalencia del rendimiento de las pruebas en
funcién de los nuevos parametros propuestos.

La Comision revisé los comentarios de los Paises Miembros y modificé el texto de acuerdo con la opinion
del experto del laboratorio de referencia.

El Capitulo 2.2.4. revisado Mionecrosis infecciosa figura en el Anexo 22 y se propone para adopcion en la
85.% Sesion General de mayo de 2017.

Item 22. Hepatopancreatitis necrotizante (Capitulo 2.2.5.)
Se recibieron comentarios de Canada, Estados Unidos de América, Nueva Zelanda y Singapur.

Un Pais Miembro propuso la creacion de una nueva subseccion tras el punto 2.2.2. Especies con evidencia
incompleta de susceptibilidad, solo para las especies con resultado positivo a la prueba de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR). La Comisién no estuvo de acuerdo con esta propuesta dado que los resultados
positivos a la PCR ya se mencionan en el titulo 2.2.2. y crearles una seccion especial seria darle mas
importancia de la que se justifica.

Un Pais Miembro propuso modificaciones al protocolo PCR, incluyendo la adicion de las heces como una de
las muestras a partir de las cuales se pueden realizar las pruebas. La Comision aceptd que las heces se podian
incluir como un tipo de muestra si se brindaba informacion sobre la validacion de la prueba para este caso.

La Comision reviso los comentarios de los Paises Miembros y modifico el texto de acuerdo con la opinion
del experto del laboratorio de referencia.

El Capitulo 2.2.5. revisado Hepatopancreatitis necrotizante figura en el Anexo 23 y se propone para
adopcion en la 85." Sesion General de mayo de 2017.
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item 23.

item 24.

item 25.

item 26.

Sindrome de Taura (Capitulo 2.2.6.)

Se recibieron comentarios de Canadd, Estados Unidos de América, Nueva Zelanda, Singapur, Tailandia y la
UE.

Se propusieron cambios a los métodos de pruebas moleculares. La Comision solicitdé que se brindara la
justificacion para dichos cambios junto con la evidencia de la equivalencia del rendimiento de las pruebas en
funcioén de los nuevos parametros propuestos.

La Comision reviso los comentarios de los Paises Miembros y modifico el texto de acuerdo con la opinioén
del experto del laboratorio de referencia.

El Capitulo 2.2.6. revisado Sindrome de Taura figura en el Anexo 24 y se propone para adopcién en la 85.°
Sesion General de mayo de 2017.

Enfermedad de la cola blanca (Capitulo 2.2.8.)
Se recibieron comentarios de Canada, China (Rep. Pop. de), Nueva Zelanda, Singapur, Tailandia y la UE.

La Comision reviso los comentarios de los Paises Miembros y modifico el texto de acuerdo en consecuencia
en consulta con el experto del laboratorio de referencia.

El Capitulo 2.2.8. revisado Enfermedad de la cola blanca figura en el Anexo 25 y se propone para adopcion
en la 85.” Sesion General de mayo de 2017.

Enfermedad de las manchas blancas (Capitulo 2.2.7)
Se recibieron comentarios de China (Rep. Pop. de).

En su ultima reunion de septiembre de 2016, la Comision aceptd posponer la revision de este capitulo en
funcioén de la revision de la lista de especies susceptibles, pero propuso la revision del titulo y el ambito de
aplicacion, en coherencia con las modificaciones introducidas en los otros capitulos de crustaceos.

La Comision revis6 el capitulo e incorpord el nuevo nombre de la enfermedad “infeccion por el virus del
sindrome de las manchas blancas” en todo el texto. La Comision decidié examinar la definicion de caso para
este capitulo. Si bien el Grupo ad hoc sobre el Manual Acuético revisara la definicion de caso como parte de
su plan de trabajo, la Comision estim6 que la definicion actual no era satisfactoria, por lo que urge una pronta
revision.

El Capitulo 2.2.7. revisado Enfermedad de las manchas blancas figura en el Anexo 28 para comentarios de
los Paises Miembros.

G. OTROS TEMAS RELATIVOS AL MANUAL DE LAS PRUEBAS DE DIAGNOSTICO
PARA LOS ANIMALES ACUATICOS DE LA OIE Y A LA LABOR DE LOS GRUPOS AD HOC

Revision del informe del Grupo ad hoc la OIE sobre el Manual Acuético

En enero de 2017, el Grupo ad hoc de la OIE sobre el Manual Acuético se reuni6 por segunda vez con el fin
de seguir trabajando en el nuevo modelo de capitulo y en los tres modelos de capitulos que el grupo habia
desarrollado en su primera reunion de abril de 2016, de acuerdo con las observaciones aportadas por la
Comision para los Animales Acuaticos. El nuevo modelo de capitulo incluye propuestas de mejora de la
estructura de la Seccion 4 Métodos de diagnéstico, en que incorpora un cuadro revisado con os métodos de
prueba disponibles para la vigilancia y el diagndstico, y la Seccion 6 Criterios de diagndstico corroborativo.

La Comision agradecio al grupo ad hoc por su trabajo, que redundara en mejoras importantes en términos de
coherencia, calidad, claridad y valor de la informacion presentada en el Manual Acudtico. La Comision
revisé el informe del grupo ad hoc y sus recomendaciones junto con la aplicacion del nuevo modelo para una
enfermedad de los moluscos, y transmitié comentarios adicionales al grupo.
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La Comision recomendo al grupo ad hoc seguir mejorando el modelo a partir de los tres modelos de capitulo
para perfeccionar su enfoque. Una vez finalizado el modelo, los miembros del grupo ad hoc ayudaran a los
expertos de los laboratorios de referencia a aplicarlos en todos los capitulos de enfermedades de los
crustaceos. En su proxima reunion en septiembre de 2017, la Comision revisara el modelo finalizado y las
revisiones disponibles de los capitulos de enfermedad de los crustaceos.

H. CENTROS DE REFERENCIA DE LA OIE
item 27. Revision de los informes de los laboratorios de referencia y de los centros colaboradores

El personal de la sede brind6 a la Comision un analisis de las actividades de los centros de referencia para los
animales acuaticos a partir de los informes anuales presentados. Hasta el 27 de febrero de 2017, 33 de los 44
(75%) laboratorios de referencia y los dos (100%) centros colaboradores en el area de los animales acuaticos
presentaron sus informes anuales para el afio 2016 a la OIE. Se recordard esta obligacion a aquellos
laboratorios que todavia no hayan presentado su informe anual. La presentacion de los informes anuales es
uno de los criterios para la evaluacion del desempefio de los laboratorios de referencia de la OIE.

La Comision expreso su agradecimiento a los centros de referencia de la OIE por el respaldo y asesoramiento
recibido. La Comision resaltoé el aumento de respuestas positivas relacionadas con la implementacion de
sistemas de gestion de calidad reconocidos internacionalmente.

item 28. Solicitudes para la designacion de centros de referencia de la OIE o el cambio de expertos

La Comision para los Animales Acuaticos recomendd que se aceptara la siguiente solicitud para la
designacion como centro de referencia de la OIE:

Laboratorio de referencia de la OIE para la enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda

Aquaculture Pathology Laboratory, School of Animal and Comparative Biomedical Sciences, University of
Arizona, Tucson, AZ 85721, ESTADOS UNIDOS DE AMERICA Tel.: (+1-520) 621.44.38; Fax: (+1-520)
626.56.02; E-mail: fengjyu@u.arizona.edu Sitio web: http://acbs.cals.arizona.edu/aqua Experto de referencia
designado: Dra. Kathy Tang-Nelson.

La Comision recomendd aceptar la siguiente solicitud de cambios de experto en dos laboratorios de
referencia presentada por el Delegado de Australia.

Necrosis hematopoyética epizodtica e Infeccion por ranavirus

El Dr. Paul Hick reemplaza al Profesor Richard Whittington en la Universidad de Sydney, Facultad de
Ciencias Veterinarias, Australia.

item 29. Retiro de un laboratorio de referencia de la OIE

La Comision para los Animales Acuaticos tomo nota que el Laboratorio de Referencia de la OIE para la
encefalopatia y retinopatia virales en el Graduate School of Biosphere Science, Hiroshima, de la Universidad
de Japdn, habia solicitado su retiro de la lista tras la jubilacion de su experto designado, el Profesor Toshihiro
Nakai. La Comision expresa su gratitud al Profesor Nakai por su inestimable contribucion a la OIE desde que
el laboratorio de referencia obtuviera su designacion en el afio 2000.

item 30. Comentarios sobre los avances de los sistemas de gestion de calidad de los laboratorios de referencia
con miras a la obtencion de la norma de acreditacion 1SO 17025

La Comision evalu6 los avances de los laboratorios de referencia con vistas a la acreditacion de la norma ISO
17025 o un sistema de gestion de calidad equivalente. Los informes de los laboratorios de referencia
presentados hasta el 27 de febrero de 2017 y las respuestas previas de los mismos se utilizaron para evaluar
los adelantos con respecto a dicha acreditacion. Los siguientes puntos resumen los progresos realizados:
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item 31.

item 32.

° el 61,9 % de los laboratorios posee la certificacion ISO 17025;

. el 19,0 % esté en proceso de obtencion de la certificacion ISO 17025;
. el 4,8 % posee la acreditacion de un sistema de gestion de calidad equivalente;
. el 14,3 % no posee ni solicitara la certificacion ISO 17025 o un sistema de gestion de calidad

equivalente y, por lo tanto, perdera el estatus de laboratorio de referencia de la OIE a finales de 2017.
La Comision agradecio los esfuerzos realizados por los laboratorios para lograr la certificacion.

La Comision tomo6 nota de que la Comision de Normas Biologicas habia revisado los documentos recibidos
de los laboratorios de referencia de Norteamérica que demostraban que su sistema de gestion de calidad era
equivalente a la norma ISO 17025.

Procedimientos para la aprobacién y el mantenimiento de la categoria de laboratorio de referencia

La Comision para los Animales Acuaticos reviso el procedimiento para la designacion de los laboratorios de
referencia de la OIE, desarrollado en colaboracion con la Comision de Normas Bioldgicas. Se proponen
cinco criterios para evaluar el desempefio de los laboratorios:

1) presentacion de un informe anual;

i) obtencion de la certificacion ISO 17025 o de un sistema de gestion de calidad equivalente, idealmente
con las pruebas pertinentes en el ambito de aplicacion de la certificacion;

iii)  suficiente actividad de diagndstico o produccion y suministro de material de referencia relacionado
con la enfermedad o el agente patogeno;

iv)  rapida respuesta a las solicitudes de asesoramiento cientifico emitidas por la sede de la OIE;

V) rapida respuesta a las solicitudes de la OIE sobre temas administrativos relacionados con la
transparencia y la confidencialidad (por ejemplo, renovar la declaracion de un eventual conflicto de
intereses y respeto de la clausula de confidencialidad).

La Comision para los Animales Acuaticos observd que se habia afadido “con pruebas pertinentes incluidas
en el ambito de la acreditacion’ en el criterio ii) y en el punto 5 de las Directrices para los candidatos a
laboratorio de referencia después de “la certificacion segun la norma ISO 17025 o un sistema de gestion de
calidad equivalente”. La Comision notd6 que esta adicion seria problematica para algunos laboratorios
acuaticos cuando las pruebas se estan desarrollando y validando para nuevas enfermedades o en
circunstancias en las que las pruebas existentes requieren mejoras para tratar nueva informacion sobre la
enfermedad (por ejemplo, nuevas cepas de un agente patdgeno). La Comision considerd que no seria
apropiado retirar la designacion en tales circunstancias. Con el fin de responder a esta preocupacion, la
Comision propuso afiadir “idealmente” al principio de la expresion para que se lea: “idealmente con pruebas

pertinentes incluidas en el ambito de la acreditacion”. Esta modificacion se transmitié al presidente de la
Comision de Normas Bioldgicas que acepto efectuar este cambio.

El documento se presentara para adopcion del Consejo de la OIE antes de su presentacion para adopcion por
Resolucion de la Asamblea Mundial en la Sesion General en mayo de 2017.

Proyectos de hermanamiento

La Comision para los Animales Acuaticos recibio informacion sobre la situacion actual de los proyectos de
hermanamiento para las enfermedades de los animales acuaticos.
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Hasta el mes de febrero de 2017, se habian finalizado dos proyectos (Canada con Chile para la anemia
infecciosa del salmon; Estados Unidos de América con China para la necrosis hematopoyética infecciosa) y
cinco proyectos seguian en curso (Noruega con Brasil para la anemia infecciosa del salmén; Japén con
Indonesia para la herpesvirosis de la carpa koi; Estados Unidos de América con Indonesia y Arabia Saudi
para la enfermedad del camarén; Dinamarca con la Reptblica de Corea para la septicemia hemorragica viral).
La Comisién tom6 nota de las conclusiones del proyecto recientemente finalizado entre Estados Unidos de
América y China para la necrosis hematopoyética infecciosa.

La Comision para los Animales Acuaticos tomo nota de una nueva propuesta entre el Istituto Zooprofilattico
Sperimentale delle Venezie, Padova, Italia (Iaboratorio de referencia) y el Institut de la Recherche Vétérinaire
de Tunisie, Ttnez (laboratorio candidato) para la encefalopatia y retinopatia virales. La Comision analizo la
propuesta y transmitié comentarios técnicos.

I. OTROS TEMAS

item 33. Actualizacion de las actividades de la OIE en el campo de la resistencia a los agentes antimicrobianos

La Comision para los Animales Acuaticos recibio informacion sobre las actividades de la OIE en el campo
de la resistencia a los agentes antimicrobianos incluyendo el trabajo en curso del grupo ad hoc en esta area.
La Comision reconocié la importancia de continuar estudiando este tema y de actualizar el Cédigo Acuético
y el Manual cuando sea pertinente.

item 34. Autodeclaracién de ausencia de enfermedad

La Comision para los Animales Acuaticos tom6 nota de que la OIE habia iniciado una revision de los
procedimientos relacionados con la autodeclaracion de ausencia de enfermedad para un pais, zona o
compartimento para las enfermedades de los animales terrestres y acuaticos de la lista de la OIE. Si bien no
es responsabilidad de la OIE la autodeclaracion de ausencia de enfermedad, un Pais Miembro puede publicar
informacion en el Boletin de la OIE con fines de informacion para los otros Paises Miembros. La OIE esta
emprendiendo esta tarea en un esfuerzo de mejorar los procedimientos para la presentacion, evaluacion y
publicacion de las autodeclaraciones.

La Comision destaco la importancia de este asunto para los Paises Miembros, al no existir un procedimiento
de reconocimiento oficial del estatus sanitario para las enfermedades de los animales acuaticos de la lista de
la OIE. La Comision solicito se le mantuviera informada acerca de su evolucion.

item 35. Protocolo Nagoya

La sede de la OIE informo6 a la Comision acerca del Protocolo de Nagoya adoptado en octubre de 2010 por el
Convenio de las Naciones Unidas sobre la Diversidad Bioldgica que trata del acceso a los recursos genéticos
y la participacion justa y equitativa en los beneficios que se derivan de su utilizacion entre los paises para
cualquier intercambio de muestras de investigacion que contengan material genético. La Comision tomo nota
de que tanto la Comision de Normas Biologicas como el Grupo de trabajo de la OIE sobre la fauna silvestre
habian examinado este tema en sus reuniones respectivas en 2016 con el objetivo de determinar las
respectivas experiencias de los miembros sobre este protocolo y las posibles consecuencias sobre el
transporte de muestras de origen animal.

La Comision tomo6 nota de que la OIE convocara en 2017 un Grupo ad hoc de la OIE sobre el transporte de
materiales biologicos que actualizara el Capitulo 1.1.3. Transporte de muestras de origen del Manual de
pruebas de diagnostico y vacunas de los animales terrestres, incluyendo las consideraciones del Protocolo de
Nagoya.

J. PROGRAMA DE TRABAJO DE LA COMISION DE NORMAS SANITARIAS DE LA OIE
PARA LOS ANIMALES ACUATICOS EN 2017/2018

La Comision para los Animales Acuaticos revisdé y actualizd su programa de trabajo, teniendo en cuenta los
comentarios de los Paises Miembros, de la sede y el trabajo realizado.

El plan de trabajo revisado figura en el Anexo 31 para informacion de los Paises Miembros.
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K. ACTIVIDADES DE LA COMISION DE NORMAS SANITARIAS DE LA OIE
PARA LOS ANIMALES ACUATICOS

La Comision para los Animales Acuaticos desea informar a los Paises Miembros sobre las actividades de sus
integrantes en el ejercicio de sus funciones desde la tltima reunion de septiembre de 2016.

Los miembros de la Comision participaron en las siguientes actividades:

El Dr. Ingo Ernst sostuvo una teleconferencia el 8 de diciembre de 2016 con los Delegados de la OIE y los puntos
focales para los animales acuaticos de la region Asia-Pacifico, organizada por el representante regional de la OIE para
Asia y el Pacifico. El proposito de la teleconferencia fue presentar a los Paises Miembros el informe de la reunién de
septiembre de 2016 de la Comisidn, en particular, los anexos para comentario de los Paises Miembros.

La Dra. Joanne Constantine particip6d en una conferencia en linea el 20 de diciembre de 2016 dirigido a los Delegados
de la OIE, los puntos focales para los animales acudticos y otros participantes de las Américas, organizado por el
representante regional de la OIE para las Américas. El proposito de la conferencia en linea fue informar a los
participantes sobre el informe de la reunion de septiembre de 2016 de la Comision para los Animales Acuaticos, en
particular, los anexos para comentario de los Paises Miembros. La Dra. Constantine realizO una presentacion que
resumié los puntos fundamentales del informe de septiembre y respondi6 a las preguntas de los Paises Miembros.
También se examiné el informe de la reunion de septiembre de 2016 de la Comision del Codigo.

El Dr. Peeler aceptd una invitacion de la Comision Europea para participar en un grupo de trabajo el dia 24 de
noviembre de 2016, con el fin de coordinar las respuestas de la Unién Europea sobre el informe de la reunion de
septiembre de 2016 de la Comision para los Animales Acudticos. El Dr. Peeler respondi6 a las preguntas y se refiri6 al
plan de trabajo de la Comision.

El profesor Mohamed Shariff Bin Mohamed Din representd a la OIE en la 15.% reunion del Grupo asesor regional de
Asia sobre la sanidad de los animales acuaticos organizada por la Red de centros de acuicultura de Asia-Pacifico
(NACA), en Bangkok del 21 al 23 de noviembre de 2016. Presenté las normas relacionadas con los animales acuaticos
de la OIE adoptadas en la 84.% Sesion General en mayo de 2016 y los resultados de la reunion de septiembre de 2016 de
la Comision para los Animales Acuaticos. Los informes de las reuniones del grupo asesor estan disponibles en el sitio
web de la NACA (www.enaca.org).

L. COLABORACION
item 36. FAO

La Dra. Melba Reantaso, representante de la FAO, se uni6 a la reunion de la Comision para los Animales
Acudticos por teleconferencia y brindé una actualizaciéon de los programas de cooperacion técnica, en
particular aquellos relativos al virus de la tilapia de lago en Egipto y Asia y un proyecto FAO de
fortalecimiento de capacidades, politicas y planes de accion nacionales sobre el uso prudente y responsable
de agentes antimicrobianos en la industria pesquera, a realizarse en India, en abril de 2017. A su vez el
Dr. Ernst resumio las actividades de la Comision que revisten un interés para la FAO.

Los miembros de la Comision agradecieron esta actualizacion y destacaron la importancia de la relacion con
la FAO.

M. PROXIMA REUNION

La proxima reunion de la Comision para los Animales Acuaticos estd prevista del 12 al 19 de septiembre de 2017
inclusive.

.../Anexos
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Anexo 2

INFORME DE LA REUNION DE LA

COMISION DE NORMAS SANITARIAS DE LA OIE PARA LOS ANIMALES ACUATICOS

Paris, 22 de febrero—1 de marzo de 2017

Orden del dia adoptado

A REUNION CON EL DIRECTOR GENERAL ADJUNTO

B. APROBACION DEL ORDEN DEL DIiA

C. REUNION CON EL PRESIDENTE DE LA COMISION DE NORMAS SANITARIAS PARA LOS
ANIMALES TERRESTRES DE LA OIE

D. EXAMEN DE LOS COMENTARIOS DE LOS PAISES MIEMBROS SOBRE EL
CODIGO SANITARIO PARA LOS ANIMALES ACUATICOS DE LA OIE

ftem 3.

ftem 4.

ftem 5.

ftem 6.

ftem 7.

ftem 8.

ftem 9.

ftem 10.

Criterios para la inclusion de las enfermedades de los animales acuaticos en la lista de la OIE
(Capitulo 1.2.)

Enfermedades de la lista de la OIE (Capitulo 1.3.)

4.1. Modificacion de los nombres de las enfermedades de crustaceos
4.2. Batrachochytrium salamandrivorans
4.3. Infeccion por Ranavirus

4.4. Evaluacion de un nuevo orthomyxo-like virus- Virus de la tilapia de lago - TiLV (por
sus siglas en inglés - Tilapia Lake Virus)

Criterios para la inclusion de especies susceptibles de infeccion por un agente patdgeno
especifico (Capitulo 1.5.)

Desinfeccion de establecimientos y equipos de acuicultura (Capitulo 4.3.)

Recomendaciones para la desinfeccion de la superficie de huevos de salmonidos
(Capitulo 4.4.)

Obligaciones generales en materia de certificacion (Capitulo 5.1.)
Modificaciones de los capitulos especificos de las enfermedades de crustaceos

9.1. Plaga del cangrejo de rio (Aphanomyces astaci) (Capitulo 9.1.)

9.2. Infeccion por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1 (Capitulo 9.2.)
9.3.  Necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (Capitulo 9.3.)
9.4. Mionecrosis infecciosa (Capitulo 9.4.)

9.5. Hepatopancreatitis necrotizante (Capitulo 9.5.)

9.6. Sindrome de Taura (Capitulo 9.6.)

9.7. Enfermedad de la cola blanca (Capitulo 9.8.)

9.8. Enfermedad de las manchas blancas (Capitulo 9.8.)

Nuevo capitulo sobre la enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda (Capitulo 9.X.)
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ftem 11.

ftem 12.

ftem 13.

Articulo revisado X.X.8.
Inclusién para las recomendaciones para la desinfeccion de la superficie de los huevos cuando
se practica en las especies distintas de los salménidos y es importante para garantizar el

comercio seguro

Iridovirosis de la dorada japonesa (Capitulo 10.8.)

E. OTROS TEMAS RELATIVOS AL CODIGO SANITARIO PARA LOS ANIMALES ACUATICOS DE
LAOIEY A LA LABOR DE LOS GRUPOS AD HOC

ftem 14.

ftem 15.

ftem 16.

ftem 17.

Criterios para la evaluaciéon de la inocuidad de las mercancias de animales acuaticos
(Capitulo 5.4.)

Grupo ad hoc sobre la susceptibilidad de las especies de crustaceos a la infeccion por
enfermedades de la lista de la OIE

Grupo ad hoc sobre la demostracion del estatus libre de enfermedad

Grupo ad hoc sobre la bioseguridad de los establecimientos de acuicultura

F. MANUAL DE LAS PRUEBAS DE DIAGNOSTICO PARA LOS ANIMALES ACUATICOS DE LA
OIE - EXAMEN DE LOS COMENTARIOS DE LOS PAISES MIEMBROS

ftem 18.
ftem 19.
ftem 20.
ftem 21.
ftem 22.
ftem 23.
ftem 24.

ftem 25.

Enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda (nuevo proyecto de Capitulo 2.2.X.)
Plaga del cangrejo del rio (Aphanomyces astaci) (Capitulo 2.2.1.)

Necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (Capitulo 2.2.3.)

Mionecrosis infecciosa (Capitulo 2.2.4.)

Hepatopancreatitis necrotizante (Capitulo 2.2.5.)

Sindrome de Taura (Capitulo 2.2.6.)

Enfermedad de la cola blanca (Capitulo 2.2.8.)

Enfermedad de las manchas blancas (Capitulo 2.2.7)

G. OTROS TEMAS RELATIVOS AL MANUAL DE LAS PRUEBAS DE DIAGNOSTICO PARA LOS
ANIMALES ACUATICOS Y A LA LABOR DE LOS GRUPOS AD HOC

ftem 26.

Revision del informe del Grupo ad hoc de la OIE sobre el Manual Acuético

H. CENTROS DE REFERENCIA DE LA OIE

ftem 27.
ftem 28.
ftem 29.

ftem 30.

ftem 31.

ftem 32.

Revision de los informes de los laboratorios de referencia y de los centros colaboradores
Solicitudes para la designacion de centros de referencia de la OIE o el cambio de expertos
Retiro de un laboratorio de referencia de la OIE

Avances de los sistema de gestion de calidad de los laboratorios de referencia

Procedimientos para la aprobacion y el mantenimiento de la categoria de laboratorio de
referencia

Proyectos de hermanamiento
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. OTROS TEMAS

ftem 33. Actualizacion de las actividades de la OIE en el campo de la resistencia a los agentes
antimicrobianos

ftem 34. Autodeclaracion de ausencia de enfermedad
ftem 35. Protocolo Nagoya

J. PROGRAMA DE TRABAJO DE LA COMISION DE NORMAS SANITARIAS DE LA OIE
PARA LOS ANIMALES ACUATICOS EN 2017/2018

K. ACTIVIDADES DE LA COMISION DE NORMAS SANITARIAS DE LA OIE PARA LOS
ANIMALES ACUATICOS

L. COLABORACION
ftem 36. FAO

M. PROXIMA REUNION
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Anexo 3

GLOSARIO

ANIMALES ACUATICOS

designa los peces, moluscos, crustaceos y anfibios (huevos y gametos inclusive) en cualquiera de sus
fases viables de desarrollo procedentes de estabIeC|m|entos de acuicultura o eapturades—en del medio

ambiente natural y

PRODUCTOS BIOLOGICOS

designa:
a) los reactivos bioldgicos que se utilizan para el diagnoéstico de ciertas enfermedades;
b) los sueros que se utilizan para la prevencioén o el tratamiento de ciertas enfermedades;
c) las vacunas inactivadas o modificadas que se utilizan para la vacunacion preventiva contra ciertas
enfermedades;
d) el material genético de agentes patdgenos-irfeccioses;
e) los tejidos endocrinos de peces o utilizados en peces.
ENFERMEDAD

designa la infeccién, clinica o no, provocada por uno o varios agentes patégenos.

ZONA

—  Texto suprimido
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Anexo 4A

CAPITULO1.2.

CRITERIOS DE INCLUSION
DE ENFERMEDADES EN LA LISTA DE LA OIE

Articulo 1.2.1.
Introduccién

El presente capitulo describe los criterios para la inclusion de las enfermedades en el Capitulo 1.3.

El objetivo de la inclusién de enfermedades es apoyar a los Paises Miembros proporcionandoles la informacion
necesaria para que puedan tomar las medidas apropiadas en la prevencién de la propagacion transfronteriza de
importantes enfermedades de los animales acuaticos, lo que se logra gracias a una naotificacion transparente, oportuna y
coherente.

Normalmente, cada enfermedad de la lista cuenta con un capitulo correspondiente que ayuda a los Paises Miembros en
la armonizacion en materia de deteccién, prevencion y control de enfermedades y proporciona las normas aplicables
para garantizar el comercio internacional seguro de los animales acuaticos y de sus productos.

Los requisitos de notificacion figuran en el Capitulo 1.1.

Los principios y métodos de validacion de las pruebas de diagndstico se describen en el Capitulo 1.1.2. del Manual
Acuatico.

Articulo 1.2.2.
Los criterios para incluir una enfermedad en la lista de la OIE son los siguientes:

1) Es probable la propagacion internacional del agente patdgeno (a través de animales acuéticos, sus productos,
vectores o fomites).

Y

2) Al menos un pais puede demostrar en el pais 0 en una zona la ausencia de enfermedad en animales acuaticos
susceptibles, basandose en las disposiciones del Capitulo 1.4.

3) Sedispone de una definicion de caso precisa y existen métodos de deteccion y diagnostico fiables.

a) Se ha demostrado la transmisién natural de la enfermedad al ser humano y la infeccion humana se asocia
con consecuencias graves.

b) Se ha demostrado que la enfermedad afecta la sanidad de los animales acuaticos de cultivo a nivel de un
pais o una zona lo que conlleva consecuencias significativas, por ejemplo, pérdidas de produccién, morbilidad
o mortalidad.

c) Se ha demostrado o las pruebas cientificas indican que la enfermedad puede afectar la sanidad de los
animales acuéticos silvestres lo que conlleva consecuencias significativas, por ejemplo, morbilidad o
mortalidad a nivel de la poblacion, productividad reducida o impactos ecolégicos.

—  Texto suprimido
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Anexo 4B

CAPITULO1.2

CRITERIOS PARALA DE INCLUSION
DE LAS ENFERMEDADES BDELHOSANIMALES
ACUATICOS EN LA LISTA DE LA OIE

Articulo 1.2.1.
Introduccion
El presente capitulo describe los criterios para la inclusion de las enfermedades en el Capitulo 1.3.

El objetivo de la inseripeién inclusién de enfermedades es apoyar a los Paises Miembros proporciondndoles la
informacién necesaria para que puedan tomar las medidas apropiadas en la prevencion de la propagacion
transfronteriza de importantes enfermedades de los animales acuaticos, permedie-de-una lo que se logra gracias
a una notificacién transparente, oportuna y coherente.

Normalmente! cada enfermedad de la Ilsta cuenta con _un cagltulo corresgondlente que ayudan Ios Palses

Miembros en la armonizacién en materia de deteccién, prevencion y control de enfermedades y proporcionan las
normas aplicables para garantizar el comercio internacional ireede seguro de los animales acuaticos y de sus
productos.

Los requisitos de notificacion delas-enfermedades-delalista-deta-OIE figuran en el Capitulo 1.1.

n el Capitulo 1.1.2. del Manual A
Articulo 1.2.2.

Los cCriterios para incluir una enfermedad de-les-animales-acuatices en la lista de la OIE son los siguientes:

40 |b. |Se ha demostrado que la enfermedad afecta tiere | Se—ha—establecido—un—patrén-—general-segin—elcualla

2:0 | c.0 | Se ha demostrado o las pruebas cientificas indican que | Las—peblaciones—naturales—de—animales—acudtices
es—probable que la enfermedad puede causar—una | pueden—ser—poblaciones—que—se—capturan—con—fines

tenerun-impaecto
significativo—en afectar la sanidad naturales—de los | tante,—desde—elpunto—de—vista—econémico,—un—capitak
animales acudticos silvestres o _que conlleva | Este—ecapital—también—puede—ser—ecolégico—o
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‘ﬂ: =<

a0 |E infocci . .
h mostr: la_transmision natural |

human i n.con nci rav

6.1. | ¥ |Probabilidad-de Se-hademostrado Es probable  El-comercio—internacional—de—especies—de—animales
la propagacién internacional; del agente | acuaticos—susceptibles—a—la—enfermedad—estd—vya
patégeno (a través de animales acuaticos vives, | establecido—o—tiene—probabilidades—de—establecerse;

sus productos, vectores o fomites). siendo—probable—la—introduccion—y—radicacion—de—la
Y
2. | ¥
TN T T T T N . , . . .
susceptibles, basandose en las di icion cientifica—para—respaldar—su—selicitud—a—proteccion—de
del los Capitulos 1.4. y4-5- los-reproductores-contra-las-enfermedades-extendidas.—o
S—proteceic EEE as—ullimas—zonas PFes existe ts-s
Y
83 C - . - ’

Se dispone de una definicion precisa de caso y
Eexisten wn métodos de deteccion__y | preferentemente,—haya-sido-sometida—a—un-proceso-de

—  Texto suprimido.
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Anexo 5

CHAPTER 1.3.

ENFERMEDADES DE LA LISTA DE LA OIE

Preambulo: las enfermedades que figuran a continuaciéon se han incluido en la lista de la OIE teniendo en
cuenta los criterios para la inclusion de una enfermedad de los animales acuaticos (véase Articulo 1.2.2.).

En caso de modificacion, aprobada en la Asamblea Mundial de Delegados, de esta lista de enfermedades, la
nueva lista entrara en vigor el 1 de enero del afio siguiente.

[...]
Articulo 1.3.3.

Estan incluidas en la lista de la OIE las siguientes enfermedades de los crustaceos:
- Enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda
- Infeccion por Aphanomyces astaci (Pplaga del cangrejo de rio {Aphanemyces-astaci)
- Infeccion por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1
- Infeccién por el virus de la Nnecrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa
—  Infeccién por el virus de la Mmionecrosis infecciosa
- Infeccion por Hepatobacter panaei (Hhepatopancreatitis necrotizante)

- Infeccion por el virus del-Ssindrome de Taura

- Enfermedad-Infeccion por el virus del sindrome de las manchas blancas

- Infeccién por el nodavirus Macrobrachium rosenbergii (Eenfermedad de la cola blanca).

Articulo 1.3.4.
Estan incluidas en la lista de la OIE las siguientes enfermedades de los anfibios:
- Infeccion por Batrachochytrium dendrobatidis

B fecaio : : ,

— Infeccidn por las especies de Ranavirus spp.+anavirus:

—  Texto suprimido
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Anexo 6

CAPITULO 4.3.

DESINFECCION DE ESTABLECIMIENTOS
Y EQUIPOS DE ACUICULTURA

Articulo 4.3.1.
Finalidad

La finalidad del presente capitulo es brindar recomendaciones sobre la planificacién y realizacion de
procedimientos de desinfeccién destinados a prevenir la introduccion, establecimiento o propagacion de agentes
patégenos.

Articulo 4.3.2.
Ambito de aplicacién
Este capitulo describe recomendaciones para la desinfeccion de los establecimientos y equipos de acuicultura en
las actividades de rutina en materia de bioseguridad para la respuesta a las urgencias sanitarias. Se brindan

recomendaciones sobre los principios generales, la planificacion e implementacion de las actividades de
desinfeccion.

Los métodos especificos de inactivacion de los agentes patdgenos figuran en los capitulos especificos de
enfermedad en el Manual Acuatico.

Articulo 4.3.3.
Introduccién

La desinfeccion se emplea como una herramienta de lucha contra las enfermedades en los establecimientos de
acuicultura y como parte de un plan de bioseguridad. La desinfeccidn se utiliza para prevenir la entrada o salida
de agentes patdgenos diana de o hacia un establecimiento de acuicultura o compartimento, asi como su
propagacion dentro de los establecimientos de acuicultura. La desinfeccion se puede aplicar en el marco de una
respuesta a una situacion de urgencia sanitaria, con el fin de contribuir al mantenimiento de las zonas de control
de enfermedades y permitir su erradicacién (procedimientos de sacrificio sanitario) en los establecimientos de
acuicultura afectados. El objetivo especifico de la desinfeccion determinara la eleccion de la estrategia utilizada y
su aplicacion.

En lo posible, debera prevenirse la propagacion de los agentes patdgenos evitando las vias de transmision en
lugar de tratar su presencia por medio de la desinfeccion. Por ejemplo, cuando los equipos son dificiles de
desinfectar (guantes, equipo de submarinismo y buceo, cuerdas y redes), se debera limitar su uso a una zona
especifica en vez de desplazarlos dentro de las unidades de produccién o entre los establecimientos de
acuicultura después de la desinfeccion.

Articulo 4.3.4.
Principios generales

La desinfeccion es un proceso estructurado que recurre a procedimientos fisicos y quimicos para eliminar
material orgdnico y, con el fin de destruir o inactivar los agentes patégenos. El proceso debera incluir una
planificacion y la implementacion de etapas que tengan en cuenta opciones eventuales, la eficacia y los riesgos.

El proceso de desinfeccién puede variar si el objetivo global es la prevencion, control o erradicacion de las
enfermedades. Los procedimientos de erradicacién implicaran en general que se retiren todos los animales
acudticos, asi como una desinfeccion de los establecimientos de acuicultura y de sus equipos. Los
procedimientos utilizados para controlar la enfermedad tienen como meta limitar su propagacién entre o dentro
de establecimientos de acuicultura. Si bien se pueden utilizar distintos enfoques para alcanzar el objetivo
identificado, se deberan aplicar en todos los casos los principios generales detallados a continuacion.

1)  El proceso de desinfeccidn debera incluir las siguientes etapas:
a) Limpiezay lavado

La limpieza y lavado de las superficies y los equipos es necesaria gara ellmlnar los desechos solldos!
la materla or, anlca inclu endo la_bioincrustracién los residuos quimicos, puesto ueden

Ia—eﬂeaea—de—les—desw#eet&n&es EI detergente utlllzado debera ser compatlble con eI desmfectante y
la superficie tratada. Tras les—precedimientos—de |la limpieza, debera drenarse el exceso de agua y,
antes de aplicar los desinfectantes,—todas las superficies y equipos deberan controlarse para verificar
que no exista material organico restante.
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Cuando hay que tratar el agua, la presencia de soélidos en suspension también puede reducir la
eficacia de algunos desinfectantes. Se deberan eliminar estos soélidos en suspension mediante
distintos procesos como la filtracion, la sedimentacion, la coagulacion o la floculacion.

Los biofilms, a menudo considerados como babaza, constituyen finas peliculas conformadas por
microorganismos y sustancias poliméricas extracelulares que adhieren a las superficies. Los biofilms
forman una barrera fisica que protege de los desinfectantes a los microorganismos incrustados. Para
lograr una desinfeccion eficaz, se deberan eliminar los biofilms durante la etapa de limpieza y lavado,
antes de aplicar los desinfectantes.

Todos los desechos producidos deberan eliminarse de manera biosegura, ya que pueden contener
agentes patdgenos viables y que tienen el potencial de propagar la infeccién si no se controlan.

b)  Aplicacion de los desinfectantes

Esta etapa implica la aplicacién de compuestos quimicos o de procesos fisicos apropiados para
inactivar el agente patégeno.

La aplicacion de desinfectantes debera tener en cuenta el tipo de material que necesita una
desinfeccion y la forma de aplicarlos. Los materiales duros y no permeables (por ejemplo, las
superficies metalicas y pulidas, los plasticos y el hormigdn pintado se pueden limpiar por completo y
soportan el contacto con el desinfectante, puesto que no presentan asperezas donde puede alojarse el
material infeccioso. La eficacia de la desinfeccion disminuira si la superficie esta corroida, picada o si
la pintura esta descascarada; por lo tanto, resulta esencial el mantenimiento correcto de las superficies
y_los equipos. En el caso de los materiales y las superficies permeables (por ejemplo, material de
madera, redes y suelo), se requiere una mayor concentracién de desinfectante y un tiempo de
contacto mas prolongado en razén de una superficie mayor, de productos quimicos que no pueden
penetrar faciimente y de la presencia de materia organica residual.

La eleccion del método de aplicacion debera garantizar que todas las superficies entren en contacto
con el agente durante el periodo de tiempo requerido. La aplicacion de desinfectantes ha de ser
metédica (por ejemplo, utilizando un modelo cuadriculado) para garantizar una cubertura completa de
la superficie y el respeto de los tiempos de contacto. Cada etapa debera iniciarse en el punto mas alto
y continuar hasta el mas bajo, comenzando por las areas menos contaminadas. Sin embargo, para
ciertos equipos, basta con enjuagar las superficies con el desinfectante. Cuando los desinfectantes se
aplican en superficies verticales, se debera respetar cuidadosamente el tiempo de contacto minimo
indicado antes de que se escurra el desinfectante. Las superficies verticales pueden necesitar un
nuevo tratamiento o requerir un suplemento de agentes espumantes compatibles, con el fin de
prolongar su adherencia a las superficies.

Los tubos y biofiliros deberan rellenarse con la solucion de desinfectante para garantizar el contacto
con todas las superficies. Las areas complejas y de acceso dificil pueden requerir fumigacion o la
utilizacion de equipos de pulverizacion.

¢) Eliminacién o inactivacion del desinfectante

La eliminacién o inactivacion de los residuos quimicos es importante con el fin de evitar la toxicidad
para los animales acuaticos, la corrosion de los equipos y los impactos sobre el medio ambiente. Los
procedimientos que pueden emplearse para la eliminacion o inactivacion de los residuos quimicos
incluyen: enjuague de las superficies, dilucidon en niveles aceptables, tratamiento que inactiva los
agentes quimicos o un tiempo de espera suficiente para la desactivacion o disipacion del componente
activo. Estos procedimientos se pueden utilizar en forma independiente o combinados.

Los desinfectantes deberan utilizarse de conformidad con las medidas previstas por la legislacion
pertinente. Los desinfectantes pueden presentar riesgos para la salud de las personas, los animales
acuaticos y el medio ambiente. Los desinfectantes quimicos se deberan almacenar, utilizar y eliminar de
acuerdo con la legislacién y las instrucciones del fabricante.

La desinfeccion debera controlarse para garantizar su eficacia y la dosis de desinfectante. Dependiendo del
procedimiento de aplicacion y del agente patégeno en cuestion, este control se puede efectuar de distintas
formas. Los ejemplos incluyen la medicién del agente activo (por ejemplo, niveles de cloro residual), la
medicién indirecta del agente activo mediante un indicador de proceso (por ejemplo, seguimiento de la
posible reduccion de oxigeno), y mediciéon de su eficacia mediante bacterias indicadoras (por ejemplo,
conteo de las colonias de bacterias heterotréficas en placa).

En las instalaciones vacias y desinfectadas, se puede considerar el uso de una poblacién centinela antes
de la reintroduccién de animales. La poblacién centinela deberad ser susceptible al agente patdgeno en
cuestion y exponerse a condiciones que favorezcan la expresion clinica de la enfermedad para que el
agente siga siendo viable.

Los establecimientos de acuicultura deberan llevar un registro de los procesos de desinfeccion aplicados.
Los registros deberan estar completos para permitir una evaluacion del plan de desinfeccion.

Comision de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos/febrero de 2017



37

Anexo 6 (cont.)

Articulo 4.3.5.
Planificacion

A la elaboracién de un plan de desinfeccion debera incorporarse una evaluacion de las rutas de transmision, el
tipo de material que se desinfectara, los agentes patdgenos que han de inactivarse, las precauciones en términos
de sanidad y seguridad, las medidas de control requeridas y el entorno donde va a realizarse el proceso. El plan
de desinfeccion debera revisarse-regularmente-y prever un mecanismo para determinar su eficacia. El plan de

desinfeccién debera revisarse regularmente para garantizar que el proceso de desinfeccién siga siendo eficaz y
eficiente. Cualquier cambio en el plan de desinfeccion también debera documentarse.

El proceso de planificacion debera permitir la evaluacion de los puntos de control criticos en los que la
desinfeccion debera ser mas eficaz. Las prioridades en materia de desinfeccién se determinaran en funcion de la
propagacion potencial de los agentes patdgenos y de la probabilidad relativa de contaminacion. Para lograr una
desinfeccion eficaz de las instalaciones que contengan vectores (por ejemplo, estanques), los vectores deberan
excluirse, quitarse o destruirse como parte del proceso de desinfeccion.

Cuando resulte practico se debera establecer un inventario de todos los articulos que necesiten desinfeccion. Se
debera efectuar una evaluacién de los materiales utilizados en la construccién, de la porosidad de sus superficies
y su resistencia a los dafios quimicos, asi como del acceso para su desinfeccion. Después se debera decidir el
método apropiado de desinfeccion para cada articulo.

Debera evaluarse el nivel de limpieza requerido previo a la desinfeccién para cada tipo de equipo. Si existe
mucha suciedad con acumulacion de sélidos y particulas, se debera prestar atencion especifica al proceso de
limpieza y a los recursos requeridos. El proceso de limpieza fisico o quimico debera ser compatible con el
desinfectante elegido.

El personal, los equipos y materiales que se desinfectaran deberan evaluarse teniendo en cuenta el tipo y el
numero de articulos por tratar y la manera cémo se gestionaran los desechos.

En la etapa de planificacion se debera tener en cuenta la capacidad de controlar el flujo y el volumen de agua
dependiendo de las caracteristicas del establecimiento (sistemas de recirculacion cerrados o abiertos). El agua
puede desinfectarse por medio de distintos métodos, como se describe en el Articulo 4.3.11.

Articulo 4.3.6.
Desinfeccion en una respuesta de emergencia

La desinfeccion constituye una parte esencial de cualquier respuesta de emergencia en apoyo a actividades de
control de las enfermedades como la cuarentena de los establecimientos de acuicultura afectados y los
procedimientos de sacrificio sanitario. Las condiciones asociadas con la respuesta de emergencia exigen
enfoques distintos en términos de desinfeccidn con respecto a los empleados habitualmente en materia de
bioseguridad. Estas condiciones incluyen un alto nivel de riesgo de enfermedad (debido a la importancia de la
enfermedad), una importante concentracién de agentes patégenos, volumenes potencialmente altos de animales
acuaticos infectados y de residuos, amplias superficies que requieran una desinfeccion y grandes volumenes de
agua contaminada. La planificacion debera tener en cuenta estas circunstancias, incorporar una evaluacion de
los riesgos e incluir métodos para controlar la eficacia del seguimiento de los resultados.

En una respuesta de emergencia puede ser preferible evitar las vias de transmisién en lugar de confiar en la
desinfeccion. El equipo no debera moverse de un establecimiento de acuicultura infectado a menos de que se
haya completado una desinfeccién eficaz. Puede que, en algunas circunstancias, el equipo o el material que sea
dificil de desinfectar y con una alta probabilidad de contaminacion tenga que eliminarse de manera segura en
lugar de desinfectarse.

Articulo 4.3.7.
Tipos de desinfectantes
Entre los tipos de desinfectantes cominmente utilizados en la acuicultura se encuentran:

1. Agentes oxidantes

La mayoria de los agentes oxidantes son desinfectantes eficaces que actian de manera relativamente
rapida frente a una amplia gama de microorganismos. Estos componentes se inactivan con la materia
organica y, por lo tanto, deberan utilizarse tras una etapa de limpieza eficaz. La materia organica consume
los agentes oxidantes cuya concentracién inicial (dosis de carga) disminuye rapidamente, lo que hace dificil
anticipar niveles de dosis eficaces (dosis residual). Por lo tanto, deberan controlarse sistematicamente los
niveles de concentracion residual, con el fin de confirmar que siguen siendo superiores a las
concentraciones minimas durante el periodo de tiempo requerido.
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Los agentes oxidantes pueden resultar téxicos para los animales acuaticos y, por lo tanto, deberan
eliminarse o inactivarse.

Los agentes oxidantes utilizados habitualmente son los compuestos clorados, cloramina-T, yoddéforos,
compuestos de peroxigeno, didxido de cloro y ozono.

Modificadores de pH (alcalis y acidos)

Aldehidos

Los aldehidos actuan desnaturalizando las proteinas. Dos componentes a base de aldehidos que se
pueden utilizar para la descontaminacion de los establecimientos de acuicultura son el formaldehido vy el
glutaraldehido, que son extremadamente eficaces contra un gran numero de organismos pero requieren un
tiempo prolongado de exposiciéon. Los aldehidos mantienen su actividad en presencia de materia organica y
sélo son un poco corrosivos. El glutaraldehido se utiliza en forma liquida como un esterilizante en frio, en
particular, en equipos sensibles al calor. El formaldehido puede emplearse como aerosol o como gas de
fumigacion.

Biguanidas

De las numerosas biguanidas disponibles, la clorhexidina es la mas utilizada. Sin embargo, no son eficaces
en aguas duras o alcalinas y son menos eficaces contra muchos agentes patégenos si se comparan con
otros grupos de desinfectantes. Estos compuestos son comparativamente menos corrosivos y relativamente
seguros, por lo que se suelen utilizar habitualmente para la desinfeccién de las superficies cutaneas y de
los equipos mas delicados.

Compuestos de amonio cuaternario

La eficacia biocida de los compuestos de amonio cuaternario es variable y selectiva. Son eficaces contra
algunas bacterias vegetales y algunos hongos, pero no contra todos los virus. Los compuestos de amonio
cuaternario son particularmente activos frente a las bacterias gram positivas; su accién contra las bacterias
gram negativas es lenta y algunas cepas muestran cierta resistencia. Estos compuestos no son eficaces
contra las esporas. Presentan la ventaja de que no son corrosivos y tienen propiedades humidificantes, lo
que aumenta el contacto con las superficies. Los compuestos de amonio cuaternario pueden ser toxicos
para los animales acuaticos y se les debe eliminar de las superficies tras los procedimientos de
desinfeccion.

Irradiacion por rayos ultravioleta

La irradiacion por rayos ultravioleta (UV) es una opcién valida para el tratamiento del agua que entra o sale
de los establecimientos de acuicultura donde se efectua un cierto control del flujo de agua en los sistemas
de recirculacion o abiertos. La irradiacion UV debera emplearse tras un filtrado correcto puesto que la
presencia de solidos en suspension reduce la transmisién de los rayos UV y la eficacia de este método.

Tratamiento térmico

La susceptlbllldad de Ios agentes patogenos frente aI tratamlento térmico varla de forma significativa;,-perle
e En la mayoria de las

cond|C|ones eI calor humedo es mas eflcaz que el calor seco.

Desecacion

La desecacion puede resultar un desinfectante eficaz para los agentes patdgenos susceptibles y utilizarse
cuando los otros métodos de desinfeccién no se pueden realizar o como un método complementario de otrs
métodos de desinfeccion.

La desecacién se puede considerar como un método de desinfeccion si se logra el secado completo de los
equipos, puesto que la ausencia de agua elimina numerosos agentes patégenos. Sin embargo, el contenido
de humedad puede ser dificil de controlar en ciertas circunstancias. La eficacia varia dependiendo de
condiciones ambientales como la temperatura y la humedad.
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9. Meétodos combinados de desinfeccion

Los métodos combinados de desinfeccion tomaran en consideracion cuando actian en forma sinérgica y
ofrecen una mayor garantia de la inactivacion eficaz del agente patégeno. Algunos ejemplos:

a) la asociacion de la exposicion directa a la luz del sol y la desecacién constituye un método combinado
de desinfeccién que ofrece tres acciones potenciales de desinfeccion, es decir, la irradiacién UV, el
tratamiento térmico y la desecacion. Este método no tiene ningun costo operativo y se puede utilizar
después de otros métodos;

b) el ozono y la irradiacion de UV a menudo se combinan en serie ya que se utilizan como complemento
de otros métodos de desinfeccion y presentan modos de accién diferentes. La irradiacion de UV
también tiene la ventaja de eliminar los residuos de ozono proveniente del agua tratada.

Se pueden observar efectos antagonistas cuando se combinan agentes quimicos o detergentes.

Articulo 4.3.8.
Seleccion de un desinfectante

El desinfectante se debera seleccionar teniendo en consideracion lo siguiente:

—  eficacia contra los agentes patdgenos;

—  concentracion eficaz y tiempo de exposicion;

— capacidad de evaluacion de la eficacia;

- naturaleza de los articulos que se van a desinfectar y la posibilidad de que se deterioren;
—  compatibilidad con el tipo de agua disponible (por ejemplo, agua dulce, agua dura o agua de mar);
—  disponibilidad del desinfectante y del equipo;

—  facilidad de aplicacion;

—  capacidad para remover materia organica;

- costo;

—  impacto de los residuos sobre los animales acuaticos y el entorno; y

—  seguridad del usuario.
Articulo 4.3.9.
Tipos de establecimientos y equipos de acuicultura

Las caracteristicas de los distintos tipos de equipos y establecimientos de acuicultura varian ampliamente. Esta
seccion presenta ciertas consideraciones para proceder a la desinfeccion eficaz de los distintos tipos de
establecimientos de acuicultura y sus equipos.

1. Estanques

En general, los estanques son de buen tamafio, tener directamente un fondo de tierra o poseer un
recubrimiento de plastico. Estas caracteristicas, junto con la presencia de grandes voliumenes de agua,
hacen muy dificil la limpieza que precede la descontaminacion, y las grandes cargas de materias organicas
pueden afectar la accién de muchos desinfectantes quimicos. Antes de la desinfeccion, a los estanques se
les debe drenar el agua y eliminar el maximo posible de materia organica. EfTodas las aguas y la materia
organica deberan desinfectarse o eliminarse de manera biolégicamente segura. Los estanques de tierra
deberan vaciarse por completo y recibir un tratamiento con compuestos calizos para aumentar el nivel de
pH y facilitar la inactivacion de los agentes patdgenos. El raspado; y el arado e+eeubrimiente de los fondos
de los estanques sin revestimiento facilitara también la incorporacion de los componentes calizos y el
secado.
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Tanques

El material de construccion del tanque (por ejemplo, fibra de vidrio, hormigén o plastico) determinara el tipo
de método de desinfeccidn utilizado. Los tanques de hormigdn son sensibles a la corrosion de los acidos y
a los dafios potencialmente ocasionados por los pulverizadores de alta presion. Dado que también son
porosos, para garantizar la desinfeccion es necesario prever un tiempo de aplicacién prolongado de los
productos quimicos. Los tanques de plastico, pintados y de fibra de vidrio son mas faciles de desinfectar
puesto que disponen de superficies lisas y no porosas faciles de limpiar por completo y resistentes a la
mayoria de los productos quimicos.

Antes de la desinfeccion se debera vaciar el agua de los tanques y retirar la mayor cantidad posible de
materia organica. El agua y la materia organica deberan desinfectarse o eliminarse de manera
bioldgicamente segura. El equipo de los tanques debera sacarse para una limpieza y desinfeccion por
separado, eliminando los desechos organicos y los escombros. La superficie del tanque debera lavarse con
pulverizadores de alta presién o mediante un cepillado mecanico, en asociacion con productos detergentes,
con el fin de eliminar la suciedad como las algas o los biofilms. Se puede utilizar agua caliente para reforzar

la limpieza. Antes de apllcar los desmfectantes se—debera—d#enar—tede—exeedente—de—agua pa#a—fae#ﬁapel
proceso—delimpieza-

condiciones de blosegurldad
Cuando los desinfectantes se aplican en superficies verticales, se debera respetar cuidadosamente el
tiempo de contacto minimo indicado antes de que se escurra el desinfectante. Tras la desinfeccién, los
tanques se deberan enjuagar para eliminar los residuos y permitir que se sequen por completo.
Tuberias
La desinfeccion de las tuberias puede complicarse debido a la dificultad de acceso. Al seleccionar el
método de desinfeccién, deberan tenerse en cuenta los materiales utilizados en la fabricacion de las
tuberias.
Las tuberias pueden limpiarse een—eficacia utilizando soluciones alcalinas o acidas, o bien sistemas de
limpieza con chorro de espuma. Para que-sea una limpieza eficaz, la-desinfeccion-de-las-tuberiasrequiere
la-eliminacién-del biofilm debera eliminarse, se deberan evacuar seguida-de-la-evacuacion-de las particulas
en suspension generadas y, por ultimo, se debera realizar un enjuague completo.
Una vez que las tuberias estén limpias, se pueden aplicar los desinfectantes quimicos o una corriente de
agua caliente. En todas las etapas, las tuberias deben estar completamente llenas para que las superficies
internas se traten correctamente.

Redes de la jaula y otros materiales fibrosos

Las redes utilizadas en las cajas de acuicultura a menudo son grandes, dificiles de manipular y acumulan
residuos biolégicos, ademas de estar fabricadas a partir de materiales fibrosos que capturan la materia
organica y la humedad. Las redes deberan reservarse a un solo establecimiento de acuicultura o area
debido a la alta probabilidad de contaminacion y a que puede ser dificil desinfectarlas.

Una vez retiradas del agua, deberan transferirse directamente a la zona dedicada a su lavado. Las redes
deberan lavarse por completo antes de desinfectarse, con el fin de eliminar la materia organica y ayudar a
la penetracion de los desinfectantes quimicos. Se lograra una mejor limpieza si se eliminan primero los
residuos de gran tamafio y si después se lavan con una solucién detergente. El agua y |a materia organica
se deberan eliminar en condiciones bioldgicamente seguras.
Al terminar la limpieza, las redes se pueden desinfectar por inmersién total en una solucién de productos
quimicos desinfectantes o agua caliente. La duracién del tratamiento debera ser suficiente para permitir su
penetracwn en Ios materlales que constltuyen la red lEI—|qtreteele—ele—tFatantnente—se—l—*ra—ele—eie%e#mnmC
- El tratamiento puede tener un

mgacto ger|ud|c:|al en Ia solldez de las redes, lo gue se debera tener en cuenta aI deC|d|r eI método de
mien rantizar mprom . terminar la

desinfeccic’m, las redes se deben secar antes de guardarse. Si las redes enrolladas no estan
completamente secas, conservan cierta humedad susceptible de favorecer la supervivencia de los agentes
patégenos.

Los otros materiales fibrosos como la madera, las cuerdas y las redes de los salabres tienen caracteristicas
similares a las de las redes de las jaulas y exigen una atencién particular. Siempre que sea posible, se
recomienda que la utilizacidon de equipos con materiales fibrosos se reserve a una zona especifica.
Vehiculos

La probabilidad de contaminacién de los vehiculos se determinara con respecto a su uso, por ejemplo,
transporte de animales acuaticos muertos, vivos o recién recolectados. Se deberan desinfectar todas las
superficies exteriores e interiores potencialmente contaminadas, prestando una atencién particular a las
zonas que se puedan contaminar como la superficie interna de los contenedores, las tuberias, el agua de
transporte y los desechos. Debera evitarse la utilizacion de desinfectantes corrosivos para los vehiculos, o
si se utilizan la eliminacion de los residuos con una accién corrosiva debera realizarse por medio de un
cuidadoso enjuague. Los compuestos oxidantes como la clorina son los mas utilizados para los vehiculos.
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Todos los barcos deberan desinfectarse de manera rutinaria para evitar la transferencia de agentes
6genos. El nivel ntaminacion | r rminr'nfnln L r

El proceso de planificacion de la desinfeccidn debera incluir una evaluacién para identificar las areas que se
puedan contaminar tales como el interior y los alrededores de la_maquinaria, los tanques, la sentina y la

tuberia. Todos los egmgos desmontables se deberan retirar, limpiar y desinfectar por separado antes de la

desinfeccién del . Se han de elaborar rocedlmlentos adicionales para Ios barcos vivero, puesto que

mbarcaC|on Deberan ellmlnarse los organlsmos b|0|ncrustantes g Queden actuar como vectores y
fomites.

uando los barcos no pueden instalarse en di se elegird el método de desinfeccién que genere
menos vertldos de roductos quimicos toxicos en el medio acuatico. Se em Iearan buzos para efectuar la

6. EdIfICIOS

Los establecimientos de acuicultura incluyen instalaciones destinadas a la cria, la recuperacion y la
transformacién de los animales acuaticos, y al almacenamiento de los alimentos para animales (o piensos)
y del equipo.

El enfoque utilizado para la desinfeccion puede variar segun la estructura del edificio y del grado de
exposicion a los materiales y equipos contaminados.

Los edificios deberan disefiarse para permitir una limpieza eficaz y una aplicacién minuciosa de los
desinfectantes en todas las superficies internas. Algunos edificios poseen sistemas complejos de tuberias,
maquinaria y depositos que dificultan la desinfeccion. Siempre que sea posible, se deben quitar todos los
escombros en las instalaciones y sacar los equipos antes de proceder a la desinfeccion.

Los agentes espumantes o nebulizadores constituyen opciones para la desinfeccion de areas dificiles y
superficies verticales. Para las superficies grandes y de dificil acceso, se podra considerar la fumigacion,
siempre que los edificios puedan aislarse de forma adecuada.

7. Contenedores

El término contenedor designa tanto los simples recipientes de plastico utilizados para el transporte de
productos de animales acuaticos y de animales acuaticos muertos, como los sistemas complejos de
tanques utilizados para el transporte de los animales acuaticos vivos.

En general, los contenedores se fabrican con materiales no porosos (por ejemplo, el plastico o el acero
inoxidable) que pueden desinfectarse con facilidad. Deben considerarse articulos de alto riesgo puesto que
estan en contacto directo con los animales acuéaticos o sus productos (por ejemplo, sangre, animales
acuéticos enfermos). Ademas, la necesidad de transportarlos de un lugar a otro los transforma en fomites
potenciales, susceptibles de propagar los agentes patdgenos. En el caso del transporte de animales
acuaticos vivos, los contenedores pueden poseer sistemas de tuberias y bombeo, al igual que espacios
confinados que también deberan desinfectarse.

Se debera sacar toda el agua del contenedor y se removeran los animales acuaticos, las materias fecales y
todo material organico por medio de un enjuague con inyeccion de agua limpia y se eliminaran de manera
biolégicamente segura. Todas las tuberias y bombas asociadas deberan inspeccionarse y enjuagarse. Los
contenedores se deberan lavar con detergentes quimicos apropiados, asociados a un lavado de alta
presion o un cepillado mecanico.

Todas las superficies internas y externas de los contenedores deberan tratarse empleando un método de
desinfeccién adecuado. Después se enjuagaran e inspeccionaran para garantizar la ausencia de residuos
organicos, y se guardaran para facilitar que se escurran y sequen rapidamente.
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89. Biofiltros

Los biofiltros utilizados en los sistemas de produccion cerrados o semi cerrados constituyen un punto de
control importante de las enfermedades. Los biofiltros estan disefiados para hospedar colonias de bacterias
benéficas;—utilizadas para mejorar la calidad del agua. Las condiciones de mantenimiento de dichas
bacterias también pueden favorecer la supervivencia de algunos agentes patdégenos presentes.
Normalmente, es imposible desinfectar los biofiltros sin destruir las bacterias benéficas. Por lo tanto, los
problemas relativos a la calidad del agua deberan tomarse en cuenta durante la planificacién de las
estrategias de desinfeccion de los biofiltros.

En caso de desinfeccion de los biofiltros y de sus sustratos, es necesario vaciar el sistema, eliminar los
residuos organicos y limpiar las superficies. La desinfeccién de los sistemas de biofiltros se puede realizar
modificando los niveles de pH del agua (utilizando soluciones acidas o alcalinas). Durante esta operacion,
los niveles de pH deberan ser suficientes como para inactivar el agente patégeno sin por ello ser corrosivo
para las bombas y el equipo dentro del sistema de filtro. Como alternativa, es posible desmontar
completamente el biofiltro, retirar el sustrato, limpiar los componentes y aplicar los desinfectantes por
separado. Se recomienda este ultimo procedimiento, para la respuesta a una situacién de emergencia
sanitaria. Se remplazara el sustrato del biofiltro en caso de que no se pueda desinfectar eficazmente. Los
sistemas de biofiltros se lavaran por completo antes de la reintroduccién de los animales.

910- Equipos necesarios para la cria_y recoleccion

En los establecimientos de acuicultura siempre hay una gran variedad de equipos que estan en contacto
directo con los animales acuaticos y actian potencialmente como fomites (por ejemplo, seleccionadoras,
sistemas automatizados de vacunacion y bombas de peces).

Los principios generales descritos en el Articulo 4.3.4. se deberan aplicar a la desinfeccion de los equipos
para la cria y_la recoleccidon. Se examinara cada objeto para identificar las partes que estan en contacto
directo con los animales acuaticos y las zonas de acumulacién de material organico. Si es necesario, los
equipos se desmontaran para facilitar la limpieza y la desinfeccion adecuadas.

Articulo 4.3.10.
Equipo individual

La desinfeccion del equipo individual debera tener en cuenta el-nivel la probabilidad y el grado de contaminacion
asociado con un uso previo. Si es posible, la utilizaciéon del equipo individual se reservara a un sitio especifico
para evitar al recurso sistematico a la desinfeccion.

El equipo elegido debe ser no absorbente y facil de limpiar. Todo el personal que entre en la zona de produccién
debera utilizar prendas de proteccidn limpias y no contaminadas. A la entrada como a la salida de las zonas de
produccion, las botas se limpiaran y desinfectaran. En caso de utilizacion de pediluvios, es necesario prever un
procedimiento de limpieza para eliminar la acumulacion de material organico y barro, una profundidad suficiente
para recubrir las botas, la utilizacion de una solucién desinfectante que no se inactive por la materia organica y
Su renovacion regular.

Cierto tipo de equipos individuales Les-equipos—altamente-contaminades como los equipos de buceo requieren
pueden requerir una atencion particular puesto que son dificiles de desinfectar, se llevan de un lugar a ofro vy, a

menudo, son propensos a la corrosion quimica. Su enjuague frecuente constituira una ayuda muy valiosa para
reducir la acumulacién de materia organica y para una mayor eficacia de la desinfeccion. Es necesario que el
equipo se seque por completo y asi limitar la aparicion de microentornos humedos, susceptibles de hospedar
agentes patdgenos.
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Articulo 4.3.11.
Desinfeccion del agua

Los establecimientos de acuicultura pueden necesitar desinfectar el agua entrante y saliente para eliminar los
agentes patdgenos. El método de desinfeccion mas apropiado dependera del objetivo de la desinfeccién y de las
caracteristicas del agua que se va a desinfectar.

Antes de la aplicacion de los desinfectantes, es esencial retirar los animales acuaticos y eliminar los sélidos en
suspensién del agua que se va a tratar. Los agentes patdgenos se caracterizan por adherir a la materia organica
e inorganica, la remocion de los solidos en suspension permite reducir en forma significativa la carga de agentes
patégenos en el agua. Es posible eliminar los sélidos en suspension mediante la filtracion o la sedimentacion de
los materiales en suspension. La eleccion del mejor sistema de filtracion dependera de la calidad inicial del agua,
de los volumenes que se filtraran, los costos de inversion de capital y operativos ademas de su fiabilidad.

Los desinfectantes fisicos (por ejemplo, la irradiacion con rayos UV) y quimicos (por ejemplo, el ozono, el cloro y
el didxido de cloro) se utilizan habitualmente para desinfectar el agua. Los sélidos en suspension deben retirarse
antes de la aplicacion de dichos desinfectantes puesto que la materia organica es susceptible de inhibir el
proceso de oxidacion y los solidos en suspension inhiben la transmisién de rayos UV y reducen la eficacia de la

irradiacion pretegiendo—alos—agentes—patégenes. Una combinacion de los métodos puede resultar benéfica

cuando actuan de forma smerglca o cuando es necesario repetir las operaciones.

Resulta esencial controlar la eficacia de la desinfeccién del agua, lo que se puede lograr directamente a partir de
muestras de agentes patégenos de interés, o indirectamente mediante la busqueda de organismos indicadores o
el control de los niveles de las concentraciones residuales de los desinfectantes.

La gestion de los residuos quimicos es importante para evitar efectos toxicos en los animales acuaticos. Por
ejemplo, los residuos formados entre el ozono y el agua de mar, como los compuestos de bromuro son toxicos
en las etapas de desarrollo precoz de los animales acuaticos y pueden eliminarse con un filtro de carbén. El cloro
residual debera eliminarse del agua mediante la desactivacién quimica o la liberacién de gases residuales.

—  Texto suprimido.
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CAPITULO 4.4.

RECOMENDACIONES PARA LA DESINFECCION
DE LA SUPERFICIE DE HUEVOS DE SALMONIDOS

Articulo 4.4.1.
Introduccién

La practica de desinfeccién de los huevos de salménidos en los criaderos resulta fundamental para garantizar que las
enfermedades—endémicas los agentes patdgenos no se transfieran entre incubadoras ni entre instalaciones, y forma
parte integrante de los protocolos de higiene de rutina de los criaderos. El proceso de desinfeccion también es
importante para el comercio internacional de euande-se-comercializan huevos de salmoénidos entre paises, zonas o
compartimentos, zehras—o—paises para prevenir la transferencia de algunos agentes patdgenos. Si bien el uso de
desinfectantes suele ser eficaz para la desinfeccion de la superficie del huevo y de los fluidos de reproduccién, no
previene la transmision vertical.

Los huevos de salménidos se pueden desinfectar utilizando un cierto nimero de agentes quimicos; sin embargo, el
método mas cominmente utilizado es la desinfecciéon con povidona yodada, un producto a base de yodo.

Los iodéforos, comunmente soluciones de povidona yodada, tienen la ventaja de suministrar un pH neutro, no ser
irritantes y ser relativamente poco téxicos. El pH neutro es importante para minimizar la toxicidad y lograr una mayor
eficacia. Se recomienda seguir las instrucciones del fabricante con el fin de identificar las circunstancias en las que el pH
sea motivo de preocupacion. Si se utilizan otros agentes con contenido de yodo para la desinfeccion, es esencial que
hayan sido adecuadamente tamponados.

Articulo 4.4.2.
Protocolo de desinfeccion para los huevos de salménidos

Este protocolo de desinfeccién se puede aplicar a los huevos de salménidos recientemente fertilizados o embrionados.
Sin embargo, los huevos recientemente fertilizados deben haber iniciado su endurecimiento antes de someterse al
protocolo de desinfeccion. Si bien existe un margen de seguridad considerable para los huevos endurecidos, el
protocolo de desinfeccidon no se recomienda para los évulos no fertilizados o durante la fertilizacién. Es esencial que el
pH de la solucién yodada se mantenga entre 6 y 8.

Para desinfectar los huevos de salménidos se debera seguir el siguiente protocolo de desinfeccion:

1)  enjuague con una solucién salina at del 0,9% al 1,1% libre de agentes patdégenos (30-60 segundos) para remover

los restos de material organico;

2) inmersion en una solucion yodada de 100 ppm de yodo disponible durante un minimo de 10 minutos. La Se ha de

hacer el seguimiento de |la concentracién selucién yodada con el fin de asegurarse que se mantienen los nievies
de eficacia. se-debe-utilizar-sélo-una-vez. La proporcion de huevos respecto a la solucion yodada debera ser como

minime maximo de 1:4;

3) nuevo enjuague en una solucion salina at del 0,9% al 1,1% libre de agentes patdogenos durante 30-60 segundos;

4) mantenimiento en agua libre de agentes patégenos.

Todas las soluciones de enjuague y desinfeccion deberan prepararse usando agua libre de agentes patdgenos. Las
soluciones podran tamponarse con bicarbonato de sodio (NaHCO3) si el pH es bajo.

—  Texto suprimido.
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Anexo 8

CAPITULO 5.1.

OBLIGACIONES GENERALES
EN MATERIA DE CERTIFICACION

[...]

Articulo 5.1.4.

Responsabilidades en caso de incidente relacionado con una importacién

1.

El comercio internacional implica una responsabilidad ética permanente. Por consiguiente, si dentro de un periodo
razonable con posterioridad a una exportacion, la autoridad competente tiene conocimiento de que ha aparecido o
reaparecido una enfermedad expresamente mencionada en el certificado sanitario internacional aplicable a los
animales acuaticos, o cualquier otra enfermedad que revista importancia epidemioldgica para el pais importador,
dicha autoridad competente tendra la obligacién de natificar el caso al pais importador, para que las mercancias
importadas puedan ser inspeccionadas o sometidas a pruebas y se adopten las medidas pertinentes para limitar la
propagacion de la enfermedad si ha sido introducida inadvertidamente.

Si aparece una enfermedad en los animales acuaticos en—elpais—impertador asociada con la importacion de
mercancias, debera notificarse el hecho a la autoridad competente del pais exportador para que pueda efectuar
una investigacion, ya que puede tratarse de la primera informacion disponible relativa a la aparicion de la
enfermedad en una poblacion de animales acuéticos anteriormente libre de la misma. La autoridad competente del
pais—exportador-debera-informar—al pais importador debera ser informada del resultado de la investigacion pues
puede que el origen de la infeccidon no esté en el pais exportador.

En caso de que se tengan motivos para sospechar la falsificacion de un certificado sanitario internacional aplicable
a los animales acuaticos, las autoridades competentes del pais importador y del pais exportador procederan a una
investigacion. También se notificara la sospecha a cualquier tercer pais concernido. Todas las remesas
relacionadas con el certificado deberan permanecer bajo control oficial hasta que se conozca el resultado de la
investigacion. Las autoridades competentes de todos los paises concernidos deberan colaborar en la
investigacion. Si el certificado sanitario internacional aplicable a los animales acuéticos resulta ser falso, se hara
todo lo posible por identificar a los responsables y tomar las medidas previstas por la legislacion pertinente.

Texto suprimido.
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Anexo 9

CAPITULO 9.1.

E ) P APHANOMYCES ASTACI
(PLAGA DEL CANGREJO DE RIO)

Articulo 9.1.1.

A efectos del Codigo Acuético, ta—plaga—del-cangrejo-de—rio—es la infeccion debida—a por Aphanomyces astaci es la
infeccion por ﬂ_jg%@g%phﬁ;ﬂgm;@ astaci Selcukera—! de la famllla de los Leptolegniaceae,-Este-erganisme
forma—parte ¥ del filo Oomycot (hongos acuaticos)
(eenmeetes—} La enfermedad se _conoce. comunmente como glaga del cangre|o del rlolzes—smemmes—generalmente

La informacién sobre los métodos de diagnéstico figura en el Manual Acuéatico.

Articulo 9.1.2.
Ambito de aplicacién

Las recomendaciones de este capitulo se aplican a todas las especies de cangrejos que pertenecen a las tres familias
Cambaridae, Astacidae y Parastacidae. Estas recomendaciones se aplican también a todas las demas especies
susceptibles mencionadas en el Manual Acuatico que sean objeto de comercio internacional.

Articulo 9.1.3.

Importacion o transito por el territorio de animales-aeuaticesy-e productos de animales acuaticos cualquiera que sea el
uso al que se destinan independientemente del estatus sanitario del de-un pais, una la zona o un el compartimento de
exportacion con respecto a la infeccién por A. astacino-declaradestibres-de plaga-del-cangrejo-derio

1) Independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la

infeccion por A. astaci plaga-del-cangrejo-de—rio, las autoridades competentes no deberan exigir ningun tipo de
condicién relacionada con A. astaci esta-enfermedad cuando autoricen la importacion o el trnsito por su territorio

de los siguientes productos de animales acuaticos derivados de para-las especies mencionadas en el Articulo
9.1.2. siempre que reunan las condiciones descritas en el Articulo 5.4.1.

a) productos de cangrejo termoesterilizados y sellados herméticamente (es decir, un tratamiento térmico a
121 °C durante al menos 3,6 minutos o una combinacién equivalente de tiempo/temperatura gque haya

demostrado que inactiva A. astaci);

b)  productos de cangrejo cocinados que se hayan sometido a un tratamiento térmico a 100 °C durante al menos
un minuto (0 a una combinacion equivalente de tiempo/temperatura que haya demostrado que inactiva
A. astaci);

c) productos de cangrejo pasteurizados que se hayan sometido a un tratamiento térmico a 90 °C durante
diez minutos (0 a una combinacion equivalente de tiempo/temperatura que haya demostrado que inactiva
A. astaci);

d) productos de cangrejo congelados que se hayan sometido a temperaturas de -20 °C o inferiores durante al
menos 72 horas;

e) aceite de cangrejo de rio;
f)  harina de cangrejo de rio;

g) quitina extraida por medios quimicos.
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Las autoridades competentes deberan exigir las condiciones prescritas en los Articulos 9.1.7. a 9.1.11. que
correspondan al estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la infecciéon por

A. astaci plaga-del-cangrejo-de-rio cuando autoricen la importacion o el transito por su territorio de eualesquiera
animales-aeudticosy-o productos de animales acuéticos derivados de relacionades-cen las especies mencionadas

en el Articulo 9.1.2. que no sean unos de los enumerados en el apartado 1 del Articulo 9.1.3.

La autoridad competente debera proceder a un analisis del riesgo acorde con las recomendaciones del Capitulo
2.1. cuando contemple la importaciéon o el transito por su territorio de animales—acuatices—y—o productos de
animales acuéticos derivados de cualquier especie no mencionada en el Articulo 9.1.2. pero que se considere que

podria plantear un riesgo de—prepagae@n de transmisién de la infeecién-por A. astaci plaga-del-cangrejo-de-rio. La

autoridad competente del pais exportador debera ser informada del resultado de este andlisis. la-evaluacién-

Articulo 9.1.4.

Pais libre de infeccion por A. astaci plaga-del-cangrejo-derio

Si el pais comparte una zona con otro u otros paises, sélo podra hacer una autodeclaracién de ausencia de infeccién

por A. astaci plaga—del-cangrejo—de—rio si todas las areas cubiertas por cuerpos de aguas compartidas han sido

declaradas paises o zonas libres de esta infeccion (véase el Articulo 9.1.5.).

Como se describe en el Articulo 1.4.6., un pais podra hacer una autodeclaracion de ausencia de infeccién por A. astaci
plaga-del-cangrejo-derio si:

1)

ninguna especie susceptible de las mencionadas en el Articulo 9.1.2. esta presente en el pais y se han reunido
ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los dos ultimos afos;

cualquiera de las especies susceptibles mencionadas en el Articulo 9.1.2. esta presente en el pais, pero se han
dado las condiciones siguientes:

a) no se ha observado la presencia de la infeccion por A. astaci enfermedad-durante, por lo menos, los
25 dltimos afos a pesar de unas condiciones propicias para su manifestacion clinica (de acuerdo con lo
indicado en el capitulo correspondiente del Manual Acuatico), y

b)  se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
10 ultimos afios;

se desconoce el estatus sanitario respecto de la infeccién por A. astaci enfermedad antes de ejercer una vigilancia
especifica, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos,
los cinco ultimos afos, y

b) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo
menos, los cinco Ultimos afios y no se ha detectado la presencia de infescién—por A. astaci plaga—del

: fo:
habia hecho previamente una autodeclaracion de ausencia de infeccién por A. astaci plaga-del-cangrejo-de-rio y

perdié posteriormente su estatus libre de-enfermedad por haberse detectado la infeccionpor A. astaci plaga-del
cangrejo-derio, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) nada mas haberse detectado A. astaci la-enfermedad, el lugar afectado ha sido declarado zona infectada y se
ha establecido una zona de proteccién, y

b) las poblaciones infectadas han-side-destruidas-o-desplazadas dentro de la zona infectada se han sacrificado
y_eliminado con medios que reducen al minimo el-riesge la_probabilidad de transmisién de A. astaci-de

propagacion-de-la-enfermedad y se han aplicado los procedimientos de desinfeccion apropiados (descritos en
el Capitulo 4.3.), y
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c) las condiciones elementales de bioseguridad vigentes anteriormente han sido debidamente revisadas y
modificadas y se han reunido ininterrumpidamente desde la erradicacion de la_infeccién por A. astaci a
enfermedad, y

d) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo

menos, los cinco ultimos afios y no se ha detectado la presencia de infeceiénpor A. astaci plaga%lel—ea#@reje
de-rio.

Mientras tanto, parte o la totalidad del lugar no afectado podra ser declarada zona libre, siempre que reuna las
condiciones descritas en el apartado 3 del Articulo 9.1.5.

Articulo 9.1.5.

Zona o compartimento libres de infeccion por A. astaci plaga-del-cangrejo-derio

Si una zona o un compartimento se extienden mas alla de las fronteras de un pais, sé6lo podran ser declarados zona o

compartimento libres de infeccién por A. astaci plaga-del-cangrejo-de—rio si las autoridades competentes de todos los
territorios que abarcan confirman que rednen las condiciones exigidas para serlo.

Como se describe en el Articulo 1.4.6., una zona o un compartimento establecidos en el territorio de un pais o de un

conjunto de paises no declarados libres de infeccion por A. astaci plaga-del-cangrejo-derie podran ser declarados zona

o compartimento libres de esta enfermedad por la{s) autoridad{es} competente{s) de dicho pais o conjunto de paises si:

1)

ninguna especie susceptible de las mencionadas en el Articulo 9.1.2. esta presente en la zona o el compartimento
y se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos anos;

cualquiera de las especies susceptibles mencionadas en el Articulo 9.1.2. esta presente en la zona o el
compartimento, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) no se ha observado la presencia de la infeccion por A. astaci enfermedad durante, por lo menos, los
25 ultimos afios a pesar de unas condiciones propicias para su manifestacion clinica (de acuerdo con lo
indicado en el capitulo correspondiente del Manual Acuatico), y

b) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
10 Ultimos ainos;

se desconoce el estatus sanitario respecto de la infeccién por A. astaci enfermedad-antes de ejercer una vigilancia
especifica, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
cinco ultimos afios, y

b) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., en la zona o el
compartimento durante, por lo menos, los cinco uUltimos afios y no se ha detectado la presencia de-infececién

por-A. astaci plaga-del-cangrejo-de+io;

una zona habia hecho previamente una autodeclaracion de ausencia de infeccién por A. astaci ptaga-del-cangreje
de—rie y perdid posteriormente su estatus libre de-enfermedad por haberse detectado la-infeceién-por A. astaci
plaga-del-eangrejo-derio en ella, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) nada mas haberse detectado A. astaci-ta-enfermedad, el lugar afectado ha sido declarado zona infectada y se
ha establecido una zona de proteccion, y

b) las poblaciones infectadas han—s%desmm&e—desphazadas dentro de la zona infectada se han sacrificado
y_eliminado con medios que reducen al minimo el+iesgo la_probabilidad de una mayor transmision de

A. astaci de-propagacién-de-la-enfermedad-y se han aplicado los procedimientos de desinfeccion apropiados
(descritos en el Capitulo 4.3.), y
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c) las condiciones elementales de bioseguridad vigentes anteriormente han sido debidamente revisadas y
modificadas y se han reunido ininterrumpidamente desde la erradicacion de la infeccion por A. astaci
enfermedad, y

d) se ha aplieade una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo

menos, los cinco Ultimos afios y no se ha detectado la presencia de i A. astaci plaga—del—eang;eje
de-rio.

Articulo 9.1.6.

Conservacion del estatus libre de-pa

Un pais, una zona o un compartimento declarados libres de infeccién por A. astaci plaga—del-cangrejo—de—rio, de
conformidad con lo dispuesto en los apartados 1 6 2 de los Articulos 9.1.4. 6 9.1.5. (segun proceda), podran conservar
el estatus de pais, zona o compartimento libres de infeccion por A. astaci esta—enfermedad si mantienen
ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad.

Un pais, una zona o un compartimento declarados libres de jnfeccion por A. astaci plaga—del-cangrejo—de—rio, de
conformidad con lo dispuesto en el apartado 3 de los Articulos 9.1.4. 6 9.1.5. (segun proceda), podran interrumpir la

vigilancia especifica y conservar el estatus de pais, zona o compartimento libres de—esta—enfermedad si rednen
condiciones propicias para su |a manifestacion clinica de la_infeccién por A. astaci, de acuerdo con lo indicado en el
capitulo correspondiente del Manual Acuético, y mantienen ininterrumpidamente las condiciones elementales de
bioseguridad.

Sin embargo, en las zonas o los compartimentos declarados libres de infeccién por A. astaci plaga-del-cangrejo-derio y
situados en paises infectados, asi como en todos los casos en que no se reunan condiciones propicias para la

manifestacion clinica de esta enfermedad, se debera mantener un nivel de vigilancia especifica que determinara el
Servicio de Sanidad de los Animales Acuéticos en funcion de la probabilidad de infeccion.

Articulo 9.1.7.

Importacion de animales acuaticos ¥ o productos de animales acudticos de un pais, una zona o un compartimento

declarados libres de infeccion por A. astaci plaga-del-cangrejo-derio

Cuando se importen animales acuéticos-y de las especies mencionadas en el Articulo 9.1.2., o productos de animales
acuaticos derivados de dichas especies, provenientes de un pais, una zona o un compartlmento declarados libres de

infeccibn por A. astaci plaga—del-ecangrejo—de—rio, la autoridad competente del pais importador debera exigir la
presentacion de un certificado sanitario internacional aplicable a los animales acuaticos, extendido por la autoridad

competente del pais exportador o por un certificador oficial aprobado por el pais importador.; EL certifi nitari
internacional debera acreditar que aeredite, segun los procedimientos descritos en los Articulos 9.1.4. 6 9.1.5. (segun

proceda) y 9.1.6., que el lugar de produccion de la remesa de animales acuaticos ¥ 0 productos de animales acuéticos

es un pais, una zona o un compartimento declarados libres de infeccién por A. astaci pltaga-del-cangrejo-de-rio.

El certificado sanitario internacional para los animales acuaticos debera ser conforme al modelo de certificado que figura
en el Capitulo 5.11.

Este articulo no se aplica a las mereaneias productos de animales acuaticos mencionadags en el apartado 1 del
Articulo 9.1.3.

Articulo 9.1.8.

Importacion, para la acuicultura, de animales acuéticos vivos de un pais, una zona o un compartimento no declarados

libres de infeccién por A. astaci plaga-del-eangrejo-derio

4 Cuando se |mponenw para—la—acuieuitura; animales acuaticos vives de las especies

mencionadas en el Articulo 9.1.2. de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de_infecciéon por
A. astaci plaga-del-cangrejo-de—rio, la autoridad competente del pais importador debera evaluar el riesgo y apliear;

si-sejustifican;-las-siguientes-medidas-parareducirlo de conformidad con el Capitulo 2.1. y considerar las medidas
de mitigacién del riesgo de los apartados 211 2 que figuran a continuacion.
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b) tratamiento del agua utilizada para el transporte, de los equipos, y-de-tedes efluentes y despojos de—mede
que-garantice-la-inactivacién-de con el fin de inactivar A. astaci (de conformidad con et los Capitulos 4.3., 4

doneldad como Qoblamon regroductora!

iii producir una poblacioén de primera generacién (F-1) en cuarentena;

Acuatlco reallzar ruebas ara Ia detecmon de A. astaC| de conformldad con eI Ca itulo 1.4.;

V) sino se detecta A. astaci, la poblacidon F-1 podra ser definida libre de infeccidon por A. astaci y liberada
de la cuarentena;
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Articulo 9.1.9.

Importacion, para transformacién para el consumo humano, de animales acuaticos ¥ o productos de animales acuaticos

de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccién por A. astaci plaga-del-cangrejo-derie

Cuando se importen, para transformacion para el consumo humano, animales acuéticos de las especies mencionadas
en el Articulo 9.1.2.¥ o productos de animales acuéticos de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres

de infeccion por A. astaci plaga-del-cangrejo-de—rio, la autoridad competente del pais importador debera evaluar el

riesgo y aplicar, si se justifican, las siguientes medidas para reducirlo:

1) entrega directa de los animales a centros de cuarentena o contencion hasta su procesamiento su-transformacion
en uno de los productos enumerados en el apartado 1 del Articulo 9.1.3. o en-preductes-deserites en el apartado 1
del Articulo 9.1.11.; o en otros productos autorizados por la autoridad competente, y

2) tratamiento del agua utilizada y todos los contenedores utilizados para el transporte y-de-todeslos—efluentes—y
despojos—resultantes—dela—transformacion de modo que garantice la inactivacion de A. astaci; o la eliminacion
biosegura de acuerdo con los Capitulos 4.3., 4.7. y 5.5.de-mede—que—impida—el-contacto—delosresiduos—con
especies-suseeptibles-, y

3) tratamlento de todos Ios efluentes Y desgops resultantes de la transformamon de modo que garantice la
nl 3.v4.7

En lo que se refiere a estos animales acuaticos o productos de animales acuaticos as mereaneias, los Paises Miembros

podran considerar, si lo desean, la oportunidad de introducir medidas internas para afrontar los riesgos asociados a la
utilizacion de cualquiera de ellags para fines que no sean el consumo humano.

Articulo 9.1.10.

Importacion de animales acudticos o productos de animales acuaticos vives—destinados a usos distintos del consumo
humano incluyendo la alimentacién de los animales, la investigacion o aun el uso agricola, industrial o farmacéutico y
procedentes de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccién por A. astaci plaga-del-cangrejo
derio

Cuando se importen, para la alimentacién de los animales o para un uso agricola, industrial, de investigaciéon o
farmacéutico, animales acuaticos vives de las especies mencionadas en el Articulo 9.1.2. o los productos de animales
acudticos derivados de dichas especies, provenientes de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de

infeccién por A. astaci plaga-del-cangrejo-derio, la autoridad competente del pais importador exigira que:

1) los animales sean entregados directamente a centros de cuarentena y mantenidos en los mismos para-su-sactificio

¥ hasta transformacién en uno de los productos referidos en el apartado 1 del Articulo 9.1.3. u otros productos

autorizados por la autoridad competente, y

2) tratamiento del agua utilizada y todos los contenedores utilizados para el transporte y—de—tedes—les—eﬂaentes—y

despejes—resmtames—de—la—transfemaeien de modo que garantice la inactivacion de A. astaci, o la eliminacion

biosegura de acuerdo con los Capitulos 4. .5.de-modo—que—impida—el-contacto-delosresiduos—con
especies-susceptibles:, v

3) tratamlento de todos Ios efluentes y desgops resultantes de la transformacmn de modo que garantice la
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Articulo 9.1.11.

Importacion (o transito), para venta dlrecta aI por menor para eI consumo humano, de animales-aeudticos-y-o productos

de animales acuaticos de-u

independientemente de su estatus

sanitario del pais, zona o compartlmento de exportacmn con respecto a Ia mfeccmn por A. astaci plaga-del-eangrejo-de

.

HO

1)

Independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la

infeccion por A. astaci plaga-del-cangrejo-de—rio, las autoridades competentes no deberan exigir ningun tipo de

condicién relacionada con A. astaci esta—en#er—medad cuando autoricen la importacion o el transito por su territorio
de loas siguientes mercaneias A que han sido elaboradoas y envasadoas para la
venta directa al por menor y retinen las condiciones descritas en el Articulo 5.4.2.:

—  ningeUna mereaneias pr nimal ati mencionadoa.

Cuando se importen animales—aeuatices—y—e productos de animales acuaticos, aparte de los enumerados en el
apartado 1 arriba, derivados de las especies mencionadas en el Articulo 9.1.2. de un pais, una zona o un

compartimento no declarados libres de infeccion por A. astaci plaga-del-cangrejo-de—rie, la autoridad competente

del pais importador debera evaluar el riesgo y aplicar medidas apropiadas para reducirlo.

Texto suprimido.
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CAPITULO 9.2.

INFECCION POR EL VIRUS
DE LA CABEZA AMARILLA GENOTIPO 1

Articulo 9.2.1.

A efectos del Caodigo Acuatico, la infeccién por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1 es la infeccion causada por el
agente patégeno del genotipo 1 del virus de la cabeza amarilla, del género Okawrus! de la famllla de los Rodiviridae y

del orden de los Nidovirales,-delafamilia Rodiviridae-y-del-género-Okavirus
Nidevirales.

La informacion sobre los métodos de diagndstico figura en el Manual Acuatico.

Articulo 9.2.2.

Ambito de aplicacién

Qagltulo1 g camaron jinga Meta enaeurs aﬁlnls camarén tigre gigante (Penaeus monodon camarén de coral
maron azul maron iblan Pen vnnmleamaren—hgm
...... e_. a) --.'-' anhnami asmaron-azul{Penaey iro A
Articulo 9.2.3.
Importacion o transito por el territorio de animales-aeuaticesy-o productos de animales acuaticos cualquiera que sea el

uso al que se destinan independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacién con
respecto a la infeccion por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1

1) Independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportaciéon respecto de la
infeccion por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1, las autoridades competentes no deberan exigir ningun tipo
de condicién relacionada con esta—infeeecién el virus de la cabeza amarilla genotipo 1 cuando autoricen la
importacién o el transito por su territorio de los siguientes productos de animales acuaticos para derivados de las
especies mencionadas en el Articulo 9.2.2., cualquiera que sea el uso al que se destinan y siempre que retnan las
condiciones descritas en el Articulo 5.4.1.:

a) productos de crustaceos termoesterilizados y sellados herméticamente (es decir, un tratamiento térmico a
121 °C durante al menos 3,6 minutos o una combinacién equivalente de tiempo/temperatura gue haya

demostrado que inactiva el virus de la cabeza amarilla genotipo 1);

b) productos de crustaceos cocinados que se hayan sometido a un tratamiento térmico a 60 °C durante al
menos 15 minutos (0 a una combinacion equivalente de tiempo/temperatura que haya demostrado que
inactiva el virus de la cabeza amarilla genotipo 1);

c) productos de crustaceos pasteurizados que se hayan sometido a un tratamiento térmico a 90 °C durante al
menos diez minutos (0 a una combinacién equivalente de tiempo/temperatura que haya demostrado que
inactiva el virus de la cabeza amarilla genotipo 1);

d) aceite de crustaceos;

e) harina de crustaceos;

f)  quitina extraida por medios quimicos.

2) Las autoridades competentes deberan exigir las condiciones prescritas en los Articulos 9.2.7. a2 9.2.11. que
correspondan al estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la infeccion por
el virus de la cabeza amarilla genotipo 1 cuando autoricen la importacion o el transito por su territorio de

cualesquiera-animales—acuaticeso-y-productos de animales acuaticos relacionades-con derivados de las especies
mencionadas en el Articulo 9.2.2. que no sean unos de los enumerados en el apartado 1 del Articulo 9.2.3.
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La autoridad competente debera proceder a un andlisis del riesgo acorde con las recomendaciones del
Capitulo 2.1. cuando contemple la importacion o el transito por su territorio de animales-acuaticos-o-y-productos de
animales acuaticos derivados de cualquier especie no mencionada en el Articulo 9.2.2. pero que se considere que
podria plantear un riesgo de infeecion—por-el transmision del virus de la cabeza amarilla genotipo 1. La autoridad
competente del pais exportador debera ser informada del resultado de este andlisis la-evatuacién.

Articulo 9.2.4.

Pais libre de infeccion por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1

Si el pais comparte una zona con otro u otros paises, sélo podra hacer una autodeclaracion de ausencia de infeccién
por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1 si todas las areas cubiertas por cuerpos de aguas compartidas han sido
declaradas paises o zonas libres de esta inrfeceién enferm (véase el Articulo 9.2.5.).

Como se describe en el Articulo 1.4.6., un pais podra hacer una autodeclaracion de ausencia de infeccion por el virus de
la cabeza amarilla genotipo 1 si:

1)

o)

ninguna especie susceptible de las mencionadas en el Articulo 9.2.2. esta presente en el pais y se han reunido
ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los dos ultimos afios;

cualquiera de las especies susceptibles mencionadas en el Articulo 9.2.2. esta presente en el pais, pero se han
dado las condiciones siguientes:

a) no se ha observado la presencia de la enfermedas-infeccion por el virus de |a cabeza amarilla genotipo 1

durante, por lo menos, los diez Ultimos afios a pesar de unas condiciones propicias para su manifestacion
clinica (de acuerdo con lo indicado en el capitulo correspondiente del Manual Acuético), y

b)  se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos;

se desconoce el estatus sanitario respecto de la enfermedad-infeccion por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1

antes de ejercer una vigilancia especifica, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos, y

b) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo
menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia de| infeecién-per-el virus de la cabeza amarilla
genotipo 1;

habia hecho previamente una autodeclaracién de ausencia de infeccién por el virus de la cabeza amarilla genotipo
1 y perdié posteriormente su estatus libre de-enfermedad por haberse detectado la-infeccién—peor el virus de la
cabeza amarilla genotipo 1, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) nada mas haberse detectado la enfermedad-infeceién-por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1, el lugar

afectado ha sido declarado zona infectada y se ha establecido una zona de proteccion, y

b) las poblaciones infectadas han-side-destruidas-o-desplazadas dentro de la zona infectada se han sacrificado
y_eliminado con medios que reducen al minimo la probabilidad de una mayor fransmisiéon prepagasién del
enfermedad-virus de la cabeza amarilla genotipo 1 y se han aplicado los procedimientos de desinfeccion
apropiados (descritos en el Capitulo 4.3.), y

c) las condiciones elementales de bioseguridad vigentes anteriormente han sido debidamente revisadas y
modificadas y se han reunido ininterrumpidamente desde la erradicacion de la enfermedad-infeccion por el

virus de la cabeza amarilla genotipo 1, y

d) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo
menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia del virus de la cabeza amarilla genotipo 1.
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Mientras tanto, parte o la totalidad del lugar no afectado podra ser declarada zona libre, siempre que reuna las
condiciones descritas en el apartado 3 del Articulo 9.2.5.

Articulo 9.2.5.

Zona o compartimento libres de infeccion por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1

Si una zona o un compartimento se extienden mas alla de las fronteras de un pais, so6lo podran ser declarados zona o
compartimento libres de infeccién por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1 si las autoridades competentes de todos
los territorios que abarcan confirman que rednen las condiciones exigidas para serlo.

Como se describe en el Articulo 1.4.6., una zona o un compartimento establecidos en el territorio de un pais o de un
conjunto de paises no declarados libres de infeccidn por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1 podran ser declarados
zona o compartimento libres de esta enfermedad por la autoridad competente de dicho pais o conjunto de paises si:

1)  ninguna especie susceptible de las mencionadas en el Articulo 9.2.2. esta presente en la zona o el compartimento
y se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos anos;

2) cualquiera de las especies susceptibles mencionadas en el Articulo 9.2.2. esta presente en la zona o el
compartimento, pero se han dado las condiciones siguientes:

a)

b)

no se ha observado la presencia de la enfermedad-infeccidon por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1
durante, por lo menos, los diez Ultimos afios a pesar de unas condiciones propicias para su manifestacion

clinica (de acuerdo con lo indicado en el capitulo correspondiente del Manual Acuatico), y

se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos;

3) se desconoce el estatus sanitario respecto de la erfermedad-infeccion por el virus de la cabeza amarilla genotipo
lantes de ejercer una vigilancia especifica, pero se han dado las condiciones siguientes:

a)

b)

se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos, y

se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., en la zona o el
compartimento durante, por lo menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia del infeccion
poer-el virus de la cabeza amarilla genotipo 1;

4) una zona habia hecho previamente una autodeclaracion de ausencia de infeccién por el virus de la cabeza amarilla
y perdié posteriormente su estatus libre de—enfermedad por haberse detectado la-infeecion—por el virus de la
cabeza amarilla genotipo 1 en ella, pero se han dado las condiciones siguientes:

a)

b)

d)

nada mas haberse detectado la—enfermedad-¢el virus de la cabeza amarilla genotipo 1, el lugar afectado ha

sido declarado zona infectada y se ha establecido una zona de proteccion, y

las poblaciones infectadas han-sido-destruidas-o-desplazadas dentro de la zona infectada se han sacrificado
y eliminado con medios que reducen al minimo la probabilidad de una mayor fransmisidon propagacion de-la
enfermedad-del virus de la cabeza amarilla genotipo 1 y se han aplicado los procedimientos de desinfeccion
apropiados (descritos en el Capitulo 4.3.), y

las condiciones elementales de bioseguridad vigentes anteriormente han sido debidamente revisadas y
modificadas y se han reunido ininterrumpidamente desde la erradicacién de la enfermedad-infeccion por el

virus de la cabeza amarilla genotipo 1, y

se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo
menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia del virus de la cabeza amarilla genotipo 1.
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Articulo 9.2.6.
Conservacion del estatus libre

Un pais, una zona o un compartimento declarados libres de infeccién por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1, de
conformidad con lo dispuesto en los apartados 1 6 2 de los Articulos 9.2.4. 6 9.2.5. (segun proceda), podran conservar
el estatus de pais, zona o compartimento libres de esta infeccién si mantienen ininterrumpidamente las condiciones
elementales de bioseguridad.

Un pais, una zona o un compartimento declarados libres de infeccidn por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1, de
conformidad con lo dispuesto en el apartado 3 de los Articulos 9.2.4. 6 9.2.5. (segun proceda), podran interrumpir la
vigilancia especifica y conservar el estatus de pais, zona o compartimento libres de-esta-infeeeién si reinen condiciones
propicias para su manifestacion clinica, de acuerdo con lo indicado en el capitulo correspondiente del Manual Acuatico,
y mantienen ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad.

Sin embargo, en las zonas o los compartimentos declarados libres de infeccidon por el virus de la cabeza amarilla
genotipo 1 y situados en paises infectados, asi como en todos los casos en que no se reunan condiciones propicias
para la manifestacion clinica de esta infeccién, se debera mantener un nivel de vigilancia especifica que determinara el
Servicio de Sanidad de los Animales Acuaticos en funcion de la probabilidad de infeccion.

Articulo 9.2.7.

Importacion de animales acuaticos ¥ o productos de animales acuaticos de un pais, una zona o un compartimento
declarados libres de infeccion por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1

Cuando se importen animales acuaticos de las especies mencionadas en el Articulo 9.2.2., ¥ o0 productos de animales
acudticos derivados de estas especies, provenientes de un pais, una zona o un compartimento declarados libres de
infeccion por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1, la autoridad competente del pais importador debera exigir la
presentacion de un certificado sanitario internacional aplicable a los animales acuaticos, extendido por la autoridad
competente del pals exportador o] por un certlflcador 0f|C|aI aprobado por el pais importador;-gue. El certificado sanitario
aplica ] ar acredite, segun los procedimientos descritos en los
Artlculos 9. 2 4. 609. 2 5. (segun proceda) y 9 2. 6 que eI Iugar de produccion de la remesa de animales acuéticos ¥ o
productos de animales acuaticos es un pais, una zona o un compartimento declarados libres de infeccién por el virus de
la cabeza amarilla genotipo 1.

El certificado sanitario internacional aplicable a los animales acuaticos debera ser conforme al modelo de certificado que
figura en el Capitulo 5.11.

Este articulo no se aplica a las—mereaneias productos de animales acuaticos mencionadags en el apartado 1 del
Articulo 9.2.3.
Articulo 9.2.8.

Importacion, para la acuicultura, de animales acuaticos vives de un pais, una zona o un compartimento no declarados
libres de infeccion por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1

4 Cuando se importen, para la acuicultura, animales acuéticos vives de las especies mencionadas en el
Articulo 9.2.2. de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccién por el virus de la cabeza
amarllla genotlpo 1 la autoridad competente del pals |mportador debera evaluar eI riesgo y—aphear—s;—sejtusuﬂeaw

a) entrega dlrecta de Ia—remesa—g§ gmmglg; gg;;g; gg§ gggggg§ a i gg gggng§ gg g;;g entena don gg

b) tratamiento del agua utilizada para el transporte,_de los equipos, y de-tedes los efluentes y despojos de-mode
q%—garan%@e—la—maeﬂvae&en—del—con el fin de inactivar el virus de la cabeza amarilla genotipo 1 (de
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ii) examinar las poblaciones de origen de acuerdo con el Capitulo 1.4. vy seleccionar una poblacién
fun ra (F- nimal ati n un al nitari ra la infeccién por el vir |

cabeza amarilla genotipo 1;

Capitulo 1.4. para determinar su idoneidad como poblacién reproductora;
iii producir una poblacioén de primera generacién (F-1) en cuarentena;

iv) criar la poblacién F-1 en cuarentena bajo condiciones que sean favorables a la expresion clinica de la

Manual Acudtico) y realizar pruebas para el virus de la cabeza amarilla genotipo 1 de conformidad con

el Capitulo 1.4.;

infeccion por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1 vy liberada de la cuarentena;
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Articulo 9.2.9.

Importacion, para transformacion para el consumo humano, de animales acuaticos o ¥ productos de animales acuaticos
de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccion por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1

Cuando se importen, para transformacién para el consumo humano, animales acuéticos de las especies mencionadas
en el Articulo 9.2.2. y, o productos de animales acuaticos derivados de estas especies, provenientes de un pais, una
zona o un compartimento no declarados libres de infeccion por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1, la autoridad
competente del pais importador debera evaluar el riesgo y aplicar, si se justifican, las siguientes medidas para reducirlo:

1) entrega directa de los animales a centros de cuarentena o contencion hasta su transfermacién procesamiento en
uno de los productos enumerados en el apartado 1 del Articulo 9.2.3.; o en—preductos-deseritos en el apartado 1
del Articulo 9.2.11.; o en otros productos autorizados por la autoridad competente, y

2) tratamiento del agua y todos los contenedores utilizados para el transporte-utilizada para-el-transporte y-de-todes
Ies—eﬂuentes—y—despejes—rescﬂantes—de—la—transfeﬂnaelen de modo que garantlce la |nact|vaC|on deI virus de Ia

cabeza amarllla genotipo 1; o la eliminacion de d

En lo que se refiere a estas—mercancias estos animales acuaticos o productos de animales acudticos, los Paises

Miembros podran considerar, si lo desean, la oportunidad de introducir medidas internas para afrontar los riesgos
asociados a la utilizaciéon de cualquiera de ellas ellos para fines que no sean el consumo humano.

Articulo 9.2.10.

Importacion de animales acuaticos vives o productos de animales acuaticos destinados a usos distintos del consumo
humano incluyendo la alimentacién de los animales, la investigacion o a-un el uso agricola, industrial o farmacéutico y
procedentes de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccién por el virus de la cabeza amarilla
genotipo 1

Cuando se importen, para la alimentacion de los animales o para un uso agricola, industrial, investigacion
farmacéutico, animales acuaticos vives de las especies mencionadas en el Articulo 9.2.2., o0 productos de animales
acuaticos derivados de dichas especies, provenientes de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de

infeccidn por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1, la autoridad competente del pais importador exigira que:

1) los animales sean entregados directamente a centros de cuarentena y mantenidos en los mismos para-su-saetificio

¥ hasta transformacién en uno de los productos referidos en el apartado 1 del Articulo 9.2.3. u ofros productos

autorizados por la autoridad competente, y

2) el tratamiento del agua y todos los contenedores utilizados para el transporte y-todeoslos—efluentes—ydespojos
resultantes-de-la-transformascion-sean-sometidos—a-un-tratamiente de modo que garantice la inactivacion del virus

de la cabeza amarilla genotipo 1, o |a eliminacién biosegura de acuerdo con los Capitulos 4.3.,4.7. y5.5., y

Articulo 9.2.11.

Importacion (o transito), para venta dlrecta aI por menor para eI consumo humano, de animales-aeuaticos-y-o productos
de animales acuaticos de-u HA a-o-Y 3 es-de independientemente del estatus
sanitario del un pais, una la zona o un eI compartlmento de exportauon con respecto a la infeccién por el virus de la
cabeza amarilla genotipo 1

1) Independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la
infeccion por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1, las autoridades competentes no deberan exigir ningun tipo
de condicién relacionada con el virus de la cabeza amarilla genotipo 1, cuando autoricen la importacion (o el
transito) por su territorio de camarones o crustaceos decapodos congelados y pelados (sin caparazon, ni cabeza)
que han sido elaborados y envasados para la venta directa al por menor y retinen las condiciones descritas en el
Articulo 5.4.2.
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Se han establecido algunos supuestos a la hora de evaluar la inocuidad de los productos de animales acuaticos
enumerados mas arriba. Los Paises Miembros deberan referirse a tales supuestos, que figuran en el
Articulo 5.4.2., y analizar si se aplican a sus condiciones.

En lo que se refiere a estas mercancias, los Paises Miembros podran considerar, si lo desean, la oportunidad de
introducir medidas internas para afrontar los riesgos asociados a la utilizaciéon de cualquiera de ellas para fines que
no sean el consumo humano.

2) Cuando se importen animales—acudticosyo productos de animales acuéticos, aparte de los enumerados en el
apartado 1 arriba, derivados de las especies mencionadas en el Articulo 9.2.2. de un pais, una zona o un
compartimento no declarados libres de infeccidon por el virus de la cabeza amarilla genotipo 1, la autoridad
competente del pais importador debera evaluar el riesgo y aplicar medidas apropiadas para reducirlo.

— Texto suprimido.
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CAPITULO 9.3.

INFECCION POR EL VIRUS DE LA NECROSIS
HIPODERMICA Y HEMATOPOYETICA INFECCIOSA

Articulo 9.3.1.

A efectos del Cddigo Acuético, la infeccidn por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa es la
infeccion por ej_jg%@g%deb}da—ai V|rus de la necr03|s hlpodermlca y hematopoyetlca |nfec0|osa &gm
Brevid

a informacion sobre los métodos de diagndstico de esta enfermedad figura en el Manual Acuatico.

Articulo 9.3.2.
Ambito de aplicacién

Las recomendamones de este capltulo se apllcan a Ias S|gmentes espemes suseeptibles gue cumglen los criterios de
espe ncl

Articulo 9.3.3.

Importacion o transito por el territorio de animales-aeuaticesy-o productos de animales acuaticos cualquiera que sea el
uso al que se destinan independientemente del estatus sanitario del de-un pais, una la zona o un el compartimento de
exportacion con respecto a la ne-deelaradeslibres-de infeccion por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética
infecciosa

1) Independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la
infeccion por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa, las autoridades competentes no

deberan exigir ningun tipo de condicion relacionada con esta-enfermedad el vir la_necrosis hi armi
hematopoyética infecciosa cuando autoricen la importacion o el transito por su territorio de los siguientes productos

de animales acuéticos para derivados de las especies mencionadas en el Articulo 9.3.2., cualquiera que sea el uso
al que se destinan y siempre que retnan las condiciones descritas en el Articulo 5.4.1.:

a) productos de crustaceos termoesterilizados y sellados herméticamente (es decir, un tratamiento térmico a
121 °C durante al menos 3,6 minutos o una combinacién equivalente de tiempo/temperatura gue haya

demostrado que inactiva el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa);

b) productos de crustaceos cocinados que se hayan sometido a un tratamiento térmico a 90 °C durante al
menos 20 minutos (0 a una combinacion equivalente de tiempo/temperatura que haya demostrado que
inactiva el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa);

c) aceite de crustaceos;
d) harina de crustaceos.

2) Las autoridades competentes deberan exigir las condiciones prescritas en los Articulos 9.3.7. a9.3.11. que
correspondan al estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportaciéon respecto de la infeccién por
el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa cuando autoricen la importacion o el transito por su
territorio de eualesquiera—animales—acdaticesy-o productos de animales acuaticos relacienades—con_derivados de
las especies mencionadas en el Articulo 9.3.2. que no sean unos de los enumerados en el apartado 1 del
Articulo 9.3.3.

3) La autoridad competente debera proceder a un analisis del riesgo acorde con las recomendaciones del Capitulo
2.1. cuando contemple la importacion o el transito por su territorio de anrimales—acuatices—y—e productos de
animales acuaticos derivados de cualquier especie no mencionada en el Articulo 9.3.2. pero que se considere que

podria plantear un riesgo de prepagacién-de-la transmision del infeceién-por-el virus de la necrosis hipodérmica y

hematopoyética infecciosa. La autoridad competente del pais exportador debera ser informada del resultado de
este andlisis. la-evaluacién-

Comisién de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos/febrero de 2017



66

Anexo 11 (cont.)

Articulo 9.3.4.

Pais libre de infeccion por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa

Si el pais comparte una zona con otro u otros paises, sélo podra hacer una autodeclaracion de ausencia de jnfeccién

por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa SI todas Ias areas cublertas por cuerpos de aguas
compartidas han sido declaradas paises o zonas libres de inf | vir

hematopoyética infecciosa esta-enfermedad (véase el Articulo 9.3.5. )

Como se describe en el Articulo 1.4.6., un pais podra hacer una autodeclaracion de ausencia de infeccién por el virus de
|la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa si:

1)

O

ninguna especie susceptible de las mencionadas en el Articulo 9.3.2. esta presente en el pais y se han reunido
ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los dos ultimos afios;

cualquiera de las especies susceptibles mencionadas en el Articulo 9.3.2. esta presente en el pais, pero se han
dado las condiciones siguientes:

a) no se ha observado la presencia de_infeccidon por el virl
infecciosa la-enfermedad durante, por lo menos, los diez ultimos afios a pesar de unas condiciones propicias
para su manifestacion clinica (de acuerdo con lo indicado en el capitulo correspondiente del Manual
Acudtico), y

b) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos;

se desconoce el estatus sanitario respecto de la infeccién por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética
infecciosa la-enfermedad antes de ejercer una vigilancia especifica, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos, y

b) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo
menos, los dos Ultimos afios y no se ha detectado la presencia del W necrosis
hipodérmica y hematopoyética infecciosa;

habia hecho previamente una autodeclaracion de ausencia de infeccién por el virus de la necrosis hipodérmica y
hematopoyética infecciosa y perdié posteriormente su estatus libre de—enfermedad por haberse detectado la
infeccién-por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa, pero se han dado las condiciones
siguientes:

a) nada mas haberse detectado el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa la-enfermedad,
el lugar afectado ha sido declarado zona infectada y se ha establecido una zona de proteccion, y

b) las poblaciones infectadas han—s+de—destnﬂdas—e—desplazadas dentro de la zona infectada se han sacrificado

Y ellmlnad con medlos que reducen al m|n|mo el—nesge grobabllldad de una mayor transmisién een

obabilid opagacion-delvirus de la necrosis hipodérmica y

hem g;gggy_g; gg mfggg osa la—enf—ermedad y se han apllcado los procedimientos de desinfeccién apropiados
(descritos en el Capitulo 4.3.), y

c) las condiciones elementales de bioseguridad vigentes anteriormente han sido debidamente revisadas y
modificadas y se han reunido ininterrumpidamente desde la erradicacion la_infeccién por el vir

necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa la-enfermedad; y
d) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo

menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia del M necrosis
hipodérmica y hematopoyética infecciosa.

Mientras tanto, parte o la totalidad del lugar no afectado podra ser declarada zona libre, siempre que reuna las
condiciones descritas en el apartado 3 del Articulo 9.3.5.
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Articulo 9.3.5.

Zona o compartimento libres de infeccién por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa

Si una zona o un compartimento se extienden mas alla de las fronteras de un pais, sé6lo podran ser declarados zona o
compartimento libres de infeccién por el vir la necrosis hipodérmica y hematopoyeética infecciosa si las autoridades
competentes de todos los territorios que abarcan confirman que reunen las condiciones exigidas para serlo.

Como se describe en el Articulo 1.4.6., una zona o un compartimento establecidos en el territorio de un pais o de un
conjunto de paises no declarados I|bres de infeccidén por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa
podran ser declarados zona o compartimento libres de esta enfermedad por la¢s) autoridad{es) competente(s) de dicho
pais o conjunto de paises si:

1)

ninguna especie susceptible de las mencionadas en el Articulo 9.3.2. esta presente en la zona o el compartimento
y se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos;

cualquiera de las especies susceptibles mencionadas en el Articulo 9.3.2. estd presente en la zona o el
compartimento, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) no se ha observado la presencia de infecciéon por el virl la necrosis hipodérmica y hematopoyética

infecciosa la-enfermedad durante, por lo menos, los diez ultimos afios a pesar de unas condiciones propicias
para su manifestacion clinica (de acuerdo con lo indicado en el capitulo correspondiente del Manual
Acudtico), y

b) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos anos;

se desconoce el estatus sanitario respecto de la_inf L viri is hi Armi
infecciosa enfermedad antes de ejercer una vigilancia espeC|f|ca pero se han dado Ias condiciones S|gwentes

a) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos, y

b) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., en la zona o el
compartimento durante, por lo menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia de-infeceiénpor
del virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa;

una zona habia hecho previamente una autodeclaracién de ausencia de infeccién por el virus de la necrosis
hipodérmica y hematopoyética infecciosa y perdié posteriormente su estatus libre de—enfermedad por haberse
detectado el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa en ella, pero se han dado las
condiciones siguientes:

a) nada mas haberse detectado_el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyetica infecciosa ta-enfermedad,

el lugar afectado ha sido declarado zona infectada y se ha establecido una zona de proteccion, y

b) las poblaciones infectadas han-side-destruidas-o-desplazadas dentro de la zona infectada se han sacrificado

;g eliminado con medios que reducen al minimo el-riesge la probabilidad de una mayor transmisién del virus
de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa enfermedad y se han aplicado los procedimientos de

desinfeccion apropiados (descritos en el Capitulo 4.3.), y

c) las condiciones elementales de bioseguridad vigentes anteriormente han sido debidamente revisadas y
modificadas y se han reunido ininterrumpidamente desde la erradicacion de la_infeccién por el virus de la
necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa la-enfermedad, y

d) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo
menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia del virus de %
necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa.
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Articulo 9.3.6.

Conservacion del estatus libre de-pa

Un pais, una zona o un compartimento declarados libres de infeccién por el virus de la necrosis hipodérmica y
hematopoyética infecciosa, de conformidad con lo dispuesto en los apartados 1 6 2 de los Articulos 9.3.4. 6 9.3.5.
(segun proceda), podran conservar el estatus de pais, zona o compartimento libres de infeccién por el virus de la
necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa esta-enfermedad si mantienen ininterrumpidamente las condiciones
elementales de bioseguridad.

Un pais, una zona o un compartimento declarados libres de infecciéon por el virus de la necrosis hipodérmica y
hematopoyética infecciosa, de conformidad con lo dispuesto en el apartado 3 de los Articulos 9.3.4. 6 9.3.5. (segun
proceda), podran interrumpir la vigilancia especifica y conservar el estatus de pais, zona o compartimento libres de-esta
enfermedad-si reunen condiciones propicias para su la manifestacion clinica de la infeccion por el virus de la necrosis
hipodérmica y hematopoyética infecciosa, de acuerdo con lo indicado en el capitulo correspondiente del Manual
Acuatico, y mantienen ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad.

Sin embargo, en las zonas o los compartimentos declarados libres de infeccién por el virus de |a necrosis hipodérmica y
hematopoyética infecciosa y situados en paises infectados, asi como en todos los casos en que no se reunan
condiciones propicias para la manifestacion clinica de esta enfermedad, se debera mantener un nivel de vigilancia
especifica que determinara el Servicio de Sanidad de los Animales Acuéticos en funcion de la probabilidad de infeccion.

Articulo 9.3.7.

Importaciéon de animales acuaticos ¥ o productos de animales acuaticos de un pais, una zona o un compartimento
declarados libres de infeccion por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa

Cuando se importen animales acuéticos de las especies mencionadas en el Articulo 9.3.2., ¥ 0 productos de animales

acudticos derivados de estas especies, provenientes de un pais, una zona o un compartimento declarados libres de
i i6 |_vir la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa, la autoridad competente del pais

importador debera exigir la presentacién de un certificado sanitario internacional aplicable a los animales acuaticos,
extendldo por la autorldad competente del pals exportador o por un certificador oficial aprobado por el pais importador.

acredite, segun los procedimientos descritos en los
Articulos 9.3.4. 6 9.3.5. (segun proceda) y 9.3.6., que el lugar de producciéon de la remesa de animales acuéticos y o
productos de animales acuaticos es un pais, una zona o un compartimento declarados libres de infeccién por el virus de
la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa.

El certificado sanitario internacional aplicable a los animales acuaticos debera ser conforme al modelo de certificado que
figura en el Capitulo 5.11.

Este articulo no se aplica a las mereaneias los animales acuéticos y productos de animales acuaticos mencionadags en
el apartado 1 del Articulo 9.3.3.

Articulo 9.3.8.

Importacion, para la acuicultura, de animales acuaticos vivos de un pais, una zona o un compartimento no declarados
libres de infeccion por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa

4 Cuando se importen, para la acuicultura, animales acuaticos vivos de las especies mencionadas en eI
Articulo 9.3.2. de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccié | viri
necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa, la autoridad competente del pais |mportador debera evaluar eI
riesgo y aplicar—si-sejustifican,—tas—siguientes—medidas—para—redueirlo de conformidad con el Capitulo 2.1. y

considerar las medidas de mitigacién del riesgo de los apartados 21 y 32 que figuran a continuacion.

b) tratamiento del agua utilizada para el transporte, de los equipos, y-de-tedes efluentes y despojos de-mede
QQD_QI_an_d_e_LnaQInLar_el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética

que-garantice la-inactivacion-de
infecciosa (de conformidad con el los Capitulos 4.3.,4.7. y 5.5.).
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32) §| Ia |ntenC|on es establecer nuevas Qoblamones para la acuicultura, se tendra en cuenta lo S|gu|ente —A—efeetesrdel

a) n el pais expor r
i)  identificar las fuentes posibles de poblacién y evaluar el historial sanitario de sus animales acuéticos;

ii) examinar las Qoblamones de orlgen de acuerdo con el Cagltulo 14. y selecmonar una Qoblacm

iv) criar la poblacién F-1 en instalaciones de cuarentena bajo condiciones que sean favorables a la
exgresmn cllnlca de la |nfeCC|on por el virus de la necrosis hlgodermlca y _hematopoyética infecciosa

ser_definida libre de infeccién por el virus de Ia necrosis_hipodérmica y hematogo;getlca |nfeCC|osa y
liberada de la cuarentena;
vi) sise detecta el virus de la is hi Srmi hem Stica | i ion F-1

animales no podran ser liberados de su cuarentena y deberan sacrificarse y eliminarse de manera
biol6gicamente segura.

Comisién de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos/febrero de 2017



70

Anexo 11 (cont.)

Articulo 9.3.9.

Importacion, para transformacién para el consumo humano, de animales acuaticos ¥ o productos de animales acuaticos
de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccién por el virus de la necrosis hipodérmica y
hematopoyética infecciosa

Cuando se importen, para transformacién para el consumo humano, animales acuéticos de las especies mencionadas
en el Articulo 9.3.2., ¥ o0 productos de animales acuaticos derivados de estas especies, provenientes de un pais, una
zona o un compartimento no declarados libres de infeccién por el vir la necrosis hipodérmica y hematopoyética
infecciosa, la autoridad competente del pais importador debera evaluar el riesgo y aplicar, si se justifican, las siguientes
medidas para reducirlo:

1) entrega directa de los animales a centros de cuarentena o contencidn hasta su trarsfermacién su procesamiento
en uno de los productos enumerados en el apartado 1 del Articulo 9.3.3.; 0 er-preductes-deserites en el apartado 1
del Articulo 9.3.11.; 0 en otros productos autorizados por la autoridad competente, y

2) tratamiento del agua y todos los contenedores utilizados—utilizada para el transporte y-de-tedestos—efluentes—y
despojos—resultantes—de—la—transformaecion de modo que garantice la inactivacion del virus de la necrosis
hipodérmica y hematopoyética infecciosa, o la eliminacion de—mede—a&e—mp@a—el—eentaete—de—les—resrd&es—een
espee&es—suseepﬂble& biosegura de acuerdo con los Capitulos 4.3.,4.7. y5.5.. vy

3)

inactivacion del virus de la necrosis hlgodermlca y hematopoyética infecciosa o la ellmlnaC|on biosegura de

En lo que se refiere a estas—mercaneias estos animales acuaticos o productos de animales acuaticos, los Paises
Miembros podran considerar, si lo desean, la oportunidad de introducir medidas internas para afrontar los riesgos
asociados a la utilizaciéon de cualquiera de ellas ellos para fines que no sean el consumo humano.

Articulo 9.3.10.

Importaciéon de animales acuaticos vives—o productos de animales acuaticos destinados a usos distintos del consumo
humano incluyendo la alimentacién de los animales, la investigacion o aun el uso agricola, industrial o farmacéutico y
procedentes de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccién por el virus de la necrosis
hipodérmica y hematopoyética infecciosa

Cuando se importen, para la alimentacion de los animales o para un uso agricola, industrial, de investigacién o
farmacéutico, animales acuaticos vives de las especies mencionadas en el Articulo 9.3.2., 0 productos de animales
acuaticos derivados de dichas especies, provenientes de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de
infeccion por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa, la autoridad competente del pais
importador exigira que:

1) los animales sean entregados directamente a centros de cuarentena y mantenidos en los mismos para-su-sactificio

¥ hasta su transformacién en uno de los productos referidos en el apartado 1 del Articulo 9.4.3. u otros productos

autorizados por la autoridad competente, y

2) el tratamlento del agua unhzada y todos Ios contenedores utlllzados para el transporte y-tedeslos—efluentes—y

de modo que garantice la inactivacion

deI virus de Ia necrosis hlpodermlca y hematopoyetlca |nfeCC|osa o] Ia eliminacion biosegura de acuerdo con los
itulos 4.3. y 4.7,

Articulo 9.3.11.

Importacion (o transito), para venta directa al por menor para el consumo humano, de animales-aeudtices-y-o productos
de animales acuaticos de-un-pais,una-zona-o-un-compartimento independientemente del su estatus sanitario del pais, la
zona o el compartimento de exportacion con respecto a la ne-deelaradeslibres—de infeccion por el virus de la necrosis
hipodérmica y hematopoyética infecciosa

1) Independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la
infeccion por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa, Ias autoridades competentes no
deberan exigir ningun tipo de condicion relacionada con el vir i i i
infecciosa esta—enfermedad, cuando autoricen la importacion (o eI transﬂo) por su terrltorlo de camarones
congelados y pelados (sin caparazon, ni cabeza) que han sido elaborados y envasados para la venta directa al por
menor y reunen las condiciones descritas en el Articulo 5.4.2.

Comisién de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos/febrero de 2017



71

Anexo 11 (cont.)

Se han establecido algunos supuestos a la hora de evaluar la inocuidad de los productos de animales acuaticos
enumerados mas arriba. Los Paises Miembros deberan referirse a tales supuestos, que figuran en el
Articulo 5.4.2., y analizar si se aplican a sus condiciones.

En lo que se refiere a estas mercancias, los Paises Miembros podran considerar, si lo desean, la oportunidad de
introducir medidas internas para afrontar los riesgos asociados a la utilizacién de cualquiera de ellas para fines que
no sean el consumo humano.

Cuando se importen animales—aedatices—y-—o productos de animales acuaticos, aparte de los enumerados en el
apartado 1 arriba, derivados de las especies mencionadas en el Articulo 9.3.2. de un pais, una zona o un
compartimento no declarados libres de infeccién por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética
infecciosa, la autoridad competente del pais importador debera evaluar el riesgo y aplicar medidas apropiadas para
reducirlo.

Texto suprimido.
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CAPITULO 9.4.

E YN P EL V
DE LAMIONECROSIS INFECCIOSA

Articulo 9.4.1.
A efectos del Cédigo Acudtico, la infeccién por el virus de la mionecrosis infecciosa es la infeccion debida—al por el

%wrus de la mionecrosis infecciosa—Este—virds que se asemeja a miembros de la familia de los
Totiviridos_(clasificacién provisional).

La informacion sobre los métodos de diagndstico figura en el Manual Acuatico.

Articulo 9.4.2.

Ambito de aplicacién

Las recomendamones de este capltulo se apllcan a las siguientes espeC|es susceptibles mw

a ItU|O1 camaron tigre _marrén Penaeus esculentus camaron banana Penaeus merguiensis camaron

Lblanco delﬁgaemee wg

Articulo 9.4.3.

Importacion o transito por el territorio de animales-aeudticos-y-e productos de animales acuaticos cualquiera que sea el
uso al que se destinan independientemente del estatus sanitario del de-un pais, una la zona o un el compartimento de
exportacion no-deelarados-libres-de con respecto a la infeccion por el virus de la mionecrosis infecciosa

1) Independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la
infeccion por el virus de la mionecrosis infecciosa, las autoridades competentes no deberan exigir ningun tipo de
condicion relacionada con esta-enfermedad-el virus de la mionecrosis infecciosa cuando autoricen la importacion o
el transito por su territorio de los siguientes productos de animales acuaticos para derivados de las especies
mencionadas en el Articulo 9.4.2., cualquiera que sea el uso al que se destinan y siempre que reunan las
condiciones descritas en el Articulo 5.4.1.:

a) productos de crustaceos termoesterilizados y sellados herméticamente (es decir, un tratamiento térmico a
121°C durante al menos 3,6 minutos o una combinacidon equivalente de tiempo/temperatura gue haya

demostrado que inactiva el virus de la mionecrosis infecciosa);

b) productos de crustaceos cocinados que se hayan sometido a un tratamiento térmico a 100 ‘C durante al
menos tres minutos (0 a una combinacién equivalente de tiempo/temperatura que haya demostrado que
inactiva el virus de la mionecrosis infecciosa);

c) aceite de crustaceos;
d) harina de crustaceos;
e) quitina extraida por medios quimicos.

2) Las autoridades competentes deberan exigir las condiciones prescritas en los Articulos 9.4.7. a 9.4.11. que
correspondan al estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la infeccién por
el virus de Ia mionecrosis infecciosa cuando autoricen la importacion o el transito por su territorio de eualesquiera
animales-aedaticesy-o productos de animales acuéticos relacionades-cen derivados de las especies mencionadas
en el Articulo 9.4.2. que no sean unos de los enumerados en el apartado 1 del Articulo 9.4.3.

3) La autoridad competente debera proceder a un andlisis del riesgo acorde con las recomendaciones del
Capitulo 2.1. cuando contemple la importacion o el transito por su territorio de animales-acuatices-y-e productos de
animales acuéaticos derivados de cualquier especie no mencionada en el Articulo 9.4.2. pero que se considere que

podria plantear un riesgo de prepagacién-de transmision del infeecién-per-el virus de la mionecrosis infecciosa. La
autoridad competente del pais exportador debera ser informada del resultado de este andlisis. la-evaluacion-
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Articulo 9.4.4.
Pais libre de infeccion por el virus de la mionecrosis infecciosa

Si el pais comparte una zona con otro u otros paises, solo podra hacer una autodeclaracion de ausencia de infeccién
por el virus de la mionecrosis infecciosa si todas las areas cubiertas por cuerpos de aguas compartidas han sido
declaradas paises o zonas libres de infeccion por el virus de la mionecrosis infecciosa esta—enfermedad (véase el
Articulo 9.4.5.).

Como se describe en el Articulo 1.4.6., un pais podra hacer una autodeclaracion de ausencia de infeccidn por el virus de
|la mionecrosis infecciosa si:

1)  ninguna especie susceptible de las mencionadas en el Articulo 9.4.2. esta presente en el pais y se han reunido
ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los dos ultimos afnos;

2) cualquiera de las especies susceptibles mencionadas en el Articulo 9.4.2. esta presente en el pais, pero se han
dado las condiciones siguientes:

a) no se ha observado la presencia de la infeccion por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyeética

infecciosa-enfermedad durante, por lo menos, los diez ultimos afios a pesar de unas condiciones propicias
para su manifestacion clinica (de acuerdo con lo indicado en el capitulo correspondiente del Manual
Acuético), y

b)  se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos;

3) se desconoce el estatus sanitario respecto de la infeccion por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética
infecciosa enfermedad antes de ejercer una vigilancia especifica, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos, y

b) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo

menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia del infeeeiénper-virus de la mionecrosis
infecciosa;

0]

4) habia hecho previamente una autodeclaracion de ausencia de infeccion por el virus de la mionecrosis infecciosa y

perdié posteriormente su estatus libre de-enfermedad por haberse detectado el virus de la mionecrosis infecciosa,
pero se han dado las condiciones siguientes:

a) nada mas haberse detectado el virus de la mionecrosis infecciosa-ta-enfermedad, el lugar afectado ha sido
declarado zona infectada y se ha establecido una zona de proteccion, y

b) las poblaciones infectadas han-sido-destruidas-o-desplazadas dentro de |la zona infectada se han sacrificado

y_dlm;nadg_con medios que reducen al minimo el—Hesge @Wm
del virus de la
mionecrosis |nfeCC|osa—y se han apllcado los procedlmlentos de desinfeccion apropiados (descritos en el
Capitulo 4.3.), y

c) las condiciones elementales de bioseguridad vigentes anteriormente han sido debidamente revisadas y
modificadas y se han reunido ininterrumpidamente desde la erradicacidon de_la infeccién por el virus de la
mionecrosis infecciosata-enfermedad, y

d) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo
menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia del infeeeiénper-el virus de la mionecrosis
infecciosa.

Mientras tanto, parte o la totalidad del lugar no afectado podra ser declarada zona libre, siempre que reuna las
condiciones descritas en el apartado 3 del Articulo 9.4.5.
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Articulo 9.4.5.

Zona o compartimento libres de infeccion por el virus de la mionecrosis infecciosa

Si una zona o un compartimento se extienden mas alla de las fronteras de un pais, so6lo podran ser declarados zona o
compartimento libres de infeccion por el virus de la mionecrosis infecciosa si las autoridades competentes de todos los
territorios que abarcan confirman que rednen las condiciones exigidas para serlo.

Como se describe en el Articulo 1.4.6., una zona o un compartimento establecidos en el territorio de un pais o de un
conjunto de paises no declarados libres de infeccién por el virus de la mionecrosis infecciosa podran ser declarados
zona o compartimento libres de esta enfermedad por la{s} autoridad{es) competente(s) de dicho pais o conjunto de
paises si:

1)

ninguna especie susceptible de las mencionadas en el Articulo 9.4.2. esta presente en la zona o el compartimento
y se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos;

cualquiera de las especies susceptibles mencionadas en el Articulo 9.4.2. esta presente en la zona o el
compartimento, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) no se ha observado la presencia de la infeccién por el virus de la mionecrosis infecciosa enfermedad-durante,
por lo menos, los diez ultimos afios a pesar de unas condiciones propicias para su manifestacion clinica (de
acuerdo con lo indicado en el capitulo correspondiente del Manual Acuatico), y

b) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afnos;

se desconoce el estatus sanitario respecto de la infeccién por el virus de la mionecrosis infecciosa enfermedad
antes de ejercer una vigilancia especifica, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos, y

b) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., en la zona o el
compartimento durante, por lo menos, los dos Ultimos afios y no se ha detectado la presencia de infeccién-por
del virus de la mionecrosis infecciosa;

una zona habia hecho previamente una autodeclaracion de ausencia de infeccién por el viri la mionecrosis
infecciosa y perdid posteriormente su estatus libre de-enfermedad por haberse detectado la-i 6 el virus
de la mionecrosis infecciosa en ella, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) nada mas haberse detectado el virus de la mionecrosis infecciosa-la-enfermedad, el lugar afectado ha sido
declarado zona infectada y se ha establecido una zona de proteccion, y

b) las poblaciones infectadas han-sido-destruidas-o-desplazadas dentro de |la zona infectada se han sacrificado

y eliminado con medios que reducen al minimo el+iesge la probabilidad de una mayor transmisién del virus
de la mionecrosis infecciosa-enfermedad y se han aplicado los procedimientos de desinfeccién apropiados
(descritos en el Capitulo 4.3.), y

c) las condiciones elementales de bioseguridad vigentes anteriormente han sido debidamente revisadas y

modificadas y se han reunido ininterrumpidamente desde la erradicacion de la infeccién por el virus de la
mionecrosis infecciosa dela-enfermedad; y

d) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo
menos, los dos Ultimos afios y no se ha detectado la presencia del infeccién-por-el virus-de-la virus de la
mionecrosis infecciosa.
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Articulo 9.4.6.

Conservacion del estatus libre de-paiszena-e-compartimento-libres-de-mioneeresis-infeeciosa

Un pais, una zona o un compartimento declarados libres de infeccién por el virus de la mionecrosis infecciosa, de
conformidad con lo dispuesto en los apartados 1 6 2 de los Articulos 9.4.4. 6 9.4.5. (segun proceda), podran conservar
el estatus de pais, zona o compartimento libres de infeccion por el virus de la mionecrosis infecciosa-esta-enfermedad si
mantienen ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad.

Un pais, una zona o un compartimento declarados libres de infeccion por el vir la mionecrosis infecciosa, de
conformidad con lo dispuesto en el apartado 3 de los Articulos 9.4.4. 6 9.4.5. (segun proceda), podran interrumpir la
vigilancia especifica y conservar el estatus de pais, zona o compartimento libres de—esta—enfermedad si_reunen

condiciones propicias para st |la manifestacién clinica, de acuerdo con lo indicado en el capitulo correspondiente del

Manual Acuatico, y mantienen ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad.

Sin embargo, en las zonas o los compartimentos declarados libres de infeccion por el virus de la mionecrosis infecciosa
y situados en paises infectados, asi como en todos los casos en que no se retnan condiciones propicias para la
manifestacion clinica de esta enfermedad, se debera mantener un nivel de vigilancia especifica que determinara el
Servicio de Sanidad de los Animales Acuaticos en funcion de la probabilidad de infeccion.

Articulo 9.4.7.

Importacion de animales acuaticos ¥ o productos de animales acudticos de un pais, una zona o un compartimento
declarados libres de infeccion por el virus de la mionecrosis infecciosa

Cuando se importen animales acuaticos de las especies mencionadas en el Articulo 9.4.2., ¥ o productos de animales
acuaticos deriv ich i rovenientes de un pais, una zona o un compartimento declarados libres de
i i6 i mionecrosis infecciosa, la autoridad competente del pais importador debera exigir la
presentacion de un certificado sanitario internacional aplicable a los animales acuaticos, extendido por la autoridad
competente del pais exportador o por un certificador oficial aprobado por el pais importador,; El certificado sanitario
internacional debera acreditar que aeredite, segun los procedimientos descritos en los Articulos 9.4.4. 6 9.4.5. (segun
proceda) y 9.4.6., que el lugar de produccion de la remesa de animales acuaticos ¥ o0 productos de animales acuéticos
es un pais, una zona o un compartimento declarados libres de infeccion por el virus de la mionecrosis infecciosa.

El certificado sanitario internacional aplicable a los animales acuaticos debera ser conforme al modelo de certificado que
figura en el Capitulo 5.11.

Este articulo no se aplica a las-mereaneias los productos de animales acuaticos mencionadaos en el apartado 1 del
Articulo 9.4.3.
Articulo 9.4.8.

Importacion, para la acuicultura, de animales acudticos vives de un pais, una zona o un compartimento no declarados
libres de mionecrosis infecciosa

4 Cuando se importen, para la acuicultura, animales acuaticos vives de las especies mencionadas en el
Articulo 9.4.2. de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccién por el virus de la
mionecrosis infecciosa, la autoridad competente del pais importador debera evaluar el riesgo y aplicar—si-se
justifican,las-siguientes-medidas—para—reduciro de conformidad con el Capitulo 2.1. y considerar las medidas de

mitigacién del riesgo de los apartados 21 y 32 que figuran a continuacién.

21) Sila intencién es el crecimiento y la cria de animales acuaticos importados, se considerard la aplicacion de:

a) entrega directa de Ia—remesa Ios anlmales acudticos |onr‘[ados a |nstaIaC|ones de cuarentena donde
permaneceran de por vida; y ,

aislada-del-medio-localy
b) tratamiento del agua utilizada para el transporte, de los equipos, y-de-todes efluentes y despojos de-mode
que—ga%anhee—la—maehvaeien—de con el fin de inactivar el virus de la mionecrosis infecciosa (de conformidad
n | L4.7.
(0]
2)
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2) Sila |ntenC|on es establecer nuevas Qoblamones para Ia acwcultura! se tendra en cuenta los S|QU|ente —A—efeetes

i)  importar |la poblacién F-0 a instalaciones de cuarentena;

ii) examinar la poblaciéon (F- ara el virus de la mionecrosis infecciosa de conformidad con el
Capitulo 1.4. para determinar su idoneidad como poblacién reproductora;

iii) r ir un lacion rimer neracién (F-1) en rentena;

iv)

jgigggg§g de conformldadcon eICagltqu 14 , -

si_ no se detecta el virus de la mionecrosis infecciosa, la poblacién F-1 podra ser definida libre de
infeccion por el virus de la mionecrosis infecciosa y liberada de la cuarentena;

vi) si se detecta el virus de la mionecrosis infecciosa en la poblacién F-1, estos animales no podran ser
liberados de su cuarentena y deberan sacrificarse v eliminarse de manera biolégicamente segura.

=

Articulo 9.4.9.

Importacion, para transformacioén para el consumo humano, de animales acuaticos y o productos de animales acuaticos
de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccién por el virus de la mionecrosis infecciosa

Cuando se importen, para transformacion para el consumo humano, animales acuéticos de las especies mencionadas

en el Articulo 9.4.2., ¥ o productos de animales acuaticos derivados de estas especies, provenientes de un pais, una
zona o un compartlmento no declarados libres de infeccién por el virus de la mionecrosis infecciosa, la autoridad
competente del pais importador debera evaluar el riesgo y aplicar, si se justifican, las siguientes medidas para reducirlo:

1) entrega directa de los animales a centros de cuarentena o contencién hasta su transfermaeién su procesamiento
en uno de los productos enumerados en el apartado 1 del Articulo 9.4.3.; 0 enproductos-descritos en el apartado 1
del Articulo 9.4.11.; o en otros productos autorizados por la autoridad competente, y
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2) tratamiento del agua utilizada y todos los contenedores utilizados para el transporte y-de-todeslos—efluentes—y
despejes—Fesu#ames—de—la—tFansfeFmaeten de modo que garantlce la inactivacion deI virus de la mionecrosis

infecciosa; o la eliminaciéon de-meode-gu pida ontacto-de-lo iduos—co D -_biosegura

En Io que se refiere a estas—mercancias estos animales acuaticos o productos de animales acuaticos, los Paises

Miembros podran considerar, si lo desean, la oportunidad de introducir medidas internas para afrontar los riesgos
asociados a la utilizacion de cualquiera de ellas ellos para fines que no sean el consumo humano.

Articulo 9.4.10.

Importacion de animales acuaticos vives o productos de animales acuaticos vives-destinados a usos distintos del consumo
humano incluyendo la alimentacién de los animales, la investigacion o aun el uso agricola, industrial o farmacéutico y
procedentes de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccion por el virus de la mionecrosis
infecciosa

Cuando se importen, para la alimentacién de los animales o para un uso agricola, industrial,_de investigaciéon o
farmacéutico, animales acuaticos vives—de las especies mencionadas en el Articulo 9.4.2., o0 productos de animales
acudticos derivados de dichas especies, provenientes de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de
infeccién por el virus de la mionecrosis infecciosa, la autoridad competente del pais importador exigira que:

1) los animales sean entregados directamente a centros de cuarentena y mantenidos en los mismos para-su-saerificio

y hasta su transformacion en uno de los productos referidos en el apartado 1 del Articulo 9.4.3. u otros productos

autorizados por la autoridad competente, y

2) el tratamlento del agua utilizada ¥ todos los contenedore utilizados para el transporte y-tedeslos—efluentes—y
_de modo que garantice la inactivacion

del virus de Ia mionecrosis |nfeCC|osa Ia ehmmamon blosegura de acuerdo con los Capitulos 4.3.,4.7. y5.5., vy

Articulo 9.4.11.

Importacion (o transito), para venta directa al por menor para el consumo humano, de animales-aeuaticosy-o productos
de animales acuaticos de-un-pais,—una-—zena-o-un-compartimento independientemente del su estatus sanitario del pais, la
zona o el compartimento de exportacion con respecto a la ne-deelaradeslibres-de infeccion por el virus de la mionecrosis
infecciosa

1) Independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportaciéon respecto de la
infeccion por el virus de la mionecrosis infecciosa, las autoridades competentes no deberan exigir ningun tipo de
condicion relacionada con el virus de la mionecrosis infecciosa-esta-enfermedad, cuando autoricen la importacion o
el transito por su territorio de camarones congelados y pelados (sin caparazon, ni cabeza) que han sido elaborados
y envasados para la venta directa al por menor y retinen las condiciones descritas en el Articulo 5.4.2.

Se han establecido algunos supuestos a la hora de evaluar la inocuidad de los productos de animales acuéticos
enumerados mas arriba. Los Paises Miembros deberan referirse a tales supuestos, que figuran en el
Articulo 5.4.2., y analizar si se aplican a sus condiciones.

En lo que se refiere a estas mercancias, los Paises Miembros podran considerar, si lo desean, la oportunidad de

introducir medidas internas para afrontar los riesgos asociados a la utilizacion de cualquiera de ellas para fines que
no sean el consumo humano.
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2) Cuando se importen animales—acuaticos—y-—o productos de animales acuaticos, aparte de los enumerados en el
apartado 1 arriba, derivados de las especies mencionadas en el Articulo 9.4.2. de un pais, una zona o un
compartimento no declarados libres de infeccién por el virus de la mionecrosis infecciosa, la autoridad competente
del pais importador debera evaluar el riesgo y aplicar medidas apropiadas para reducirlo.

— Texto suprimido.

Comisién de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos/febrero de 2017






81

Anexo 13
CAPITULO 9.5.
E ° P HEPATOBACTER PENAEI
(HEPATOPANCREATITIS NECROTIZANTE)
Articulo 9.5.1.
A efectos del Cédigo Acuatico, la infeccidn por Hepatobacter penaei hepatopanereatitis-necrotizante es la infeccion por
M Hepatobacter penael ,Esta una bacterla mtracelular obllgada per—teneeeual de |la orden de
las Protegbacterias. La enferm munmen

La informacion sobre los métodos de diagndstico figura en el Manual Acuatico.
Articulo 9.5.2.

Ambito de aplicacién

Las recomendacmnes de este capltulo se apllcan a las S|QU|entes especues susceplibles gue cquIen los criterios de

Articulo 9.5.3.

Importacion o transito por el territorio de animales-aeuaticesy-e productos de animales acuaticos cualquiera que sea el
uso al que se destinan independientemente del estatus sanitario del de-un pais, una la zona o un el compartimento de
exportacion con respecto a la infeccién por H. penaei ne-deelaradeslibres-de hepatopanereatitisneeretizante

1) Independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la
infeccién por H. penaei hepatopanereatitis-necrotizante, las autoridades competentes no deberan exigir ningun tipo
de condicion relacionada con H. penaei esta—enfermedad cuando autoricen la importacion o el transito por su
territorio de los siguientes productos de animales acuaticos para derivados de las especies mencionadas en el
Articulo 9.5.2., cualquiera que sea el uso al que se destinan y siempre que reunan las condiciones descritas en el
Articulo 5.4.1.:

a) productos de crustaceos termoesterilizados y sellados herméticamente (es decir, un tratamiento térmico a
121 °C durante al menos 3,6 minutos o una combinacion equivalente de tiempo/temperatura gue haya
mostr: inactiv i H r penaei);

b) productos de crustaceos cocinados que se hayan sometido a un tratamiento térmico a 100 ‘C durante al
menos tres minutos (0 a una combinacién equivalente de tiempo/temperatura que haya demostrado que
inactiva Candidatus-Hepatobacter penaei);

c) productos de crustaceos pasteurizados que se hayan sometido a un tratamiento térmico de 63 °C durante al
menos 30 minutos (0 a una combinacién equivalente de tiempo/temperatura que haya demostrado inactivar
Candidatus H.epatobacter penaei);

d) aceite de crustaceos;
e) harina de crustaceos;
f)  quitina extraida por medios quimicos.

2) Las autoridades competentes deberan exigir las condiciones prescritas en los Articulos 9.5.7. 2 9.5.11. que
correspondan al estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la infeccion por

penaei la—hepatopancreatitisnecrotizante cuando autoricen la importacién o el transito por su territorio de
eualesqwepa—ammales—aeuaﬁees—y—g productos de animales acuaticos relacienades-con_derivados de las especies

mencionadas en el Articulo 9.5.2. que no sean unos de los enumerados en el apartado 1 del Articulo 9.5.3.
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La autoridad competente debera proceder a un andlisis del riesgo acorde con las recomendaciones del Capitulo
2.1. cuando contemple la importaciéon o el transito por su territorio de animales—aecuatices—y—o productos de
animales acuéaticos derivados de cualquier especie no mencionada en el Articulo 9.5.2. pero que se considere que
podria plantear un riesgo de—propagacién de transmision de la infeeciénpoer H. penaei la—hepatopancreatitis
neerotizante. La autoridad competente del pais exportador debera ser informada del resultado de este andlisis. fa
evaluaeion.

Articulo 9.5.4.

Pais libre de infeccion por H. penaei hepatopanereatitisnecrotizante

Si el pais comparte una zona con otro u otros paises, sélo podra hacer una autodeclaracién de ausencia de infeccién

hepatopanecreatitis-necrotizante si todas las areas cubiertas por cuerpos de aguas compartidas han sido

declaradas paises o zonas libres de esta enfermedad (véase el Articulo 9.5.5.).

Como se describe en el Articulo 1.4.6., un pais podra hacer una autodeclaracién de ausencia de infeccién por H. penaei

hepatopancreatitis neerotizante si:

1)

ninguna especie susceptible de las mencionadas en el Articulo 9.5.2. esta presente en el pais y se han reunido
ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los dos ultimos afos;

cualquiera de las especies susceptibles mencionadas en el Articulo 9.5.2. esta presente en el pais, pero se han
dado las condiciones siguientes:

a) no se ha observado la presencia de la_infeccion por H. penaei esta—enfermedad durante, por lo menos, los
diez ultimos afios a pesar de unas condiciones propicias para su manifestacion clinica (de acuerdo con lo
indicado en el capitulo correspondiente del Manual Acuatico), y

b) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afnos;

se desconoce el estatus sanitario respecto de la_infeccién por H. penaei esta—enfermedad antes de ejercer una
vigilancia especifica, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos, y

b) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo

menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia de infeeeiénper H. penaei hepa%epanemahﬂs
neerotizante;

habia hecho previamente una autodeclaracion de ausencia de infeccidn por H. penaei hepatopancreatitis
necrotizante-y perdié posteriormente su estatus libre de-enfermedad por haberse detectado H. penaei, pero se han

dado las condiciones siguientes:

a) nada mas haberse detectado H. penaei la-enfermedad, el lugar afectado ha sido declarado zona infectada y
se ha establecido una zona de proteccion, y

b) las poblaciones infectadas han—sid&destmida&eﬁesplazadas dentro de la zona infectada se han sacrificado
y_eliminado con medios que reducen al minimo el+iesgo la probabilidad de una mayor transmisiéon de

H. penaei de-propagacién-dela-enfermedad-y se han aplicado los procedimientos de desinfeccion apropiados
(descritos en el Capitulo 4.3.), y

c) las condiciones elementales de bioseguridad vigentes anteriormente han sido debidamente revisadas y
modificadas y se han reunido ininterrumpidamente desde la erradicacion de |a_infeccién por H. penaei a
enfermedad, y

d) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo

menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia de infeeeiénper H. penaei hepatopancreatitis
necrotizante.
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Mientras tanto, parte o la totalidad del lugar no afectado podra ser declarada zona libre, siempre que reuna las
condiciones descritas en el apartado 3 del Articulo 9.5.5.

Articulo 9.5.5.

Zona o compartimento libres de infeccion por H. penaei hepatopanereatitis-necrotizante

Si una zona o un compartimento se extienden mas alla de las fronteras de un pais, so6lo podran ser declarados zona o

compartimento libres de infeccién por H. penaei hepatepancreatitisneerotizante si las autoridades competentes de todos
los territorios que abarcan confirman que reunen las condiciones exigidas para serlo.

Como se describe en el Articulo 1.4.6., una zona o un compartimento establecidos en el territorio de un pais o de un
conjunto de paises no declarados libres de infeccion por H. penaei hepatopancreatitis—necrotizante podran ser
declarados zona o compartimento libres de esta enfermedad por la{s} autoridad{es) competente{s} de dicho pais o
conjunto de paises si:

1)  ninguna especie susceptible de las mencionadas en el Articulo 9.5.2. esta presente en la zona o el compartimento
y se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos anos;

2) cualquiera de las especies susceptibles mencionadas en el Articulo 9.5.2. esta presente en la zona o el
compartimento, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) no se ha observado la presencia de la_infeccion por H. penaei-ta—erfermedad durante, por lo menos, los
diez ultimos afios a pesar de unas condiciones propicias para su manifestacion clinica (de acuerdo con lo
indicado en el capitulo correspondiente del Manual Acuatico), y

b) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos;

3) se desconoce el estatus sanitario respecto de la_infeccién por H. penaeita—enfermedad antes de ejercer una
vigilancia especifica, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos, y

b) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., en la zona o el
compartimento durante, por lo menos, los dos Ultimos afios y no se ha detectado la presencia de infeccién-por

H. penaei hepatopancreatitis-hecrotizante;

4) una zona habia hecho previamente una autodeclaracién de ausencia de infeccién por H. penaei-hepatepancreatitis
neerotizante y perdid posteriormente su estatus libre de—enfermedad por haberse detectado la-infeceiénpor H.

penaej hepatopancreatitis-necrotizante en ella, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) nada mas haberse detectado H. penaeita-enfermedad, el lugar afectado ha sido declarado zona infectada y
se ha establecido una zona de proteccion, y

b) las poblaciones infectadas han%@e—desmﬂdas—e—desplazadas dentro de la zona infectada se han sacrificado
;g eliminado _con medios que reducen al minimo el+iesge la_probabilidad de una mayor transmisién de

H. penaei-de-propagacién-dela-enfermedad-y se han aplicado los procedimientos de desinfeccion apropiados
(descritos en el Capitulo 4.3.), y

c) las condiciones elementales de bioseguridad vigentes anteriormente han sido debidamente revisadas y
modificadas y se han reunido ininterrumpidamente desde la erradicacion de la infeccién por H. penaei-ta
enfermedad, y

d) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo

menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia de infeceidénpor H. penaei hepa%epanepeahns
necrotizante.
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Articulo 9.5.6.

Conservacion del estatus libre dep

Un pais, una zona o un compartimento declarados libres de infeccién por H. penaei hepatopancreatitishecrotizante, de
conformidad con lo dispuesto en los apartados 1 6 2 de los Articulos 9.5.4. 6 9.5.5. (segun proceda), podran conservar

el estatus de pais, zona o compartimento libres de infeccion por H. penaei—esta—enfermedad si mantienen
ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad.

Un pais, una zona o un compartimento declarados libres de infeccién por H. penaei hepatopancreatitis-hecrotizante, de
conformidad con lo dispuesto en el apartado 3 de los Articulos 9.5.4. 6 9.5.5. (segun proceda), podran interrumpir la

vigilancia especifica y conservar el estatus de pais, zona o compartimento libres de—esta—enfermedad si reldnen
condiciones propicias para su |a manifestacién clinica_de la infeccién por H. penaei, de acuerdo con lo indicado en el
capitulo correspondiente del Manual Acuético, y mantienen ininterrumpidamente las condiciones elementales de
bioseguridad.

Sin embargo, en las zonas o los compartimentos declarados libres de infeccién por H. penaei hepatopancreatitis
necrotizante y situados en paises infectados, asi como en todos los casos en que no se retinan condiciones propicias

para la manifestacion clinica de esta enfermedad, se debera mantener un nivel de vigilancia especifica que determinara
el Servicio de Sanidad de los Animales Acuaticos en funcion de la probabilidad de infeccion.

Articulo 9.5.7.

Importacion de animales acuaticos y o productos de animales acuaticos de un pais, una zona o un compartimento

declarados libres de infeccion por H. penaei hepatepanereatitis-neeroetizante

Cuando se importen animales acuéticos de las especies mencionadas en el Articulo 9.5.2., ¥ 0 productos de animales

acuaticos %&M de un pais, una zona o un compartimento declarados libres de
infeccion por H. penaei hepatopancreatitisneerotizante, la autoridad competente del pais importador debera exigir la

presentacion de un certificado sanitario internacional aplicable a los animales acuaticos, extendido por la autoridad
competente del pais exportador o por un certificador oficial aprobado por el pais importador,; El certificado sanitario
internacional debera acreditar que aeredite, segun los procedimientos descritos en los Articulos 9.5.4. 6 9.5.5. (segun
proceda) y 9.5.6., que el lugar de produccion de la remesa de animales acuaticos ¥ o0 productos de animales acuéticos

es un pais, una zona o un compartimento declarados libres de infeccién por H. penaei hepatopancreatitis-necrotizante.

El certificado sanitario internacional aplicable a los animales acuaticos debera ser conforme al modelo de certificado que
figura en el Capitulo 5.11.

Este articulo no se aplica a las—mereaneias los productos de animales acuaticos mencionadags en el apartado 1 del
Articulo 9.5.3.

Articulo 9.5.8.

Importacion, para la acuicultura, de animales acuaticos vives de un pais, una zona o un compartimento no declarados

libres de infeccion por H. penaei hepatepanereatitisneerotizante

4 Cuando se importen, para la acuicultura, animales acuaticos vives de las especies mencionadas en el
Articulo 9.5.2. de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccién por H. penaei
hepatopancreatitis-hecrotizante, la autoridad competente del pais |mportador debera evaluar el riesgo y apliear-si
sejustificantas-siguientes-medidaspararedueirlo nformi nel lo 2.1 rar | i

a) entrega directa de Ia—remesa Ios anlmales acudticos |onrtados a |nstaIaC|ones de cuarentena dond
germaneceran de por vida; y ,

b) tratamlento del agua utlllzada para el transporte, de los equipos, y-de-tedes efluentes y despojos de-mede
con el fin de inactivar Gandidatys H. penaei (de conformidad con el los

Capitulos 4.3., 4.7
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i)  identificar las fuentes posibles de poblacién y evaluar el historial sanitario de sus animales acuaticos;

ii) examinar las poblaciones de origen de acuerdo con el Capitulo 1.4. y seleccionar una poblacion
fundadora (F-0) de animales acuaticos con un alto estatus sanitario para la infeccién por H. penaei;
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)
>
-
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examinar la poblacion (F-0) para H. p

idoneidad como poblacién reproductora;

iii)y  producir una poblacién de primera generacién (F-1) en cuarentena;

iv) criar la poblaciéon F-1 en instalaciones de cuarentena bajo condiciones que sean favorables a la
xpresion clini la_infeccién por H naei in ri n el itulo 2.2 | Manual

Acuatico) y realizar pruebas para la deteccién de H. penaei de conformidad con el Capitulo 1.4.;

v) sino se detecta H. penaei, la poblacién F-1 podra ser definida libre de infeccién por H. penaei y liberada
de la cuarentena;

vi) si H. penaei en | lacion F-1 nimales n ran ser liber renten
deberan sacrificarse y eliminarse de manera biolégicamente segura.
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Articulo 9.5.9.

Importacion, para transformacion para el consumo humano, de animales acuaticos ¥ o productos de animales acuaticos
de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccion por H. penaei hepatepanereatitisneerotizante

Cuando se importen, para transformacién para el consumo humano, animales acuaticos de las especies mencionadas

en el Articulo 9.5.2., ¥ o0 productos de animales acuaticos derivados de estas especies, provenientes de un pais, una

zona o un compartimento no declarados libres de infeccién por H. penaei hepatopanecreatitis-neerotizante, la autoridad
competente del pais importador debera evaluar el riesgo y aplicar, si se justifican, las siguientes medidas para reducirlo:

1) entrega directa de los animales a centros de cuarentena o contencion hasta su transfermacion procesamiento en
uno de los productos enumerados en el apartado 1 del Articulo 9.5.3.; 0 en proeductos-deseritos—en el apartado 1
del Articulo 9.5.11.; o en otros productos autorizados por la autoridad competente, y

2) tratamiento del agua wtilizada y todos los contenedores utilizados para el transporte y-de-tedestos—efluentes—y
despejes—resultantes—de—la—transfemaeren de modo que garantlce Ia inactivacion de Candidatus H.epatobacter

- de acuerdo

penaei; o la eliminacion de-m

nl itulos 4.3., 4.7.

En lo que se refiere a estas—mercaneias estos animales acuaticos o productos de animales acuaticos, los Paises

Miembros podran considerar, si lo desean, la oportunidad de introducir medidas internas para afrontar los riesgos
asociados a la utilizacién de cualquiera de ellas estos para fines que no sean el consumo humano.

Articulo 9.5.10.

Importacion de animales acuaticos vives o productos de animales acuaticos vives-destinados a usos distintos del consumo
humano incluyendo la alimentacién de los animales, la investigacion o a-un el uso agricola, industrial o farmacéutico y
procedentes de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccién por H. penaei hepatopanereatitis
neerotizante

Cuando se importen, para la alimentaciéon de los animales o para un uso agricola, industrial o farmacéutico, animales
acudticos vives de las especies mencionadas en el Articulo 9.5.2., o productos de animales acuaticos derivados de
dichas especies, provenientes de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccién por H. penaei
hepatopanecreatitis-hecrotizante, la autoridad competente del pais importador exigira que:

1) los animales sean entregados directamente a centros de cuarentena y mantenidos en los mismos para-su-saerificio

y hasta su transformacion en uno de los productos referidos en el apartado 1 del Articulo 9.5.3. u otros productos

autorizados por la autoridad competente, y

2) eI tratamlento deI agua Hﬂhzada y todos Ios contenedores utlllzados _para el transporte y-todeoslos—efluentes—y
i de modo que garantice la inactivacion

Articulo 9.5.11.

Importacion (o transito), para venta directa al por menor para el consumo humano, de animales-aeuaticosy-o productos
de animales acuaticos de-un-pais,una-—zena-o-un-compartimento ne-deelaradoslibres independientemente del su estatus
sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion con respecto a la infeccién por H. penaei hepatopanereatitis
neerotizante

1) Independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la
infeccién por H. penaei hepatopancreatitis-necrotizante, las autoridades competentes no deberan exigir ningun tipo
de condicion relacionada con H. penaei -esta-enfermedad, cuando autoricen la importacion (o el transito) por su
territorio de camarones congelados y pelados (sin caparazén, ni cabeza) que han sido elaborados y envasados
para la venta directa al por menor y rednen las condiciones descritas en el Articulo 5.4.2.
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Se han establecido algunos supuestos a la hora de evaluar la inocuidad de los productos de animales acuéticos
enumerados mas arriba. Los Paises Miembros deberan referirse a tales supuestos, que figuran en el
Articulo 5.4.2., y analizar si se aplican a sus condiciones.

En lo que se refiere a estas mercancias, los Paises Miembros podran considerar, si lo desean, la oportunidad de
introducir medidas internas para afrontar los riesgos asociados a la utilizaciéon de cualquiera de ellas para fines que
no sean el consumo humano.

2) Cuando se importen animales—acuaticos—y—o productos de animales acuéticos, aparte de los enumerados en el
apartado 1 arriba, derivados de las especies mencionadas en el Articulo 9.5.2. de un pais, una zona o un

compartimento no declarados libres de infeccion por H. penaei hepatopancreatitis—necrotizante, la autoridad

competente del pais importador debera evaluar el riesgo y aplicar medidas apropiadas para reducirlo

— Texto suprimido.
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CAPITULO 9.6.

7

E P EL V
DEL SINDROME DE TAURA

Articulo 9.6.1.

A efectos del Cédigo Acuatico, la_infeccién por el virus del sindrome de Taura es la infeccion debida al virus del
sindrome de Taura, un agente patégeno de-la-familia del género Aparavirus, de la familia de los Dicistroviridos y del

ar dg de Q_s Plggrnawraleg, —Este—wrus—pe#teneee—a—una—espeere—elasmeada—eﬂ @—la—fa#%—de—les—&%trewndes

Informacién sobre los métodos de diagndstico de esta enfermedad figura en el Manual Acuatico.
Articulo 9.6.2.
Ambito de aplicacién

Las recomendamones de este capltulo se apllcan a Ias S|gmentes espemes suseeptibles gue cumglen los criterios de
espe ncl

Articulo 9.6.3.

Importacion o transito por el territorio de animales-aeuaticesy-o productos de animales acuaticos cualquiera que sea el
uso al que se destinan independientemente del estatus sanitario del de-un pais, una la zona o un el compartimento de
exportacion con respecto a la infeccién por el virus no-deelaradostibres-del sindrome de Taura

1) Independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto a la
infeccion por el virus del sindrome de Taura, las autoridades competentes no deberan exigir ningun tipo de
condicion relacionada con gl virus del sindrome de Taura-esta-enrfermedad cuando autoricen la importacion o el
transito por su territorio de los siguientes productos de animales acuaticos para derivados de las especies
mencionadas en el Articulo 9.6.2., cualquiera que sea el uso al que se destinan y siempre que reunan las
condiciones descritas en el Articulo 5.4.1.:

a) productos de crustaceos termoesterilizados y sellados herméticamente (es decir, un tratamiento térmico a
121 °C durante al menos 3,6 minutos o una combinacion equivalente de tiempo/temperatura que haya
demostrado inactivar el virus del sindrome de Taura);

b) productos de crustaceos cocinados que se hayan sometido a un tratamiento térmico a 70 °C durante al
menos 30 minutos (o0 a una combinacion equivalente de tiempo/temperatura que haya demostrado inactivar el
virus del sindrome de Taura);

c) productos de crustaceos pasteurizados que se hayan sometido a un tratamiento térmico a 90 °C durante al
menos diez minutos (0 a una combinacion equivalente de tiempo/temperatura que haya demostrado inactivar
el virus del sindrome de Taura);

d) aceite de crustaceos;
e) harina de crustaceos;
f)  quitina extraida por medios quimicos.

2) Las autoridades competentes deberan exigir las condiciones prescritas en los Articulos 9.6.7. a 9.6.11. que
correspondan al estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la infeccién por
el virus del sindrome de Taura cuando autoricen la importacién o el transito por su territorio de eualesquiera
animales-aeuaticesy-e productos de animales acuaticos relacionades-cen derivados de las especies mencionadas
en el Articulo 9.6.2. que no sean unos de los enumerados en el apartado 1 del Articulo 9.6.3.
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3)

La autoridad competente debera proceder a un analisis del riesgo acorde con las recomendaciones del Capitulo
2.1. cuando contemple la importacion o el transito por su territorio de—animales—acuatices—y—eo productos de
animales acuaticos derivados de cualquier especie no mencionada en el Articulo 9.6.2. pero que se considere que

podria plantear un riesgo de—prepagae&en de transmision la infeecién-por del virus del sindrome de Taura. La

autoridad competente del pais exportador debera ser informada del resultado de este andlisis. la-evaluacién-

Articulo 9.6.4.

Pais libre de infeccion por el virus del sindrome de Taura

Si el pais comparte una zona con otro u otros paises, sélo podra hacer una autodeclaracién de ausencia de infeccién
por el virus del sindrome de Taura si todas las areas cubiertas por cuerpos de aguas compartidas han sido declaradas
paises o zonas libres de esta enfermedad (véase el Articulo 9.6.5.).

Como se describe en el Articulo 1.4.6., un pais podra hacer una autodeclaracion de ausencia de jnfeccién por el virus
del sindrome de Taura si:

1)

o)

ninguna especie susceptible de las mencionadas en el Articulo 9.6.2. esta presente en el pais y se han reunido
ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los dos ultimos afios;

cualquiera de las especies susceptibles mencionadas en el Articulo 9.6.2. esta presente en el pais, pero se han
dado las condiciones siguientes:

a) no se ha observado la presencia de la infeccién por el virus del sindrome de Taura enfermedad-durante, por
lo menos, los diez ultimos afios a pesar de unas condiciones propicias para su manifestacion clinica (de
acuerdo con lo indicado en el capitulo correspondiente del Manual Acuatico), y

b) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos;

se desconoce el estatus sanitario respecto de la infeccién por el virus del sindrome de Taura enfermedad-antes de

ejercer una vigilancia especifica, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos, y

b) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo
menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia i i del virus del sindrome de
Taura;

habia hecho previamente una autodeclaracion de ausencia de infeccién por el virus del sindrome de Taura y
perdié posteriormente su estatus libre de-enfermedad por haberse detectado el virus del sindrome de Taura, pero
se han dado las condiciones siguientes:

a) nada mas haberse detectado la—enfermedad—¢l virus del sindrome de Taura, el lugar afectado ha sido
declarado zona infectada y se ha establecido una zona de proteccion, y

b) las poblaciones infectadas han-sido-destruidas-o-desplazadas denlr_o_de_la zona infectada ss_ha_n_&agnﬁgadg
y eliminado con medios que reducen al minimo el+iesge

del sindrome de Taura y se han aplicado los procedimientos de desinfeccién apropiados (descritos en el
Capitulo 4.3.), y

c) las condiciones elementales de bioseguridad vigentes anteriormente han sido debidamente revisadas y
modificadas y se han reunido ininterrumpidamente desde la erradicacion de la_infecciéon por el virus del
sindrome de Taura la-enfermedad, y

d) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo
menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia éew sindrome de
Taura.

Mientras tanto, parte o la totalidad del lugar no afectado podra ser declarada zona libre, siempre que reuna las
condiciones descritas en el apartado 3 del Articulo 9.6.5.
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Articulo 9.6.5.

Zona o compartimento libres de infeccion por el virus del sindrome de Taura

Si una zona o un compartimento se extienden mas alla de las fronteras de un pais, so6lo podran ser declarados zona o
compartimento libres de infeccion por el vir | sindrome de Taura si las autoridades competentes de todos los
territorios que abarcan confirman que rednen las condiciones exigidas para serlo.

Como se describe en el Articulo 1.4.6., una zona o un compartimento establecidos en el territorio de un pais o de un
conjunto de paises no declarados libres de infeccién por el virus del sindrome de Taura podran ser declarados zona o
compartimento libres de esta enfermedad por la{s) autoridad{es) competente{s} de dicho pais o conjunto de paises si:

1)  ninguna especie susceptible de las mencionadas en el Articulo 9.6.2. esta presente en la zona o el compartimento
y se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos anos;

2) cualquiera de las especies susceptibles mencionadas en el Articulo 9.6.2. esta presente en la zona o el
compartimento, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) no se ha observado la presencia de la infeccion por el virus del sindrome de Taura enfermedad durante, por
lo menos, los diez Ultimos afios a pesar de unas condiciones propicias para su manifestacion clinica (de
acuerdo con lo indicado en el capitulo correspondiente del Manual Acuéatico), y

b) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos;

3) se desconoce el estatus sanitario respecto de la infeccién por el virus del sindrome de Taura erfermedad antes de
ejercer una vigilancia especifica, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos, y

b) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., en la zona o el
compartimento durante, por lo menos, los dos Ultimos afios y no se ha detectado la presencia del sindrome

de Taura;
o
4) una zona habia hecho previamente una autodeclaracion de ausencia de infeccié | vir | sindrome de
Taura y perdid posteriormente su estatus libre de-enfermedad por haberse detectado bwm
sindrome de Taura en ella, pero se han dado las condiciones siguientes:
a) nada mas haberse detectado el virus del sindrome de Taura-la—enfermedad, el lugar afectado ha sido
declarado zona infectada y se ha establecido una zona de proteccion, y
b) las poblaciones infectadas han-side-destruidas-o-desplazadas dentro de la zona infectada se han sacrificado
y eliminado con medios que reducen al minimo el+iesge la probabilidad de una mayor transmisién del virus
del sindrome de Taura de—propagacion—de—la—enfermedad—y se han aplicado los procedimientos de
desinfeccién apropiados (descritos en el Capitulo 4.3.), y
c) las condiciones elementales de bioseguridad vigentes anteriormente han sido debidamente revisadas y
modificadas y se han reunido ininterrumpidamente desde la erradicacion de la infeccién por el virus del
sindrome de Taura enfermedad, y
d) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo
menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia dew sindrome de
Taura.
Articulo 9.6.6.
Conservacion del estatus libre de-pais,zona-e-compartimento-libres-de sindrome-de Taura

Un pais, una zona o un compartimento declarados libres de infeccién por el virus del sindrome de Taura, de
conformidad con lo dispuesto en los apartados 1 6 2 de los Articulos 9.6.4. 6 9.6.5. (segun proceda), podran conservar
el estatus de pais, zona o compartimento libres de infeccién por el virus del sindrome de Taura esta-enrfermedad si
mantienen ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad.
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Un pais, una zona o un compartimento declarados libres de infeccién por el virus del sindrome de Taura, de
conformidad con lo dispuesto en el apartado 3 de los Articulos 9.6.4. 6 9.6.5. (segun proceda), podran interrumpir la
vigilancia especifica y conservar el estatus de pais, zona o compartimento libres de—esta—enfermedad si relinen
condiciones propicias para su la manifestacion clinica de la infeccién por el virus del sindrome de Taura, de acuerdo con
lo indicado en el capitulo correspondiente del Manual Acuético, y mantienen ininterrumpidamente las condiciones
elementales de bioseguridad.

Sin embargo, en las zonas o los compartimentos declarados libres de infeccién por el virus del sindrome de Taura y
situados en paises infectados, asi como en todos los casos en que no se reunan condiciones propicias para la
manifestacion clinica de esta enfermedad, se debera mantener un nivel de vigilancia especifica que determinara el
Servicio de Sanidad de los Animales Acuéticos en funcion de la probabilidad de infeccion.

Articulo 9.6.7.

Importacion de animales acuaticos ¥ o productos de animales acuaticos de un pais, una zona o un compartimento
declarados libres de infeccion por el virus del sindrome de Taura

Cuando se importen animales acuéticos de las especies mencionadas en el Articulo 9.6.2., ¥ 0 productos de animales
acuaticos derivados de dichas especies, provenientes de un pais, una zona o un compartimento declarados libres de
sindrome de Taura, la autoridad competente del pais importador debera exigir la presentacion de un certificado sanitario
internacional aplicable a los animales acuéticos, extendido por la autoridad competente del pais exportador o por un
certificador oficial aprobado por el pais importador,; El certificado sanitario internacional debera acreditar que aeredite,
segun los procedimientos descritos en los Articulos 9.6.4. 6 9.6.5. (segun proceda) y 9.6.6., que el lugar de produccion
de la remesa de animales acuaticos y o productos de animales acuéticos es un pais, una zona o un compartimento
declarados libres de_infeccién por el virus del sindrome de Taura.

El certificado sanitario internacional aplicable a los animales acuaticos debera ser conforme al modelo de certificado que
figura en el Capitulo 5.11.

Este articulo no se aplica a las—mereaneias los productos de animales acuaticos mencionadags en el apartado 1 del
Articulo 9.6.3.

Articulo 9.6.8.

Importacion, para la acuicultura, de animales acudticos vives de un pais, una zona o un compartimento no declarados
libres de infeccién por el virus del sindrome de Taura

4 Cuando se importen, para la acuicultura, animales acuaticos vives de las especies mencionadas en el
Articulo 9.6.2. de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccidn por el virus del sindrome
de Taura la autorldad competente del pais importador debera evaluar el riesgo y aplicar—si-se—justifican—tas

de conformidad con el Capitulo 2.1. y considerar las medidas de mitigacién del
riesgo de los apartados 21 2 que figuran a continuacién.

21) Sila intencién es el crecimiento y la cria de animales acuaticos importados, se considerara la aplicacion de:

a) entrega directa de la—Femesa

Qermaneceran de por vida; y

b) tratamiento del agua utilizada para el transporte, de los equipos, y-de-tedes efluentes y despojos de-mede

que—ga;anhee—la—maeﬂvaefen—de con el fin de inactivar el virus del sindrome de Taura (de conformidad con el
los Capitulos 4.3., 4.7
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b)  en el pais importador:

i)  importar |la poblacién F-0 a instalaciones de cuarentena;
i) examinar la poblacién (F-0) para el virus del sindrome de Taura de conformidad con el Capitulo 1.4.

para determinar su idoneidad como poblacién reproductora;
iii producir una poblacién de primera generacién (F-1) en cuarentena;

iv) criar la poblacién F-1 en instalaciones de cuarentena bajo condiciones que sean favorables a la
Xpre ion _clini la_inf i'n r el VII’ | sindrom Taur in ri n_el

el virus del sindrome de Taura y Ilberada de Ia cuarentena

vi) sise detecta el virus del sindrome de Taura en la poblacién F-1, estos animales no podran ser liberados
de su cuarentena y deberan sacrificarse y eliminarse de manera biolégicamente segura.

Articulo 9.6.9.

Importacion, para transformacioén para el consumo humano, de animales acuaticos ¥y o productos de animales acuaticos
de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccién por el virus del sindrome de Taura

Cuando se importen, para transformacién para el consumo humano, animales acuaticos de las especies mencionadas

en el Articulo 9.6.2.,_y 0 productos de animales acuatlcos %&% un pais, una

zona o un compartimento no declarados libres de inf | viri | sindrome de Taura, la autoridad competente
del pais importador debera evaluar el riesgo y aplicar, si se justifican, las siguientes medidas para reducirlo:

1)

entrega directa de los animales a centros de cuarentena o contencion hasta su transfermacion su procesamiento
en uno de los productos enumerados en el apartado 1 del Articulo 9.6.3.; 0 en preductos-deseritos-en el apartado 1
del Articulo 9.6.11.; 0 en otros productos autorizados por la autoridad competente, y

tratamiento del agua utilizada y todos los contenedores utilizados para el transporte

despejes—resu#antes—de—la—transfepmaeren de modo que garantlce la |nact|vaC|on del VII‘US del sindrome de Taura o

la eliminacién de-medeo-gu biosegura de acuerdo
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En lo que se refiere estos animales acudticos o productos de animales acuaticos as mereaneias, los Paises Miembros

podran considerar, si lo desean, la oportunidad de introducir medidas internas para afrontar los riesgos asociados a la
utilizacion de cualquiera de ellas para fines que no sean el consumo humano.

Articulo 9.6.10.

Importacion de animales acuaticos o productos de animales acuaticos vives—destinados a usos distintos del consumo
humano incluyendo la alimentacién de los animales, la investigacion o a-un el uso agricola, industrial o farmacéutico

Yy ’ ’ Yy
procedentes de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccién por el virus del sindrome de
Taura

Cuando se importen, para la alimentacién de los animales o para un uso agricola, industrial, de investigacién o
farmacéutico, animales acuaticos vives de las especies mencionadas en el Articulo 9.6.2., o0 productos de animales
acuaticos derivados de dichas especies, provenientes de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de
infeccion por el virus del sindrome de Taura, la autoridad competente del pais importador exigira que:

1) los animales sean entregados directamente a centros de cuarentena y mantenidos en los mismos para-su-sacrificio

hasta su y transformacion en uno de los productos referidos en el apartado 1 del Articulo 9.6.3. u otros productos

autorizados por la autoridad competente, y

2) el tratamlento del agua utilizada vy todos Ios contenedores utilizados _para el transporte y-tedeslos—efluentes—y
de rsformacion ometido A miente de modo que garantice la inactivacion

deI virus deI smdrome de Taura la ellmlna0|on biosegura de acuerdo con los Capitulos 4.3.,4.7.y5.5., vy

Articulo 9.6.11.

Importacion (o transito), para venta directa al por menor para el consumo humano, de animales-aeuaticosy-o productos
de animales acuaticos de-un-pais—una-—zena-o-un-compartimento ne-deelaradeslibres |ndepend|entemente del su estatus

sanitario del pais, zona o compartimento exportador con respecto a la infeccién por el virus del sindrome de Taura

1) Independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la
infeccion por el virus del sindrome de Taura, las autoridades competentes no deberan exigir ningun tipo de
condicion relacionada con el virus del sindrome de Taura esta-enfermedad, cuando autoricen la importacion (o el
transito) por su territorio de camarones o crustaceos decapodos congelados y pelados (sin caparazén ni cabeza)
que han sido elaborados y envasados para la venta directa al por menor y retinen las condiciones descritas en el
Articulo 5.4.2.

Se han establecido algunos supuestos a la hora de evaluar la inocuidad de los productos de animales acuéticos
enumerados mas arriba. Los Paises Miembros deberan referirse a tales supuestos, que figuran en el
Articulo 5.4.2., y analizar si se aplican a sus condiciones.

En lo que se refiere a estas mercancias, los Paises Miembros podran considerar, si lo desean, la oportunidad de
introducir medidas internas para afrontar los riesgos asociados a la utilizacidon de cualquiera de ellas para fines que
no sean el consumo humano.

2) Cuando se importen animales—acudticos—yo productos de animales acuéticos, aparte de los enumerados en el
apartado 1 arriba, derivados de las especies mencionadas en el Articulo 9.6.2. de un pais, una zona o un
compartimento no declarados libres de infeccidn por el virus del sindrome de Taura, la autoridad competente del
pais importador debera evaluar el riesgo y aplicar medidas apropiadas para reducirlo.

— Texto suprimido.
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CAPITULO 9.7.

ENFERMEDAD DE LAS INFECCION POR EL VIRUS DEL
SINDROME DE LAS MANCHAS BLANCAS

Articulo 9.7.1.

A efectos del Cadigo Acuatico, la infeccién por el virus del sindrome de las la-erfermedad manchas blancas es designa

la |nfeCC|on deblda al V|rus1 del smdrome de las manchas blancas! ;4 ggg ;g gg;ggg g gggg gggn;g g ggngrg
la—famﬂ+a—de—les—N4#1aw#des

La informacién sobre los métodos de diagnéstico figura en el Manual Acuatico.

Articulo 9.7.2.
Ambito de aplicacién

Las recomendaciones de este capitulo se aplican a todos los crustaceos decapodos (orden Decapoda) de aguas
marinas, salobres y dulces. Estas recomendaciones se aplican también a todas las demas especies susceptibles
mencionadas en el Manual Acuatico que sean objeto de comercio internacional.

Articulo 9.7.3.

Importacion o transito por el territorio de animales-aeuaticesy-o productos de animales acuaticos cualquiera que sea el
uso al que se destinan independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacién con
respecto a la infeccion por el virus del sindrome de la enfermedad de las manchas blancas

1) Independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacidon respecto de la ta
enfermedad infeccién por el virus del sindrome de las manchas blancas, las autoridades competentes no deberan
exigir ningun tipo de condicion relacionada con el virus del sindrome de las manchas blancas esta-enfermedad
cuando autoricen la importacion o el transito por su territorio de los siguientes productos de animales acuaticos
para derivados de las especies mencionadas en el Articulo 9.7.2., cualquiera que sea el uso al que se destinan y
siempre que reunan las condiciones descritas en el Articulo 5.4.1.:

a) productos de crustaceos termoesterilizados y sellados herméticamente (es decir, un tratamiento térmico a
121 °C durante al menos 3,6 minutos o una combinacién equivalente de tiempo/temperatura gque haya

demostrado que inactiva el virus del sindrome de las manchas blancas);

b) productos de crustaceos cocinados que se hayan sometido a un tratamiento térmico a 60 °C durante al
menos un minuto (o a una combinacién equivalente de tiempo/temperatura que haya demostrado que inactiva
el virus del sindrome de-la-enfermedad de las manchas blancas);

c) productos de crustaceos pasteurizados que se hayan sometido a un tratamiento térmico a 90 °C durante al
menos diez minutos (0 a una combinacion equivalente de tiempo/temperatura que haya demostrado que
inactiva el virus del sindrome de-la-enfermedad de las manchas blancas);

d) aceite de crustaceos;

e) harina de crustaceos;

f)  quitina extraida por medios quimicos.

2) Las autoridades competentes deberan exigir las condiciones prescritas en los Articulos 9.7.7. a2 9.7.11. que
correspondan al estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de |a infeccidn por
el virus enfe#medad de las manchas blancas cuando autoricen la importacion o el transito por su territorio de

At o productos de animales acuaticos relacienades-con derivados de las especies
mencionadas en el Articulo 9.7.2. que no sean unos de los enumerados en el apartado 1 del Articulo 9.7.3.
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3) La autoridad competente debera proceder a un andlisis del riesgo acorde con las recomendaciones del
Capitulo 2.1. cuando contemple la importacion o el transito por su territorio de animales-acuaticos-y-o productos de
animales acuaticos derivados de cualquier especie no mencionada en el Articulo 9.7.2. pero que se considere que
podria plantear un riesgo de-propagacion de transmision del la infeeciénpeor virus del sindrome de las manchas
blancas. La autoridad competente del pais exportador debera ser informada del resultado de este analisis. la

Articulo 9.7 .4.
Pais libre de infeccion por el virus del sindrome enfermedad-de las manchas blancas

Si el pais comparte una zona con otro u otros paises, sélo podra hacer una autodeclaracién de ausencia de infeccién
por el virus del sindrome enfermedad-de las manchas blancas si todas las areas cubiertas por cuerpos de aguas
compartidas han sido declaradas paises o zonas libres de esta infeccion enfermedad-(véase el Articulo 9.7.5.).

Como se describe en el Articulo 1.4.6., un pais podra hacer una autodeclaracion de ausencia de infeccién por el virus
del sindrome enfermedad de las manchas blancas si:

1) ninguna especie susceptible de las mencionadas en el Articulo 9.7.2. esta presente en el pais y se han reunido
ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los dos ultimos afios;

2) cualquiera de las especies susceptibles mencionadas en el Articulo 9.7.2. esta presente en el pais, pero se han
dado las condiciones siguientes:

a) no se ha observado la presencia de infeccién por el virus del sindrome de las manchas blancas enfermedad
durante, por lo menos, los diez ultimos afios a pesar de unas condiciones propicias para su manifestacion
clinica (de acuerdo con lo indicado en el capitulo correspondiente del Manual Acuatico), y

b)  se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos;

3) se desconoce el estatus sanitario respecto de la_infeccion por el virus del sindrome de las manchas blancas

enfermedad-antes de ejercer una vigilancia especifica, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos, y

b) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo
menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia del virus del sindrome erfermedad-de las
manchas blancas;

4) habia hecho previamente una autodeclaracién de ausencia de_infeccién por el virus del sindrome -enfermedad de
las manchas blancas y perdié posteriormente su estatus libre de-enfermedad por haberse detectado ta-enfermedad

el virus del sindrome de las manchas blancas, pero se han dado las condiciones siguientes:
a) nada mas haberse detectado_el vir | sindrom las manch lancas-ta-enfermedad, el lugar afectado

ha sido declarado zona infectada y se ha establecido una zona de proteccion, y

b) las poblaciones infectadas han-side-destruidas-o-desplazadas dentro de la zona infectada se han sacrificado

y eliminado con medios que reducen al minimo el+iesge la probabilidad de una mayor transmisién del virus
del sindrome de las manchas blancas y se han aplicado los procedimientos de desinfeccion apropiados
(descritos en el Capitulo 4.3.), y

c) las condiciones elementales de bioseguridad vigentes anteriormente han sido debidamente revisadas y
modificadas y se han reunido ininterrumpidamente desde la erradicacion de la_infeccién por el virus del
sindrome de las manchas blancas fa-enrfermedad, y

d) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo
menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia del virus del sindrome—enfermedad de las
manchas blancas.
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Mientras tanto, parte o la totalidad del lugar no afectado podra ser declarada zona libre, siempre que reuna las
condiciones descritas en el apartado 3 del Articulo 9.7.5.

Articulo 9.7.5.
Zona o compartimento libres de infeccion por el virus enfermedad de las manchas blancas

Si una zona o un compartimento se extienden mas alla de las fronteras de un pais, so6lo podran ser declarados zona o
compartimento libres de infeccidon por el virus enfermedad-de las manchas blancas si las autoridades competentes de
todos los territorios que abarcan confirman que reunen las condiciones exigidas para serlo.

Como se describe en el Articulo 1.4.6., una zona o un compartimento establecidos en el territorio de un pais o de un
conjunto de paises no declarados libres de infeccion por el virus enfermedad-de las manchas blancas podran ser
declarados zona o compartimento libres de esta enfermedad por la{s} autoridad{es) competente{s} de dicho pais o
conjunto de paises si:

1)  ninguna especie susceptible de las mencionadas en el Articulo 9.7.2. esta presente en la zona o el compartimento
y se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos anos;

2) cualquiera de las especies susceptibles mencionadas en el Articulo 9.7.2. esta presente en la zona o el
compartimento, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) no se ha observado la presencia de la infeccion por el virus del sindrome de las manchas blancas
enfermedad durante, por lo menos, los diez ultimos afios a pesar de unas condiciones propicias para st la

manifestacion clinica (de acuerdo con lo indicado en el capitulo correspondiente del Manual Acuéatico), y

b)  se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos;

3) se desconoce el estatus sanitario respecto de la infeccién por el virus del sindrome de las manchas blancas
enfermedad antes de ejercer una vigilancia especifica, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos, y

b) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., en la zona o el
compartimento durante, por lo menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia del virus de
sindrome enfermedad de las manchas blancas;

4) una zona habia hecho previamente una autodeclaracidon de ausencia de enfermedad infeccion por el virus de las
manchas blancas y perdioé posteriormente su estatus libre de-enfermedad por haberse detectado ta-enfermedad el
virus del sindrome de las manchas blancas en ella, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) nada mas haberse detectado el virus del sindrome de las manchas blancas la-enrfermedad, el lugar afectado
ha sido declarado zona infectada y se ha establecido una zona de proteccion, y

b) las poblaciones infectadas han-sido-destruidas-o-desplazadas dentro de |la zona infectada se han sacrificado
y eliminado con medios que reducen al minimo el+iesge la probabilidad de una mayor transmisién del virus
del sindrome de las manchas blancas de-prepagacion-dela-enfermedad-y se han aplicado los procedimientos
de desinfeccion apropiados (descritos en el Capitulo 4.3.), y

c) las condiciones elementales de bioseguridad vigentes anteriormente han sido debidamente revisadas y
modificadas y se han reunido ininterrumpidamente desde la erradicacion de la infeccién por el virus del
sindrome de las manchas blancas enfermedad y

d) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo

menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia de-enfermedad del virus del sindrome de las
manchas blancas.
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Articulo 9.7.6.
Conservacion del estatus de-pais,zona-o-compartimente libre de infeccion por el virus del sindrome s-de-enfermedad-de
las manchas blancas
Un pais, una zona o un compartimento declarados libres de enfermedad-delas-manchas-blaneas infeccién por el virus
del sindrome de las manchas blancas, de conformidad con lo dispuesto en los apartados 1 6 2 de los Articulos 9.7 4.
6 9.7.5. (segun proceda), podran conservar el estatus de pais, zona o compartimento libres de infeccién por el virus del
sindrome de las manchas blancas esta-enfermedad si mantienen ininterrumpidamente las condiciones elementales de
bioseguridad.
Un pais, una zona o un compartimento declarados libres de enfermedad infeccién por el virus del sindrome de las
manchas blancas, de conformidad con lo dispuesto en el apartado 3 de los Articulos 9.7.4. 6 9.7.5. (segun proceda),
podran interrumpir la vigilancia especifica y conservar el estatus de pais, zona o compartimento libres de—esta
enfermedad si retinen condiciones propicias para su |a manifestacion clinica de la infeccién por el vir | sindrom
las manchas blancas, de acuerdo con lo indicado en el capitulo correspondiente del Manual Acuético, y mantienen
ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad.
Sin embargo, en las zonas o los compartimentos declarados libres de infeccién por el virl | sindrome enfermedad de
las manchas blancas y situados en paises infectados, asi como en todos los casos en que no se reunan condiciones
propicias para la manifestacion clinica de esta enfermedad, se debera mantener un nivel de vigilancia especifica que
determinara el Servicio de Sanidad de los Animales Acuaticos en funcién de la probabilidad de infeccién.

Articulo 9.7.7.
Importaciéon de animales acuaticos ¥ o productos de animales acudticos de un pais, una zona o un compartimento
declarados libres de infeccion por el virus del sindrome de-enfermedad de las manchas blancas
Cuando se importen animales acuéticos de las especies mencionadas en el Articulo 9.7.2., ¥ o productos de animales
acuaticos derivados de estas especie, provenientes de un pais, una zona o un compartimento declarados libres de
infeccion por el virus del sindrome erfermedad-de las manchas blancas, la autoridad competente del pais importador
debera exigir la presentacion de un certificado sanitario internacional aplicable a los animales acuéticos, extendido por la
autoridad competente del pais exportador o por un certificador oficial aprobado por el pais importador.; EL certificado
sanitario internacional debera acreditar que aeredite, segun los procedimientos descritos en los Articulos 9.7.4. 6 9.7.5.
(segun proceda) y 9.7.6., que el lugar de produccion de la remesa de animales acuéticos ¥ o productos de animales
acuaticos es un pais, una zona o un compartimento declarados libres de infeccion por el virus del sindrome erfermedad
de las manchas blancas.
El certificado sanitario internacional aplicable a los animales acuaticos debera ser conforme al modelo de certificado que
figura en el Capitulo 5.11.

Este articulo no se aplica a las—mereaneias productos de animales acuaticos mencionadaos en el apartado 1 del
Articulo 9.7.3.
Articulo 9.7.8.

Importacion, para la acuicultura, de animales acudticos vives de un pais, una zona o un compartimento no declarados

libres de infeccién por el virus del sindrome de-enfermedad de las manchas blancas

4 Cuando se importen, para la acuicultura, animales acuaticos wives de las especies mencionadas en el
Articulo 9.7.2. de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccién por el virus del sindrome
enfermedad-de las manchas blancas, la autoridad competente del pais importador debera evaluar el riesgo y

aphear—s%e—;asﬂﬂean—las—s&gmentes—medﬂas—pa#a—mdaerﬂe e conformldad con eI Capitulo 2.1. vy considerar las

21) Silaintencién es el crecimiento y la cria de animales acudticos, se considerara la aplicacion de:

a) entrega directa de laremesa los animales acudticos a instalaciones de cuarentena donde permaneceran de

b) tratamiento del agua utilizada para el transporte, de los equipos, y-de-tedes efluentes y despojos de-mede
qae—ga#anﬂee—la—maewaefen—de con el fin de inactivar el virus del sindrome de las manchas blancas (de
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32) Sila intencién es establecer nuevas poblaciones para la acuicultura, se tendré en cuenta los siguiente:-A-efectos

oaigo—~

iii producir una poblacioén de primera generacién (F-1) en cuarentena;

iv) criar la poblaciéon F-1 en instalaciones de cuarentena bajo condiciones que sean favorables a la
xpresion clini la_infeccién por el vir | sindrom las manch lan In ri

en el Capitulo 2.2.7. del Manual Acuatico) y realizar pruebas para la deteccién del virus del sindrome de

V) i i i ion F-1 3 fini
de infeccién por el virus del sindrome de las manchas blancas y liberada de la cuarentena;

vi) si se detecta el virus del sindrome de las manchas blancas en la poblacién F-1, estos animales no
ran ser liber: renten ran rificar liminar manera biolégicamen
segura.
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Articulo 9.7.9.
Importacion, para transformacioén para el consumo humano, de animales acuaticos ¥y o productos de animales acuaticos
de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccion por el virus del sindrome enfermedad-de las
manchas blancas
Cuando se importen, para transformacién para el consumo humano, animales acuaticos de las especies mencionadas

en el Articulo 9.7.2.,_y o productos de animales acuaticos derivados de estas especies, provenientes de un pais, una

zona o un compartimento no declarados libres de infecciéon por el virus del sindrome enfermedad-de las manchas

blancas, la autoridad competente del pais importador debera evaluar el riesgo y aplicar, si se justifican, las siguientes
medidas para reducirlo:

1) entrega directa de los animales a centros de cuarentena o contencion hasta su transformacion en uno de los
productos enumerados en el apartado 1 del Articulo 9.7.3.; o en—productos—deseritos en el apartado 1 del
Articulo 9.7.11.; 0 en otros productos autorizados por la autoridad competente, y

2) tratamiento del agua dtilizada y todos los contenedores utilizados para el transporte y-de-tedeslos—efluentes—y
despejes—resultantes—deta—transformaeion de modo que garantice la inactivacion del virus del_sindrome la
en#e#medad—de las manchas blancas; o la eliminaciéon ellmlnaC|on iosegura de acuerdo con Ios Cagltulos 43.,4.7.y55., ¥

3)

nactlvaC|on del virus del smdrome de las manchas blancas o la ehmmamon blosegura de acuerdo con los

En lo que se refiere a estos animales acuaticos o productos de animales acuaticos as mereaneias; los Paises Miembros

podran considerar, si lo desean, la oportunidad de introducir medidas internas para afrontar los riesgos asociados a la
utilizacion de cualquiera de ellas ellos para fines que no sean el consumo humano.

Articulo 9.7.10.
Importacion de animales acuaticos vives o productos de animales acuaticos vives-destinados a usos distintos del consumo
humano incluyendo la alimentacién de los animales, la investigacion o aun el uso agricola, industrial o farmacéutico y
procedentes de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infecciéon por el virus del sindrome
enfermedad-de las manchas blancas
Cuando se importen, para la alimentacién de los animales o para un uso agricola, industrial, de investigacién o
farmacéutico, animales acuaticos vives de las especies mencionadas en el Articulo 9.7.2., o los productos de animales
acudticos derivados de dichas especies, provenientes de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de
infeccion por el virus del sindrome-erfermedad de las manchas blancas, la autoridad competente del pais importador
exigira que:
1) los animales sean entregados directamente a centros de cuarentena y mantenidos en los mismos para-su-saetificio

y hasta transformacion en uno de los productos referidos en el apartado 1 del Articulo 9.7.3. u otros productos
autorizados por la autoridad competente, y

2) tratamiento del agua dtilizada y todos los contenedores utilizados para el transporte y-de-tedeslos—efluentes—y
despojos—resultantes—de-la-transformacién de modo que garantice la inactivaciéon del virus del sindrome de las
manchas blancas o |a eliminacion biosegura de acuerdo con los Capitulos 4.3., 4.7. y 5.5.de-meode-que-impida-el
contacto-delosresiduos-con-especies-suseeptibles:, v

3) tratamlento de todos los efluentes y despojos resultantes de la transformacion de modo que garantice la

Articulo 9.7.11.
Importacion (o transito), para venta directa al por menor para el consumo humano, de animales-aeudticos-y-o productos
de animales acuaticos de-ur i i nte- arad es independientemente del su estatus
sanitario del pais, zona o compartimento de exportaci(’)n con respecto a la infeccién por el virus del sindrome de las

manchas blancas

1) Independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la
infeccién por el virus del sindrome la—enrfermedad-de las manchas blancas, las autoridades competentes no
deberan exigir ningun tipo de condicion relacionada con el virus del sindrome de las manchas blancas-esta
enfermedad, cuando autoricen la importacion o el transito por su territorio de camarones o crustaceos decapodos
congelados y pelados (sin caparazén ni cabeza) que han sido elaborados y envasados para la venta directa al por
menor y reunen las condiciones descritas en el Articulo 5.4.2.
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Se han establecido algunos supuestos a la hora de evaluar la inocuidad de los productos de animales acuaticos
enumerados mas arriba. Los Paises Miembros deberan referirse a tales supuestos, que figuran en el
Articulo 5.4.2., y analizar si se aplican a sus condiciones.

En lo que se refiere a estas mercancias, los Paises Miembros podran considerar, si lo desean, la oportunidad de
introducir medidas internas para afrontar los riesgos asociados a la utilizacién de cualquiera de ellas para fines que
no sean el consumo humano.

2) Cuando se importen animales—acuaticos—y-o-productos de animales acuaticos, aparte de los enumerados en el
apartado 1 arriba, derivados de las especies mencionadas en el Articulo 9.7.2. de un pais, una zona o un
compartimento no declarados libres de infeccién por el virus del sindrome enfermedad-de las manchas blancas, la
autoridad competente del pais importador debera evaluar el riesgo y aplicar medidas apropiadas para reducirlo.

— Texto suprimido.
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CAPITULO 9.8.

INFECCION POR EL NODAVIRUS
MACROBRACHIUM ROSENBERGII
(ENFERMEDAD DE LA COLA BLANCA)

Articulo 9.8.1.

A efectos del Codlgo Acuatlco la_infeccién QOF nodavirus Macrobrachlum rosenbergu es la |nfeCC|on por el agente
La enfermedad

se conoce comunmente como enfermedad de la cola blanca es—la—m#eeefen—deb@a—alﬁedawms—maerebmeMHm—Este
virus-debe-atn-ser-clasificado-oficialmente-

La informacién sobre los métodos de diagnéstico figura en el Manual Acuatico.

Articulo 9.8.2.

Ambito de aplicacién

Las recomendacmnes de este capltulo se apllcan a las siguientes especues % gue cquIen los criterios de

Articulo 9.8.3.

Importacion o transito por el territorio de animales-aeuaticesy-o productos de animales acuaticos cualquiera que sea el
uso al que se destinan independientemente del estatus sanitario del de-un pais, una la zona o un el compartimento de
exportacion con respecto a la infeccion por MrNV-ne-declaradeslibres-de-enfermedad-de-la-cola-blanea

1) Independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la
infeccion por MrNV enfermedad-de-ta—cola-blanea, las autoridades competentes no deberan exigir ningun tipo de
condicion relacionada con MrNV esta-enfermedad cuando autoricen la importacion o el transito por su territorio de
los siguientes productos de animales acuaticos para derivados de las especies mencionadas en el Articulo 9.8.2,,
cualquiera que sea el uso al que se destinan y siempre que reunan las condiciones descritas en el Articulo 5.4.1.:

a) productos de crustaceos termoesterilizados y sellados herméticamente (es decir, un tratamiento térmico a
121 °C durante al menos 3,6 minutos o una combinacion equivalente de tiempo/temperatura que haya

demostrado que inactiva el virus de la enfermedad de la cola blanca);
b) productos de crustaceos cocinados que se hayan sometido a un tratamiento térmico a 60 °C durante al

menos 60 minutos (0 a una combinaciéon equivalente de tiempo/temperatura que haya demostrado que
inactiva el virus de la enfermedad de la cola blanca);

c) productos de crustaceos pasteurizados que se hayan sometido a un tratamiento térmico a 90 °C durante al
menos diez minutos (0 a una combinacién equivalente de tiempo/temperatura que haya demostrado que
inactiva el virus de la enfermedad de la cola blanca);

d) aceite de crustaceos;
e) harina de crustaceos;
f)  quitina extraida por medios quimicos.

2) Las autoridades competentes deberan exigir las condiciones prescritas en los Articulos 9.8.7. a2 9.8.11. que
correspondan al estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la infecciéon por
MrINV enfermedad-de-la-eola-blanca cuando autoricen la importacién o el transito por su territorio de eualesquiera
animales-acudaticos-y-o productos de animales acuéticos relacionades-con derivados de las especies mencionadas
en el Articulo 9.8.2. que no sean unos de los enumerados en el apartado 1 del Articulo 9.8.3.
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La autoridad competente debera proceder a un andlisis del riesgo acorde con las recomendaciones del
Capitulo 2.1. cuando contemple la importacién o el transito por su territorio de animales-acuatices-y-e productos de
animales acuaticos derivados de cualquier especie no mencionada en el Articulo 9.8.2. pero que se considere que
podria plantear un riesgo de—propagacién de transmision de la infecciénpor MINV enfermedad-de-ta-cela-blanea.
La autoridad competente del pais exportador debera ser informada del resultado de este andlisis. la-evaluacién-

Articulo 9.8.4.

Pais libre de infeccion por MrNV-enfermedad-de-la-colablanea

Si el pais comparte una zona con otro u otros paises, sélo podra hacer una autodeclaracion de ausencia de jnfeccién
por MrNV enfermedad-dela—cela—blanea si todas las areas cubiertas por cuerpos de aguas compartidas han sido
declaradas paises o zonas libres de esta enfermedad (véase el Articulo 9.8.5.).

Como se describe en el Articulo 1.4.6., un pais podra hacer una autodeclaracion de ausencia de infeccién por MrNV
enfermedad-de-la-cola-blanea-si:

1)

ninguna especie susceptible de las mencionadas en el Articulo 9.8.2. esta presente en el pais y se han reunido
ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los dos ultimos afios;

cualquiera de las especies susceptibles mencionadas en el Articulo 9.8.2. esta presente en el pais, pero se han
dado las condiciones siguientes:

a) no se ha observado la presencia de la infeccién por MINV enrfermedad-durante, por lo menos, los diez ultimos
afos a pesar de unas condiciones propicias para su manifestacion clinica (de acuerdo con lo indicado en el
capitulo correspondiente del Manual Acuéatico), y

b) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afios;

se desconoce el estatus sanitario respecto de la infeccion por MrNV_enfermedad antes de ejercer una vigilancia
especifica, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos, y

b) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo
menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia de infeccion-per MrNV enfermedad-de-la—cola
blanea;

habia hecho previamente una autodeclaraciéon de ausencia de infeccién por MrNV enfermedad-de-la-cela-blanea y
perdié posteriormente su estatus libre de-enfermedad por haberse detectado la-infeccion-per MrNV enfermedad-de
la-eola-blanea, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) nada mas haberse detectado MrNV la-enfermedad, el lugar afectado ha sido declarado zona infectada y se
ha establecido una zona de proteccion, y

b) las poblaciones infectadas han—s+de—destnﬂdas—e—desplazadas dentro de la zona |nfectada se han sacrificado sacrlflcado
y eliminado con medios que reducen al minimo el+iesge | ili r transmision de MrNV
se han aplicado los procedimientos de desinfeccién aproplados (descritos en eI Capl'tulo 43.),y

c) las condiciones elementales de bioseguridad vigentes anteriormente han sido debidamente revisadas y
modificadas y se han reunido ininterrumpidamente desde la erradicacion de la_infeccion por MrNV—la
enfermedad, y

d) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo
menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia de infeccion-poer MINV enfermedad-de-la-cola
blanea.

Mientras tanto, parte o la totalidad del lugar no afectado podra ser declarada zona libre, siempre que reuna las
condiciones descritas en el apartado 3 del Articulo 9.8.5.
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Articulo 9.8.5.

Zona o compartimento libres de enfermedad de infeccion por MrNV enfermedad-de-la-cola-blanea

Si una zona o un compartimento se extienden mas alla de las fronteras de un pais, so6lo podran ser declarados zona o
compartimento libres de infeccion por MrNV enfermedad-de-la-cola-blanea si las autoridades competentes de todos los
territorios que abarcan confirman que rednen las condiciones exigidas para serlo.

Como se describe en el Articulo 1.4.6., una zona o un compartimento establecidos en el territorio de un pais o de un
conjunto de paises no declarados libres de infeccion por MiNV enfermedad-de-ta—cola-blanea podran ser declarados
zona o compartimento libres de esta enfermedad por la{s) autoridad{es) competente{s) de dicho pais o conjunto de
paises si:

1)

ninguna especie susceptible de las mencionadas en el Articulo 9.8.2. est4 presente en la zona o el compartimento
y se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos anos;

cualquiera de las especies susceptibles mencionadas en el Articulo 9.8.2. esta presente en la zona o el
compartimento, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) no se ha observado la presencia de la infeccién por MINV enrfermedad durante, por lo menos, los diez ultimos
afos a pesar de unas condiciones propicias para su manifestacion clinica (de acuerdo con lo indicado en el
capitulo correspondiente del Manual Acuético), y

b) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afnos;

se desconoce el estatus sanitario respecto de la infeccion por MrNV enfermedad antes de ejercer una vigilancia
especifica, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos, y

b) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., en la zona o el
compartimento durante, por lo menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia de infeccién-por
MrNV enfermedad-de-la-cola-blanea;

una zona habia hecho previamente una autodeclaracion de ausencia de_infeccién por MrNV enfermedad-de-ta-cola
blaneca y perdié posteriormente su estatus libre de—enfermedad por haberse detectado la—infeccién—por MrNV
enfermedad-de-la-cola-blanca en ella, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) nada mas haberse detectado MrNV la-enfermedad, el lugar afectado ha sido declarado zona infectada y se
ha establecido una zona de proteccién, y

b) las poblaciones infectadas han—srd&desmﬂda&eéesphazadas dentro de la zona |nfectada s_e_haLsa_crl_ﬂqa_d_Q
y eliminado con medios que reducen al minimo el-+iesge | ili r transmisién MrNV
de-propagacion-de-la-enfermedad-y se han aplicado los procedlmlentos de desmfecmon apropiados (descritos
en el Capitulo 4.3.), y

c) las condiciones elementales de bioseguridad vigentes anteriormente han sido debidamente revisadas y
modificadas y se han reunido ininterrumpidamente desde la erradicacion de la infeccién por MrNV
enfermedad, y

d) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo
menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia de MrNV enfermedad-de-la-cola-blanea.
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Articulo 9.8.6.

Conservacion del estatus libre de-p

Un pais, una zona o un compartimento declarados libres de infeccién por MINV enfermedad-deta—cela—blanea, de
conformidad con lo dispuesto en los apartados 1 6 2 de los Articulos 9.8.4. 6 9.8.5. (segun proceda), podran conservar
el estatus de pais, zona o compartimento libres de infeccion por MrNV esta—enfermedad si mantienen
ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad.

Un pais, una zona o un compartimento declarados libres de infeccién por MINV enfermedad-deta—celablanea, de
conformidad con lo dispuesto en el apartado 3 de los Articulos 9.8.4. 6 9.8.5. (segun proceda), podran interrumpir la
vigilancia especifica y conservar el estatus de pais, zona o compartimento libres de—esta—enfermedad si reldnen
condiciones propicias para su la manifestacion clinica de la infeccién por MrNV, de acuerdo con lo indicado en el
capitulo correspondiente del Manual Acuatico, y mantienen ininterrumpidamente las condiciones elementales de
bioseguridad.

Sin embargo, en las zonas o los compartimentos declarados libres de enfermedad de la cola blanca y situados en
paises infectados, asi como en todos los casos en que no se rednan condiciones propicias para la manifestacion clinica
de esta enfermedad, se debera mantener un nivel de vigilancia especifica que determinara el Servicio de Sanidad de los
Animales Acuaticos en funcion de la probabilidad de infeccién.

Articulo 9.8.7.

Importacion de animales acuaticos ¥ o productos de animales acudticos de un pais, una zona o un compartimento
declarados libres de infeccion por MrNV enfermedad-de-la-cola-blaneca

Cuando importen animales acuéticos de las especies mencionadas en el Articulo 9.8.2., ¥ o productos de animales
acuaticos derivados de estas especies, provenientes de un pais, una zona o un compartimento declarados libres de
infeccién por MrNV enfermedad-de—la—cola—blanca, la autoridad competente del pais importador debera exigir la
presentacion de un certificado sanitario internacional aplicable a los animales acuaticos, extendido por la autoridad

competente del pais exportador o por un certificador oficial aprobado por el pais importador.; rtifi nitari
internacional debera acreditar que aeredite, segun los procedimientos descritos en los Artlculos 9 8.4. 69.8.5. (segun

proceda) y 9.8.6., que el lugar de produccion de la remesa de animales acuaticos ¥ 0 productos de animales acuéticos
es un pais, una zona o un compartimento declarados libres de infeccién por MrNV enfermedad-de-la-cola-blaneca.

El certificado sanitario internacional aplicable a | nimal ati debera ser conforme al modelo de certificado que
figura en el Capitulo 5.11.

Este articulo no se aplica a las-mereaneias los productos de animales acuaticos mencionadags en el apartado 1 del
Articulo 9.8.3.

Articulo 9.8.8.

Importacion, para la acuicultura, de animales acudticos vivos de un pais, una zona o un compartimento no declarados
libres de infeccion por MrNV enfermedad-de-la-colablanea

4 Cuando se importen, para la acuicultura, animales acuéticos vivos de las especies mencionadas en el
Articulo 9.8.2. de un pais, una zona o un compartlmento no declarados libres de infeccion por MrNV enfermedad
de-la-eola-blanea, la autoridad competente del pais importador debera evaluar el riesgo y aplicar—si-se-justifican;

las-siguientes-medidaspararedueirlo de conformldad con eI Capitulo 2.1. y considerar las medidas de mitigacion
I ri | 21y32 fi ntin on.

21) Sila intencién es el crecimiento y la cria de animales acuaticos importados, se considerard la aplicacion de:
a) entrega dlrecta de Ia—remesa g§ gmmglg; gg;;g; gg§ gggggg§ g gg ggg g§ gg g;g g ;g g gg de

b) tratamiento del agua utilizada para el transporte, de los equipos, y-de-todes efluentes y despojos de-mode
qae—gaFanhee—La—maetwaeren—de con el fin de inactivar MrNV enfermedad-de-la-cola-blanea_(de conformidad

»rlo

32) §| Ia |ntenC|on es establecer nuevas goblamones para la acwcultura! se tendra en cuenta lo S|QU|ente —A—ef-eetes—el&l
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ii) examinar las poblaciones de origen de acuerdo con el Capitulo 1.4. y seleccionar una poblacion
fundadora (F-0) de animales acuaticos con un alto estatus sanitario para la infeccién por MrNV;

i)  importar |la poblacién F-0 a instalaciones de cuarentena;

Vi) i MrNV en | lacién F-1 nimal
ran rificar liminar: manera biolégicamen

Articulo 9.8.9.

Importacion, para transformacion para el consumo humano, de animales acuaticos ¥ o productos de animales acuaticos
de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccion por MrNV enfermedad-de-la-eola-blanea

Cuando se importen, para transformacion para el consumo humano, animales acuéticos de las especies mencionadas

en el Articulo 9.8.2., ¥ o0 productos de animales acuaticos derivados de estas especies, provenientes de un pais, una
zona o un compartimento no declarados libres de infeccion por MrNV-enfermedad—de—ta—cola—blanea, la autoridad

competente del pais importador debera evaluar el riesgo y aplicar, si se justifican, las siguientes medidas para reducirlo:

1) entrega directa de los animales a centros de cuarentena o contencion hasta su transfermacion procesamiento en
uno de los productos enumerados en el apartado 1 del Articulo 9.8.3.; 0 en preductos-deseritos—en el apartado 1
del Articulo 9.8.11.; 0 en otros productos autorizados por la autoridad competente, y
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2) tratamiento del agua utilizada y todos los contenedores utilizados para el transporte

y-de-todes-los—efluentes—y
elespe,tes—Fesmtantes—de—la—transfeFmaefen de modo que garantlce la |nact|va0|on del V|rus de la enfermedad de la

cola blanca; o la eliminacion de-mede-qd d biosegura
de acuerdo con los Capitulos 4.3., 4.7.

En lo que se refiere a estas—mercaneias estos animales acuaticos o productos de animales acuaticos, los Paises

Miembros podran considerar, si lo desean, la oportunidad de introducir medidas internas para afrontar los riesgos
asociados a la utilizaciéon de cualquiera de ellas ellos para fines que no sean el consumo humano.

Articulo 9.8.10.

Importacion de animales acuaticos vives o productos de animales acuaticos vives-destinados a usos distintos del consumo
humano incluyendo la alimentacién de los animales, la investigacion o a-un el uso agricola, industrial o farmacéutico y
procedentes de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de infeccion por MrNV enfermedad-de-la-cola
blanca

Cuando se importen, para la alimentacion de los animales o para un uso agricola, industrial, investigacion
farmacéutico, animales acuaticos vives de las especies mencionadas en el Articulo 9.8.2., o productos de animales

acuaticos derivados de dichas especies, provenientes de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de
infeccion por MrNV-erfermedad-de-la-cola-blanea, la autoridad competente del pais importador exigira que:

1) los animales sean entregados directamente a centros de cuarentena y mantenidos en los mismos para-su-sactificio

hasta su transformacién en uno de los productos referidos en el apartado 1 del Articulo 9.8.3. u otros productos

autorizados por la autoridad competente, y

2) tratamlento del agua uﬂhzada ¥ todos los contenedore utlllzados para el transporte ytodeslos—efluentes—y
d_e_o_d_Q que garantlce la mactnvamon

deI V|rus de Ia nfgggg ggr MrNV—enfeFmedad—ée—la—eeha—bian&a limin

Articulo 9.8.11.

Importacion (o transito), para venta directa al por menor para el consumo humano, de animales-aeuaticosy-o productos
de animales acuaticos de-ur i ! ; es independientemente del su estatus
sanitario del pais, zona o compartlmento de exportacmn con respecto a Ia infeccion por MrNV enfermedad-de-la—eola
blanca

1) Independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de la
infeccién por MrNV-enfermedad-de-la-cola-blanea, las autoridades competentes no deberan exigir ningun tipo de
condicion relacionada con MINV esta-enfermedad, cuando autoricen la importacion o el transito por su territorio de
camarones congelados y pelados (sin caparazén, ni cabeza) que han sido elaborados y envasados para la venta
directa al por menor y retinen las condiciones descritas en el Articulo 5.4.2.

Se han establecido algunos supuestos a la hora de evaluar la inocuidad de los productos de animales acuaticos
enumerados mas arriba. Los Paises Miembros deberan referirse a tales supuestos, que figuran en el
Articulo 5.4.2., y analizar si se aplican a sus condiciones.

En lo que se refiere a estas mercancias, los Paises Miembros podran considerar, si lo desean, la oportunidad de
introducir medidas internas para afrontar los riesgos asociados a la utilizaciéon de cualquiera de ellas para fines que
no sean el consumo humano.

2) Cuando se importen animales—acuaticos—yo productos de animales acuaticos, aparte de los enumerados en el
apartado 1 arriba, derivados de las especies mencionadas en el Articulo 9.8.2. de un pais, una zona o un
compartimento no declarados libres de infeccién por MINV-enfermedad-de-la-cela-blanea, la autoridad competente
del pais importador debera evaluar el riesgo y aplicar medidas apropiadas para reducirlo.

— Texto suprimido.
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CAPITULO 9.X.

ENFERMEDAD DE LA NECROSIS
HEPATOPANCREATICA AGUDA

Article 9.X.1.

A efectos del Cadigo Acuético, la enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND por sus siglas en inglés)
es la infeccion por cepas de la-baeteria Vibrio parahaemolyticus (Vpaneno) de la familia de los Vibrionales y-\M—harvevi

que poseen un pldsmido de ~70-kbp portador de genes gue codlflcan homologos de toxmas de |nsectos del género
_olom&b_dus (Plr) P|rA y Per

La informacién sobre los métodos de diagndstico de esta enfermedad figura en el Manual Acuatico.

Articulo 9.X.2.

Ambito de aplicacién

Las recomendamones de este capltulo se apllcan a las S|gmentes espemes suseeptibles gue cumglen los criterios de

Articulo 9.X.3.

Importacion o transito por el territorio de animales-aeuaticesy-o productos de animales acuaticos cualquiera que sea el
uso al que se destinan independientemente del estatus sanitario del de-un pais, una la zona o un el compartimento de
exportacion con respecto a la ne-deelaradeslibres-de enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda

1) Independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de AHNPD,
las autoridades competentes no deberan exigir ningun tipo de condicion relacionada con esta enfermedad cuando
autoricen la importacién o el transito por su territorio de los siguientes productos de animales acuaticos para
derivados de las especies mencionadas en el Articulo 9.X.2., cualquiera que sea el uso al que se destinan y
siempre que reunan las condiciones descritas en el Articulo 5.4.1.:

[a) productos de crustaceos termoesterilizados y sellados herméticamente (es decir, un tratamiento térmico a
121 °C durante al menos 3,6 minutos o una combinacion equivalente de tiempo/temperatura que haya
demostrado que inactiva Vpaxpnp);

b)  productos de crustdceos cocinados que se hayan sometido a un tratamiento térmico a 100 °C durante al
menos 3 un minutos (0 a una combinacion equivalente de tiempo/temperatura que haya demostrado que
inactiva VpAHF’ND);

)

dc) aceite de crustaceos;
ed) harina de crustaceos.
fe) quitina extraida quimicamente.]

2) Las autoridades competentes deberan exigir las condiciones prescritas en los Articulos 9.X.7. a 9.X.11. que
correspondan al estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de AHNPD cuando
autoricen la importacion o el transito por su territorio de animales—acuaticos-y-o productos de animales acuéticos
relacionados-con derivados de las especies mencionadas en el Articulo 9.X.2. que no sean los enumerados en el
apartado 1) del Articulo 9.X.3.

3) La autoridad competente debera proceder a un analisis del riesgo acorde con las recomendaciones del Capitulo
2.1. cuando contemple la importacion o el transito por su territorio de animales—acuatices—y—e-productos de
animales acuaticos derivados de cualquier especie no mencionada en el Articulo 9.X.2., pero que se considere que
pueda plantear un riesgo de—propagacién de la transmision de AHNPD. Se debera informar a la autoridad
competente del pais exportador del resultado de este analisis. la-evatuacion-
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Articulo 9.X.4.
Pais libre de enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda

Si el pais comparte una zona con otro u otros paises, so6lo podra hacer una autodeclaracion de ausencia de AHNPD si
todas las areas cubiertas por cuerpos de aguas compartidas han sido declaradas paises o zonas libres de esta
enfermedad (véase el Articulo 9.X.5.).

Como se describe en el Articulo 1.4.6., un pais podra hacer una autodeclaracién de ausencia de AHNPD si:

1) ninguna especie susceptible de las mencionadas en el Articulo 9.X.2. estd presente y se han reunido
ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los dos ultimos afios;

o

2) cualquiera de las especies susceptibles mencionadas en el Articulo 9.X.2. esta presente, pero se han dado las
condiciones siguientes:

a) no se ha observado la presencia de fa—enfermedad AHNPD durante, por lo menos, los diez ultimos afios a
pesar de unas condiciones propicias para su manifestacion clinica (de acuerdo con lo indicado en el
capitulo correspondiente del Manual Acuatico), y

b) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos anos;

3) se desconoce el estatus sanitario respecto de la la-enfermedad AHNPD antes de ejercer una vigilancia especifica,
pero se han dado las condiciones siguientes:

a) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos, y

b) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo
menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia de AHNPD;

4) habia hecho previamente una autodeclaracién de ausencia de AHNPD y perdié posteriormente su estatus libre de
enfermedad por haberse detectado AHNPD, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) una vez detectada la la—enfermedad AHNPD, el area afectada ha sido declarada zona infectada y se ha
establecido una zona de proteccién, y

b) las poblaciones infectadas han—s%desmm&e—desphazadas dentro de la zona infectada se han sacrificado
y_eliminado con medios que reducen al minimo el+iesge la probabilidad de una mayor transmisiéon de

propagacién-de-la-enfermedad de AHNPD y se han aplicado los procedimientos de desinfeccién apropiados
(descritos en el Capitulo 4.3.), y

c) las condiciones elementales de bioseguridad vigentes anteriormente han sido debidamente revisadas y
modificadas y se han reunido ininterrumpidamente desde la erradicacion de la-enfermedad AHNPD, y

d) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo
menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia de AHNPD.

Mientras tanto, parte o la totalidad del area no afectada podra ser declarada zona libre, siempre que reuna las
condiciones descritas en el apartado 3) del Articulo 9.X.5.

Articulo 9.X.5.
Zona o compartimento libres de enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda

Si una zona o un compartimento se extienden mas alla de las fronteras de un pais, so6lo podran ser declarados zona o
compartimento libres de AHNPD si las autoridades competentes confirman que rednen las condiciones exigidas para
serlo.
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Como se describe en el Articulo 1.4.6., una zona o un compartimento establecidos en el territorio de un pais o de un
conjunto de paises no declarados libres de AHNPD podran ser declarados libres de esta enfermedad por la{s)
autoridad{es)-competente{s) de dicho pais o conjunto de paises si:

1)  ninguna especie susceptible de las mencionadas en el Articulo 9.X.2. esta presente en la zona o el compartimento
y se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afios;

2) cualquiera de las especies susceptibles mencionadas en el Articulo 9.X.2. esta presente en la zona o el
compartimento, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) no se ha observado la presencia de la-enfermedad AHNPD durante, por lo menos, los diez ultimos afios a
pesar de unas condiciones propicias para su manifestacion clinica (de acuerdo con lo indicado en el
capitulo correspondiente del Manual Acuéatico), y

b) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos anos;

3) se desconoce el estatus sanitario respecto de fa-enfermedad AHNPD antes de ejercer una vigilancia especifica,
pero se han dado las condiciones siguientes:

a) se han reunido ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad durante, por lo menos, los
dos ultimos afos, y

b) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., en la zona o el
compartimento durante, por lo menos, los dos Ultimos afos y no se ha detectado la presencia de AHNPD;

4) una zona habia hecho previamente una autodeclaracion de ausencia de AHNPD y perdié posteriormente su
estatus libre de-enfermedad por haberse detectado AHNPD en ella, pero se han dado las condiciones siguientes:

a) una vez detectada la enfermedad AHNPD, el area afectada ha sido declarada zona infectada y se ha
establecido una zona de proteccion, y

b) las poblaciones infectadas han-sido-destruidas-o-desplazadas dentro de |la zona infectada se han sacrificado
y eliminado con medios que reducen al minimo el-+esge la probabilidad de una mayor transmision de

propagacién-de-la-enfermedad de AHNPD y se han aplicado los procedimientos de desinfeccién apropiados
(descritos en el Capitulo 4.3.), y

c) las condiciones elementales de bioseguridad vigentes anteriormente han sido debidamente revisadas y
modificadas y se han reunido ininterrumpidamente desde la erradicacion de la enfermedad AHNPD, y

d) se ha aplicado una vigilancia especifica, de conformidad con lo descrito en el Capitulo 1.4., durante, por lo
menos, los dos ultimos afios y no se ha detectado la presencia de AHNPD.

Articulo 9.X.6.
Conservacion del estatus libre

Un pais, una zona o un compartimento declarados libres de AHNPD, de conformidad con lo dispuesto en los
apartados 1) 6 2) de los Articulos 9.X.4. 6 9.X.5. (segun proceda), podran conservar el estatus libre de-esta-enfermedad
AHNPD si mantienen ininterrumpidamente las condiciones elementales de bioseguridad.

Un pais, una zona o un compartimento declarados libres de AHNPD, de conformidad con lo dispuesto en el apartado 3)
de los Articulos 9.X.4. 6 9.X.5. (segun proceda), podran interrumpir la vigilancia especifica y conservar su estatus libre
de esta enfermedad si reinen condiciones propicias para s« la manifestacion clinica, de acuerdo con lo indicado en el
capitulo correspondiente del Manual Acuatico, y mantienen ininterrumpidamente las condiciones elementales de
bioseguridad.

Sin embargo, en las zonas o los compartimentos declarados libres de AHNPD Yy situados en paises infectados, asi como
en todos los casos en que no se reunan condiciones propicias para la manifestacion clinica de esta enfermedad, se
debera mantener un nivel de vigilancia especifica que determinara el Servicio de Sanidad de los Animales Acuaticos en
funcién de la probabilidad de infeccion.
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Articulo 9.X.7.

Importacion de animales acuaticos ¥ o productos de animales acuaticos de un pais, una zona o un compartimento
declarados libres de enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda

Cuando se importen animales acuaticos de las especies mencionadas en el Articulo 9.X.2., ¥ o0 productos de animales
acudticos derivados de dichas especies, provenientes un pais, una zona o un compartimento declarados libres de
AHNPD, la autoridad competente del pais importador debera exigir la presentaciéon de un certificado sanitario
internacional aplicable a los animales acuaticos, extendido por la autoridad competente del pais exportador o por un
certificador oficial aprobado por el pais importador,; El certificado sanitario internacional debera acreditar que aeredite,
segun los procedimientos descritos en los Articulos 9.X.4. 6 9.X.5. (segun proceda) y 9.X.6., que el lugar de produccién
de los animales acuaticos ¥ o de los productos de animales acuaticos es un pais, una zona o un compartimento
declarados libres de AHNPD.

El certificado sanitario internacional aplicable a los animales acuaticos debera ser conforme al modelo de certificado que
figura en el Capitulo 5.11.

Este articulo no se aplica a los mereanefas productos de animales acuaticos mencionadags en el apartado 1 del
Articulo 9.X.3.
Articulo 9.X.8.

Importacion, para la acuicultura, de animales acudticos vives de un pais, una zona o un compartimento no declarados
libres de enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda

4 Cuando se importen, para la acuicultura, animales acuaticos vives de las especies mencionadas en el
Articulo 9.X.2. de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de AHNPD, la autoridad competente

del pais importador debera evaluar el riesgo y aplicar—si-se-justifican,las—siguientes-medidas—para—redueirleo de

conformidad con el Capitulo 2.1. v considerar las medidas de mitigacién del riesgo de los apartados 2) v 3) que

b) tratamiento del agua utilizada para el transporte de 0s equipos, y-de-tedes efluentes y despojos de—meele
qu&ga%ant&ee—la—maew‘s\eiemde | fin r Vparenp_(de conformidad con el los Capitulos 4.3.,4.7 y

fundadora (F- nimal At nunal nitario para la AHNPD:

i)  importar |la poblacién F-0 a instalaciones de cuarentena;
ii) examinar la poblacién (F-0) para VQAHEBD de conformidad con el Capitulo 1.4. para determinar su

nei m lacién repr: r
iii r ir un laciéon rimer: neracion (F-1) en rentena;
iv) criar | lacion F-1_en_instalacion renten j ndicion n_favorabl |

pruebas para la detecciéon de Vparpnp de conformidad con el Cagltulo 1 4 ;
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Articulo 9.X.9.

Importacion, para transformacioén para el consumo humano, de animales acuaticos ¥y o productos de animales acuaticos
de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda

Cuando se importen, para transformacién para el consumo humano, animales acuaticos de las especies mencionadas
en el Articulo 9.X.2., ¥ o productos de animales acuaticos derivados de estas especies, provenientes de un pais, una
zona o un compartimento no declarados libres de AHNPD, la autoridad competente del pais importador debera evaluar
el riesgo y aplicar, si se justifican, las siguientes medidas para reducirlo:

1)

entrega directa de los animales a centros de cuarentena o contencién hasta su transfermacién procesamiento en
uno de los productos enumerados en el apartado 1 del Articulo 9.3.3.; 0 en productos—deserites—en el apartado 1
del Articulo 9.3.11.; 0 en otros productos autorizados por la autoridad competente, y

tratamiento del agua utilizada y todos los contenedores utilizados para el transporte y-de-todeslos—efluentes—y
elespejes—Fesmtantes—de—la—tFansfeFmaeien de modo que garantlce Ia inactivacion de Vpaxenps O 1a eliminacion de
biosegura de acuerdo con los Capitulos

43.4.7.

tratamlento de todos los efluentes ¥ desgo 0s resultantes de la transformamon de modo que garantice la
i nl 3.v4.7.

En lo que se refiere a estos animales acuaticos o productos de animales acuaticos as mereanetas, los Paises Miembros

podran considerar, si lo desean, la oportunidad de introducir medidas internas para afrontar los riesgos asociados a la
utilizacion de cualquiera de ellas gllos para fines que no sean el consumo humano.
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Articulo 9.X.10.

Importacion de animales acuaticos vives o productos de animales acuaticos vives-destinados a usos distintos del consumo
humano incluyendo la alimentacién de los animales, la investigacion o aun el uso agricola, industrial o farmacéutico y
procedentes de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de enfermedad de la necrosis
hepatopancreatica aguda

Cuando se importen, para la alimentacién de los animales o para un uso agricola, industrial, de investigaciéon o
farmacéutico, animales acuéticos vives de las especies mencionadas en el Articulo 9.X.2., o los productos de animales
acudticos derivados de dichas especies, provenientes de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de
AHNPD, la autoridad competente del pais importador debera exigir que:

1) los animales sean entregados directamente a centros de cuarentena y mantenidos en los mismos para-su-saetificio

¥ hasta su transformacién en uno de los productos referidos en el apartado 1 del Articulo 9.X.3. u ofros productos

autorizados por la autoridad competente, y

2) eJ_tr_alamlﬂnIo_dQl agua uﬂhzada w para el transporte y-todeoslos—efluentes—y
i i de modo gue garantice la inactivacion
de VpAHpNDo a ellmlnaC|on blosegura de acuerdo con Ios gagltulos 4 3.47.y55..y

Articulo 9.X.11.

Importacion (o transito), para venta directa al por menor para el consumo humano, de animales-aeudtices-y-e-productos
de animales acudticos de-un-pais,unazona-o-un-compartimento no-declarados-libres independientemente del su estatus
sanitario del pais, zona o compartimento exportador con respecto a la enfermedad de la necrosis hepatopancreatica
aguda

1) Independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o el compartimento de exportacion respecto de AHNPD,
las autoridades competentes no deberan exigir ningun tipo de condicion relacionada con AHNPD esta-enfermedad,
cuando autoricen la importacion (o el transito) por su territorio de fcamarones congelados o-erustacees-decapodos
congelades—y pelados (sin caparazon, ni cabeza)} que han sido elaborados y envasados para la venta directa al
por menor y rednen las condiciones descritas en el Articulo 5.4.2.

Se han establecido algunos supuestos a la hora de evaluar la inocuidad de los productos de animales acuaticos
enumerados mas arriba. Los Paises Miembros deberan referirse a tales supuestos, que figuran en el
Articulo 5.4.2., y analizar si se aplican a sus condiciones.

En lo que se refiere a estas mercancias, los Paises Miembros podran considerar, si lo desean, la oportunidad de
introducir medidas internas para afrontar los riesgos asociados a la utilizaciéon de cualquiera de ellas para fines que
no sean el consumo humano.

2) Cuando se importen animales—acuaticos—y-o productos de animales acuaticos, aparte de los enumerados en el
apartado 1 arriba, derivados las especies mencionadas en el Articulo 9.X.2. de un pais, una zona o un
compartimento no declarados libres de AHNPD, la autoridad competente del pais importador debera evaluar el
riesgo y aplicar medidas apropiadas para reducirlo.

— Texto suprimido.
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“VERSION LIMPIA”

ARTICULO X.X.8. PARA TODOS LOS CAPITULOS ESPECIFICOS DE
ENFERMEDAD (O ARTICULO 10.4.12. PARA LA INFECCION POR EL
VIRUS DE LA ANEMIA INFECCIOSA DEL SALMON)

Importacion, para la acuicultura, de animales acuaticos de un pais, una zona o un compartimento no declarados libres de
“infeccién por patégeno X” /“enfermedad X”

Cuando se importen, para la acuicultura, animales acuaticos de las especies mencionadas en el Articulo X.X.2. de un
pais, una zona o un compartimento no declarados libres de “infeccion por patégeno X’/“enfermedad X”, la autoridad
competente del pais importador debera evaluar el riesgo de conformidad con el Capitulo 2.1. y considerar las medidas
de mitigacién del riesgo en los apartados 1y 2 que figuran a continuacion.

1)

o}
2)

Si la intencion es el crecimiento y la cria animales acuéticos importados se considerara la aplicacion de:

a) entrega directa de los animales acuaticos importados a instalaciones de cuarentena donde permaneceran de
por vida; y

b) tratamiento del agua utilizada para el transporte, de los equipos, efluentes y despojos con el fin de inactivar el
“patdgeno X (de conformidad con los Capitulos 4.3.,4.7.y 5.5.).

Si la intencion es establecer nuevas poblaciones para la acuicultura, se tendra en cuenta lo siguiente:
a) en el pais exportador:
i) identificar las fuentes posibles de poblacion y evaluar el historial sanitario de sus animales acuaticos;

i)  examinar las poblaciones de origen de acuerdo con el Capitulo 1.4. y seleccionar una poblacion
fundadora (F-0) de animales acuaticos con un alto estatus sanitario para la “infecciéon por patégeno X’/
“enfermedad X”;

b) en el pais importador:

i) importar la poblacién fundadora (F-0) a instalaciones de cuarentena;

i)  examinar la poblacién F-0 para la “infeccion por patégeno X’ de conformidad con el Capitulo 1.4. para
determinar su idoneidad como poblacién reproductora;

iii)  producir una poblacion de primera generacién (F-1) en cuarentena;

iv) criar la poblacion F-1 en cuarentena bajo condiciones que sean favorables a la expresion clinica de la
“infeccion por patégeno X’/“enfermedad X” (segun se describe en el Capitulo 2.2.X. del Manual
Acudtico) y realizar pruebas para la deteccion de la “infecciéon por patégeno X’ de conformidad con el
Capitulo 1.4.;

v)  sino se detecta la “enfermedad X”, la poblacion F-1 puede ser definida libre de “infeccién por patégeno
X’I “enfermedad X” y liberada de la cuarentena;

vi) si se detecta la “infeccion por patégeno X”, la poblacidon F-1 no puede ser liberada de la cuarentena y
debera sacrificarse y eliminarse de manera biolégicamente segura.
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Version con modificaciones

ARTICULO X.X.8. PARA TODOS LOS CAPITULOS ESPECIFICOS
DE ENFERMEDAD (O ARTICULO 10.4.12. PARA LA INFECCION
POR EL VIRUS DE LA ANEMIA INFECCIOSA DEL SALMON)

Importacion, para la acuicultura, de animales acuaticos vives de un pais, una zona o un compartimento no
declarados libres de “infeccion por patégeno X”/“enfermedad X”

4 Cuando se importen, para la acuicultura, animales acudticos vives de las especies mencionadas en el
Articulo X.X.2. de un pais, una zona o un compartlmento no declarados libres de “infeccién por patégeno
X’I“enfermedad X", la autoridad competente del pais importador debera evaluar el riesgo y-aplicar,—si-se
wshﬂean—las—srgwemes—memdas—pafa—reéteme de conformldad con el Capltulo 2.1. y _considerar las

miti ion del ri nl 21 2 fi ntin on.

a) entrega directa de la—remesa los animales acuaticos jmportados a instalaciones de cuarentena
biolégicamente-seguras donde permaneceran de por vida eentinuamente-aislada-del-medielocal, y

b) tratamiento del agua utilizada para el transgorte! de los equipos, y-de-tedesles efluentes y despojos
ele—mede—qae—garanhee con el fin de inactivar el fin de agnva el patogeno X" nf rm| n et l itul

b) en el pais importador:

i) im rl lacién fun ra (F- instalacion rentena;

v)
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vi) si_se detecta la |nfeCC|on gor gatogeno ). —en#ermedad—x— la goblamon F 1 no guede ser
li

—  Texto suprimido.

—  Texto suprimido.
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CHAPTER 2.2.X.

ACUTE HEPATOPANCREATIC NECROSIS DISEASE

1. Scope

Acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND) means infection with strains of Vibrio parahaemolyticus
(Vpanenp) anrd—V-—harveyi—that contain a ~70-kbp plasmid with genes that encode homologues of the

Photorhabdus insect-related (Pir) toxins, PirA and PirB. Although there are reports of the isolation of other Vibrio
species from clinical cases of AHPND, only Vpanenp_has been demonstrated to cause AHPND.

2. Disease information
2.1. Agent factors

2.1.1. Aetiological agent, agent strains

AHPND has a bacterial aetiology (Kondo et al., 2015; Kwai et al., 2014; Liv-etal—2044-Tran et al.,

2013a; 2013b;). It is caused by specific virulent stralns of wbﬂe—speeres—meladmg—v parahaemolytlcus
(Vpanenp) aprd-M—harveyi-that contain a ~70-kbp plasmid with genes that encode homologues of the
Photorhabdus insect-related (Pir) binary toxin, PirA and PirB (Gomez-Gil et al., 2014; Gomez-Jimenez
et al.,, 2014; Han et al., 2015a; Kondo et al., 2014; Lee et al., 2015; Yang et al., 2014). The plasmid

W|th|n AHPND—eausmg—V—paFahaemely{reus—(VpAHpND) has been designated pVA1 and its size may
vary slightly. Removal (or “curing”) of pVA1 abolishes the AHPND causmg ability of the—wru4eni—stram

Within a population of AHPND—eausing—ggAﬂBND bacteria, natural deletion of the Pir'P gperon regien
may occur in a few individuals (Lee et al., 2015; Tinwongger et al., 2014). This deletion is due to the
instability caused by the repeat sequences or transposase that flank the Pir toxin operon. Altheugh
different-strains—exhibit-different-levels—ofstability, \When the deletion occurs, it means that a virulent
strain-of \.—parahaemelyticus-Vpanpnp_strain will lose its ability to induce AHPND. However, if the Pir
toxin sequence is used as a target for detection, then a colony that has this deletion will produce a
negative result even though the colony was derived from an isolate of AHPND-causing VYpanpnp
bacteria.

The plasmid pVA1 also carries a cluster of genes related to conjugative transfer, which means that this

plasmld is potentlally able to transfer to other bacterla Ihe—pW—plaswd—ase—eames—the—pndA—gen&

2.1.2. Survival outside the host

VpaHpnD) Would—be-is expected to possess similar
properties to other strains of V parahaemolyticus found in seafood that have been shown to survive up
to 9 and 18 days in filtered estuarine water and filtered seawater at an ambient temperature of 28 +
2°C (Karunasagar et al., 1987).
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2.2,

2.3.

2.1.3. Stability of the agent (effective inactivation methods)

Experimental studies have shown that Vpanpno AHPND-could not be transmitted via frozen infected
shrimp (Tran et al., 2013a). In-additien-Similarly, other strains of V. parahaemolyticus are known to be
sensitive to freezing, refrigeration, heating and common disinfectants (Andrews et al., 2000; Muntada-
Garriga et al., 1995; Su & Liu, 2007; Thompson & Thacker, 1973).

2.1.4. Life cycle
Not applicable.

Host factors

2.2.1. Susceptible host species

Species that fulfil the criteria for listing as susceptible to AHPND according to Chapter 1.5. of the
Aquatic Code include: giant tiger prawn (Penaeus monodon) and whiteleg shrimp (P. vannamei).

2.2.2. Species with incomplete evidence for susceptibility

Species for which there is incomplete evidence for susceptibility according to Chapter 1.5. of the
Aquatic Code include: fleshy prawn (Peraeus. chinensis).

2.2.3. Susceptible stages of the host
Mortalities occur within 30—35 days, and as early as 10 days, of stocking shrimp ponds with postlarvae
(PL) or juveniles (Joshi et al., 2014b; Leafio & Mohan, 20132; Nunan et al., 2014; Soto-Rodriguez et

al., 2015; Tran et al., 2013b). There-is-a+repert{De la Pena et al. (2015) efreported disease outbreaks
in the Philippines occurring as late as 46—96 days after pond-stocking.

2.2.4. Species or subpopulation predilection (probability of detection)

Not applicable.

2.2.5. Target organs and infected tissue

Gut-associated tissues and organs

2.2.6. Persistent infection

No data or not known.

2.2.7. Vectors
None is known, although as Vibrio spp. are ubiquitous in the marine environment, the—pessibility
presence-of vector species-would-not-be-unexpected vector species could be expected.

Disease pattern

2.3.1. Transmission mechanisms

Vpanenp AHPNDB-has been transmitted experimentally by immersion, in—feed-feeding (per os) and
reverse gavage (Dabu et al., 2015; Joshi et al., 2014b; Nunan et al., 2014; Soto-Rodriguez et al., 2015;
Tran et al., 2013b), simulating natural horizontal transmission via oral routes and co-habitation.

2.3.2. Prevalence

Vibrio-spp—are-ubiquitous-in-the-marine-environment-In regions where AHPND is enzootic in farmed

shrimp, evidence indicates a near 100% prevalence (Tran et al., 2014a).
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2.3.3. Geographical distribution

The disease has been was—reported initially—ir—2040-from China (People’s Rep. of) (2010), and

Vietnam (2010), Malaysia (2011), Thailand (2012) (Flegel, 2012; Lightner et al.,
2012), Mexico (2013) (Nunan et al., 2014) and the Philippines (2014) (Dabu et al., 2015; de la Pena et
al., 2015).

2.3.4. Mortality and morbidity

AHPND is characterised by sudden, mass mortalities (up to 100%) usually within 30-35 days of
stocking grow-out ponds with PLs orJuvemIes (FAO 2013 ong etal. 201@ NACA 2012)—and—ean—be

etal-2043b). Older juveniles m g¥g§g'g§ affected ggg aPenaetal g 15).

2.3.5. Environmental factors

Water sources with low salinity (<20 ppt) seem to reduce the incidence of the disease. Peak

occurrence seems to occur during the hot and dry season from April to July-seems-to-be-thepeak.

Overfeeding, poor seed quality, poor water quality, poor feed quality, algal blooms or crashes are also
factors that may lead to occurrences of AHPND in endemic areas (FAO, 2013; NACA, 2012).

2.4. Control and prevention

2.4.1. Vaccination

Not applicable.

2.4.2. Chemotherapy
2.4.3. Immunostimulation

None known to be effective-Net-applicable.

2.4.4. Resistance-Breeding for resistance

Not applicable.

2.4.5. Restocking with resistant species

None available.

2.4.6. Blocking agents

None available.

2.4.7. Disinfection of eggs and larvae

None known.

2.4.8. General husbandry practices

As with other infectious diseases of shrimp, established good sanitary and biosecurity practices, such as
improvement of hatchery sanitary conditions and PL screening are likely to be beneficial; good broodstock
management, use of high quality post-larvae and good shrimp farm management including strict feeding rate
control, reduced-ever-crowding-appropriate stocking density etc. are all well-established practices that reduce the
impact of disease, including AHPND (NACA, 2012).
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3.

Sampling
3.1. Selection of individual specimens

Samples of moribund shrimp or shrimp that show clinical signs (see Section 4.1.1) should be selected for
AHPND diagnosis. It is assumed that adults (broodstock) can carry Pir—texin-bearing—strains of

: j ibri —(Han et al., 2015; Lee et al., 2015; Nunan et al., 2014;
Soto-Rodriguez et al., 2015; Tran et al., 2013b). Therefore, broodstock without clinical signs may also be
selected for diagnostic testing.

3.2. Preservation of samples for submission

Samples to be submitted are (i) fresh and chilled on ice for bacterial isolation, (ii) fixed in 90% ethanol for
polymerase chain reaction (PCR) detection and (iii) preserved in Davidson’s AFA fixative for histology (Joshi
et al., 2014a; 2014b; Leafio & Mohan, 2013; Lee et al., 2015; Nunan et al., 2104; Sirikharin et al., 2015;
Soto-Rodriguez et al., 2015; Tran et al., 2013b).

3.3. Pooling of samples

The effect of pooling on diagnostic sensitivity has not been evaluated, therefore larger shrimp should be
processed and tested |nd|V|duaII¥ Howeve r, samples small life stages, sge0|all¥ PL or specimens up to 0.5
giean g;g ggg;g n hm r|IfrmI Ir I:a#ger—shnmp—sheuid—be

3.4. Best organs or tissues

Samples of gut-associated tissues and organs, such as hepatopancreas, stomach, the midgut and the
hindgut are suitable. In addition, faecal (non-lethal) samples may be collected from valuable broodstock.

3.5. Samples or tissues that are not suitable (i.e. when it is never possible to detect)

Samples other than gut-associated tissues and organs are not appropriate (FAO, 2013; NACA, 2012; 2014;
Nunan et al., 2014; Soto-Rodriguez et al., 2015; Tran et al., 2013b).

Diagnostic methods
4.1. Field diagnostic methods

4.1.1. Clinical signs

The onset of cllnlcal S|gns and mortality can start as early as 10 days post-stocking-anrd-can-be-used
Clinical signs include a pale-to-white hepatopancreas (HP), significant

atrophy of the HP, soft shells guts with discontinuous, or no contents, black spots or streaks visible

within the HP (due to melanised tubules). In addition, the HP does not squash easily between the

thumb and forefinger (probably due to increased fibrous connective tissue and haemocytes) (NACA,

2012; 2014).

4.1.2. Behavioural changes

Not applicable.
4.2. Clinical methods

4.2.1. Clinical chemistry

None is known.

4.2.3. Microscopic pathology

The disease has two distinct phases:
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i)  The acute phase is characterised by a massive and progressive degeneration of the HP tubules
from proximal to distal, with significant rounding and sloughing of HP tubule epithelial cells into
the HP tubules, HP collecting ducts and posterior stomach in the absence of bacterial cells (FAO,
2013; Nunan et al., 2014; Soto-Rodriguez et al., 2015; Tran et al., 2013a; 2013b; 2014a; 2014b).

ii) The terminal phase is characterised by marked intra-tubular haemocytic inflammation and
development of massive secondary bacterial infections that occur in association with the necrotic
and sloughed HP tubule cells (FAO, 2013; Leafio & Mohan, 2013; NACA, 2012; 2014; Nunan et
al., 2014; Soto-Rodriguez et al., 2015; Tran et al., 2013a; 2013b; 2014a; 2014b).

4.2.4. Wet mounts

Not applicable.

4.2.5. Smears

Not applicable.

4.2.6. Fixed sections (for ISH)

ISH is not currently available (October 2015).

4.2.7. Electron microscopy or cytopathology

Not applicable.
4.3. Agent detection and identification methods

4.3.1. Direct detection methods
4.3.1.1. Microscopic methods
4.3.1.1.1. Wet mounts

Not applicable.

4.3.1.1.2. Smears

Not applicable.

4.3.1.1.3. Fixed sections

See Section 4.2.2.

4.3.1.2. Agent isolation and identification

on standard media used for |solat|on of bactena from dlseased shrlmp (Lee et al., 2015; Soto-
Rodriguez et al., 2015). Bacterial species identification may be carried out using 163 rRNA PCR

(Weisburg et al., 1991) or toxR-targeted PCR (Kim et al., 1999) and sequencing—{Weisburg-et-al;
4—994—)—and—theHLpFebableﬂabmty—te—eaHse—Al=lPND—usmg—AHPND speC|f|c PCR methods that target

4.3.1.2.1. Cell culture or artificial media

See sections 4.3.1.2.3.1.1 and 4.3.1.2.3.1.2.

4.3.1.2.2. Antibody-based antigen detection methods

None is available to date (October 2015).
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4.3.1.2.3. Molecular techniques

4.3.1.2.3.1. PCR protocols for detection of AHPND-causing bacteria from cultures or infected shrimp

PCR methods have been developed that target the Vparnpnp AHPND-toxin genes. The AP3 method
is a single-step PCR that targets the 12.7 kDa PirAP gene (Sirikharin et al., 2015). It was valldated
for 100% positive and negative predictive value by testing 104 isolates of Vpanpnp AHPND-

and non-pathogenic bacteria (including other Vibrio and non-Vibrio species) that had previously
been tested by bioassay (Kwai et al., 2014; Sirikharin et al., 2015). Subsequently, Soto-Rodriguez
et al. (2015), using 9 Vpaweno AHPND-eausing—and 11 non-pathogenic isolates of
V. parahaemolyticus reported that the AP3 method produced the highest positive (90%) and
negative (100%) predictive values of five PCR methods tested.

Single-step PCRs such as the AP3 method and others, e.g. VpPirA-284, VpPirB-392 (Han et al.,
2015a) and TUMSAT-Vp3 (Tinwongger et al., 2014), have relatively low sensitivity when used for
detection of VpaxpnD AHPNDeausmg—baeteaa—at low levels (e.g. sub-clinical infections) or in
environmental samples such as sediments and biofiims. For such samples, a preliminary
enrichment step (see 4.3.1.2.3.1.1) is recommended.

Alternatively, a nested PCR method, AP4, has been developed with a 100% positive predictive
value for Vpanpnp AHPND-causing-bacteria using the same 104 bacterial isolates used to validate
AP3 above (Dangtip et al., 2015), and has greater sensitivity (1 fg of DNA extracted from Vpaneno
AHPND-causing-bacteria), allowing it to be used directly with tissue and environmental samples
without an enrichment step.

In addition, real-time PCR methods, for example the Vpaupnp-AHPND-specific TagMan real-time
PCR developed by Han et al. (2015b), and an isothermal loop-mediated amplification protocol
(LAMP) method developed by Koiwai et al. (2015) also have high sensitivity and can be used
directly with tissue and environmental samples without an enrichment step.

4.3.1.2.3.1.1 Enrichment of samples prior to DNA extraction

Preliminary enrichment culture for detection of Vpanpnp AHPND-eausing-baeteria-from sub-clinical
infections or environmental samples may be carried out using any suitable bacteriological medium
(e.g. tryptic—soy broth or alkaline peptone water containing 2.5% NaCl supplement) incubated for
4 hours at 30°C with shaking. Then, after letting any debris settle, the bacteria in the culture broth
are pelleted by centrifugation. Discarding the supernatant, DNA can be extracted from the
bacterial pellet in preparation for PCR analysis.

4.3.1.2.3.1.2 Agent purification
TFhe-causative-agent-of AHPNB-may be isolated in pure culture from diseased shrimp,

sub-clinically infected shrimp, or environmental samples using standard microbiological media for
isolation of Vibrio species from such sources (Lightner, 1996; Tran et al., 2013a; 2013b).
Confirmation of identification of Vpaupnp as—anr AHPND-causing-basteria-may be undertaken by
PCR analysis and bioassay.

4.3.1.2.3.1.3 DNA extraction

A general DNA extraction method may be used to extract DNA from the stomach or
hepatopancreatic tissue of putatively infected shrimp, from cultures of purified bacterial isolates or
from bacterial pellets from enrichment cultures (see above). The amount of template DNA in a
25 pl PCR reaction volume should be in the range of 0.01-1 ng of DNA when extracted from
bacterial isolates (i.e. directly from a purified culture) and in the range of 10-100 ng of total DNA
when extracted from shrimp tissues or from a bacterial pellet derived from an enrichment culture.

4.3.1.2.3.1.4 One-step PCR detection of pVAT plasmid

Two one-step PCR methods (AP1 and AP2) are described here for detection of the pVA1 plasmid

in enrichment broth cultures. The primers, target gene and the size of the expected amplicons are
li in Table 4.1.
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Method Primer: Target M Reference
AP1 pVAL 700bp 2014
AP2 =TCA-CCC-GAA-TGC-TCG-CTI-GTG-G- pVAI 700bp Elegel & Lo
4.3.1.2.3.1.5 Protocol for the AP1 and AP2 PCR methods
Thi | follows the meth ri Flegel & Lo. (2014). The PCR r ion mixtur
%&%MZ&%%
11 MAP -R1, 0.2 ul Tag DNA polymer: n roxim .01-1 ng of template DNA
seconds with a flnal extension step at 72° for 1 mlnutes and then the reactlon mixture can
4.3.1.2.3.1.45 PCR—primers+or-One-step PCR detection of PirA/PirB toxin genes-AHPND-catsing
bacteria
Four one-step PCR methods (AP3, TUMSAT-Vp3, VpPirA-284 and VpPirB-392) are described
here for detection of Pir toxin genes in_enrichment broth cultures. The primers, target gene and
the size of the expected amplicons are listed in Table 4.42.
Table 4.12. PCR primers for one-step PCR detection of AHPND-causing bacteria
Method Primers Target Expecteq Reference
name gene ampllcon size
AP3-F: 5-ATG-AGT-AAC-AAT-ATA-AAA-CAT-GAA-AC-3’ . Sirikharin et al.,
AP3 -, , pirAvP 333bp
AP3-R: 5-GTG-GTA-ATA-GAT-TGT-ACA-GAA-3 2014, 2015
TUMSAT- | TUMSAT-Vp3 F: 5-GTG-TTG-CAT-AAT-TTT-GTG-CA-3’ L AVp 360b Tinwongger et
Vp3 TUMSAT-Vp3 R: 5-TTG-TAC-AGA-AAC-CAC-GAC-TA-3’ pirA P al., 2014
VpPirA- VpPirA-284F: 5-TGA-CTA-TTC-TCA-CGA-TTG-GAC-TG-3’ AVP 284b Han et al.,
284 VpPirA-284R: 5’-CAC-GAC-TAG-CGC-CAT-TGT-TA-3’ pirA P 2015a
VpPirB- VpPirB-392F: 5’-TGA-TGA-AGT-GAT-GGG-TGC-TC-3’ - ovp 392b Han et al.,
392 VpPirB-392R: 5'-TGT-AAG-CGC-CGT-TTA-ACT-CA-3' pirB P 2015a

4.3.1.2.3.1.56 Protocol for the AP3 PCR method

This protocol follows the method described by Sirikharin et al. (2015). The PCR reaction mixture
consists of 2.5 yl 10x PCR mix, 0.7 yl 50 mM MgCl,, 0.4 ul 10 mM dNTPs, 0.5 pl 10 yM AP3-F1,

0.5 ul 10 yM AP3-R1, 0.2 pl Tag DNA polymerase and approximately 100 ng of template DNA in
a total volume of 25 yl made up with distilled water. For PCR a denaturation step of 94°C for
5 minutes is followed by 30 cycles of 94°C for 30 seconds, 53°C for 30 seconds and 72°C for
40 seconds with a final extension step at 72°C for 5 minutes and then the reaction mixture can be
held at 4°C.

4.3.1.2.3.1.67 Protocol for the VpPirA-284 and VpPirB-392 PCR methods

This protocol follows the method described by Han et al. (2015) and uses PuReTaq ready-to-go
PCR beads (GE Healthcare). A 25 ul PCR reaction mixture is prepared with PuReTaq ready-to-
go PCR beads. Each reaction contains 0.2 uM of each primer, 10 mM Tris/HCI (pH 9.0), 50 mM
KCI, 1.5 mM MgCl,, 2.5 U of Taq DNA polymerase, and 1 pl of extracted DNA. For PCR a 3-

minute denaturation step at 94°C is followed by 35 cycles of 94°C for 30 seconds, 60°C for
30 seconds, and 72°C for 30 seconds, and a final extension at 72°C for 7 minutes.
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4.3.1.2.3.1.78 Protocol for the TUMSAT-Vp3 PCR method

This protocol follows the method described by Tinwongger et al. (2014). A 30 yl PCR mixture is
prepared containing 1 ul DNA template, 10x PCR buffer, 0.25 mM dNTP mixture, 0.6 yM of each
primer and 0.01 U Taq polymerase. PCR conditions consist of an initial preheating stage of
2 minutes at 95°C, followed by 30 cycles of 30 seconds denaturation at 95°C, 30 seconds
annealing at 56°C and 30 seconds extension at 72°C.

4.3.1.2.3.1.89 AP4 nested PCR primers protocol for detection of Vi pnp AHPND-bacteria

This protocol follows the method described by Sritryalucksana—et-ak—{(2045)-and-Dangtip et al.
(2015). The first PCR reaction mixture consists of 2.5 ul 10x PCR mix, 1.5 pl 50 mM MgCl,, 0.5 ul

10 mM dNTPs, 0.5 ul 10 uM AP4-F1, 0.5 pl 10 uM AP4-R1, 0.3 pl of Tag DNA pol (5 units pI=1)
and approximately 100 ng of template DNA in a total volume of 25 pl made up with distilled water.
The PCR protocol is 94°C for 2 minutes followed by 30 cycles of 94°C for 30 seconds, 55°C for
30 seconds and 72°C for 90 seconds with a final extension step at 72°C for 2 minutes and hold at
4°C.

The nested PCR reaction mixture consists of 2.5 yl 10x PCR mix, 1.5 yl 50 mM MgCl,, 0.5 pl
10 mM dNTPs, 0.375 pl 10 uM AP4-F2, 0.375 pl 10 uM AP4-R2, 0.3 pl Tag DNA pol (5 units
ul=") and 2 pl of the first PCR reaction in a total volume of 25 pl. The nested PCR protocol is 94°C

for 2 minutes followed by 25 cycles of 94°C for 20 seconds, 55°C for 20 seconds and 72°C for
20 seconds and hold at 4°C.

The nested PCR primers, designed using the China (People’s Rep. of) isolate of AHPND bacteria
(Yang et al., 2014), are shown in Table 4.23. The expected amplicon sizes are 1269 bp for the
outer primers (AP4-F1 and AP4-R1) and 230 bp for the inner primers (AP4-F2 and AP4-R2). At
high concentrations of target DNA, additional amplicons may occur as the product of residual
primer AP4-F1 pairing with AP4-R2 (357 bp) or AP4-F2 with AP4-R1 (1142 bp) in the nested step.

Table 4.23. Primers for the AP4, nested PCR method for detection of VppngAHPND-causing-bacteria

Method name Primers Expecteq Reference
amplicon size

AP4 AP4-F1: 5-ATG-AGT-AAC-AAT-ATA-AAA-CAT-GAA-AC-3’ 1269

Step 1 AP4-R1: 5-ACG-ATT-TCG-ACG-TTC-CCC-AA-3’ Dangtip

AP4 AP4-F2: 5-TTG-AGA-ATA-CGG-GAC-GTG-GG-3’ 930 etal., 2015

Step 2 AP4-R2: 5’- GTT-AGT-CAT-GTG-AGC-ACC-TTC-3

4.3.1.2.3.1.910 Analysis of conventional PCR products by agarose gel electrophoresis

After PCR, amplicons are visualised by agarose gel electrophoresis. Twenty ul of the PCR
reaction mixture, with 6x loading dye added, is loaded onto a 1.5% agarose gel and
electrophoresis is carried out at 90 volts for 40 minutes. Amplicons are visualised with SYBR Safe
gel stain (Invitrogen, Cat. No. 33102) according to the manufacturer’s instructions. Amplicons of
the expected size appropriate for the PCR methods used (Tables 4.42, and 4.23 anrd-4-3) indicate
a positive result. Positive results must be confirmed by sequence analysis.

4.3.1.2.3.1.4011 Protocol for the AHPND-specific real-time PCR method

This protocol is based on the method described by Han et al. (2015). The TagMan Fast Universal
PCR Master Mix (Life Technologies) is used and extracted DNA is added to the real-time PCR
mixture containing 0.3 uM of each primer and 0.1 uM probe to a final volume of 10 pl. Real-time
PCR conditions consist of 20 seconds at 95°C, followed by 45 cycles of 3 seconds at 95°C and
30 seconds at 60°C. At the completion of the TagMan real-time PCR assay, the presence of PirA
DNA is demonstrated by the presence of specific amplicons, identified by software-generated
characteristic amplification curves. No-template controls must have no evidence of specific
amplicons.
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The primers and probe and target gene for the Vpanpnp-AHPND-specific real-time PCR are listed

in Table 4.34.

Table 4.34. Primers and probe for the real-time PCR method for detection of V. pnp AHPND-causing-bacteria

Primer/ Sequence Target Reference

probe name gene

VpPirA-F 5-TTG-GAC-TGT-CGA-ACC-AAA-CG-3’

VpPirA-R 5-GCA-CCC-CAT-TGG-TAT-TGA-ATG-3 DirA Han et al.,
. 2015b

e 5'-6FAM-AGA-CAG-CAA-ACA-TAC-ACC-TAT-CAT-CCC-GGA-TAMRA-3'
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4.3.1.2.3.1.4412 Controls for all PCR methods

The following controls should be included in all Vpaxenp AHPNB PCR assays: a) negative
extraction control i.e. DNA template extracted at the same time from a known negative sample; b)
DNA template from a known positive sample, such as Vpanpnp-AHPND-affected shrimp tissue or
DNA from an Vpanpno-AHPNDB-positive bacterial culture, or plasmid DNA that contains the target
region of the specific set of primers; c) a non-template control. In addition, a further control is
required to demonstrate that extracted nucleic acid is free from PCR inhibitors, for example for
shrimp tissues use of the decapod 18S rRNA PCR (Lo et al., 1996) or the 16S rRNA PCR for
bacteria (Weisburg et al., 1991).

4.3.2. Serological methods

Not applicable.

4.3.3. Bioassay

Vpanenp-AHPND has been transmitted experimentally by immersion and reverse gavage (Joshi et al.,
2014b; Nunan et al.,, 2014; Soto-Rodriguez et al., 2015; Tran et al., 2013b), simulating natural
horizontal transmission via oral routes and co-habitation. Thus following isolation and purification of a
bacterium that is suspected to cause AHPND, a bioassay can be performed to confirm the presence of
the causative agent. The immersion procedure is carried out by immersing 15 shrimp for 15 minutes
with aeration in a suspension (150 ml clean artificial seawater) of 2 x 108 cells of the cultured
bacterium per ml. Following this initial 15 minute period, the shrimp and the inoculum are transferred to
a larger tank with a volume of clean artificial seawater to make the final concentration of the bacterium
2 x 108 cells mI~1. Shrimp are monitored at 6- to 8-hour intervals. Dead shrimp are-can be processed
for Vpanpnp—AHPND PCR and sequence analysis. Moribund or surviving shrimp are processed fo
histology, and-bacterial re-isolation, anrd-AHPNB-PCR and sequence analysis. A positive bioassay is
indi ion of char ristic histological lesions and V| by PCR and sequencing.

5. Rating of tests against purpose of use

As an example, the methods currently available for targeted surveillance and diagnosis of AHPND are listed in
Table 5.1. The designations used in the Table indicate: a = the method is the recommended method for reasons
of availability, utility, and diagnostic specificity and sensitivity; b = the method is a standard method with good
diagnostic sensitivity and specificity; ¢ = the method has application in some situations, but cost, accuracy, or
other factors severely limits its application; and d = the method is presently not recommended for this purpose.
These are somewhat subjective as suitability involves issues of reliability, sensitivity, specificity and utility.
Although not all of the tests listed as category a or b have undergone formal standardisation and validation, their
routine nature and the fact that they have been used widely without dubious results, makes them acceptable.
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Table 5.1. Methods for targeted surveillance and diagnosis

Method Targeted surveillance Pl;;sumptfve Corffirmat.ory
Larvae PL Juveniles Adults 1agnosts diagnosis

Gross signs d d ed ed c d
Bioassay d d d d d a
Histopathology d c a c a b
Real-time PCR d a a a a b
Nested PCR and sequence d b b b a a
1-step PCR and Sequence d dc dc dc a a

PL = postlarvae; PCR = polymerase chain reaction.

6. Test(s) recommended for targeted surveillance to declare freedom from AHPND

As indicated in Table 5.1, real-time PCR is the recommended method for targeted surveillance for reasons of
availability, utility, and diagnostic specificity and sensitivity.

7. Corroborative diagnostic criteria

7.1. Definition of suspect case

AHPND shal-be-is suspected if at least one of the following criteria is met:

i)  Mortality asseeiated-with-and clinical signs consistent with-eFAHPND

ii)  Histopathology indicative-efconsistent with AHPND

iii) Detection of Pir toxin genes in-the-p\\At-plasmid-in-\ibrio-parahaemelyticus-by PCR or real-time PCR.
7.2. Definition of confirmed case

AHPND is considered to be confirmed if two or more of the following criteria are met:

i)  Histopathology indicative-ef-consistent with AHPND

i)  Detection of Pir toxin gene and-in the pVA1 plasmid in Vibrio parahaemolyticus by PCR and sequence
analysis

iii)  Positive results by bioassay (char: ristic histological lesions an ion of clinical-signs;-mortality;
histopathelegy;-Vpanenp by PCR and sequencing)
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CHAPTER 2.2.1.

INFECTION WITH CRAYFHSHPLAGUE
(APHANOMYCES ASTACI (CRAYFISH PLAGUE)

1. Scope
nfggygn with Aghgngmgggg gggg means infection with the pathogenic agent A gggg—%ehke#a a-member-of

2. Disease information

2.1. Agent factors
2.1.1. Aetiological agent, agent strains

TFhe-aeticlogical-agent-of crayfish-plague-is-Aphanomyces-astaci—Aphanomyces astaci is a member of

a group of organisms commonly known as the water moulds. Although long regarded to be fungi, this

group, the Oomycetida or oomycota, are how considered protists and are classified with diatoms and

brown algae in a group called the Stramenoplles or Chromlsta Chromlsta are a eukaryotic supergroup,
which

Four groups (A-D) of A. astaci have been described based on random amplification of polymorphic
DNA polymerase chain reaction (RAPD PCR) (Dieguez-Uribeondo et al., 1995; Huang et al., 1994):
Group A (the so called Astacus strains) comprises a number of strains that were isolated from Astacus
astacus and Astacus leptodactylus; these strains are thought to have been in Europe for a long period
of time. Group B (Pacifastacus strains |) includes isolates from both A. astacus in Sweden and
Pacifastacus leniusculus from Lake Tahoe, USA. Imported to Europe, P. leniusculus have probably
introduced A. astaci and infected the native A. astacus in Europe. Group C (Pacifastacus strains Il)
consists of a strain isolated from P. leniusculus from Pitt Lake, Canada. Another strain (Pc), isolated
from Procambarus clarkii in Spain, sits in group D (Procambarus strain). This strain shows
temperature/growth curves with higher optimum temperatures compared with isolates from northern
Europe (Dieguez-Uribeondo et al., 1995). Aphanomyces astaci strains that have been present in
Europe for many years (group A strains) appear to be less pathogenic than strains introduced more
recently with crayfish imports from North America since the 1960s.

2.1.2. Survival outside the host

Aphanomyces astaci zoospores remain motile for up to 3 days and cysts survive for 2 weeks in distilled
water (Svensson & Unestam, 1975; Unestam, 1966). As A. astaci can go through three cycles of
zoospore emergence, the maximum life span outside of a host could be several weeks. Spores
remained viable in a spore suspension kept at 2°C for 2 months (Unestam, 1966).

2.1.3. Stability of the agent (effective inactivation methods)

Aphanomyces astaci, both in culture and in infected crayfish, is killed by a short exposure to
temperatures of 60°C or to temperatures of —20°C (or below ) for 48 hours (or more) (Alderman, 2000;
Oidtmann et al.,, 2002). Sodium hypochlorite and iodophors are effective for disinfection of
contaminated equipment. Equipment must be cleaned prior to disinfection, since organic matter was
found to decrease the effectiveness of iodophors (Alderman & Polglase, 1985). Thorough drying of
equipment (>24 hours) is also effective as A. astaci is not resistant to desiccation.
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2.2

.

2.1.4. Life cycle

The life cycle of A. astaci is simple with vegetative hyphae invading and ramifying through host tissues,
eventually producing extramatrical sporangia that release amoeboid primary spores. These initially
encyst, but then release a biflagellate zoospore (secondary zoospore). Biflagellate zoospores swim in
the water column and, on encountering a susceptible host, attach and germinate to produce invasive
vegetative hyphae. Free-swimming zoospores appear to be chemotactically attracted to crayfish cuticle
(Cerenius & Sdderhall, 1984a) and often settle on the cuticle near a wound (Nyhlen & Unestam, 1980).
Zoospores are capable of repeated encystment and re-emergence, extending the period of their
infective viability (Cerenius & Soderhall, 1984b). Growth and sporulation capacity is strain-and
temperature-dependent (Dieguez-Uribeondo et al., 1995).

Host factors

2.2.1. Susceptible host species

To date, all species of freshwater crayfish have to be considered as susceptible to infection with
A. astaci. The outcome of an infection varies depending on species. All stages of European crayfish
species, including the Noble crayfish (Astacus astacus) of north-west Europe, the white clawed crayfish
(Austropotamobius pallipes) of south-west and west Europe, the related Austropotamobius torrentium
(mountain streams of south-west Europe) and the slender clawed or Turkish crayfish (Astacus
leptodactylus) of eastern Europe and Asia Minor are highly susceptible (Alderman, 1996; Alderman et
al., 1984; Rahe & Soylu, 1989; Unestam, 1969b; 1976; Unestam & Weiss, 1970). Laboratory
challenges have demonstrated that Australian species of crayfish are also highly susceptible
(Unestam, 1976). North American crayfish such as the signal crayfish (Pacifastacus leniusculus),
Louisiana swamp crayfish (Procambarus clarkii) and Orconectes spp. are infected by A. astaci, but
under normal conditions the infection does not cause clinical disease or death. All North American
crayfish species investigated to date have been shown to be susceptible to infection, demonstrated by
the presence of the pathogen in host cuticle (Oidtmann et al., 2006; Unestam, 1969b; Unestam &
Weiss, 1970) and it is therefore currently assumed that this is the case for any other North American
species.

The only other crustacean known to be susceptible to infection by A. astaci is the Chinese mitten crab

(Eriocheir sinensis) but-this-wasreperted-onlyundertabeoratory-cenditions-(Benisch, 1940; Schrimpf et
al., 2014).

2.2.2. Susceptible stages of the host

All live stages should be considered as susceptible to infection.

2.2.3. Species or subpopulation predilection (probability of detection)

The host species susceptible to infection with A. astaci fall largely into two categories: those highly

susceptible to infection with development of clinical disease and mortalities, and those which are
infi with i linical di rm lities.

Highly susceptible species: in-ratural-clinical disease outbreaks ef-erayfish-plague,caused by infection
with A. astaci are generally known as ‘crayfish plague’ outbreaks. In such outbreaks, moribund and

dead crayfish of a range of sizes (and therefore ages) can be found.

In North American crayfish species, the prevalence of infection tends to be lower in animals that have
gone through a recent moult (B. Oidtmann, unpublished data). However, large—scale—systematic
thorough studies have not been undertaken to corroborate these observations. Juvenile crayfish go
through several moults per year, whereas adult crayfish usually moult at least once per year in
temperate climates. Therefore, animals in which the last moult was some time ago may show higher
prevalence compared with animals that have recently moulted.

Comision de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos/febrero de 2017



135

Anexo 20 (cont.)

2.2.4. Target organs and infected tissue

The tissue that becomes initially infected is the exoskeleton cuticle. Soft cuticle, as is found on the
ventral abdomen and around joints, is preferentially affected. In the highly susceptible European
crayfish species, the pathogen often manages to penetrate the basal lamina located underneath the
epidermis cell layer. From there, A. astaci spreads throughout the body primarily by invading
connective tissue and haemal sinuses; however, all tissues may be affected.

In North American crayfish species, infection is usually restricted to the cuticle. Based on PCR results,
the tailfan (consisting of uropds and telson) and soft abdominal cuticle appear to be frequently infected
(Oidtmann et al., 2006; Vralstad et al., 2011).

2.2.5. Persistent infection with-lifelong-earriers

A number of North American crayfish species have been investigated-for-their-susceptibility-to-infection
&hmun_to_b_e_mie_cle_d_WIth A astaC| and—d+sease—(0|dtmann et aI 2006 Unestam 1969a Unestam &
Soderhall, 1977). S

nfected naturallsed or aguaculture-

tested—te—date—Ammals—uwengated—were—usuaHy—ehmeaHy—hea#hy—
reared North American crayfish populations usually do not develop clinical disease or increased
mortalities (Oidtmann et al., 2006; Strand et al. 2011; 2012).

Based on the observations made in North American crayfish species, it seems reasonable to assume
that all crayfish species native to the North American continent can be infected with A. astaci without
development of clinical disease and they may therefore act as lifelong-carriers of the pathogen.

2.2.6. Vectors

Finfish movement may facilitate the spread of A. astaci in a number of ways, such as through the
resen f res in th i ive ftr. f fish, tran water. -tran f_infi rayfish
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2.3. Disease pattern

2.3.1. Transmission mechanisms

The main routes of spread of the pathogen are through 1) movement of infected crayfish, 2) movement
of spores with contaminated water or equipment, as may occur during fish-movements of finfish, or
3) through colonisation of habitats by North American crayfish species.

Transmission from crayfish to crayfish occurs;—in—shert; through the release of zoospores from an
infected animal and attachment of sueh-the zoospores to a-naive crayfish. The zoospores of A. astaci
swim actively in the water column and have been demonstrated to show positive chemotaxis towards
crayfish (Cerenius & Soderhall, 1984a).

The main route of spread of erayfish-plague-A. astaci in Europe between the 1960s and 2000 was
through the active stocking of North American crayfish into the wild or escapes from crayfish farms
(Alderman, 1996; Dehus et al., 1999). Newadays,—Spread now mainly occurs through expanding
populations of North American crayfish, accidental co-transport of specimens, and release of North
American crayfish into the wild by private individuals (Edsman, 2004:-Oidtmann-etal—2005).

Colonisation of habitats, initially occupied by highly susceptible species, by North American crayfish
species carrying A. astaci is likely to result in an epizootic epidemie-among the highly susceptible
animals. The veloeity-rate of spread will depend, among other factors, on the prevalence of infection in
the population of North American crayfish.

Einfish transports may facilitate the spread of A. astaci in a number of ways, such as through the
presence of spores in the transport water, A—astaci-surviving—en—fish—skin,—co-transport of infected
crayfish specimens, or a combination of both al-three-(Alderman et al., 1987; Oidtmann et al., 2002).
There is also circumstantial evidence of spread by contaminated equipment (nets, boots clothing, etc.)

(Alderman et al., 1987).

2.3.2. Prevalence

In the highly susceptible European crayfish species, exposure to A. astaci spores usually is-censidered
te leads to infection and eventually to death. The minimal-minimum infectious dose has still not been
established, but it may be as low as a single spore per animal (B. Oidtmann, unpublished data).
Prevalence of infection within a population in the early stage of an outbreak may be low (erhone-ora
few animals in a river population may be affected). However, the pathogen is amplified in affected
animals and subsequently released into the water; usually leading to 100% mortality in a contiguous
population. The velocity-rate of spread from initially affected animals depends on several factors, one
being water temperature—{Oidtmann—et-al;—2005). Therefore, the time from first introduction of the
pathogen into a population to noticeable crayfish mortalities can vary greatly and may range from a few
weeks to months. Prevalence of infection will gradually increase over this time and usually reach
100%. Data from a noble crayfish population in Finland that experienced an w%_dug
to infection with A. astaci eutbreak-ef-crayfish-plague-in 2001

years—suggest that in sparse noble crayfish populations, spread of disease throughout the host

population may be-take prolonged-evera-time-span-ofseveral years (Viliamaa-Dirks et al., 2011).

Prevalence in North American crayfish appears to vary greatly. Limited studies suggest prevalences
ranging from between 0 and 100% are possible (Oidtmann et al., 2006).

2.3.3. Geographical distribution

First-In Europe the reports of large erayfish-mortalities of crayfish go back to 1860 in Italy (Ninni, 1865;
Seligo, 1895). These were followed by further reports of crayfish mortalities, where no other aquatic

species were affected, in the Franco-German border region in the third quarter of the 19th century.
From there a steady spread of infection occurred, principally in two directions: down the Danube into
the Balkans and towards the Black Sea, and across the North German plain into Russia and from there
south to the Black Sea and north-west to Finland and, in 1907, to Sweden. In the 1960s, the first
outbreaks in Spain were reported, and in the 1980s further extensions of infection to the British Isles,
Turkey, Greece and Norway followed (Alderman, 1996). The reservoir of the original infections in the
19th century was never established. Orconectes spp. were not known to have been introduced into
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Europe until the 1890s, but the post-1960s extensions are largely linked to mevements-more recent

introductions of North American crayfish introduced-more—recentlyfor purpeses—ef-erayfish farming

Alderman, 1996). Escapes of sueh-the introduced species were-almost-impessible-to-prevent-occurred
and Pacifastacus leniusculus and Procambarus clarkii are now widely naturalised in many parts of

Europe.

Australia and New Zealand have never experienced any outbreaks of infection with A. astaci erayfish
plague-to-date-and are currently considered free from the infection with A. astaci (OIE WAHID website,
accessed June 2016).

2.3.4. Mortality and morbidity

When the infection first reaches a naive population of highly susceptible crayfish species, high levels of
mortality are usually observed within a short space of time, so that in areas with high crayfish densities
the bottoms of lakes, rivers and streams are covered with dead and dying crayfish. A band of mortality
will spread quickly from the initial outbreak site downstream, whereas upstream spread is slower.
Where population densities of susceptible crayfish are low fewer zoospores will be produced, the
spread of infection will be slower and evidence of mortality less dramatic. Water temperature may
affect the speed of spread and this is most evident in low-density crayfish populations where animal-to-
animal spread takes longer and challenge intensity will be lower. Lower water temperatures and
reduced numbers of zoospores are associated with slower mortalities and a greater range of clinical
signs in affected animals (Alderman et al., 1987). Observations from Finland suggest that at low water
temperatures, noble crayfish can be infected for several months without the development of noticeable
mortalities (S. Villamaa-Dirks, unpublished data).

On rare occasions, single specimens of the highly susceptible species have been found after a wave of
infection with A. astaci erayfish-plagae-has gone through a river or lake. This is most likely to be due to
lack of exposure of these animals during an outbreak (animals may have been present in a tributary of
a river or lake or in a part of the affected river/lake that was not reached by spores, or crayfish may
have stayed in burrows during the epizootic-erayfish-plague—wave). However, low-virulent strains of

A. astaci have been described to persist in a water way, kept alive by a weak infection
in the remnant population (Viljamaa-Dirks et al., 2011). Although remnant populations of susceptible
crayfish species remain in many European watersheds, the dense populations that existed 150 years
ago are now heavily diminished (Alderman, 1996; Souty-Grosset et al., 2006). Populations of
susceptible crayfish may re-establish, but once population density and geographical distribution is
sufficient for susceptible animals to come into contact with infection, new outbreaks of infection with

A. astaci erayfish-plague-in-the-form-of-and large-scale mortalities will occur.

2.3.5. Environmental factors

Under laboratory conditions, the preferred temperature range at which the A. astaci mycelium grows
slightly varies depending on the strain. In a study, which compared a number of A. astaci strains that
had been isolated from a variety of crayfish species, mycelial growth was observed between 4 and
29.5°C, with the strain isolated from Procambarus clarkii growing better at higher temperatures
compared to the other strains. Sporulation efficiency was similarly high for all strains tested between
4 and 20°C, but it was clearly reduced for the non-P. clarkii strains at 25°C and absent at 27°C. In
contrast, sporulation still occurred in the P. clarkii strain at 27°C. The proportion of motile zoospores
(out of all zoospores observed in a zoospore suspension) was almost 100% at temperatures ranging
from 4-18°C, reduced to about 60% at 20°C and about 20% at 25°C in all but the P. clarkii strain. In
the P. clarkii strain, 80% of the zoospores were still motile at 25°C, but no motile spores were found at
27°C (Dieguez-Uribeondo et al., 1995).

Field observations show that erayfish-plague—outbreaks of infection with A. astaci occur over a wide
temperature range, and at least in the temperature range from 4-20°C. The veleeity-rate of spread
within a population depends on several factors, including water temperature. In a temperature range
between 4 and 16°C, the speed of an epizootic epidemie-is enhanced by higher water temperatures. At
low water temperatures, the epizootic epidemic-curve can increase very slowly and the period during
which mortalities are observed can be several months (B. Oidtmann, unpublished data).
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In buffered, redistilled water, sporulation occurs between pH 5 and 8, with the optimal range being
pH 5-7. The optimal pH range for swimming of zoospores appears to be in a pH range from 6.0-7.5,
with @ maximum range between pH 4.5 and 9.0 (Unestam, 1966).

Zoospore emergence is influenced by the presence of certain salts in the water. CaCl, stimulates
zoospore emergence from primary cysts, whereas MgCl, has an inhibitory effect. In general, zoospore
emergence is triggered by transferring the vegetative mycelium into a medium where nutrients are
absent or low in concentration (Cerenius & Soéderhall, 1984b).

2.4. Control and prevention

Once A. astaci has been introduced into a population of highly susceptible crayfish species in the wild, the
spread within the affected population cannot be controlled. Therefore, prevention of introduction is essential.
The following measures are necessary to prevent introduction via identified pathways:

1.

Movements of potentially infected live or dead crayfish, potentially contaminated water, equipment or
any other item that might carry the pathogen from an infected to an uninfected site holding susceptible
species should be prevented.

When fish-transfers of finfish are being planned, whether-the water source should be assessed for the
likelihood that it may harbour infected crayfish (including North American carrier crayfish)-sheuld-be
assessed.

Any fish-movements of finfish from the site of a current epizootic epidemie-of infection with A. astaci
erayfish-plague-carry a high risk of spread and should be avoided.

If fish—movements_of finfish from a source containing North American crayfish are being planned,
harvest methods at the source site should ensure that: a) crayfish are not accidentally co-transported;
b) the transport water does not carry A. astaci spores, and, c) equipment is disinfected between use; d)
the consignment does not become contaminated during transport.

The release of North American crayfish into the wild in areas where any of the highly susceptible
species are present should be prevented. Once released, North American crayfish tend to spread,
sometimes over long distances. |f release into the wild is planned, then—Fherefere prior to any-planned
release, a risk assessment should be conducted to estimate eareful-consideration-needs-to-be-given-te
the long-term potential consequences of such a release. Highly susceptible crayfish populations at a
distance from the release site may eventually be affected.

—Biosecurity measures to ensure crayfish do not escape from
aquaculture facilities are extremely difficult to implement. Therefore, a risk assessment needs to be
conducted to determine whether these facilities should be established.

Certain pathways of introduction, such as the release of North American crayfish by private individuals are
difficult to control.

2.4.1. Vaccination

Currently, there is no evidence that vaccines offer long-term protection in crustaceans and even if this
were not to be the case, vaccination of natural populations of crayfish is impessible-not practical.

2.4.2. Chemotherapy

No treatments are currently known that can successfully treat the highly susceptible crayfish species,
once infected.

2.4.3. Immunostimulation

No immunostimulants are currently known that can successfully protect the highly susceptible crayfish
species against infection and consequent disease due to A. astaci infection.
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2.4.4. Resistance-Breeding for resistance

In the 125 years since infection with A. astaci erayfish-plague-first occurred in Europe, there is little
evidence of resistant populations of European crayfish. However, the fact that North American crayfish
generally do not are—net-very-susceptible-to-developing clinical disease suggests that selection for
resistance may be possible and laboratory studies using attenuated strains of A. astaci might be
successful. However, there are currently no published data from referring-te-such studies.

2.4.5. Restocking with resistant species

North American crayfish have been used in various European countries to replace the lost stocks of
native crayfish. However, since North American crayfish is_considered a susceptible sgeme are
potential-hests for A. astaci, restocking with North American crayfish may provide a reservoir weuld
further-the—spread-of A. astaci. This would minimise the chances for success of re-introduction of

nglgg ous speC|es A risk g§§g§§mgn; § ou g gg gg g;;g;gg o assi §; ggglglgn§ on rggggkmg —&ven

2.4.6. Blocking agents

No data available.

2.4.7. Disinfection of eggs and larvae

Limited information is available on the susceptibility of crayfish eggs to infection with A. astaci.
Unestam & Sdderhall (1977) mention that they experimentally exposed Astacus astacus and
P. leniusculus eggs to zoospore suspensions and were unable to induce infection. However, the details
of these studies have not been published.

Although published data are lacking, disinfection of larvae, once infected, is unlikely to be successful,
since A. astaci would be protected from disinfection by the crayfish cuticle, in which it would be
present.

2.4.8. General husbandry practices

If a crayfish farm for highly susceptible species is being planned, it should be carefully investigated
whether North American crayfish species are in the vicinity of the planned site or whether North
American crayfish populations may be present upstream (for sites that are “online” on a stream or
abstracting water from a stream), even if at a great distance upstream. If North American crayfish are
present, there is a high likelihood that susceptible farmed crayfish will eventually become infected.

In an endemic area-established-site; where the highly susceptible species are being farmed, the
following biosecurity recommendations should be followed to avoid an introduction of A. astaci onto the

site:

1-6. General biosecurity should be in place (e.g. controlled access to premises; disinfection of
boots when entering the site-is-entered; investigation of mortalities if th r; intr ion
f live animal rayfish, finfish) only from r known free from infection with
A. astaci).

21 Movements of potentially infected live or dead crayfish, potentially contaminated water,

equipment or any other item that might carry the pathogen from an infected to an uninfected
site holding susceptible species should be prevented.

32 If fish-transfers of finfish or crayfish are being planned, these should not come from streams or
other waters that harbour potentially infected crayfish (either susceptible crayfish populations
that are going through a current outbreak of infection with A. astaci erayfish-plague-or North
American carrier crayfish).

4-3. North American crayfish should not be brought onto the site.

54. Einfish obtained from unknown freshwater sources or from sources, where North American
crayfish may be present or a current outbreak of infection with A. astaci erayfish-plague-may
be taking place, must not be used as bait or feed for crayfish, unless they have been subject
to a temperature treatment to kill A. astaci (see Section 2.1.3).
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5-5. Any equipment that is brought onto site should be disinfected.

3. Sampling
3.1. Selection of individual specimens

In the case of a suspected outbreak of infection with A. astaci erayfish-plague—in a population of highly
susceptible crayfish species, the batch of crayfish selected to identify fer-investigationfor-the-presence—of

A. astaci should ideally consist of: a) live crayfish showing signs of disease, and b) live crayfish appearing to
be still healthy.;-ard—e) Dead crayfish that-may also be suitable, although this will depend on their condition.

Live crayfish should be transported using polystyrene containers equipped with small holes to allow aeration,
or an equivalent container. The temperature in the container should not exceed 16°C.

The container should provide insulation against major temperature differences outside the container. In
periods of hot weather, freezer packs should be used to aveid-ensure that temperatures are not deleterious
to the animals. These can be attached at the inside bottom of the transport container. However, tFhe
crayfish must hewever-be protected from direct contact with freezer packs. This can be achieved using, for
instance, cardboard or a several layers of newspaper.

Crayfish should be transported in a moist atmosphere, for example using moistened wood shavings/wood
wool, newspaper or grass/hay. Unless transport water is sufficiently oxygenated, live crayfish should not be

transported in water, as they may suffocate-frem-lack-of-oxygen.

The time between sampling of live animals and delivery to the investigating laboratory should not exceed
24 hours.

Should only dead animals be found at the site of a suspected outbreak, these might still be suitable for
diagnosis. Depending on the condition they are in, they can either be: a) transported chilled (if they appear
to have died only very recently), or, b) placed in non-methylated ethanol (minimum concentration 70%; see
Section 3.2).

Animals showing advanced decay are unlikely to give a reliable result, however, if no other animals are
available, these might still be tested.

3.2. Preservation of samples for submission
The use of non-preserved crayfish is preferred, as described above. If—for-practical-reasens; transport of
recently dead or moribund crayfish cannot be arranged-quiekly, crayfish may be fixed in ethanol (minimum

70%). However, fixation may reduce test sensitivity. The crayfish:ethanol ratio should ideally be 1:10 (1 part
crayfish, 10 parts ethanol).

3.3. Pooling of samples
Not recommended.

3.4. Best organs or tissues

In highly susceptible species, the tissue recommended for sampling is the soft abdominal cuticle, which can
be found on the ventral side of the abdomen.

In the North American crayfish species, sampling of soft abdominal cuticle, uropods and telson are
recommended.

3.5. Samples or tissues that are not suitable

Autolytic material is not suitable for analysis.
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4. Diagnostic methods

Large numbers of dead crayfish of the highly susceptible species with the remaining aquatic fauna being
unharmed gives rise to a suspicion that the population may be affected by infection with A. astaci erayfish-plague.
Clinical signs of infection with A. astaci erayfish—plague—include behavioural changes and a range of visible
external lesions. However, clinical signs are of limited diagnostic value. The main available diagnostic methods
are PCR and isolation of the pathogen in culture media followed by confirmation of its identity. Isolation can be
difficult and requires that samples are in good condition when they arrive at the investigating-diagnostic laboratory
(Oidtmann et al., 1999). Molecular methods are-rew-available-that-are less dependent on speed of sample
delivery and can deal with a greater range of samples compared with methods relying on agent isolation
(Oidtmann et al., 2006; Vralstad et al., 2009).

4.1. Field diagnostic methods

4.1.1. Clinical signs
Highly susceptible species

Gross clinical signs are extremely-variable and depend on challenge severity and water temperatures.
The first sign of an epizootic eravfish-plague-mortality-may be the presenee-appearance of rumbers-of
crayfish at-targe-during daylight (crayfish are normally nocturnal), some of which may show evident
loss of co-ordination, in-theirmovements,—and-easily-falling ever-onfo their backs and remaining unable

to right themselves. Often, however, unless-waters-are-carefully-observed; the first sign thatthere-is-a
problem will-of an outbreak may be the presence of large numbers of dead crayfish in a river or lake

(Alderman et al., 1987)

In susceptible species; where sufficient-rumbers—of-crayfish numbers are sufficient present-to allow
infection—to-spread rapidiy-disease spread, particularly at summer water temperatures, infection—wilt
spread-quickly-and-all the highly susce tlble native crayfish within stretches of over 50 km may die lese
all-their-highly—suseeptiblenative—erayfish-within less—than-21 days or less from the first observed
mortality (D. Alderman, pers. comm.). Infection with A. astaci Grayfish-plague-has unparalleled severity
ofeffeet, since infected susceptible crayfish generally do not survive. It must be emphasised, however,
that the presence of large numbers of dead crayfish,—even-in-erayfish-plague-affected-watersheds; is
not on its own sufficient for diagnosis. The general condition of other aquatic fauna must be assessed.
Mortality or disappearance of other aquatic invertebrates, as well as crayfish, even though fish survive,
may indicate pollution (e.g. insecticides such as cypermethrin have been associated with initial
misdiagnoses).

North American crayfish species
Melanised cuticle has sometimes been suggested as a sign of infection with A. astaci. However,

melanisation can have a wide variety of causes and is not a specific sign of infection with A. astaci

infection. Conversely,-animals-without sighs-of melanisation-are-often-infected-:

4.1.2. Behavioural changes

Highly susceptible species

Infected crayfish of the highly susceptible crayfish species may leave their hides during daytime (which
is not normally seen in crayfish), have a reduced escape reflex, and progressive paralysis. Dying

crayfish are sometimes found lying on their backs. The animals are often no longer able to upright
themselves. Occasionally, the infected animals can be seen trying to scratch or pinch themselves.

North American crayfish species

Infected North American crayfish do not show any behavioural changes (B. Oidtmann, unpublished
data).
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4.2. Clinical methods

4.2.1. Gross pathology
Highly susceptible species

Depending on a range of factors, the foci of infection in crayfish may be seen by the naked eye or may
not be discernable despite careful examination. Such foci can best be seen under a low power stereo
microscope and are most commonly recognisable by localised whitening of the muscle beneath the
cuticle. In some cases a brown colouration of cuticle and muscle may occur, and in others, hyphae are
visible in infected cuticles in the form of fine brown (melanised) tracks in the cuticle itself. Sites for
particular examination include the intersternal soft ventral cuticle of the abdomen and tail, the cuticle of
the perianal region, the cuticle between the carapace and abdomen, the joints of the pereiopods
(walking legs), particularly the proximal joint and finally the gills.

North American crayfish species

Infected North American crayfish can sometimes show melanised spots in their soft cuticle, for
example the soft abdominal cuticle. However, itmust-be-stressed-that-these melanisations can be
caused by mechanlcal |nJur|es or infections with other water moulds and are wvery unspecrflc

4.2.2. Clinical chemistry

No suitable methods available.

4.2.3. Microscopic pathology

Unless the selection of tissue for fixation has been well chosen, A. astaci hyphae can be difficult to find

in stained preparations. i i inin hni ilver
counterstained with ggnvgntlgngl hggmgtgxglm and eosin, can be ;;ggg Addttrenauy—HQweve such

materlal does not prove that any hyphae observed are those of A. astaC| A—hlstelegreat—statmng

See also Section 4.2.4.

4.2.4. Wet mounts

Small pieces of soft cuticle excised from the regions mentioned above (Section 4.2.1) and examined
under a compound microscope using low to medium power will confirm the presence of aseptate fungal
hyphae 7-9 ym wide. The hyphae can usually be found pervading the whole thickness of the cuticle,
forming a three-dimensional network of hyphae in heavily affected areas of the cuticle. The presence of
host haemocytes and possibly some melanisation closely associated with and encapsulating the
hyphae give good presumptive evidence that the hyphae represent a pathogen rather than a
secondary opportunist invader. In some cases, examination of the surface of such mounted cuticles will
demonstrate the presence of characteristic A. astaci sporangia with clusters of encysted primary
spores (see Section 4.3).

4.2.5. Smears

Not suitable.

4.2.6. Fixed sections

See section 4.2.3.

4.2.7. Electron microscopy/cytopathology

Not suitable.
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4.3. Agent detection and identification methods

4.3.1. Direct detection methods
4.3.1.1. Microscopic methods
4.3.1.1.1. Wet mounts

As indicated above (Section 4.2.4.), presumptive identification of A. astaci may be made from j) the
presence of hyphae pervading the cuticle and ii) sporangia of the correct morphological types (see
below) on the surface of crayfish exoskeletons.

4.3.1.1.2. Smears

Not suitable.

4.3.1.1.3. Fixed sections

See Section 4.2.3.

4.3.1.2. Agent isolation and identification
4.3.1.2.1. Cell culture/artificial media
Highly susceptible species

Care should be taken that animals to be used for isolation of A. astaci via culture eultivation-are not
exposed to desiccation.

Isolation methods have been described by Benisch (1940); Nyhlen & Unestam (1980); Alderman &
Polglase (1986); Cerenius et al. (1988); Oidtmann et al. (1999) and Viljamaa-Dirks (2006).

Isolation medium (IM) according to Alderman & Polglase (1986): 12.0 g agar; 1.0 g yeast extract;
5.0 g glucose; 10 mg oxolinic acid; 1000 ml river water; and 1.0 g penicillin G (sterile) added after
autoclaving and cooling to 40°C. River water is defined as any natural river or lake water, as
opposed to demineralised water.

Any superficial contamination should first be removed from the soft intersternal abdominal cuticle or
any other areas from which cuticle will be excised by thoroughly wiping the cuticle with a wet (using
autoclaved H,O) clean disposable paper towel. Simple aseptic excision of infected tissues, which
are then placed as small pieces (3—5 mm?) on the surface of isolation medium plates , will normally
result in successful isolation of A. astaci from moribund or recently dead (<24 hours) animals.
Depending on a range of factors, foci of infection in crayfish may be easily seen by the naked eye
or may not be discernable despite careful examination. Such foci can best be seen under a low-
power stereo microscope and are most commonly recognisable by localised whitening of the
muscle beneath the cuticle. In some cases, a brown colouration of cuticle and muscle may occur,
and in others, hyphae are visible in infected cuticles in the form of fine brown (melanised) tracks in
the cuticle itself. Sites for particular examination include the intersternal soft ventral cuticle of the
abdomen and tail, the cuticle of the perianal region, the cuticle between the carapace and tail, the
joints of the pereiopods (walking legs), particularly the proximal joint and finally the gills.

Provided that care is taken in excising infected tissues for isolation, contaminants need not present
significant problems. Small pieces of cuticle and muscle may be transferred to a Petri dish of sterile
water and there further cut into small pieces with sterile instruments for transfer to isolation medium
(IM). Suitable instruments for such work are scalpels, fine forceps and scissors.

To reduce potential contamination problems, disinfection of the cuticle with ethanol and melting a
sterile glass ring 1-2 mm deep into the isolation medium can improve isolation success (Nyhlen &
Unestam, 1980; Oidtmann et al., 1999). The addition of potassium tellurite into the area inside the
glass ring has been described (Nyhlen & Unestam, 1980).

Comisién de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos/febrero de 2017



144

Anexo 20 (cont.)

Inoculated agar can be incubated at temperatures between 16°C and 24°C. The Petri dishes
should be sealed with a sealing film (e.g. Parafim?) to avoid desiccation.

On IM agar, growth of new isolates of A. astaci is almost entirely within the agar except at
temperatures below 7°C, when some superficial growth occurs. Colonies are colourless.
Dimensions and appearance of hyphae are much the same in crayfish tissue and in agar culture.
Vegetative hyphae are aseptate and (5)7-9(10) ym in width (i.e. normal range 7-9 uym, but
observations have ranged between 5 and 10 um). Young, actively growing hyphae are densely
packed with coarsely granular cytoplasm with numerous highly refractile globules (Alderman &
Polglase, 1986). Older hyphae are largely vacuolate with the cytoplasm largely restricted to the
periphery, leaving only thin strands of protoplasm bridging the large central vacuole. The oldest
hyphae are apparently devoid of contents. Hyphae branch profusely, with vegetative branches often
tending to be somewhat narrower than the main hyphae for the first 20-30 pm of growth.

When actively growing thalli or portions of thalli from broth or agar culture are transferred to river
water (natural water with available cations encourages sporulation better than distilled water),
sporangia form readily in 20-30 hours at 16°C and 12—15 hours at 20°C. Thalli transferred from
broth culture may be washed with sterile river water in a sterile stainless steel sieve, before transfer
into fresh sterile river water for induction of sporulation. Thalli in agar should be transferred by
cutting out a thin surface sliver of agar containing the fungus—water mould so that a minimum
amount of nutrient-containing agar is transferred. Always use a large volume of sterile river water
relative to the amount of furgus—water mould being transferred (100:1). Sporangia are myceloid,
terminal or intercalary, developing from undifferentiated vegetative hyphae. The sporangial form is
variable: terminal sporangia are simple, developing from new extramatrical hyphae, while
intercalary sporangia can be quite complex in form. Intercalary sporangia develop by the growth of
a new lateral extramatrical branch, which forms the discharge tube of the sporangium. The
cytoplasm of such developing discharge tubes is noticeably dense, and these branches are slightly
wider (10-12 pm) than ordinary vegetative hyphae. Sporangia are delimited by a single basal
septum in the case of terminal sporangia and by septa at either end of the sporangial segment in
intercalary sporangia. Such septa are markedly thicker than the hyphal wall and have a high
refractive index. Successive sections of vegetative hypha may develop into sporangia, and most of
the vegetative thallus is capable of developing into sporangia.

Within developing sporangia, the cytoplasm cleaves into a series of elongate units (10-25 x 8 uym)
that are initially linked by strands of protoplasm. Although the ends of these cytoplasmic units
become rounded, they remain elongate until and during discharge. Spore discharge is achlyoid,
that is, the first spore stage is an aplanospore that encysts at the sporangial orifice and probably
represents the suppressed saprolegniaceous primary zoospore. No evidence has been found for
the existence of a flagellated primary spore, thus, in this description, the terms ‘sporangium’ not
‘zoosporangium’ and ‘primary spore’ not ‘primary zoospore’ have been used. Discharge is fairly
rapid (<5 minutes) and the individual primary spores (=cytoplasmic units) pass through the tip of the
sporangium and accumulate around the sporangial orifice. The speed of cytoplasmic cleavage and
discharge is temperature dependent. At release, each primary spore retains its elongate irregularly
amoeboid shape briefly before encystment occurs.

Encystment is marked by a gradual rounding up followed by the development of a cyst wall, which
is evidenced by a change in the refractive index of the cell. The duration from release to
encystment is 2—5 minutes. Some spores may drift away from the spore mass at the sporangial tip
and encyst separately. Formation of the primary cyst wall is rapid, and once encystment has taken
place the spores remain together as a coherent group and adhere well to the sporangial tip so that
marked physical disturbance is required to break up the spore mass.

Encysted primary spores are spherical, (8)9-11(15) um in diameter, and are relatively few in
number, (8)15-30(40) per sporangium in comparison with other Aphanomyces spp. Spores remain
encysted for 8-12 hours. Optimum temperatures for sporangial formation and discharge for the
majority of European isolates of A. astaci are between 16 and 24°C (Alderman & Polglase, 1986).

! Reference to specific commercial products as examples does not imply their endorsement by the OIE. This applies to all

commercial products referred to in this Aquatic Manual.
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For some isolates, particularly from Spanish waters, slightly higher optimal temperatures may
prevail (Dehus et al., 1999). The discharge of secondary zoospores from the primary cysts peaks at
20°C and does not occur at 24°C. In new isolates of A. astaci, it is normal for the majority of primary
spore cysts to discharge as secondary zoospores, although this varies with staling in long-term
laboratory culture. Sporangial formation and discharge occurs down to 4°C. A. astaci does not
survive at —5°C and below for more than 24 hours in culture, although —20°C for >48 hours may be
required in infected crayfish tissues, nor does it remain viable in crayfish tissues that have been
subject to normal cooking procedures (Alderman, 2000; Oidtmann et al., 2002).

In many cases, some of the primary spores are not discharged from the sporangium and many
sporangia do not discharge at all. Instead, the primary spores appear to encyst in situ within the
sporangium, often develop a spherical rather than elongate form and certainly undergo the same
changes in refractive index that mark the encystment of spores outside the sporangium. This within-
sporangial encystment has been observed on crayfish. Spores encysted in this situation appear to
be capable of germinating to produce further hyphal growth.

Release of secondary zoospores is papillate, the papilla developing shortly before discharge. The
spore cytoplasm emerges slowly in an amoeboid fashion through a narrow pore at the tip of a
papilla, rounds up and begins a gentle rocking motion as a flagellar extrusion begins and the spore
shape changes gradually from spherical to reniform. Flagellar attachment is lateral (Scott, 1961);
zoospores are typical saprolegniaceous secondary zoospores measuring 8 x 12 um. Active motility
takes some 5-20 minutes to develop (dependent on temperature) and, at first, zoospores are slow
and uncoordinated. At temperatures between 16 and 20°C, zoospores may continue to swim for at
least 48 hours (Alderman & Polglase, 1986).

Test sensitivity and specificity of the cultivation method can be very variable depending on the
experience of the examiner, but in general will be lower than the PCR.

North American crayfish species

Isolation of A. astaci by culture following the methods described for the highly susceptible species
usually fails. Currently, the recommended method for detecting infection in such species is by PCR.

4.3.1.2.2. Antibody-based antigen detection methods

None available.

4.3.1.2.3. Molecular techniques
Animals

In the case of a suspected outbreak of the disease in highly susceptible crayfish species, moribund
or recently dead (<24 hours) crayfish are preferably selected for DNA extraction. Live crayfish can
be killed using chloroform. If the only animals available are animals that have died a few days prior
to DNA extraction, they can be tested, but a negative PCR result must be interpreted with caution
as DNA degradation may have occurred. Endogenous controls can be used to assess whether
degradation may have occurred. These should preferably use host tissues richer in host cells
compared to the cuticle; cuticle itself contains very few host cell nuclei. If circumstances prevent
delivery of crayfish to the specialist laboratory within 24 hours, fixation in 70% ethanol (=310:1
ethanol to crayfish tissue) is possible, but may result in a reduction of the DNA yield.

DNA extraction

Where animals of the highly susceptible species are analysed, the soft abdominal cuticle is the
preferred sample tissue for DNA extraction. Any superficial contamination should first be removed
by thoroughly wiping the soft abdominal cuticle with a wet (using autoclaved H,0) clean disposable
paper towel. The soft abdominal cuticle is then excised and 30-50 mg ground in liquid nitrogen to a
fine powder using a pestle and mortar (alternative grinding techniques may be used, but should be
compared with the liquid nitrogen method before routine use). For carrier identification, 30—-50 mg
tissue from each soft abdominal cuticle, and telson and uropods are sampled and processed
separately. DNA is extracted from the ground cuticle using a proteinase K-based DNA extraction
method (e.g. DNeasy tissue kit; Qiagen, Hilden, Germany; protocol for insect tissue) following the
manufacturer's instructions (Oidtmann et al., 2006) or using a CTAB (cetyltrimethylammonium
bromide-based)-based assay (Vralstad et al., 2009). Negative controls should be run alongside the
samples. Shrimp tissues may be used as negative controls.
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4.3.1.2.3.1. PCR

Several PCR assays have been developed with varying levels of sensitivity and specificity. Two
assays are described here that have proven highly sensitive and specific. Both assays target the
ITS (internal transcribed spacer) region of the nuclear ribosomal gene cluster within the A. astaci
genome. As should be standard for any PCR-based diagnostic tests, negative controls should be
run alongside the samples to control for potential contamination. Environmental controls (using for
example shrimp tissue as described above) and extraction blank controls from the DNA extraction
should be included along with ‘no template’ PCR controls (template DNA replaced with molecular
grade water). The no template PCR controls should include an environmental PCR control left open
during pipetting of sample DNA.

Method 1:

This conventional PCR assay uses species-specific primer sites located in the ITS1 and ITS2
regions. Forward primer (BO 42) 5-GCT-TGT-GCT-GAG-GAT-GTT-CT-3' and reverse primer (BO
640) 5-CTA-TCC-GAC-TCC-GCA-TTC-TG-3. The PCR is carried out in a 50 pl reaction volume
containing 1 x PCR buffer 75 mM Tris/HCI, pH 8.8, 20 mM [NH,],S0O,, 0.01% (v/v) Tween 20),
1.5 mM MgCl,, 0.2 mM each of dATP, dCTP, dTTP, and dGTP, 0.5 uM of each primer, and
1.25 units of DNA polymerase (e.g. Thermoprime Plus DNA Polymerase; AB Gene, Epsom, UK) or
equivalent Taqg polymerase and 2 yl DNA template. The mixture is denatured at 96°C for 5 minutes,
followed by 40 amplification cycles of: 1 minute at 96°C, 1 minute at 59°C and 1 minute at 72°C
followed by a final extension step of 7 minutes at 72°C. Amplified DNA is analysed by agarose gel
electrophoresis. The target product is a 569 bp fragment. Confirmation of the identity of the PCR
product by sequencing is recommended. The assay consistently detects down to 500 fg of genomic
target DNA or the equivalent amount of ten zoospores submitted to the PCR reaction (Tuffs &
Oidtmann, 2011).

Method 2:

This assay is a TagMan minor groove binder (MGB) real-time PCR assay that targets a 59 bp
unique sequence motif of A. astaci in the ITS1 region. Forward primer AphAstITS-39F (5-AAG-
GCT-TGT-GCT-GGG-ATG-TT-3’), reverse primer AphAstiITS-97R (5-CTT-CTT-GCG-AAA-CCT-
TCT-GCT-A-3’) and TagMan MGB probe AphAstITS-60T (5'-6-FAM-TTC-GGG-ACG-ACC-CMG-
BNF-Q-3’) labelled with the fluorescent reporter dye FAM at the 5-end and a non-fluorescent
quencher MGBNFQ at the 3’-end. Real-time PCR amplifications are performed in a total volume of
25 pl containing 12.5 yl PCR Master Mix (e.g. Universal PCR Master Mix or Environmental PCR
Master Mix, Applied Biosystems), 0.5 uM of the forward (AphAstITS-39F) and reverse (AphAstITS-
97R) primers, 0.2 yM 200 nM of the MGB probe (AphAstITS-60T), 1.5 pl molecular grade water
and 5 pl template DNA (undiluted and tenfold diluted). Amplification and detection is performed in
Optical Reaction Plates sealed with optical adhesive film or similar on a real-time thermal cycler.
The PCR programme consists of an initial decontamination step of 2 minutes at 50°C to allow
optimal UNG enzymatic activity, followed by 10 minutes at 95°C to activate the DNA polymerase,
deactivate the UNG and denature the template DNA, and successively 50 cycles of 15 seconds at
95°C and 60 seconds at 58°C. A dilution series with reference DNA of known DNA content should
be run alongside with the samples.

The absolute limit of detection of this assay was reported as approximately 5 PCR forming units (=
target template copies), which is equivalent to less than one A. astaci genome (Vralstad et al.,
2009). Another study reported consistent detection down to 50 fg using this assay (Tuffs &
Oidtmann, 2011).

The diagnostic test sensitivity of either assay largely depends on the quality of the samples taken.
Where an erayfish-plague-outbreak is investigated, the test sensitivity in animals that had died of
infection with A. astaci erayfish-plague-12 hours or less prior to sampling or in live crayfish showing
clear clinical signs of disease is expected to be high. Studies to investigate the effect of sensitivity
loss caused by deteriorating sample quality (for instance because of delayed sampling, processing
or unsuitable storage of samples) have not been carried out. It is recommended that multiple (5-10)
crayfish be tested, to compensate for variations in sample quality and invasion site of the pathogen.
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Analytical test specificity has been investigated (Oidtmann et al., 2006; Tuffs & Oidtmann, 2011;
Vralstad et al., 2009) and no cross reaction was observed. However, owing to the repeated
discovery of new Aphanomyces strains, sequencing is recommended to confirm diagnosis. In the
case of the real-time PCR assay, this requires separate amplification of a PCR product, either using
the primers as described in method 1, or using primers ITS 1 and ITS4 (see section ‘sequencing’
below).

4.3.1.2.3.2. Sequencing

A PCR product of 569 bp can be amplified using primers BO42 and BO640. The size of the PCR
amplicon is verified by agarose gel electrophoresis, and purified by excision from this gel (e.g. using
the Freeze n’ Squeeze DNA purification system, Anachem, Luton, UK). Both DNA strands must be
sequenced using the primers used in the initial amplification. The consensus sequence is
generated using sequence analysis software and compared with published sequences using an
alignment search tool such as BLAST. If 100% identity between the submitted sequence and the
published sequences is found, then the amplified product is A. astaci. If the sequence is not 100%
identical, further sequencing should be performed using primers ITS-1 (5-TCC-GTA-GGT-GAA-
CCT-GCG-G-3’) and ITS-4 (5-TCC-TCC-GCT-TAT-TGA-TAT-GC-3") (White et al., 1990), which
generate an amplicon of 757 bp that provides sequence data in the same region, but expanded at
both ends relative to the sequence generated by primers BO42 and BO640. This expanded
sequence should confirm the identity of the pathogen to the species level.

Highly susceptible species

PCR (conventional or real-time) is a suitable method to investigate suspected outbreaks of infection
with A. astaci erayfish-plague-outbreaks-(see Section 7.1). Where the conditions of a suspect case
are fulfilled, amplification of a PCR product of the expected size using conventional PCR or real-
time PCR can be considered sufficient as a confirmatory diagnosis, if a high level of template DNA
is detected. Where low levels of template DNA are detected (weak amplification) or the samples are
investigated from a site not meeting the conditions of a suspect case, it is recommended to
sequence PCR products generated as described under the section sequencing to confirm the
diagnosis.

4.3.1.2.4. Agent purification

None available.

4.3.2. Serological methods

None available.

5. Rating of tests against purpose of use

The methods currently available for diagnosis of clinical diseases resulting from infection with A. astaci in highly
susceptible species are listed in Table 5.1. Methods for targeted surveillance to demonstrate freedom from
infection with A. astaci in highly susceptible species are displayed in Table 5.2.

Clinical disease is extremely rare in North American crayfish. Therefore a rating of methods for diagnosing clinical
disease in these species is not provided. However, methods for targeted surveillance to demonstrate freedom
from infection in North American crayfish are listed in Table 5.3.

The designations used in the tables indicate: a = the method is the recommended method for reasons of
availability, utility, and diagnostic specificity and sensitivity; b = the method is a standard method with good
diagnostic sensitivity and specificity; ¢ = the method has application in some situations, but cost, accuracy, or
other factors severely limits its application; and d = the method is presently not recommended for this purpose.
These are somewhat subjective as suitability involves issues of reliability, sensitivity, specificity and utility.
Although not all of the tests listed as category a or b have undergone formal standardisation and validation, their
routine nature and the fact that they have been used widely without dubious results, makes them acceptable.
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Table 5.1. Crayfish-plague-Diagnostic methods for infection with A. astaci in highly susceptible crayfish species

Method Presumptive diagnosis Confirmatory diagnosis
Gross and microscopic signs b d
| Isolation and culture | b | d |
| Histopathology | d | d |
| PCR | a | bora’ |
| Real-time PCR | a | bora’ |
| Sequencing of PCR products | n/a | a |
| Transmission EM | d-n/a | d-n/a |
| Antibody-based assays | n/a | n/a |
In-situ DNA probes n/a n/a

PCR = polymerase chain reaction; EM = electron microscopy;
n/a = not applicable or not available;
1 = see definitions of confirmed case in Section 7.1.

Table 5.2. Methods for targeted surveillance in highly susceptible crayfish species
to declare freedom from eraytish-plague-infection with A. astaci

| Method | Screening method | Confirmatory method

| Inspection for gross signs and mortality | a | c |

| Microscopic signs (wet mounts) | c | c |

| Isolation and culture | c | b |

| Histopathology | d | d

| PCR | a b, possibly a'

| Real-time PCR | a | b, possibly a |

| Sequencing of PCR products | nia | a |

| Transmission EM | dnla | dn/a |

| Antibody-based assays | n/a | n/a |
In-situ DNA probes n/a n/a

PCR = polymerase chain reaction; EM = electron microscopy;
n/a = not applicable or not available;
1 = see definitions of confirmed case in Section 7.1.
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Table 5.3. Methods for targeted surveillance in North American crayfish species to declare freedom from erayfish

plague infection with A. astaci

Method Screening method Confirmatory method
Gross and microscopic signs d d
Isolation and culture c c
Histopathology d d
PCR a b
Real-time PCR a b
Sequencing of PCR products n/a a
Transmission EM d-n/a d-n/a
Antibody-based assays n/a n/a
In-situ DNA probes n/a n/a

/PCR = polymerase chain reaction; EM = electron microscopy;
n/a = not applicable or not available

Test(s) recommended for targeted surveillance to declare freedom from erayfish-plague
infection with {Aphanomyces astaci

6.1. Highly susceptible species

Crayfish farms keeping susceptible crayfish should be inspected at a frequency outlined in Chapter 2.2.0
General information (on diseases of crustaceans). A history of no mortalities (this does not include losses
due to predation) occurring within the population over a period of at least 12 months combined with absence
of clinical signs, as well as gross and microscopic pathology at the time of inspection are suitable methods
for this purpose. Surveillance of wild crayfish stocks presents greater problems, especially where the
species concerned is endangered. As movements of both finfish and crayfish stocks from infected waters
present a risk of disease transmission, monitoring the status of crayfish populations to confirm that they
remain healthy, is necessary.

In a crayfish farm setting, an-infection with erayfish-plague-A. astaci sheuld-would be noticed relatively
quickly, due to the rapid-a-relatively-quick onset of mortalities in the farmed erayfish-population.

To undertake targeted surveillance, regular inspections are recommended, where samples are collected if
there is any suspicion of mortality or disease. If moribund or dead animals are found, it is recommended that
samples are analysed by PCR and if PCR returns a positive result, that PCR products generated using
primers 42 and 640, or ITS-1 and -4 are sequenced and the sequences analysed.

6.2. North American crayfish species

In North American crayfish species, animals should be sampled and analysed using one of the PCR assays
described above. For reasons of higher sensitivity, the real-time PCR assay is the preferred method. This
applies to both farmed and naturalised stocks, and surveillance programmes need to take into account the
risks of indirect transmission by movements of fish.

Corroborative diagnostic criteria
7.1. Definition of suspect case

In highly susceptible crayfish species, infection with A. astaci shal-be-is suspected if at least one of the
E ; A i
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i)  Any extensive mortality solely of the highly susceptible species of freshwater crayfish where all other
aspects of the flora and fauna, particularly other aquatic crustaceans, are normal and healthy.

North American crayfish species

In Any-pepulation-of-North American crayfish i
species, infection with A. astaci shall-be-is suspected if at least one of the following criteria is met:

i) A positive result for A. astaci by PCR.
i) A positive result for A. astaci by real-time PCR.

7.2. Definition of confirmed case

In_highly susceptible crayfish species, infection with A. astaci shalt-be is confirmed if at least two of the
following criteria are met:

i) Isolation and culture of a water mould consistent with A. astaci.
i) A positive result for A. astaci by PCR.
ii) A positive result for A. astaci erby real-time PCR.

iv n PCR pr hat match known n f A, i

(3)—JI the |nvest|gated suspect case is Het—the—ﬂ#st—ease—ef—dete-enen—ef—A—astaei—ln the—a country or Feg+en

zone previously considered free from infection with A. astaci, sequencing of PCR products should be
conducted for; the-PCRresult-alone-may-be-considered-sufficient-as-a confirmation.

In North American crayfish species, infection with A. astaci shall-be-is confirmed if at least two of the
following criteria are met:

i) A itive result for A. iby PCR

i) A positive result for A. astaci er by real-time PCR

iii n PCR pr hat match known n f A, i
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CHAPTER 2.2.3.

INFECTION WITH INFECTIOUS HYPODERMAL
AND HAEMATOPOIETIC NECROSIS VIRUS

1. Scope

Infection with infectious hypodermal and haematopoietic necrosis virus {HHN)-disease-means B—eaused—by
infection with the pathogenic agent infectious hypodermal and haemat0p0|etlc necr05|s virus (IHHNV)

gg us Pgngx g§n§ngg§ gmllg Pgrvgvmggg

Synonyms:—The International Committee on Taxonomy of Viruses has assigned IHHNV {(a—parvevirus)-as—a

tentahve—spee&es—m—the—genus—%rewdensewws—Fa#My—Panwﬂdae with the species name of PstbNV—{for
Penaeas—stylwes#us—densewws)— gggggg Qg styl ggn§gwrg§ (Fauqaet—et—al—ze%— mg g; al., 2012). For-the

2. Disease information

2.1. Agent factors

2.1.1. Aetiological agent, agent strains

IHHNV is the smallest of the known penaeid shrimp viruses. The HHHN-virion is a 20—22 nm, non-
enveloped icosahedron, with a density of 1.40 g ml~! in CsCl, contains linear single-stranded DNA with
an estimated a size of 3.9 kb, and has a capsid with four polypeptides of molecular weight 74, 47, 39,
and 37.5 kD (Bonami et al., 1990; Nunan et al., 2000; GenBank AF218266).

At least two distinct genotypes of IHHNV have been identified (Farg-&Lightrer,2002; Tang et al.,

2003b): Type 1 is from the Americas and East Asia (principally the Philippines). Type 2 is from South-
East Asia. These genotypes are infectious to Penaeus vannamei and P. monodon. Two putative
rela&ed—sequences homologous to part of the IHHNV genome are found embedded in the genome of

penaeids. These were initially described as Type 3A from East Africa, India and Australia, and Type 3B
from the western Indo-Pacific reglon including Madagascar, Mauritius and Tanzanla (Tang & L|ghtner

2006; Tang et al. 2007)

- Tlssues contalnlng the

putatwe IHHNV homologou sequences in the P. monodon genome are not infectious to the
susceptible representative-host species P. vannamei and P. monodon (Lightner et al., 2009; Tang &

L|ghtner 2006 Tang et al., 2007) Pm%e%@%@%&ar%d&hngwsh—ﬂm—mﬁeeﬂee%ms—ef

2.1.2. Survival outside the host
No data.

2.1.3. Stability of the agent (effective inactivation methods)

IHHNV is believed-to-be-the-mest-a stable virus-of-the - known-penaeid-shrimp viruses—trfected-virus;
infected tissues remain infectious after repeated cycles of freeze—thawing and after storage in 50%
glycerine (Lightner, 1996a; Lightner et al., 1987; 2009).

2.1.4. Life cycle
Not applicable.
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2.2. Host factors

2.2.1. Susceptible host species

In_addition, pathogen-specific positive polymerase chain reaction (PCR) results have been reported in
the following organisms, but an active infection has not been demonstrated: northern pink shrimp

P. rarum), western white shrimp (P. identalis), kuruma prawn (P. j ni reen tiger prawn
P. semisul Hemiar nicill Argentin il hrimp (Artemesia longinaryi

swimcrab (Callinectes arcuatus), Mazatlan sole (Achirus mazatlanus), yellowfin mojarra (Gerres
inereu ilapias (Oreochromis sp.), Pacific piquitinga (Lile stolifera) and blackfin snook (Centropomu

2.2.32. Susceptible stages of the host

IHHNV has been detected demenstrated-in all life stages (i.e. eggs, larvae, postlarvae, juveniles and
adults) of P. vannamei. Eggs, produced by IHHNV-infected females with high virus loads, were found
to generally fail to develop and hatch. Those nauplii produced from infected broodstock that do hatch
have a high prevalence of infection with IHHNV irfestion-(Motte et al., 2003).

2.2.34. Species or subpopulation predilection (probability of detection)
See Sections 2.2.1 and 2.2.2.

2.2.45. Target organs and infected tissue

IHHNV infects and has been shown to replicate (using in-situ hybridisation [ISH] with specific DNA
probes) in tissues of ectodermal and mesodermal origin from the embryo. Thus, the principal target
organs include: the gills, cuticular epithelium (or hypodermis), all connective tissues, the
haematopoietic tissues, the lymphoid organ, antennal gland, and the ventral nerve cord, its branches
and its ganglia. The enteric organs (endoderm-derived hepatopancreas, midgut and midgut caeca
mucosal epithelia) and smooth, cardiac, and striated muscle show no histological signs of infection with
by-IHHNV and are usually negative fertHHNV-by ISH (Lightner, 1993; 1996a; 2011; Lightner et al.,
1992b).
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2.2.56. Persistent infection with-lifelong-earriers

Some members of P. stylirostris and P.vannamei populations that survive infection with IHHNV
infeetions-or epizootics, may carry the virus for life and pass the virus on to their progeny and other
populations by vertical and horizontal transmission (Bell & Lightner 1984; Lightner, 1996a; 1996b;
Morales-Covarrubias & Chavez-Sanchez, 1999; Motte et al., 2003).

2.2.67. Vectors

No vectors are known-in-natural-infections.

2.3. Disease pattern

2.3.1. Transmission mechanisms

Transmission of IHHNV can be by horizontal or vertical routes. Horizontal transmission by cannibalism
or by contaminated water (Lightner, 1996a; Lightner et al., 1983a; 1983b; 1985), and vertical
transmission via infected eggs (Motte et al., 2003) have been demonstrated.

2.3.2. Prevalence

In regions where the virus is enzootic in wild stocks, the prevalence of IHHNV has been found in
various surveys to range from 0 to 100%. Some reported mean values for IHHNV prevalence in wild
stocks are: 26% and 46% in P. stylirostris in the lower and upper Gulf of California, respectively
(Pantoja et al., 1999); 100% and 57%, respectively, in adult female and adult male P. stylirostris from
the mid-region of the Gulf of California (Morales-Covarrubias et al., 1999); 28% in wild P. vannamei
collected from the Pacific coast of Panama (Nunan et al., 2001); and from 51 to 63% in P. vannamei
collected from the Pacific coasts of Ecuador, Colombia and Panama (Motte et al., 2003). Other
penaeids collected during some of these surveys and found to be IHHNV positive included the brown
shrimp, P. californiensis and the Western white shrimp P. occidentalis. In farms where IHHNV is
present, its prevalence can range from very low to 100%, but high prevalence, approaching 100%, is
typical (Chayaburakul et al., 2004; Lightner, 1988; 1996a; 1996b; Lightner et al., 1992a; 1983a;
Martinez-Cordova, 1992).

2.3.3. Geographical distribution

IHHNV appears to have a world-wide distribution in both wild and cultured penaeid shrimp (Brock &
nghtner 1990 nghtner 19963 1996b Owens et aI 1992) Ln—the—Westem—Hemsphere,—H#HNV—rs

A iee—Although infection
Wl_th IHHNV has been reported from cultured P vannamei and P. styllrostrls in most of the shrimp-
culturing regions of the Western Hemisphere and in wild penaeids throughout their range along the
Pacific coast of the Americas (Peru to northern Mexico), the virus has not been reported in wild
penaeid shrimp on the Atlantic coast of the Americas (Bondad-Reantaso et al., 2001; Brock & Main,
1994; Lightner, 1996a, 1996b; Lightner et al., 1992a; Lightner & Redman, 1998a). Infection with IHHNV
has also been reported in cultured penaeid shrimp from Pacific islands including the Hawaiian Islands,
French Polynesia, Guam, and New Caledonia. In the Indo-Pacific region, the virus has been reported
from cultured and wild penaeid shrimp in East Asia, South-East Asia, and the Middle East (Bondad-
Reantaso et al., 2001; Lightner, 1996a).

An IHHN-like virus sequence has been reported from Australia (Krabsetsve et al., 2004; Owens et al.,
1992), and the presence of infection with IHHNY in farmed prawns in Australia was reported to the OIE
in 2008. As discussed in Section 2.1.1, IHHNV-related sequences have been found inserted into the
genome of P. monodon from East Africa, Australia, and the western Indo-Pacific region (Tang &
Lightner, 2006; Tang et al., 2007).
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24

2.3.4. Mortality and morbidity

Depending—on-the-host-The effects of infection with IHHNV varies among shrimp species and the
populations, where infections can be either

genotype-of the~virus HHHN-may-take-three distinet forms—
acute or chronic. For example, in unselected populations of P. stylirostris, infection with by-IHHNV
results in acute, usually catastrophic, disease with mortalities approaching 100%. In contrast, in

populations of P. vannamei, some selected lines of P. stylirostris, and some populations of P. monodon
under—some—conditions, infection with by-IHHNV results in a more subtle, chronic disease, runt-
deformity syndrome (RDS), in which high mortalities are unusual, but significant where growth
suppression and cutlcular deformltles are common—ln—the—tku@—s&uahw—a%e—peﬁien—ef—WHHN\#

l:rghmer—z(JOQ—zGO@ gKaIagagan etal, 199 )-

Infection with IHHNV interferes with normal egg, larval, and postlarval development:—peer. When
broodstock are used from wild or farmed stocks where the disease HHHNV-is enzootic, hatching
success of eggs_s_e_dic_e_d and peer—survwal and culture performance of the larval and postlarval
stages i ‘ y

lowered (Motte et aI 2003)

Farmed-Stocks of P. stylirostris, juveniles, subadults, and adults may-show persistently high mortality
rates. In P. vannamei—P—stylirestris; and possibly P. monodon—HHNV-infected stocks infected with

IHHNV may-show poor and highly disparate growth.—peer-overall-culture-performanece, and cuticular
deformities, particularly ineluding-especially-bent rostrums and deformed sixth abdominal segments.

2.3.5. Environmental factors

The replication rate of IHHNV at high water temperatures was significantly reduced in a study in which
viral replication was compared in P. vannamei experimentally infected and held at 24°C and 32°C.
After a suitable incubation penod shrlmp held at 32°C had approxmately 102 times Iower viral Ioad
than shrlmp held at 24°C. :

Control and prevention

2.4.1. Vaccination

No effective vaccination methods for IHHNV have been developed.

2.4.2. Chemotherapy

No scientifically confirmed reports of effective chemotherapy treatments.

2.4.3. Immunostimulation

No scientifically confirmed reports of effective immunostimulation treatments.

2.4.4. Resistance breedingBreeding for resistance

Selected stocks of P. stylirostris that are resistant to infection with IHHNV disease—have been
developed and these have had some successful application in shrimp farms (Clifford, 1998; Lightner,
1996a; 1996b; Weppe 1992; Zarian-Herzberg & Ascencio-Valle, 2001). Seme-selected-However lines
of P. stylirostris bred for HHHN-disease resistance o infection with IHHNV were-found-to-be-refractory
to—infection—(Tang et al., 2000)—Heowever—such-stoeks do not have increased resistance to other
diseases, such as white spot syndrome virus (WSSV), and—henee;—so their use has been limited. In
some stocks a genetic basis for IHHNV susceptibility in P. vannamei has been reported (Alcivar-
Warren et al., 1997).
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2.4.5. Restocking with resistant species

There has been some limited application and success with HHHN\-disease-resistant P. stylirostris
(Clifford, 1998; Lightner, 1996a; Weppe, 1992; Zarin-Herzberg & Ascencio 2001). The relative
resistance of P.vannamei to HHHN-disease—infection with IHHNV—despite—infection—bytHHNV; is
considered to be among the principal factors that led to P.vannamei being the principal shrimp species
farmed in the Western Hemisphere and, since 2004, globally (Lightner, 2005; Lightner et al., 2009;

Rosenberry, 2004).

2.4.6. Blocking agents

éBenmehen—et—at—zg%—'Fang—et—al—Z%saa—HeweveHhere—There are no reports to date for IHHNV

blocking agents.

2.4.7. Disinfection of eggs and larvae

IHHNYV is transmitted vertically by the transovarian route (Motte et al., 2003). Hence, while disinfection
of eggs and larvae is good management practice (Chen et al.,, 1992) and is recommended for its
potential to reduce IHHNV contamination of spawned eggs and larvae produced from them (and
contamination by other disease agents), the method is not effective for preventing transovarian
transmission of IHHNV (Motte et al., 2003).

2.4.8. General husbandry practices

Some husbandry practices have been successful appliedto-in preventing the spread en-of IHHNV
infections—and-disease. Among these has been the application of PCR pre-screening of wild or pond-
reared broodstock or their spawned eggs/nauplii, and discarding those that test positive for the virus
(Fegan & Clifford, 2001; Motte et al., 2003), as well as the development of specific pathogen free (SPF)
shrimp stocks of P. vannamei and P. stylirostris (Lightner, 1996b; 2005; Lotz et al., 1995; Pruder et al.,
1995; Wyban 1992). The latter has proven to be the most successful husbandry practice for the
prevention and control of |nfect|on with IHHNV (Jaenlke et al,, 1992 nghtner 2005 Pruder et aI

3. Sampling

3.1. Selection of individual specimens

}Ha;emtes—and—adatts)—(Mette—et—al—ZOO%)—Whlle |nfect|0n W|th IHHNV may Jrmeet—af'fect aII Ilfe stages

infection severity, and hence virus load, may be below detection limits in spawned eggs and in the larval
stages, so these life stages may-not-be-are not suitable samples for HHHNV detection or certification of fer
{HHN-disease freedom from infection with IHHNV.

3.2. Preservation of samples for submission

For routine histology or molecular assays, and guidance on preservation of samples for the intended test
method see Chapter 2.2.0.

3.3. Pooling of samples
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The effect of pooling on diagnostic sensitivity has not been evaluated, therefore larger shrimp should be
processed and tested individually. However, small life stages, especially PL or specimens up to 0.5 g, can
be pooled to obtain enough material for molecular testing.

3.4. Best organs and tissues

IHHNV infects tissues of ectodermal and mesodermal origin. The principal target tissues for IHHNV include
connective tissue cells, the gills, haematopoietic nodules and haemocytes, ventral nerve cord and ganglia,
antennal gland tubule epithelial cells, and lymphoid organ parenchymal cells (Lightner, 1996a; Lightner &
Redman, 1998a). Hence, whole shrimp (e.g. larvae or postlarvae) or tissue samples containing the
aforementioned target tissues are suitable for most tests using molecular methods.

Haemolymph or excised pleopods may be collected and used for testing (usually for PCR, or dot-blot
hybridisation with specific probes) when non-lethal testing of valuable broodstock is necessary (Lightner,
19964a; Lightner & Redman, 1998a).

3.5. Samples or tissues that are not suitable

IHHNV is a systemic virus, and it does not replicate in enteric tissues (e.g. the hepatopancreas, the midgut,
or its caeca). Hence, enteric tissues are inappropriate samples for detection of inrfeetion-by-IHHNV (Lightner,
19963a; 2011; Lightner & Redman, 1998a).

4. Diagnostic methods
4.1. Field diagnostic methods
4.1.1. Clinical signs

Certain cuticular deformities, specifically a deformed rostrum bent to the left or right, which may be
presented by P. vannamei and P. stylirostris with RDS, are pathognomonic for infection with by IHHNV
(see Section 4.2.1.2). However, this clinical sign is not always apparent in shrimp populations
chronically infected with IHHNV. As P. vannamei, P. stylirostris, and P. monodon can be infected by
IHHNV and not present obvious signs of infection (e.g. they may show markedly reduced growth rates
or ‘runting’), molecular tests are recommended when evidence of freedom from infection with IHHNVY
disease-is required.

4.1.2. Behavioural changes

In acute HHHN-disease, P. stylirostris may present behavioural changes (see Section 4.2.1.1) but with
RDS, no consistent behavioural changes have been reported for affected shrimp.

4.2. Clinical methods
4.2.1. Gross pathology
4.2.1.1. Infection with IHHNV disease-in Penaeus stylirostris

Infection with IHHNV js often eauses-an-acute disease-with very high mortalities occurring in juveniles
life stages of this species. Vertically infected larvae and early postlarvae do not become diseased, but
in approximately 35-day-old or older juveniles, gross signs of the disease may be observed, followed
by mass mortalities. In horizontally infected juveniles, the incubation period and severity of the disease
is somewhat size or age dependent, with young juveniles always being the most severely affected.
Infected adults seldom show signs of the disease or mortalities (Bell & Lightner, 1984; 1987; Bondad-
Reantaso et al., 2001; Brock et al., 1983; Brock & Main, 1994; Lightner, 1983; 1988; 1993; 1996a;
2011; Lightner et al., 1983a, 1983b) Gross signs are-net-of-infection-with-tHHNV-are not specific, but
juvenile P. stylirostris with acute infection with IHHNV show a marked reduction in food consumption,
followed by changes in behaviour and appearance. Shrimp of this species with infection with IHHNV
have been observed to rise slowly in culture tanks to the water surface, where they become motionless
and then roll-over and slowly sink (ventral side up) to the tank bottom. Shrimp exhibiting this behaviour
may repeat the process for several hours until they become too weak to continue, or until they are
attacked and cannibalised by their healthier siblings. Penaeus stylirostris at this stage of infection often
have white or buff-coloured spots (which differ in appearance and location from the white spots that
sometimes occur in shrimp with WSSV infections) in the cuticular epidermis, especially at the junction
of the tergal plates of the abdomen, giving such shrimp a mottled appearance. This mottling later fades
in moribund P. stylirostris as such individuals become more bluish. In P. stylirostris and P. monodon
with terminal-phase infection with IHHNV-infeetions, moribund shrimp are often distinctly bluish in
colour, with opaque abdominal musculature (Bondad-Reantaso et al., 2001; Lightrer—1983:—1988;
4993:-1996a:-2044; Lightner et al., 1983a; 1983b).
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4.2.1.2. Infection with IHHNYV disease-in Penaeus vannamei

RDS, a chronic form of infection with IHHNV disease, occurs in P. vannamei. as-a-result-of tHHNV
infection. The severity and prevalence of RDS in infected populations of juvenile or older P. vannamei
may be related to infection that occurred during the larval or early postlarval PL-stages. RDS has also
been reported in cultured stocks of P. stylirostris and P. monodon. Juvenile shrimp with RDS may
display a bent (45° to 90° bend to left or right) or otherwise deformed rostrum, a deformed sixth
abdominal segment, wrinkled antennal flagella, cuticular roughness, ‘bubble-heads’, and other
cuticular deformities. Populations of juvenile shrimp with RDS display disparate growth with a wide
distribution of sizes and many smaller than expected (‘runted’) shrimp. The coefficient of variation
(CV = the standard deviation divided by the mean of different size groups within a population) for
populations with RDS is typically greater than 30% and may approach 90%, while {HHNV-free (and
thus-RDBS-free} populations of juvenile P. vannamei and P. stylirostris free from infection with IHHNV
(and thus RDS-free) usually show CVs of 10-30% (Bray et al., 1994; Brock & Lightner, 1990; Brock
et al., 1983; Brock & Main, 1994; Browdy et al., 1993; Carr et al., 1996; Lightner, 1996a; Primavera &
Quinitio, 2000; Pruder et al., 1995).

4.2.2. Clinical chemistry
Not applicable.

4.2.3. Microscopic pathology

Acute HHHNV-infections in P. stylirostris can be readily diagnosed using routine haematoxylin and eosin
(H&E) stained sections histological-metheds—(see Section 4.2.6). Chronic infection with IHHNV HHHNV
infeetions and RDS are much more difficult to diagnose using routine H&E histological methods. For
diagnosis of chronic infections, the use of molecular methods are recommended for IHHNV detection
(e.g. by PCR or application of IHHNV-specific DNA probes to dot-blot hybridisation tests or ISH of
histological sections).

Histological demonstration of prominent intranuclear, Cowdry type A inclusion bodies provides a
provisional diagnosis of jnfection with IHHNVHHNV-irfection. These characteristic IHHNY inclusion
bodies are eosinophilic and often haloed (with H&E stains of tissues preserved with fixatives that contain
acetic acid, such as Davidson’s AFA and Bouin’s solution) (Bell & Lightner, 1988; Lightner, 1996a),
intranuclear inclusion bodies within chromatin-marginated, hypertrophied nuclei of cells in tissues of
ectodermal (epidermis, hypodermal epithelium of fore- and hindgut, nerve cord and nerve ganglia) and
mesodermal origin (haematopoietic organs, antennal gland, gonads, lymphoid organ, and connective
tissue). Intranuclear inclusion bodies caused by jnfection with IHHNV may be easily confused with
developing intranuclear inclusion bodies caused by WSSV infection. ISH assay (see Section 4.3.1.2.3 of
this chapter) of such sections with a DNA probe specific to IHHNV provides a definitive diagnosis of
infection with IHHNV-infeetion (Lightner, 1996a; 2011; Lightner & Redman, 1998a).

4.2.4. Wet mounts

No reliable methods have been developed for direct microscopic pathology.

4.2.5. Smears
Not applicable.

4.2.6. Fixed sections

shnmp—the use of Dawdson S flxatlve (contalnlng 33% ethyl alcohol [95%], 22% formalln
[approximately 37% formaldehyde], 11.5% glacial acetic acid and 33.5% distilled or tap water) is highly
recommended for all routine histological studies of shrimp (Bell & Lightner, 1988; Lightner, 1996a). To
obtain the best results, dead shrimp should not be used. Only live, moribund, or compromised shrimp
should be selected for fixation and histological examination. Selected shrimp are killed by injection of
fixative directly into the hepatopancreas; the cuticle over the cephalothorax and abdomen just lateral to
the dorsal midline is opened with fine-pointed surgical scissors to enhance fixative penetration (the
abdomen may be removed and discarded), the whole shrimp (or cephalothorax) is immersed in fixative
for 24 to 48 hours, and then transferred to 70% ethyl alcohol for storage. After transfer to 70% ethyl
alcohol, fixed specimens may be transported (via post or courier to the diagnostic laboratory) by
wrapping in cloth or a paper towel saturated with 70% ethyl alcohol and packed in leak-proof plastic
bags (see Section 4.2.3).
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In-situ hybridisation (see Section 4.3.1.2.3 below).

4.2.7. Electron microscopy/cytopathology

Electron microscopy is not recommended for routine diagnosis of IHHNV.
4.3. Agent detection and identification methods

4.3.1. Direct detection methods
4.3.1.1. Microscopic methods
4.3.1.1.1. Wet mounts

See Section 4.2.4.

4.3.1.1.2. Smears
See Section 4.2.5.

4.3.1.1.3. Fixed sections

See section 4.2.6.

4.3.1.2. Agent isolation and identification
4.3.1.2.1. Cell culture or artificial media

IHHNV has not been grown in vitro. No crustacean cell lines exist (Lightner, 1996a; Lightner &
Redman, 1998a: 1998b).

4.3.1.2.2. Antibody-based antigen detection methods

None has been successfully developed.

4.3.1.2.3. Molecular techniques

Direct detection methods using DNA probes specific for IHHNV are available in dot-blot and ISH
formats. PCR tests for IHHNV have been developed and a number of methods and commercial

products-using-these-metheds PCR detection kits are readily available.

DNA probes for dot-blot and ISH applications: gene probe and PCR methods provide greater
diagnostic specificity and sensitivity than de-mere-traditional techniques—fortHHN-diagnesis that
employ classic histological approaches. Furthermore, these methods have the added advantage of
being applicable to non-lethal testing of valuable broodstock shrimp. A haemolymph sample may be
taken with a tuberculin syringe, or an appendage (a pleopod for example) may be biopsied (Bell et
al., 1990), and used as the sample for a direet-dot-blot hybridisation test.

Dot-blot hybridisation procedure for IHHNV: the dot-blot hybridisation method given below uses a
digoxigenin-11-dUTP (DIG)-labelled DNA probe for IHHNV and generally follows the methods
outlined in Mari et al. (1993) and Lightner (1996a). Formulas for the required reagents are given
after the protocols.
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i) Prepare a positively charged nylon membrane {(Reche Diagnestics—Cat—No—1-209-299-or
equivalent), cut pieees-to a size to fit samples and controls and mark with a soft-lead pencil
making 1 cm squares for each sample. Include a positive and a negative control on each filter.
Lay out on to a piece of filter paper (Whatman 3MM).

i)  If necessary, dilute-samples to can be assayed diluted in TE (FrisfEDTA{ethylene-diamine
tetra-acetic-acid})-buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA) plus 50 pg ml~" salmon sperm
DNA—usmg4—HJ—sample—m—9—HJ—bu#eem4—5—mt—nmeFeeentniuge—tubes Samples for dot-blets

can be haemolymph, tissues homogenised in TN {Fris/NaClk-0-4-M-NaCland
buffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.4,.0.4 M NaCl), or extracted DNA in 10 mM Tris-HCI.

iii) BO|I samples for49 5 mlnutes and quench on ice for 51—2 mlnutes -Briefly-microfuge-samples
in- Keep on ice until

samples are dotted on to the membrane

iv) Dot 1-3 pl of each sample on to an appropriate place on the filters. Allow to air-dry and then
fix samples on to the membrane by baking at 80°C for 30 minutes or by UV cross-linking using
a DNA transilluminator for 3 minutes.

v) Remove membranes from the oven or transilluminator and put into a heat-seal bag with 4 ml
per membrane of prehybridisation solution. Seal the bags and put into a 68°C water bath for
30 minutes 1 hour.

vi) Boll the DIG Iabelled probe for 4#3—5 mlnutes and then keep on ice-and-then-microfuge-in-the

A g i Remove the
prehybrldlsatlon solutlon from the bags Add 2 ml of fresh prehybrldlsatlon solutlon to each
bag and then add the-ecerreet; predetermined amount of DIG-labelled probe to each, mixing
well as it is being added. Seal the bags, place back in the 68°C water bath and incubate for 8—

12 hours.

vii) Wash membranes well with:
2 x standard-saline-citrate{SSC/0.1% sedium 2 x 5 minutes at room temperature

SDS

0.1 x SSC/0.1% SDS 3 x 15 minutes at 68°C
: - | it
Buffer | 1x 5 minutes at room temperature
BufferH I 30-minutes-at room-temperature
Bufferl I 5-minutes-at room-temperature
(Buffers-are prepared-ahead-of time).

React the membrane in bags with anti-DIG AP—alkaline phosphatase conjugate (Roche

Diagnostics2-4-093-274) diluted 1/5000 in Buffer |. Use-3-mi-per-membrane—incubate for 30—
45 minutes at room temperature on a shaker platform.

E

ix) Wash membrane well with:

Buffer | 2 % 15 minutes at room temperature
Buffer Il 1% 5 minutes at room temperature

X) Develop the membranes in bags using 3-mlper—membrane—of a development solution
(nitroblue tetrazolium salt [NBT]/X-phosphate in Buffer Ill) made up just prior to use. React in

the dark at room temperature for 1-2 hours. Stop the reactions in Buffer IV and dry the
membranes on 3MM filter paper.

xi) Photograph the results (colour fades over time).

xii) Store dry membranes in heat-seal bags.

2 Reference to specific commercial products as examples does not imply their endorsement by the OIE. This applies to all

commercial products referred to in this Aquatic Manual.
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ii)

v)

Vi)

vii)

viii)

ix)

X)

Xi)

xii)

xiii)

Xiv)

XV)

XVi)

In-situ hybridisation (ISH) procedure: the ISH method given below uses a DIG-labelled DNA
probe for IHHNV and generally follows the methods outlined in Mari et al. (1993) and Lightner

(1996a). Fermulas-for-the-requiredreagents-are-given-after the protocols-

Embed tissue in paraffin and cut sections at 4—6 pym thickness. Place sections on to positively
charged microscope slides (do not put gelatine in water to float sections; just use water).

Put slides in a slide rack, such as a Tissue-Tek rack. Heat the slides in an oven for 45 minutes
at 60°C. In the staining centre, rehydrate the tissue as follows:

Xylene (or suitable substitute) 3 x 5 minutes each
Absolute alcohol 2 x 1 minute each

95% alcohol 2 x 10 dips each

80% alcohol 2 x 10 dips each

50% alcohol 1x 10 dips

Distilled water six rinses (do not let slides dry out)

Wash the slides for 5 minutes in phosphate-buffered-saline{PBS (or Tris/NaCI/EDTA [TNE]
buffer). Prepare fresh proteinase K at 100 uyg mi~! in PBS (or TNE). Place slides flat in a
humid chamber, pipette on 500 pl of the proteinase K solution and incubate for 10-15 minutes
at 37°C. Drain fluid onto blotting paper.

Return slides to slide rack. Fix sections in 0.4% cold formaldehyde for 5 minutes at room
temperature.

Incubate slides in 2 x SSC for 5 minutes at room temperature.

With slides flat, add 0.5—-1 ml prehybridisation buffer and incubate in a humid chamber for 15—
30 minutes at 37°C.

Boil the DIG-labelled probe for 46 3—5 minutes and quench on ice; spin briefly in the cold and
keep on ice. Dilute the probe to 25 ng mI~! in prehybridisation solution and cover the tissue
with 250 pl of the solutlon Incubate the slides for 2— 4 hours at 42°C or overnlght at 37 Cina
humid chamber. . W
buffersat 37°C-

Place slides in slide rack. Wash the slides as follows:

2 x SSC 2 x 5-30 minutes at 37°C
1 x SSC 2 x 5 minutes at 37°C
0.5 x SSC 2 % 5 minutes at 37°C

Wash the slides for 5-1-3 minutes in Buffer | at room temperature. Put the slides flat in a
humid chamber and block with 0.5 ml per slide of Buffer Il. Incubate for 15 minutes at 37°C.

Dilute the anti-DIG alkaline phosphotase conjugate {Reche-Applied-Seience-cat—10686322)-at
a ratio of 1/1000 in Buffer |IH4pant-DIG-AP-per4-ml-buffer). Cover tissue with 500 pl of

diluted conjugate and incubate in a humid chamber for 30 minutes at 37°C.

Place the slides in a slide rack. Wash in Buffer | twice for 5—10 minutes each time at room
temperature. Wash once with Buffer Ill for 540 1-2 minutes.

Prepare the development solution by first adding 4.5 pyl NBT per 1 ml buffer Ill. Mix well. Then
add 3.5 ul X-phosphate per ml of solution and mix well. Pipette on 500 ul per slide and
incubate in a humid chamber in the dark for 2—-3 hours at room temperature.

Stop the reaction by returning the slides to a slide rack and washing in Buffer IV for
15 minutes at room temperature.

Counterstain the slides by dipping for 5 minutes in 0.5% aqueous Bismarck brown Y.

Dehydrate the slides in the staining centre as follows:

95% alcohol 3 x 10 dips each
Absolute alcohol 3 x 10 dips each
Xylene (or suitable substitute) 4 x 10 dips each

Do not allow the slides to dry out — leave them in the last xylene (or xylene substitute)
container until ready for cover-slips.

Mount with cover-slips and mounting medium (Permount).
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xvii) Examine the slides under bright-field for a dark-blue or black precipitate that marks sites
where IHHNV DNA is present. Pathodiagnostic intranuclear Cowdry type A inclusions are well
marked with the probe. Also often marked are host cell nuclei without obvious inclusions,
cytoplasmic inclusions, and accumulation of free virus in the tissue spaces and haemolymph.

NOTE-Always-rur-a-known-positive-and-negative-controk

Reagent formulas for ISH method:

ii) 10 x Tris/NaCI/EDTA (TNE) buffer

Tris base 60.57 g
NaCl 584¢
EDTA 3.72¢g
H,0 900 ml (gs to 1 litre)

pH to 7.4 with concentrated or 5 M HCI. To make 1 x TNE, dilute 100 ml 10 x TNE in 900 ml BB
H,O:Filter1x-solution-through-a-0-45-ym-filter;store-at 4°C.
2

PBS 10 ml 1 x PBS

Proteinase K 1mg
—0-4% formaldehyde

375% formaldehyde 54-ml

bbH.0 500-mit

viii) Prehybridisation buffer (50 ml final volume)

4 x SSC 10 ml 20 x SSC

50% formamide 25 ml 100% formamide

1 x Denhardt’s 2.5 ml 20 x Denhardt’s

5% dextran sulphate 10 ml 25% dextran sulphate

Warm to 60°C

Boil 2.5 ml of 10 mg mI~" salmon sperm DNA and add to buffer for final concentration of 0.5 mg
mi~1 salmon sperm DNA:store-at4°C.

vi)—20-%x-SSC-buffer
3M-Nagl 175.32.g-NaCl
0-3-M-Nay;GH 0,2H,0 88-23-g-Na-citrate-2H,0
BbbH.0 1000-mi(gs)

T | 2. SSC.di 00 20 x SSC in-900 I'EEIIQS;I | ' SSC.di 50.mi
20-x-88G-ir-950-mI-DD-H,O;Te-make-0-56-x-SSC;dilute-50-mI-20-x-8SC-in1950-mI-BD-H,O-
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i 20% D e solut

xiv) 10 x Buffer |

1 M Tris/HCI 121.1 g Tris base
1.5 M NaCl 87.7 g NaCl
Bb-H,0 1000 ml (gs)

pH to 7.5 with HCI. Autoclave;stere-at4°C.

To make 1 x Buffer I, dilute 100 ml of 10 x stock in 900 ml BB-H,0. Filter-through-a-0-45-pm-ilter;
store-at4°C.
xiv) Buffer Il (blocking buffer)

xyi)

Blocking reagent 0.25 g Blocking reagent (Roche Diagnostics—4-096-
476)
Buffer | 50 ml 1 x Buffer |
Store-at4°Cforup-to-2-weeks:
Buffer IlI

100 mM Tris/HCI 1.21 g Tris base
100 mM NaCl 0.58 g NaCl

BB H,0 100 ml (gs)

pH to 9.5 with HCI

Then add:

50 mM MgCl, 1.02 g MgCl,.6H,0

xivvii) Development solution
Mix 90 ml Buffer Il with 10 ml of 10% PVA. Store at 4°C. Just prior to use, for each 1 ml of Buffer
Il with PVA add:
4.5 pINBT 75 mg NBT mi~1 in 70% dimethylformamide
R Di . 383-213
3.5 ul X-phosphate 5-bromo-4-chloro-3-indoyl phosphate, toluidine salt
(zg 8 E.l # d". ot '55";'232 de)
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xwii)  Buffer IV

10 mM Tris/HCI 1.21 g Tris base
1 mM EDTA 0.37 g EDTA.2H,0 (disodium salt)
Bb-H,0 1000 ml

pH to 8.0 with HCI. Filter-through-a-0-45-pmfilter;-store-at 4°C-

xviix)  0.5% Bismarck Brown Y

Bismarck Brown Y 25¢g
Bb-H,0 500 mi

Dissolve the stain in water. Filter through a Whatman No. 1 filter; store at room temperature.

Polymerase chain reaction for IHHNV: several one-step PCR methods (Krabsetsve et al.,
2004; Nunan at al., 2000; Shike et al., 2000; Tang et al., 2000; 2007;Fang-& Lightrer2001),
and a number of commercial PCR kits are available for IHHNV detection. Nested methods are
also available from commercial sources.

There are multiple geographical variants of IHHNV, some of which are not detected by all of
the available methods-fertHHNV. Two primer sets, 392F/R and 389F/R, are the most suitable
for detecting all the known genetic variants of IHHNV (Krabsetsve—etal—2004TFang—&
Lightrer—2002-Tang et al., 2000; 2007). However these tests also detect IHHNV-related
sequences called types 3A and 3B, which are inserted into the genome of certain geographic
stocks of P. monodon from the western Indo-Pacific, East Africa, Australia and India (Buda-&
Palumbi—999:-Saksmerprome et al., 2011; Tang & Lightner, 2006; Tang et al., 2007). PCR
primers have been developed that can detect the {HHN—virallHHNV sequence but do not
react with IHHNV-related sequences present in the P. monodon stocks from Africa, Australia
(Tang et al., 2007), or Thailand (Saksmerprome et al., 2011). Primer set 309F/R amplifies only
a genomic segment of IHHNV types 1 and 2 (the infectious forms of IHHNV), but not types 3A
and 3B, which are non-infectious and part of the P. monodon genome (Tang & Lightner, 2006;
Tang et al., 2007). Primer set MG831F/R reacts only with types 3A and 3B, which are non-
infectious and part of the P. monodon genome (Tang et al., 2007). Hence, confirmation of
unexpected positive or negative PCR results for IHHNV with a second primer set, or use of

another diagnostic method (i.e. PCR-usingprimersfrom-anotherregion-of the-genome,real-
fime-PCR-histology, bioassay, ISH) is highly recommended.

Table 4.1. Recommended primer sets for one-step PCR detection of IHHNV

Primer Product Sequence G+C%/Temp. GenBank &
References
389F 389 bp 5-CGG-AAC-ACA-ACC-CGA-CTT-TA-3 50%/72°C AF218266
389R 5’-GGC-CAA-GAC-CAA-AAT-ACG-AA-3’ 45%/71°C (Tang et al., 2007)
77012F 356 bp 5-ATC-GGT-GCA-CTA-CTC-GGA-3’ 50%/68°C AF218266
77353R 5-TCG-TAC-TGG-CTG-TTC-ATC-3 55%/63°C (Nunan et al., 2000)
392F 392 bp 5-GGG-CGA-ACC-AGA-ATC-ACT-TA-3 50%/68°C AF218266
392R 5-ATC-CGG-AGG-AAT-CTG-ATG-TG-3 50%/71°C (Tang et al., 2000)
309F 309bp  5-TCC-AAC-ACT-TAG-TCA-AAA-CCA-A-3°  36%/68°C AF218266
309R 5-TGT-CTG-CTA-CGA-TGA-TTA-TCC-A-3'  40%/69°C (Tang et al., 2007)
MG831F 831 bp 5-TTG-GGG-ATG-CAG-CAA-TAT-CT-3’ 45%/58°C DQ228358
MG831R 5-GTC-CAT-CCA-CTG-ATC-GGA-CT-3’ 55%/62°C (Tang et al., 2007)

NOTE: Primers 389F/R and 392F/R described above are from the nonstructural protein-
coding region {ORF—4)-of the IHHNV genome. Primers 77012F/77353R are from a region in
between the nonstructural and the-structural-{coatprotein)-capsid protein-coding region of the
genome. In the event that results are ambiguous using the 389F/R ‘universal’ primer set, it is
recommended to use primers from a different region of the genome for confirmatory testing. In
this case, that would mean using primers 77012F/77353R or the 392F/R primer sets and
follow up with sequencing of PCR amplicons for confirmation.
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General PCR method for IHHNV: the PCR method described below for IHHNV generally
foIIows the methods outllned in Tan g gt al. gzg;gm and Nunan et al. (2000) However, recent t

h0|ce of primers Table 4, 1 andthe volume of reactlon These slightl modlfled method
have been validated in accordance with Chapter 1.1.2 Principles and methods of validation of

diagnostic assa¥s for |nfect|0us dlseases and do not affect the dlagnostlc gerformance of the

eﬂrate%er—frem—tlssues or haemolymph that was ﬂxed—greserve in 95% ethanol and then
dried. A control consisting of tissues or haemolymph from known negative animals
should be included during the DNA extraction step. The DNA can be extracted by a
variety of methods;,—but-excellentresults—have—been—obtained—using—kitsfrom—Reche
Diagnestics{Cat—No—1-796-828)-or Qiagen{Cat—No-51304). Other DNA extraction kits
include QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen), MagMax™ Nucleic Acid kits (Life Technologies),
or Maxwell® 16 Cell LEV DNA Purification Kit (Promega), or DNazol (Life Technologies).
Spectrophotometric readings of the final DNA will indicate the purity of the DNA and the
amount of total DNA extracted from the sample. Use 1-5 pl of extracted DNA as a
template per 56-25 pl reaction volume.

i)  The following controls should be included in every PCR assay for IHHNV: (a) DNA from
a known negative tissue sample; (b) DNA from a known positive sample (either from
tissue or haemolymph or from a plasmid clone that contains the fragment that the
specific set of primers amplifies; and (c) a ‘no template’ control.

iii) Use as primers, primers 389F and 389R, which elicit a band 389 bp in size from IHHNV-
infected material, or primers 77012F and 77353R, which elicit a band 356 bp in size from
IHHNV-infected material. Prepare primers at 400-g~* 10 uM in distilled water—Keep

iv)
foIIowed b¥ 35 cycles)—and—an of 95°C for 30 seconds 60 C for 30 seconds and 72 C
for 30 seconds, and final extension pregramme—The programme-is—set-asfollows:—at
72°C for 5 minutes.
Hot start Programme-1 5-minutes 95°C
Linked-to Programme2 30-seconds-95°C
30-seconds-55°C 35-¢eyeles
F-mingte 72°C
Linked-to Programme-3 Fminutes 72°C
Linked-to Programme 4 4°G-until-off

v) Prepare a ‘Master Mix’ consisting of water and primers.

vi) For a 86 25 pl reaction mix, add 49 24 pl Master Mix to each tube and then add 1 pl of
the sample DNA template to be tested.

vii) Vortex each tube spin quickly to brlng down all I|qU|d tf—th&thermal—eyetet’—dees+tet—have

ixviii) Run-After PCR, run 610 pl of the sample in a 1.5% agarose gel (containing 0.5 ug ml~’
ethidium bromide to stain the DNA). Look for the 389 bp band (if using primers 389F and
389R) or for the 356 bp band (if using primers 77012F and 77353R). Bands are not
always seen, as it is necessary to have at least 10 ng DNA pl~! to see DNA in a gel. A
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m—a—elet—blet— A d|rect seguencmg of amgllfled groducts can be gerformed through gel
extraction of a PCR band with correct size and the sequencing primer(s) used for
amplification to confirm the presence of IHHNV.

Real-time PCR method for IHHNV: real-time PCR methods have been developed for the
detection of IHHNV. These methods offer extraordinary sensitivity that can detect a single
copy of the target sequence from the IHHNV genome (Dhar et aI 2001 Tang & nghtner

The real-time PCR method using TagMan chemistry described below for IHHNV generally
follows the method used in Tang & Lightner (2001).

i)

ii)

Vi)

The PCR primers and TagMan probe are selected from a region of the IHHNV genomic
sequence (GenBank AF218266) that encodes for a non-structural protein. The primers
and TagMan probe are designed by the Primer Express software (Applied-Biosystems
Life Technologies). The upstream (IHHNV1608F) and downstream (IHHNV1688R)
primer sequences are: 5-TAC-TCC-GGA-CAC-CCA-ACC-A-3' and 5-GGC-TCT-GGC-
AGC-AAA-GGT-AA-3’, respectively. The TagMan probe (5'-ACC-AGA-CAT-AGA-GCT-
ACA-ATC-CTC-GCC-TAT-TTG-3’), which—corresponds—to—the—region—from—nucleotide
1632-to—1644is synthesised and labelled with fluorescent dyes 5-carboxyfluoroscein
(FAM) on the 5’ end and N,N,N’,N’-tetramethyl-6-carboxyrhodamine (TAMRA) on the 3’

end—(—Apphed—Bwsystems—paﬁ—ne%@O@é}—

Preparation of DNA template: the extraction and—purification—of DNA template is the
same as that described in-the-section-of traditional PCR-above.

The real-time PCR reaction mixture contains: TagMan Yniversal-PCR Fast virus 1-step
Master Mix (Applied-Biosystems,—part-no—4324048 Life Technologies, or commercially-

available equivalent reagents), 0.3 uM of each primers, 0.15 yM of TagMan probe, 5—
50 ng DNA, and water in a reaction volume of 25 20 pul. For optimal results, the reaction
mixture should be vortexed and mixed well.

Amplification is performed with the GenreAmp-5700-Sequence-Detection StepOnePlus

PCR System (Applied-Biosystems—ABIHPRISM-7000,7300,-or 7500 Life Technologies;
or equivalent ean—also-be-used PCR systems). The cycling profile is: activation-initial

denaturation of Amplifag-Geld-for10-minutes 20 seconds at 95°C, followed by 40 cycles
of denaturatlon at 95° C for 45—seeends— seeg nd and anneallng/extenswn at 60 C for

At the end of the reactlon Feat—nme—ﬂuereseenee—measurements—wﬂt—beMen—mttH—buﬂt
fluorescence intensity is measured. A threshold

will be set to be above the baseline that begins to detect the increase in signal

assomated W|th an exponentlal increase of PCR product w@

Samples with

a Ctvalue Iower than 40 cutoff cyclesare conS|dered to be posmve

It is necessary to include a ‘no template’ control in each reaction run. This is to rule out
the presence of fluorescence contaminants in the reaction mixture-erin-the-heat-block-of
the-thermal-eyeler. A positive control should also be included, and it can be a plasmid
containing the target sequence, or purified virions, or DNA extracted from IHHNV-
infected tissue.

Sequencing: PCR products may be directly sequenced or cloned and sequenced when necessary
to confirm infection with IHHNV, to identify false positives or nonspecific amplification, or to
distinguish the amplified products from the infectious form of the virus and demonstrate the
presence of the insertion of non-infectious IHHNV genome in host DNA (Tang & Lighter, 2002;

2006).
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Through PCR, IHHNV was detected in P. monodon from South-East Asia. Mest-Some of these
IHHNV PCR assays primers also detected reacted to IHHNV-related sequences in P. monodon
populations in Africa, Australia and Thailand (Tang & Lightner, 2006; Saksmerprome et al., 2011).
To discriminate the IHHNV-related sequences from the actual virus, PCR assays using primers
that detect the IHHNYV viral-sequence-and do not react with IHHNV-related sequences present in
the P. monodon stocks from Africa or Australia (Tang et al., 2007), or Thailand (e.g.
Saksmerprome et al., 2011) have been developed.

PCR commercial kits are available for detection of IHHNV diagresis—and can be acceptable
provided they have been validated as fit for such purpose. The OIE validation procedure is
described in Chapter 1.1.2 Principles and methods of validation of diagnostic assays for infectious
diseases.

4.3.2. Serological methods

Shrimp are invertebrate animals and do not produce antibodies. Therefore, serological methods for
detection of infection with IHHNV are not available.

5. Rating of tests against purpose of use

The methods currently available for surveillance, detection, and diagnosis of infection with IHHNV are listed in
Table 5.1. The designations used in the Table indicate: a = the method is the recommended method for reasons
of availability, utility, and diagnostic specificity and sensitivity; b = the method is a standard method with good
diagnostic sensitivity and specificity; ¢ = the method has application in some situations, but cost, accuracy, or
other factors severely limits its application; and d = the method is presently not recommended and/or not available
for this purpose. These are somewhat subjective as suitability involves issues of reliability, sensitivity, specificity
and utility. Although not all of the tests listed as category a or b have undergone formal standardisation and
validation, their routine nature and the fact that they have been used widely without dubious results, makes them
acceptable.

Table 5.1. Methods for surveillance, detection and diagnosis efHHINY

"o | Contemtany
Larvae PLs Juveniles Adults

Gross signs d d d d d d
Bioassay d d d d c c
Direct LM (wet mount) d d d d d d
Histopathology d d c c a b
Transmission EM d d d d c c
Antibody-based assays d d d c d d
ln's;;‘:)m d de bc b a a
Dot-blot hybridisation d d c [ a a
PCR, Real-time PCR a a a a a a
Sequence d d d d d a

PLs = postlarvae; LM = light microscopy; EM = electron microscopy; PCR = polymerase chain reaction.
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6. Test(s) recommended for targeted surveillance to declare freedom from infection with
infectious hypodermal and haematopoietic necrosis virus

As indicated in Table 5.1, PCR or real-time PCR is-are the recommended methods for targeted surveillance for
reasons of availability, utility, and diagnostic specificity and sensitivity.

When investigating acute mortality episodes as part of a targeted surveillance programme, demonstration of
pathognomonic IHHNV-induced lesions in the cuticular epithelium by histology (with or without confirmation by
ISH with IHHNV-specific DNA probes) is a suitable method (Table 5.1).

7. Corroborative diagnostic criteria

7.1. Definition of suspect case
Infection with IHHNV shall-be-is suspected if at least one of the following criteria is met:

i) Clinical signs indicative of infection with IHHNV-and-a-pesitiveresult-by-tr-situ-hybridisation

ii)  Histopathology indicative of infection with IHHNV-and-a-pesitiveresult-by-in-situ-hybridisation

ii) _Positive result by PCR

7.2. Definition of confirmed case

Infection with IHHNY is considered to be confirmed if two of the following criteria are met:
i) Positive result by in-situ hybridisation

i)  Positive result by PCR (always genotype specific)

iii) Sequence analysis to confirm IHHNV nucleic acid sequence.

The two methods must target different areas of the genome.
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NB: There are OIE Reference Laboratories for [nfection with infectious hypodermal and haematopoietic necrosis
virus (see Table at the end of this Aquatic Manual or consult the OIE web site for the most up-to-date list:
http://www.oie.int/en/our-scientific-expertise/reference-laboratories/list-of-laboratories/ ).

Please contact the OIE Reference Laboratories for any further information on
Infection with infectious hypodermal and haematopoietic necrosis yirus

NB: FIRST ADOPTED IN 1995; MOST RECENT UPDATES ADOPTED IN 2015
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CHAPTER 2.2.4.

INFECTION WITH
INFECTIOUS MYONECROSIS VIRUS

1. Scope

Infection with infectious myonecrosis virus means infection with the pathogenic agent infectious myonecrosis virus

(IMNV)—whieh t_aj |s S|m|Iar to members of the Famlly Totiviridae. &awa#émeas&ef—penae@—sham&eaused—by

2. Disease information

2.1. Agent factors

2.1.1. Aetiological agent, agent strains

IMN\Lis-a-tetivirus—Phylogenetic analysis of its RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) gene coding
sequence indicates that IMNV is most closely related to Giardia lamblia virus, a member of the family
Totiviridae (Fauquet et al., 2005; Lightner, 2011; Nibert, 2007; Poulos et al., 2006).

IMNV particles are icosahedral in shape and 40 nm in diameter, with a buoyant density of 1.366 g ml~’
in caesium chloride. The genome consists of a single, double-stranded (ds) RNA molecule of 7560
8226-8230 bp (Loy et al., 2015; Naim et al., 2015). Sequencing of the viral genome reveals two non-
overlapping open reading frames (ORFs). The 59-first ORF (ORF1, nt 436—4953-470-5596) encodes a
putative RNA-binding protein and a capsid protein. The coding region of the RNA-binding protein is
located in the first half of ORF1 and contains a dsRNA-binding motif in the first 60 amino acids. The
second half of ORF1 encodes a capsid protein, as determined by amino acid sequencing, with a
molecular mass of 106 kDa. The 39-second ORF (ORF2, nt 562414—7451-5884-8133) encodes a
putative RdRp (Poulos et al., 2006).

The complete genomes of IMNV types originating from Brazil and Indonesia have been sequenced and
found to be 99.6% identical at the nucleotide level (Poulos et al., 2006; Senapin et al., 2007). The
99.6% full genome sequence identity (and anecdotal information on the introduction of Penaeus
vannamei stocks from Brazil) indicate that the disease was introduced from Brazil to Indonesia in 2006.

2.1.2. Survival outside the host

Only anecdotal information is available. IMNV is apparently more difficult to inactivate with typical pond
disinfection procedures (e.g. sun drying, chlorination, etc.) than are other penaeid shrimp viruses like
white spot syndrome virus (WSSV), yellow head virus genotype 1 (YHV1), Taura syndrome virus (TSV)
and infectious hypodermal and haematopoietic virus (IHHNV). Reservoir hosts are suspected, but none
have been documented consistently.

2.1.3. Stability of the agent (effective inactivation methods)
No data.

Comisién de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos/febrero de 2017



178

Anexo 22 (cont.)

2.1.4. Life cycle

Not applicable.

2.2. Host factors

2.2.1. Susceptible host species (common and Latin names)

In_addition, pathogen-specific positive polymerase chain reaction (PCR) results have been reported in

the following organisms, but an active infection has not been demonstrated: southern brown shrimp
(P. subiilis).

2.2.32. Susceptible stages of the host

Juveniles and subadults of P. vannamei, farmed in marine, brackish, and low salinity brackish water,
appear to be most severely affected by infection with IMNV {MN-disease-(Lightner, 2011; Lightner et
al., 2004; Nunes et al., 2004; Poulos et al., 2006).

2.2.43. Species or subpopulation predilection (probability of detection)

No data.

2.2.54. Target organs and infected tissue

The principal target tissues for IMNV include the striated muscles (skeletal and less often cardiac),
connective tissues, haemocytes, and the lymphoid organ parenchymal cells (Lightner, 2011; Lightner
et al., 2004; Poulos et al., 2006; Tang et al., 2005).

2.2.65. Persistent infection with-lifelong-earriers

Some members of populations of P. vannamei that survive IMNV infections anrdfor epizootics may
carry the virus ie is—h tentifi i

transmit-virus-vertically-to-progeny-

2.2.7.6- Vectors

There are no specific data on vectors. However, because of its non-enveloped particle structure, it is
possible that IMNV, like TSV, will remain infectious in the gut and faeces of seabirds that feed on dead
or moribund shrimp at farms with on-going infection with IMNV-MN epizootics, and be spread within
and among farms by faeces or regurgitated shrimp carcasses (Vanpatten et al., 2004).
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2.3. Disease pattern

In early juvenile, juvenile, or adult P. vannamei in regions where infection with IMNV is enzootic, outbreaks
of infection with IMNV-IMN-disease associated with sudden high mortalities may follow stressful events such
as capture by cast-nettlng, feedlng, and sudden changes in Water salinity or temperature Such-severely
—Shrimp in the
acute phase of MMM—FMN—%GGSG will present focal to extenswe whlte necrotic areas in
striated (skeletal) muscles, especially in the distal abdominal segments and tail fan, which can become
necrotic and reddened in some shrimp. Severely affected shrimp become moribund and mortalities can be
high immediately following a “stress” event and continue for several days (Lightner, 2011; Lightner et al.,

2004; Nunes et al., 2004; Poulos et al., 2006). Eeed conversion ratios (FCR) of affected populations can

increase from a normal value of ~ 1.5 up to 4.0 or higher (Andrade et al., 2007).

2.3.1. Transmission mechanisms

IMNV has been demonstrated to be transmitted horizontally by cannibalism (Lightner, 2011; Poulos et

al., 2006). Transmission via water and—vertical-transmission—from—broodsteck—to—progeny probably

occurs. Although vertical transmission is suspected from anecdotal evidence, it is not known whether
this occurs via transovarial mechanism or by surface contamination of newly spawned eggs.

2.3.2. Prevalence

In regions where infection with IMNV is enzootic in farmed stocks of P. vannamei, its prevalence may
reach 100% (Andrade et al., 2007; Nunes et al., 2004).

2.3.3. Geographical distribution

Infection with IMNV has been reported to occur in north-eastern Brazil (Andrade et al., 2007; Lightner
et al., 2004; Nunes et al., 2004; Poulos et aI 2006) and in the—East—Java—leand—(Senapm—et—al—.’%@@?—)

Seu%h-East—Asra—lndonema (Su{cante—zm—‘t aim at aI, Naim at al., 2014). There are unoff|C|aI and anecdotal
reports of {nfeetion infection with IMNV occurring in other South-East Asian countries (Senapin et al.,
2011).

2.3.4. Mortality and morbidity
Mortalities from infection with IMNV. wrth IMNV—MN—disease can range from 40% to 70% in cultivated

2.3.5. Environmental factors

Temperature and salinity effects are considered to be likely predisposing factors to disease outbreaks,
but no experimental data are available (Nunes et al., 2004).

2.4. Control and prevention

2.4.1. Vaccination

No effective “vaccines” for infection with IMNV-HMN are available.

2.4.2. Chemotherapy

No effective therapeutic agents have been reported for infection with IMNV-HN.

2.4.3. Immunostimulation

No data.

2.4.4. Breeding for resistance-Resistance breeding

There are anecdotal reports of some selected lines of P. vannamei having better survival and culture
performance in farms where infection with IMNV-MN is enzootic. During a 20-day controlled laboratory
study in which the shrimp were challenged with IMNV, some domesticated lines of P. vannamei were
found to survive better than other lines (White-Noble et al., 2010).
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2.4.5. Restocking with resistant species

While there are no published reports, some shrimp farms in Indonesia are believed to have stocked
P. monodon and P. stylirostris because of data from a preliminary study shewing-suggesting that these
species are more resistant to infection with IMNV-HMN-than P. vannamei (Tang et al., 2005).

2.4.6. Blocking agents

No data.

2.4.7. Disinfection of eggs and larvae

While IMNV is believed to be transmitted vertically, there are no scientific data confirming this route of
transmission. Disinfection of eggs and larvae (Chen et al., 1992) is a good management practice
recommended to reduce the transmission potential of a number of penaeid shrimp diseases from
female spawners to their eggs or larvae, and the practice may reduce IMNV contamination of spawned
eggs and larvae produced from them.

2.4.8. General husbandry practices

Some husbandry practices have been applied successfully to prevent infection with IMNV infections
and development of clinical di -IMN-disease at shrimp farms. Foremost among these has been
the application of reverse-transcription-PCR (RT-PCR) for screening pond-reared broodstock or their
spawned eggs or nauplii and discarding those that test PCR-positive (Andrade et al., 2007). Fallowing
and restocking of affected farms or entire culture regions with IMNV-free stocks of P. vannamei, and
the development of specific pathogen free (SPF) shrimp stocks of P. vannamei most suited to local
culture conditions has proven to be the most successful husbandry practice for preventing and
controlling other virus diseases of shrimp, and should be applicable to control and prevent infection
with IMNV-IMN-disease (Lee & O’Bryen, 2003; Lightner, 2005; Lightner et al., 2009; Moss & Moss,
2009).

3. Sampling
3.1. Selection of individual specimens

Specimens suitable for testing for infection with IMNV infeetior-using molecular methods (e.g. RT-PCR,
nested RT-PCR, real-time RT-PCR, etc.) include postlarvae (PL), juveniles, subadults and adults. While
IMNV may infect all life stages, infection severity, and hence virus load, may be below detection limits in
spawned eggs and in larval stages, so these life stages may not be suitable for detecting IMNV or for
certification for freedom of infection with IMNV-HMN-disease.

3.2. Preservation of samples for submission

For routine histology or molecular assays, and guidance on preservation of samples for the intended test
method see Chapter 2.2.0 General information (on diseases of crustaceans).

3.3. Pooling of samples

The effect of pooling on diagnostic sensitivity has not been evaluated, therefore larger shrimp should be
Qrocessed and tested |nd|V|duaII¥ Howeve r, samples s maII Ilfe stage especially PL or specimens up to 0.5
ri I for mc I I:a%ger—shnmp—sheuld—be—p#eeessed
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3.4. Best organs or tissues

IMNV infects tissues of mesodermal origin. The principal target tissues in the acute phase of infection with
IMNV infection are the striated muscles (skeletal and less commonly cardiac muscle), connective tissues,
haemocytes, and the lymphoid organ tubule parenchymal cells. In chronic infections, the lymphoid organ
may be the principal target tissue.

Haemolymph or excised pleopods may be collected and used when non-lethal testing of valuable
broodstock is necessary.

3.5. Samples or tissues that are not suitable

IMNV replicates systemically but does not replicate in enteric tissues (e.g. the hepatopancreas, the midgut,
or its caeca). Hence, enteric tissues are inappropriate samples for detection of IMNV infection.

4. Diagnostic methods

4.1. Field diagnostic methods

4.1.1. Clinical signs

#eedmg—and—sudden—ehanges—m%rpemtu;e—epsahmty-)—Aﬁected shrlmp present W|th VISIb|y whlte

tails. Such severely affected shrimp may have been feeding just before the onset of stress and may
have a full gut. Severely affected shrimp become moribund and mortalities can be instantaneously high
and continue for several days. Clinical signs may hav: n onset followin

-netting, feeding, an n chan in temperature or salini

4.1.2. Behavioural changes

Only shrimp in the acute-phase of HMN-disease present behavioural changes. Typically, severely
affected shrimp become lethargic during or soon after stressful events such as capture by cast-netting,
feedlng, sudden changes in water temperature sudden reductlons in water sallnlty, etc) Severely

Clinical methods

4.2

.

4.2.1. Gross pathology

Shrimp in the acute phase of IMN-disease present focal to extensive white necrotic areas in striated
(skeletal) muscles, especially in the distal abdominal segments and tail fan, which can become necrotic

and reddened in some |nd|V|duaI shrlmp Ihese—mgns—may—haam—a—sudden—enset—feﬂemng—stpesses

Exposing the paired lymphoid organs (LO) by simple dissection will show that they are hypertrophied
(3—4 times their normal size) (Lightner et al., 2004; Poulos et al., 2006).

4.2.2. Clinical chemistry

Not applicable.
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4.2.3. Microscopic pathology

Infection with IMNV-MN-disease in the acute and chronic phases can be presumptively diagnosed
using histology (Bell & Lightner, 1988; Lightner, 2011; Lightner et al., 2004; Poulos et al., 2006).
However, the lesions in striated muscles and LO are not pathognomonic for infection with IMNV-MN.
White tail disease of penaeid shrimp caused by the P. vannamei nodavirus (PvNV) nedavirusPvNV
can mimic infection with IMNVMN-(Tang et al., 2007) Hence, diagnostic information from other
sources (e.g. history, gross signs, morbidity, mortality, or RT-PCR findings) may be required to confirm
a diagnosis of infection with IMNV-HN.

By histology using routine haematoxylin—eosin (H&E) stained paraffin sections (Bell & Lightner, 1988),
tissue sections from shrimp with acute-phase infection with IMNV—+MN-present myonecrosis with
characteristic coagulative necrosis of striated (skeletal) muscle fibres, often with marked oedema
among affected muscle fibres. Some shrimp may present a mix of acute and older lesions. In these
shrimp, the affected muscle fibres appear to progress from presenting coagulative necrosis to
presenting liquefactive necrosis, which is accompanied by moderate infiltration and accumulation of
haemocytes. In the most advanced lesions, haemocytes and inflamed muscle fibres are replaced by a
loose matrix of fibrocytes and connective tissue fibres that are interspersed with haemocytes and foci
of (presumed) regenerating muscle fibres (Lightner et al., 2004; Poulos et al., 2006).

Significant hypertrophy of the LO caused by accumulations of lymphoid organ spheroids (LOS) is a
highly consistent lesion in shrimp with acute or chronic-phase infection with IMNV #MN-lesions. Often,
many ectopic LOS are found in other tissues not near the main body of the LO. Common locations for
ectopic LOS include the haemocoelom in the gills, heart, near the antennal gland tubules, and ventral
nerve cord (Lightner et al., 2004; Poulos et al., 2006).

4.2.4. Wet mounts

Stained or unstained tissue squashes of affected skeletal muscle or of the LO may show abnormalities.
Tissue squashes of skeletal muscle when examined with phase or reduced light microscopy may show
loss of the normal striations. Fragmentation of muscle fibres may also be apparent. Squashes of the
LO may show the presence of significant accumulations of spherical masses of cells (LOS) amongst
normal LO tubules.

4.2.5. Smears

Not applicable.

4.2.6. Fixed sections

See Section 4.2.1.

4.2.7. Electron microscopy/cytopathology

Not applicable for diagnostic purposes.
4.3. Agent detection and identification methods

4.3.1. Direct detection methods
4.3.1.1. Microscopic methods
4.3.1.1.1. Wet mounts

See Section 4.2.4.

4.3.1.1.2. Smears
See Section 4.2.5.

4.3.1.1.3. Fixed sections
See Sections 4.2.3 and 4.2.6.
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4.3.1.2.  Agent isolation and identification
4.3.1.2.1. Cell culture/artificial media

None reported to date.

4.3.1.2.2. Antibody-based antigen detection methods

Monoclonal antibodies (MAbs) have been developed to the capsid protein of IMNV (Kunanopparat
et al.,, 2011). Three MAbs were developed and when used in combination, they provided better
sensitivity than any one of the MAbs used in isolation. However, the sensitivity was approximately
tenfold lower than that of a one-step RT-PCR assay using the same sample.

4.3.1.2.3. Molecular techniques

Published methods are available for the molecular detection of IMNV by in-situ hybridisation (ISH),
nested RT-PCR and quantitative real-time RT-PCR (Andrade et al., 2007; Poulos et al., 2006; Tang
et al., 2005). A nested RT-PCR kit for detection of the virus is available commercially. All PCR tests
have proved to be specific to IMNV.

As the sensitivity of the nested and real-time RT-PCR is greater than any other diagnostic method
available currently, approaching a detection limit of 10 viral genome copies, these tests are the gold
standard for detection of IMNV (Andrade et al., 2007; Poulos et al., 2006).

DNA probe for ISH detection of IMNV

A cDNA library was generated from RNA extracted from purified IMNV. A IMNV-specific ISH DNA
probe is prepared from clone IMNV-317 by PCR labelling with digoxigenin-11-dUTP (DIG). The PCR
primers used for amplification of the 993 bp probe are IMNV993F (5-AAC-ACA-AAA-TCT-GCC-
AGC-AA-3’) and IMNV993R (5'-CCC-AAC-CAC-CCA-AAT-TCA-TA-3’). Following PCR, the DIG-
labelled DNA probe is precipitated with ethanol, re-suspended in water and stored at —20°C until
used. The ISH procedure for detecting IMNV follows that outlined by Tang et al. (2005).

RT-PCR for detection of IMNV

A nested RT-PCR method was developed to detect IMNV that uses two PCR primer sets that
produce a 328 bp one-step amplicon and 139 bp two-step amplicon. The 1-step PCR can detect as
little as 100 IMNV RNA copies and the 2-step PCR can detect in the order of 10 IMNV RNA copies
(Poulos & Lightner, 2006).

Viral RNA can be isolated using any commercially available RNA isolation kit. Fhe—ameunt-of-tissue
. . Yy —— . . -

i —Extracted RNA should be ma.intained at
—20°C before testing, however, for long-term storage the RNA should be kept at —70°C.

Following RNA extraction, the method is summarised below:
RNA templates:

1. Frozen or ethanol-fixed tissue (pleopods, cephalothorax, muscle)
2. Haemolymph (less sensitive than when other tissues are used)

3

Reference to specific commercial products as examples does not imply their endorsement by the OIE. This applies to all
commercial products referred to in this Aquatic Manual.
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RT-PCR reaction mixture M -
SuperScript Il One-Step RT-PCR Sgstem W|th Platinum Tag DNA Qolxmerase! Llfe Technologle ):

‘ Reagent ‘ Volume 25y reaetion ‘ Final concentration ‘
| BB dH,0 | 6.55.5 yl | - |
| 5xEZBuffer 2 x reaction mix | 50125yl | 1x |
dNTP-mix Forward/reverse primer
(10mM each) 301.0 ul 300-pM-each 0.4 um
Prirmer F{100-ng+4~"
RT/Tag enzyme mix 1.0 ul 062 u4M
| Primer R (100 ng ") | 10l | 0.62 uM |
| Mn({Oae), (25-mM) | 254 | 25mM |
| FiheEnzpre-ilb b | G50 | bk |
| RNA template’ | 4-55.0 ul | 1-50 ng totabRNA |
"Template must be heated to >95°C beiled-for 3 minutes and chilled on ice just prior to adding to
reaction mix.
| Reagent Volume 25-plreaction | Final concentration

|
| BB dH,0 (6555, E
| |

| 5-xEZ Buffer 2 x reaction mix 5.0 125 yl 1 x
dNTFP-mix Forward/reverse primer
(10mM each) 3:0 1.0 pl 300-pM-each 0.4 um
RT/Taq enzyme mix 1.0 ul 0-62 M
| Primer R(100-rg 4 | 1.0 | 062 M |
| MA(Oac),{25-m) 25w [ 25mM |
| FTth Enzyme (25U pi) | 65104 | oyt \
RNA template’ | 4550l | 1-50 ng tota-RNA |
RT-PCR thermal cycling conditions:
PCR Primers | Temperature (°C) Time No. cycles Amplicon
length
| | 60, 95 | sominutes, 2minutes | 1| |
[FOBTFASTRT 95, 60 62 | 45 seconds, 45 seconds | 39 | 528p |
| | 60 | 7 minutes | 1 | |

Nested PCR reaction (Amepsham—Bieseienees—pum—Taq—illustraTM PuReTagT'\’I Ready-To-Go PCR
Beads#27-9558-04, GE Healthcare):

Reagent 25 pl reaction Final concentration
| DD H,0 | 22:523 i -
Primer NF 46 0.5 pl 0465 0.2 yM
(400-ngp—+10 uM)
Primer NR 46 0.5 pl 0465 0.2 yM
(190-ng#~*10 uM)
| Template? | 0-5 1.0 | -

2Template for the nested reaction is the product from the first step reaction
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Nested PCR thermal cycling conditions:

Primers Temperature (°C) Time No. Amplicon
cycles length
| | 95 | 2 minutes [ 1 |
4725 NF/ 95, 65, 72 30 seconds, 30 seconds, 39 139 bp
4863 NR 30 seconds
| | 72 | 2 minutes [ 1 |

Primer sequences:

Primer Sequence (5’ to 3) Amplicon Length Ref.
| 4587F | CGA-CGC-TGC-TAA-CCA-TAC-AA | A58 e | Poulos & Lightner, |
| 4914R [ ACT-CGG-CTG-TTC-GAT-CAA-GT | o | 2006 |
| 4725 NF | GGC-ACA-TGC-TCA-GAG-ACA | 2O | |
| 4863 NR | AGC-GCT-GAG-TCC-AGT-CTT-G | i | |

Quantitative (real-time) RT-PCR for detection of IMNV

A real-time gRT-PCR method was developed to detect and quantify IMNV in shrimp tissue. The
method can detect as few as 10 IMNV RNA copies per pl total RNA (Andrade et al., 2007). The
method as published is summarised below.

The Primer Express software (Applied Biosystems) was used to aid the design of the PCR primers
and TagMan probe targeted to the ORF1 region of the IMNV genome (GenBank accession no.
AY570982) (Andrade et al., 2007; Poulos et al., 2006). Primers IMNV412F (5-GGA-CCT-ATC-ATA-
CAT-AGC-GTT-GCA-3’) and IMNV545R (5-AAC-CCA-TAT-CTA-TTG-TCG-CTG-GAT-3’) amplify a
134 bp DNA. The TagMan probe, IMNVp1 (5-6FAM-CCA-CCT-TTA-CTT-TCA-ATA-CTA-CAT-CAT-
CCC-CGG-TAMRA-3’), which corresponds to the nucleotides 467-500, is labelled with fluorescent
dyes 5-carboxyfluoroscein (FAM) at its 5-end and N,N,N’,N’-tetramethyl-6-carboxyrhodamine
(TAMRA) at its 3’-end.

The IMNV genome fragment is amplified using

StepOnePlus PCR System and the TagMan One-Fast virus 1-Step RF-PCR-mastermix{Applied
Biesystems)-Master Mix (Life Technologies). Prior to the real-time-qRT-PCR, extracted RNA is boiled
at 95-100°C for 5-3 minutes to denature the dsRNA and chilled immediately in wet-ice. The reaction
mixture contains 1 yl RNA sample, 42.5-g-TagMan Master mix (2x), 0-:625-pHMultiseribe-mix-{(40%);
300 nM each primer IMNV412F and IMNV545R, 200 nM. IMNVp1TaqMan probe in a 25-10-20 ul
final volume. The RFgRT-PCR thermal cycling conditions used are 48-50°C for 36-3 minutes, 95°C
for 40-minutes-20 seconds followed by 40 cycles of 95°C for 45-3 seconds and 60°C for 4-minute-
Fhe IMNV.RNA-copy-number-30 seconds. At the end of the samples-reaction, fluorescence intensity
is determined-using—serial-dilutiohs—measured, a threshold will be set to be above the baseline.
§amgles with a Ct value lower than 40 cycles are considered to be positive. It is necessary to include

a _‘no template’ control in each rgggygn run. This is ;g rule out ; e Qg§g ce of a—syn%hetie
fluor n ntaminants in th ion mixture. A itivi ntrol | incl

MMMMMBQMMM@MMM RNA standaFd
containing the target sequence (see below). and-the-Gene-Amp-5700-sequence-detection-software-

To synthesise an RNA standard for the real-time gqRT-PCR, the PCR primers IMNV218F and
IMNV682R (5'-GCT-GGA-CTG-TAT-TGG-TTG-AG-3' and 5-AAC-CAA-GTT-CTT-CTT-CTC-CAG-
TT-3, respectively) are used to amplify a 464 bp DNA product from the IMNV genome. The PCR
product purified using a QIAuick PCR Purification kit (QIAGEN) was cloned into pGEM-T Easy
Vector. A recombinant plasmid, pIMNV-1, confirmed to contain the 464 bp insert by sequence
analysis, is linearised by digestion with Pstl and used as the template for an in-vitro RNA transcription
using T7 RNA polymerase and associated reagents (Promega). RNA is synthesised at 37°C for
2 hours in a 50 pl reaction containing 1 pg plasmid DNA, followed by DNase | digestion at 37°C for
30 minutes for remove DNA. The length and integrity of the synthesic ssRNA is confirmed by
electrophoresis in a 1.5% agarose gel containing ethidium bromide. The RNA is purified using a
Qiaquick PCR Purification kit, quantified by a spectrophotometer, and stored at —70°C.
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4.3.1.2.4. Agent purification

While IMNV has been purified from infected shrimp tissue by sucrose density gradient
ultracentrifugation (Poulos et al., 2006), this is not recommended for diagnostic purposes.

4.3.2. Serological methods

Not applicable because shrimp are invertebrates which do not produce specific antibodies that could
be used to demonstrate infection by or prior exposure to IMNV.

5. Rating of tests against purpose of use

The methods currently available for surveillance, detection, and diagnosis of lafeetion infection with
IMNV are listed in Table 5.1. The designations used in the Table indicate: a = the method is the
recommended method for reasons of availability, utility, and diagnostic specificity and sensitivity; b =
the method is a standard method with good diagnostic sensitivity and specificity; ¢ = the method has
application in some situations, but cost, accuracy, or other factors severely limits its application; and d
= the method is presently not recommended for this purpose. These are somewhat subjective as
suitability involves issues of reliability, sensitivity, specificity and utility. Although not all of the tests
listed as category a or b have undergone formal standardisation and validation, their routine nature
and the fact that they have been used widely without dubious results, makes them acceptable

Table 5.1. Methods for targeted surveillance and diagnosis

Targeted surveillance . .
Presumptive Confirmatory
Method . . . .
diagnosis diagnosis
Larvae PLs Juveniles Adults
Gross signs d d c c c d
Bioassay d d c c c c
Direct LM (wet mount) d d ed ed c c
Histopathology d d b b a c
Transmission EM d d d d d d
Antibody-based assays d d d d c dc
DNA probes (ISH) d d ab ab a a
Nested RT-PCR or a a a a a a
real-time RT-PCR
real-time-RT-PCR
. ed ed ad ad a a
Sequencing = = = =

PLs = postlarvae; LM = light microscopy; EM = electron microscopy; ISH = in-situ hybridisation (ISH);
RT-PCR = reverse-transcription polymerase chain reaction.

6. Test(s) recommended for targeted surveillance to declare freedom from infection with
infectious myonecrosis virus

As indicated in Table 5.1, nested RT-PCR (Section 4.3.1.2.3) is the recommended method for targeted
surveillance for reasons of availability, utility, and diagnostic specificity and sensitivity.
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When investigating acute mortality episodes as part of a targeted surveillance programme, histological
demonstration of characteristic IMNV-induced lesions in the striated muscles and the extreme hypertrophy of the
LO caused by LOS formation (with or without confirmation by ISH with IMNV-specific DNA probes) is a suitable
method (Table 5.1). The occurrence of significant mortality distinguishes infection with IMNV IMN from penaeid
white tail disease caused by PvNV, in which the gross signs and histopathology mimics infection with IMNV IMN
disease (Tang et al., 2007).

7. Corroborative diagnostic criteria
7.1. Definition of suspect case

Infection with IMNV shall-be-is suspected if at least one of the following criteria is met:

i ini linical sign nsistent with infection with IMNV

3]

histopathology consistent with infection with IMNV

i itive resul n RT-PCR or real-time RT-PCR.

Infection with IMNV is considered to be confirmed if two or more of the following criteria are met:

i) histopathology consistent with infection with IMNV-Histelegical-demonstration—of-diaghostic—acute;
= o IMNY lesi - ted ; o

i) ISH Qosmve result in target tissues éwﬁh—an—lMN#—speeMc—eDNA—prebe)—sgnaHeM%Hype%sms—m

iii) ©One one step or nested RT-PCR (followed by sequencing), or real-time RT-PCR with positive results
for IMNV.
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NB: There is an OIE Reference Laboratory for Infection with infectious myonecrosis yirus
(see Table at the end of this Aquatic Manual or consult the OIE web site for the most up-to-date list:
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Please contact the OIE Reference Laboratories for any further information on

Infection with infectious myonecrosis virus

NB: FIRST ADOPTED IN 2009; MOST RECENT UPDATES ADOPTED IN 2012
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CHAPTER 2.2.5.

E HEPATOBACTER PENAEI
(NECROTISING HEPATOPANCREATITIS)

1. Scope

Infectlon with Hegatobacter genael means |nfect|on with the pathogenic agent Gand+datus Candidatus

2. Disease information
2.1. Agent factors

2.1.1. Aetiological agent, agent strains

NHPB-Candidatus-Hepatobacter penaei is a pleomorphic, Gram-negative, intracytoplasmic bacterium
(Nunan et al., 2013). It is a member of the a-subelass-ef-Proteobacteria (Frelier et al., 1992; Lightner &
Redman, 1994; Loy & Frelier, 1996; Loy et al., 1996). The predominant form is a rod-shaped rickettsial-
like organism (0.25 x 0.9 ym), whereas the helical form (0.25 x 2-3.5 ym) possesses eight flagella at
the basal apex (Frelier et al., 1992; Lightner & Redman, 1994; Loy & Frelier, 1996; Loy et al., 1996).
Genetic analysis of NHPB»GaMéaw& . penaeij associated with North and South American outbreaks
of NHP suggests that the isolates are elther identical or very closely related subspecies (Loy & Frelier,
1996; Loy et al., 1996).

2.1.2. Survival outside the host
No data.

2.1.3. Stability of the agent

NHPB-Candidatus-H. penaei-infected tissues remain infectious after repeated cycles of freeze—thawing
and after storage in 50% glycerine. NHPB-Candidatus-H. penaei frozen at —20°C to —70°C and —80°C
have been shown to retain infectivity in experimental transmission trials with Penaeus vannamei
(Crabtree et al., 2006; Frelier et al., 1992).

2.1.4. Life cycle

Not applicable.
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2.2. Host factors

2.2.1. Susceptible host species

Chapter 1.5. of the Aquatic Animal Health Code (Aquatic Code) include: whiteleg §.hrimg (P.vannamei)

2.2.2. Species with incomplete evidence for susceptibility

ecies for which there is incomplete evidence for susceptibility according to Chapter 1.5. of the

Aquatic Code include: aloha prawn (P. marginatus), banana prawn (P. merguiensis), blue shrimp

P. lirostri iant tiger prawn (P. mon n), northern brown shrimp (P. az northern pink

2.2.32. Susceptible stages of the host

NHPB-Infection with H. penaei has been demonstrated in juveniles, adults and broodstock of P.
vannamei.

2.2.43. Species or sub-population predilection

See Sections 2.2.1 and 2.2.2.

2.2.54. Target organs and infected tissue

The target tissue is the hepatopancreas:;-with NHPB-infection with H. penaei has been reported in all
hepatopancreatic cell types.

2.2.65. Persistent infection with-lifelong-earriers

Some members of P. vannamei populations that survive NHPB-infection with H. penaei er-epizooties
may carry the intracellular bacteria for life and transmit it to other populations by horizontal
transmission (Aranguren et al., 2006; Lightner, 2005; Morales-Covarrubias, 2008; 2010; Vincent &
Lotz, 2005).
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2.2.7.6- Vectors

No vectors are known in natural infections.

2.3. Disease pattern

2.3.1. Transmission mechanisms

Horizontal transmission of NHPB-Candidatus—H. penaei can be herizontal-by-through cannibalism;
transmission—or by contaminated water has—alse-been-demenstrated-(Aranguren et al., 2006; 2010;
Frelier et al., 1993; Gracia-Valenzuela et al., 2011; Morales-Covarrubias et al., 2012; Vincent et al.,

2004). H. penaei in faeces shed into pond water has also been suggested as a source of
contamination (Aranguren et al., 2006; Brifiez et al., 2003; Morales-Covarrubias et al., 2006).

2.3.2. Prevalence

Seme-Reported mean-values for NHPB-Candidatus-H. penaei prevalence in wild stocks are between
5.6 and 15% in P. duorarum, and between 5 and 17% in P. aztecus collected from Carrizal and
Carbonera, Laguna Madre of Tamaulipas, Mexico (Aguirre-Guzman et al., 2010). Lightner & Redman
(1994) reported a prevalence of 0.77% in cultured P. vannamei, and 0.43% in cultured P. stylirostris
collected-from the Tumbes Region, Peru {Lightrer-&Redman,—1994).

Seme—Reported mean—values for NHPB—Candidatus—H. penaei prevalence in shrimp farms were
between 0.6% and 1.3% in P. vannamei collected-from shrimp farms in Belize, Brazil, Guatemala,
Honduras, Mexico, Nicaragua and Venezuela (Morales-Covarrubias et al., 2011).

2.3.3. Geographical distribution

NHPB-Candidatus—H. penaei appears to have a Western Hemisphere distribution in both wild and
cultured penaeid shrimp (Aguirre-Guzman et al., 2010; Del Rio-Rodriguez et al., 2006). In the Western
Hemisphere, NHPB-Candidatus—H. penaei is commonly found in cultured penaeld shrimp in Belize,
Brazil, Colombia, Costa Rica, Ecuador El Salvador, Guatemala, Honduras, Mexico, Nicaragua,
Panama, Peru, United States of America, and Venezuela (Frelier et al., 1992; Ibarra-Gamez et al.,
2007; Lightner, 1996; Morales-Covarrubias, 2010; Morales-Covarrubias et al., 2011).

2.3.4. Mortality and morbidity

In P. vannamei, infection by-NHPB-with H. penaei results in an acute, usually catastrophic disease with
mortalities approaching 100%.

2.3.5. Environmental factors

The occurrence of infection with replicationrate-of NHPB-Candidatus-H. penaei in farms may increases
during lengthy-long periods of high temperatures (>29°C) and high salinity ehanges—(20-38% ppt)

(Morales-Covarrubias, 2008). In Mexico, NHPB-Candidatus—H. penaei has been detected at a low
prevalence (<7%) in shrimp farms in the months of April, May, July and August. However, in the

months of September and October when temperatures are high during the day and low at night, high
prevalence and mortality (>20%) are observed (Morales-Covarrubias, 2010).
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2.4. Control and prevention

Prevention

a) Early detection (initial phase) of clinical NHPB-infection with H. penaei is important for successful
treatment because of the potential for cannibalism to amplify and transmit the disease.

b)  Shrimp starvation and cannibalism of infected shrimps NHPB-infection-with-—H-—penaei, as—well
asand positive conditions for NHPB—Gandmatus—H_,_m euftivation-multiplication, are important

factors for the spread of NHPB-Candidatus-H. penaei propagation-in P. vannamei.

c) The use of quiek-hydrated lime (Ca(OH),) to treat the bottom of ponds during pond preparation
before stocking can help reduce the-incidence-of NHPB-infection with H. penaei.

d) Preventive measures include raking, tilling, and removing sediments from the bottom of the
ponds, prolonged sun-drying (through exposure to sunlight) of ponds and water distribution canals
for several weeks, disinfection of fishing gear and other farm equipment using calcium
hypochlorite, and drying-and-extensive liming of ponds.

e) The use of specific pathogen-free (SPF) broodstock is an effective preventive measure.

Control

The use of the antibiotics, oxytetracycline and florfenicol-59%, in medicated feeds every 8 hours for
10 days is probably the best NHPB treatment currently available, particularly if infection with H. penaei
is detected in the initial phase (Frelier et al., 1995; Morales-Covarrubias et al., 2012).

2.4.1. Vaccination

No scientifically confirmed reports.

2.4.2. Chemotherapy

No scientifically confirmed reports.

2.4.3. Immunostimulation

No scientifically confirmed reports.

2.4.4. Resistance breeding-Breeding for resistance

No scientifically confirmed reports.

2.4.5. Restocking with resistant species

No scientifically confirmed reports.

2.4.6. Blocking agents

No scientifically confirmed reports.

2.4.7. Disinfection of eggs and larvae

Disinfection of eggs and larvae is a good management practice (Lee & O’Bryen, 2003) and is
recommended for its potential to reduce NHPB-Candidatus-H. penaei contamination of spawned eggs
and larvae (and contamination by other disease agents).

2.4.8. General husbandry practices

The prevalence and severity of infection with H. penaei may be increased by rearing shrimp in

relatively crowded or stressful conditions. Some husbandry practices have been successfully applied to
the prevention of NHPB-Candidatus-infection with H. penaei-infections-and-disease. Among these has
been the application of PCR to pre-screening of wild or pond-reared broodstock.
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Sampling
3.1. Selection of individual specimens

Suitable specimens for testing for infection by-NHPB-with H. penaei are the following life stages: postlarvae
[PL], juveniles and adults.

3.2. Preservation of samples for submission

For routine histology or molecular assays, and guidance on preservation of samples for the intended test
method, see Chapter 2.2.0.

3.3. Pooling of samples

The effect of pooling on diagnostic sensitivity has not been evaluated, therefore larger shrimp should be
processed and tested individually. However;-samples small life stages, especially PL or specimens up to 0.5
g! gg gg ggg led to gg;g en g;;gh mg;gngl for mglgg;;lgr ;gg; g I:a%ger—shnmp—sheuld—be—p#eeessed

3.4. Best organs or tissues

NHPB-Candidatus-Hepatobacter penaei infects most enteric tissue. The principal target tissue for NHPB
Candidatus-H. penaei is the hepatopancreas. Faeces may be collected and used for testing (usually by
PCR, or dot-blot hybridisation with specific probes) when non-lethal testing of valuable broodstock is
necessary (Bondad-Reantaso et al., 2001; Bradley-Dunlop et al., 2004; Brifiez et al., 2003; Frelier et al.,
1993; Lightner, 1996; Morales-Covarrubias et al., 2012).

3.5. Samples or tissues those are not suitable

NHPB-Candidatus—H. penaei does not replicate in the midgut, caeca, connective tissue cells, the gills,
haematopoietic nodules and haemocytes, ventral nerve cord and ganglia, antennal gland tubule epithelial
cells, and lymphoid organ parenchymal cells.

Diagnostic methods

Field diagnostic methods

4.1.1. Clinical signs

A wide range of gross signs can be used to indicate the possible presence of NHPB-infection with
H. penaei. These include: lethargy, reduced food intake, atrophied hepatopancreas, anorexia and
empty guts, noticeably reduced growth and poor length weight ratios (‘thin tails’); soft shells and flaccid
bodies; black or darkened gills; heavy surface fouling by epicommensal organisms; bacterial shell
disease, including ulcerative cuticle lesions or melanised appendage erosion; and expanded
chromatophores resulting in the appearance of darkened edges in uropods and pleopods. None of
these signs are pathognomonic.
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4.1.2. Behavioural changes

In acute NHPB-disease, P. vannamei may present behavioural changes including lethargy and reduced
feeding activity.

4.2. Clinical methods

4.2.1. Gross pathology

NHPB-Infection with H. penaei often causes an acute disease with very high mortalities in young
juveniles, adults and broodstock. In horizontally infected young juveniles, adult and broodstock, the
|ncubat|on perlod and severlty of the dlsease are somewhat size or age dependent anfeeted—adetts
204—O—Breek—&—Mam,—1-994—MeFates-Geva#ub+as—et—al—204-2—y Gross S|gns are not NH«lspecmc but
shrimp with acute NHP-infection with H. penaei show a marked reduction in food consumption,
followed by changes in behaviour and appearance (see Section 4.1.1).

4.2.2. Clinical chemistry

Not applicable.
4.2.3. Microscopic pathology

Acute and chronic NHPB-infection with H. penaei in P. vannamei can be readily diagnosed using
routine haematoxylin and eosin (H&E) stain histological methods (see Section 4.2.6).

4.2.3.1. Initial phase of infection with H. penaeineeretising-hepatopanereatitis

Initial NHPB-infection with H. penaei is—mere difficult to diagnose using routine H&E histological
methods. For diagnosis of initial infections, molecular methods are recommended for NHPB
Candidatus-H. penaei detection (e.g. by PCR or application of NHPB-Candidatus-H. penaei -specific
DNA probes, dot-blot hybridisation tests or in-situ hybridisation (ISH) of histological sections).

4.2.3.2. The acute phase of infection with H. penaeineerotising-hepatopanereatitis

Acute NHPB-disease-infection with H. penaei is characterised by atrophied hepatopancreas with
moderate atrophy of the tubule epithelia, presence of bacterial cells and infiltrating haemocytes
involving one or more of the tubules (multifocal encapsulations). Hypertrophic cells, individual
epithelial cells appeared to be separated from adjacent cells, undergo necrosis and desquamation in
to the tubular lumen. The tubular epithelial cell lipid content is variable.

4.2.3.3. Transition phase of infection with H. penaei-neeretising-hepatepanereatitis

The transitional phase of NHPB-disease infection with H.penaei is characterised by haemocytic
inflammation of the intertubular spaces in response to necrosis, cytolysis, and sloughing of
hepatopancreas tubule epithelial cells. The hepatopancreas tubule epithelium is markedly atrophied,
resulting in the formation of large oedematous (fluid filled or ‘watery’) areas in the hepatopancreas.
Tubule epithelial cells within multifocal encapsulation are typically atrophied and reduced from simple
columnar to cuboidal morphology. They contain little or no stored lipid vacuoles, markedly reduced or
no secretory vacuoles and masses of bacteria. At this phase haemocyte nodules were observed in
the presence of masses of bacteria in the centre of the nodule

4.2.3.4. Chronic phase of infection with H. penaei-neerotising-hepatopanereatitis

In the chronic phase of NHPB-infection with H. penaei, tubular lesions, multifocal encapsulation and
oedematous areas decline in abundance and severity and are replaced by infiltration and
accumulation of haemocytes at the sites of necrosis. There are areas with fibrosis, few melanised
and necrotic tubules and very low presence of hypertrophied cells with masses of bacteria in the
cytoplasm and low numbers of haemocyte nodules.
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4.2.4. Wet mounts

Wet-mount squash examination of hepatopancreas {HP)-tissue is generally conducted to detect
presumptive NHPB-disease infection with H. penaei. The hepatopancreas may be atrophied and have
any of the following characteristics: soft and watery; fluid filled centre; pale with black stripes
(melanised tubules); pale centre instead of the normal orange coloration. For wet mount analysis the
shrimp must be in the intermolt stage, and have not undergone a treatment that could alter the tubules.
This technique uses tubular deformation or atrophy, mainly of the apical region to indicate early stages

of NHPB-infection with H. penaei.
NHPB-disease-Infection with H. penaei has four phases (a semiquantitative scale):
Initial phase: low presence of tubular deformation (1-5 field~"! organism=1) and cell detachment.

Acute phase: infiltration of haemocytes, increased numbers of deformed tubules (6—10 field™
organism™'), encapsulation present in different regions of the sample (i.e. atrophied tubules
surrounded by multiple layers of haemocytes).

Transition phase: infiltration of haemocytes, increased numbers of deformed tubules (11-15 field™"
organism™'), melanised tubules necrotic tubules and a hlgh level of encapsulatlon present in dlfferent
regions of the sample. A , v

Chronic phase: areas with fibrosis, few melanised and necrotic tubules and very low presence of

hypertrophied cells-with-masses-of bacteria-in-the-eytoplasm.

4.2.5. Smears

Not applicable.

4.2.6. Electron microscopy/cytopathology

Not currently applicable for diagnostic purposes

4.3. Agent detection and identification methods

4.3.1. Direct detection methods
4.3.1.1. Microscopic methods
4.3.1.1.1. Wet mounts

See section 4.2.4

4.3.1.1.2. Smears

Not applicable

4.3.1.1.3. Fixed sections

See section 4.2.3.

4.3.1.1.4. Bioassay method

Confirmation of NHPB-infection with H. penaei may be accomplished by bioassay of NHPB-suspect
animals with SPF juvenile P. vannamei serving as the indicator of the intracellular bacteria (Cock et
al., 2009; Johnson, 1990; Lee & O’Bryen, 2003; Lightner, 2005). Oral protocols may be used. The
oral method is relatively simple to perform and is accomplished by feeding chopped
hepatopancreas of suspect shrimp to SPF juvenile P. vannamei in small tanks. The use of a
negative control tank of indicator shrimp, which receive only a normal feed, is required. When the
hepatopancreas feeding (per os) protocol is used to bioassay for NHPB-Candidatus—

NHPB- Candidatus—H. penaei-positive indicator shrimp (by gross signs and histopathology) are
typically apparent within 3—4 days of initial exposure, and significant mortalities occur by 3-8 days
after initial exposure. The negative control shrimp must remain negative (for at least 10-15 days)
for gross or histological signs of NHPB-disease-infection with H. penaei and unusual mortalities.
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4.3.1.2. Agent isolation and identification

4.3.1.2.1. Cell culture or artificial media
NHPB-Candidatus-Hepatobacter penaei has not been grown in vitro. No crustacean cell lines exist
(Morales-Covarrubias et al., 2010; Vincent & Lotz, 2007).

4.3.1.2.2. Antibody-based antigen detection methods

Immunohistochemistry (IHC) tests using monoclonal antibodies (MAbs) to NHPB—Candidatus
H. penaei, according to the methods described in Bradley-Dunlop et al. (2004),_are available for
H. penaei detection.

4.3.1.2.3. Molecular techniques
ISH and PCR tests for NH—PB—%_QLH_M have been developed, and PCR klts fer—NHPB

22 (Loy & FreI|er 1996 Loy et
al., 1996) Gene probes and PCR methods provide greater dlagnostlc sensitivity than de-classic
histological approaches to NHP-diagnose infection with H. penaei. Furthermore, these methods
have the added advantage of being applicable to non-lethal testing of valuable broodstock shrimp.

4.3.1.2.3.1. DNA probes for ISH applications with non-radioactive cDNA probes

predeeed—rn—the—laberater—The ISH method of Loy & Freller (1996) and Lightner (99) prowdes
greater diagnostic sensitivity than do more traditional methods for NHPB—Candidatus—H. penaei

detection and diagnosis of infection that employ classical histological methods (Johnson 1990;
Lightner, 1996; Morales-Covarrubias, 2010; Morales-Covarrubias et al., 2012). The ISH assay of
routine histological sections of acute, transition and chronic phase lesions in hepatopancreas with a
specific DIG-labelled eDNA probe to NHPB-Candidatus-H. penaei, provides a definitive diagnosis of
NHPB-infection with H. penaei (Lightner, 1996; Loy & Frelier, 1996; Morales-Covarrubias et al.,

2006). Pathognomonic NHPB-Candidatus-H. penaei positive lesions display prominent blue to blue-
black areas in the cytoplasm of affected cells when reacted with the €DNA probes. (See Chapter
2.2.3 Infection with infecti h rmal and haematopoietic necr virus for details of the ISH
method, and Chapter 2.2.0 Section B.5.3.ii for detailed information on the use of Davidson's AFA
fixative.)

4.3.1.2.3.2. PCR method

Hepatopancreas and faeces may be assayed for NHPB-Candidatus—H. penaei using PCR.
Primers designated as NHPF2: 5-CGT-TGG-AGG-TTC-GTC-CTT-CAGT-3’ and NHPR2: 5'-
GCC-ATG-AGG-ACC-TGA-CAT-CAT-C-3’, amplify a 379 base pair (bp) desigred-against-the
GenBank—aecession-numberfragment corresponding to the 16S rRNA of NHPB-Candidatus

-(Nunan-etal;—2008). The PCR method outlined below generally follows the method

H. penaei
described in Aranguren et al. (2010)-with-medifications-by-an-OlE-Reference-Labeoratory-in-the
USA.

i) Preparation of DNA template: DNA can be extracted from 25-50 mg of fresh, frozen and
ethanol-preserved hepatopancreas. Extraction of DNA should be performed using
commercially available DNA tissue extraction kits following the manufacturer’s procedures for
production of quality DNA templates. DNA extraction kits include QlAamp DNA Mini Kit
(Qiagen), MagMax™ Nucelic Acid kits (Life Technologies), or Maxwell® 16 Cell LEV DNA
Purification Kit (Promega)4.

ii) The following controls should be included when performing the PCR assay for—NHPB
a) known NHPB-Candidatus-H. penaei negative tissue sample; b) a known NHPB-Candidatus
H. penaei -positive sample (hepatopancreas); and c) a ‘no template’ control.

4

Reference to specific commercial products as examples does not imply their endorsement by the OIE. This applies to all
commercial products referred to in this Aquatic Manual.
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i) The PuReTaq™ Ready-To-Go PCR Bead (RTG beads, GE Healthcare) is used for all
amplification reactions described here.

iv) The optimised PCR conditions (5-50 ng DNA) (final concentrations in 25 pl total volume) for
detection of NHPB-Candidatus—H. penaei in shrimp hepatopancreas samples are: primers
(0.2 uM each), dNTPs (200 puM each), Taq polymerase (0.1 U pl='), magnesium chloride
(1.5 mM) in 10 mM Tris-HCI, pH 9.0, 50 mM KCI.

v) If the thermal cycler does not have a heated lid, then light mineral oil (50 pl) is overlaid on the
top of the 25 pl reaction mixtures to prevent condensation or evaporation during thermal
cycling.

vi) The cycling parameters are: Step 1: 95°C for 5 minutes, 1 cycle; Step 2: 95°C for 30 seconds,
60°C for 30 seconds and 72°C for 30 seconds, 35 cycles; Step 3: 60°C for 1 minute, 72°C for
2 minutes, 1 cycle; 4°C infinite hold.

Note: The conditions should be optimised for each thermal cycler using known positive
controls.

4.3.1.2.3.3. Real-time PCR method

Real-time PCR methods have-been-developed for detection of NHPB-Candidatus-H. penaei-
Fhese-methods-have the advantages of speed, specificity and sensitivity. The sensitivity of
real-time PCR is ~100 copies of the target sequence from the NHPB-Candidatus-H. penaei
genome (Aranguren et al., 2010; Vincent & Lotz, 2005).

The real-time PCR method using TagMan chemistry described below for NHPB-Candidatus
H. penaei generally follows the method used in Aranguren et al (2010).

i)  The PCR primers and TagMan probe were selected from the 16S, rRNA gene of NHPB
GCandidatus—H. penaei (GenBank U65509) (Loy & Frelier., 1996). The primers and TagMan
probe were designed by the Primer Express software version 2.0 (Applied Biosystems). The
upstream (NHP1300F) and downstream (NHP1366R) primer sequences are: 5-CGT-TCA-
CGG-GCC-TTG-TACAC-%¥ and 5'-GCT-CAT-CGC-CTT-AAA-GAA-AAG-ATA-A-3,
respectively. The TaqMan probe NHP: 5-CCG-CCC-GTC-AAG-CCA-TGG-AA-3’, which
corresponds to the region from nucleotides 1321-1340, is synthesised and labelled with
fluorescent dyes 6-carboxyfluorescein (FAM) on the 5 and N,N,N,Ntetramethyl-6-
carboxyrhodamine (TAMRA) on the 3’ end.

ii) Preparation of DNA template: the extraction and purification of DNA template from
hepatopancreas, is the same as that described in the section for traditional PCR.

iii) The real-time PCR reaction mixture contains: TagMan One-step real-time PCR SuperMix
(Quanta, Biosciences), 0.3 uM of each primer, 0.1 yM of TagMan probe, 5-50 ng of DNA, and
water in a reaction volume of 25 pl. For optimal results, the reaction mixture should be
vortexed and mixed well.

iv)  Amplification is performed with the master cycler Realplex 2.0 (Eppendorf). The cycling
consists of initial denaturation at 95°C for 3 minutes, followed by 40 cycles of denaturation at
95°C for 15 seconds and annealing/extension at 60°C for 1 minute. After each cycle, the
levels of fluorescence are measured.

vi) It is necessary to include a ‘no template control’ in each reaction run. This is to rule out the
presence of fluorescence contaminants in the reaction mixture er-in—the-heat-block—of-the
thermal-eyeler; and also to rule out reagent contamination with the specific target of the assay.
A positive control should also be included, and this can be plasmid DNA containing the target
sequence, purified bacteria, or DNA extracted from NHPB-H. penaei-infected hepatopancreas.

4.3.1.2.3.4. Sequencing

PCR products may be cloned and sequenced or sequenced directly when necessary to
confirm infection by—NHPB—with H. penaei or to identify false positives or nonspecific
amplification (Aranguren et al., 2010; Bustin et al., 2009; Vincent & Lotz, 2005).
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4.3.1.2.4. Agent purification

Methods for NHPB-Candidatus-H. penaei isolation and purification are available (Aranguren et al.,
2010; Nunan et al., 2013; Vincent et al., 2004; Vincent & Lotz, 2005). lhe—NHPB—baeteHHm

Gaadﬂa&s—;%% is unculturable using traditional bacteriological methods, thus
NHPB-infection with H. penaei must be maintained through continual exposure of uninfected

EP. vannamei stock to a population undergoing an epizootic of NHPB-infection with H. penaei.

4.3.2 Serological methods

Not applicable because shrimp are invertebrate animals that do not produce specific antibodies that
could be used to demonstrate infection by or prior exposure to NHPB-Candidatus-H. penaei.

5. Rating of tests against purpose of use

The methods currently available for targeted surveillance and diagnosis of NHPB-infection with H. penaei are
listed in Table 5.1. The designations used in the Table indicate: a = the method is the recommended method for
reasons of availability, utility, and diagnostic specificity and sensitivity; b = the method is a standard method with
good diagnostic sensitivity and specificity; ¢ = the method has application in some situations, but cost, accuracy,
or other factors severely limits its application; and d = the method is presently not recommended for this purpose.
These are somewhat subjective as suitability involves issues of reliability, sensitivity, specificity and utility.
Although not all of the tests listed as category a or b have undergone formal standardisation and validation, their
routine nature and the fact that they have been used widely without dubious results, makes them acceptable.

Table 5.1. Methods for targeted surveillance and diagnosis

Targeted surveillance . .
ot | Comfrmaory
Larvae PLs Juveniles Adults

Gross signs d d ed ed bd d
Bioassay d d d d c d
Direct LM (wet mount) d d ed d ed d
Histopathology d bd bc c a bc
In-situ DNA probes a a a a a a
Transmission EM d d d d c c
Antibody-based assays d d c c bc bc
Real-time PCR a a a a a a
PCR a a a a a a
Sequencing d d d d d a

PLs = postlarvae; LM = light microscopy; EM = electron microscopy; PCR = polymerase chain reaction.

6. Test(s) recommended for targeted surveillance to declare freedom from infection with

H. penaei-Neeretising-hepatopanereatitis

As indicated in Table 5.1, real-time PCR (Section 4.3.1.2.3.2) is the recommended method for targeted
surveillance for reasons of availability, utility, and diagnostic specificity and sensitivity. When investigating acute
mortality episodes as part of a targeted surveillance programme, demonstration of pathognomonic NHPB
Gandidatus—H. penaei-induced lesions in the hepatopancreas by histology (with or without confirmation by ISH
with NHPB-Candidatus-H. penaei-specific DNA probes) is a suitable method (Table 5.1).
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Corroborative diagnostic criteria
7.1. Definition of a suspect case

Infection with H. penaei shall-be-is suspected if at least one of the following criteria is met:

) hi ! . ith infection wi .

or

i)  ISH positive results in target tissues

or

i) a positive result by PCR or real-time PCR.

7.2. Definition of confirmed case

Infection with H.

i)  histopathology consistent with infection with H. penaei
ii)  ISH positive result in target tissues

iii) PCR (followed by sequencing), or real-time PCR with positive results for infection with H. penaei.
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NB: At the time of publication (2015) there was not yet

an OIE Reference Laboratory for jnfection with Hepatobacter penaei (necrotising hepatopancreatitis)
(see Table at the end of this Aquatic Manual or consult the OIE web site for the most up-to-date list:

http://www.oie.int/en/our-scientific-expertise/reference-laboratories/list-of-laboratories/ ).

NB: FIRST ADOPTED IN 2012; MOST RECENT UPDATES ADOPTED IN 2015
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CHAPTER 2.2.6.

INFECTION WITH TAURA SYNDROME VIRUS

1. Scope

2. Disease information

2.1. Agent factors

2.1.1. Aetiological agent, agent strains

Fheaetiological-agent-of Taura—syndrome{FS)-is- TSV was described as the cause of the disease
commonly known as Taura syndrome by Bonami et al. (1997) and Mari et al. (1998; 2002). At least

four genotypes (strains) of TSV have been documented based on the gene sequence encoding VP1
the largest and presumably dominant of the three major structural proteins of the virus. Based on VP1
sequence variations, these genotypic groups are: 1) the Americas group; 2) the South-East Asian
group; 3) the Belize group; and 4) the Venezuelan group (Chang et al., 2004; Erickson et al., 2002;
2005; Nielsen et al., 2005; Tang & Lightner, 2005; Wertheim et al., 2009).

At least two distinct antigenic variants of TSV have been identified by their differential reactivity to
monoclonal antibody MAb 1A1, produced to a reference isolate from the Americas (TSV USA-HI94 —
GenBank AF277675) (Mari et al., 2002; Poulos et al., 1999): Type A represents those that react with
MAb 1A1 (in the enzyme-linked immunosorbent assay [ELISA], Western blots and
immunohistochemistry (IHC) with infected tissues) and those that do not. The MAB 1A1 non-reactors
were subdivided into Types B (TSV 98 Sinaloa, Mexico) and Type C (TSV 02 Belize), based on host
species and virulence. All TSV isolates of the Americas and most, if not all, South-East Asian
genotypes react with MAb 1A1. In marked contrast, none of the Belize genotype group reacts with MAb
1A1 (Erickson et al., 2002; 2005), nor does a TSV isolate from the 2005 epizootic in Venezuelan
shrimp farms.

TSV particles are 32 nm in diameter, non-enveloped icosahedrons and have a buoyant density of
1.338 g mlI~" in_CsCl. The genome of TSV consists of a linear, positive-sense single-stranded RNA
10,205 nucleotides in length, excluding the 3’ poly-A tail, and it contains two large open reading frames
(ORFs). ORF 1 contains the sequence motifs for nonstructural proteins, such as helicase, protease
and RNA-dependent RNA polymerase. ORF 2 contains the sequences for TSV structural proteins,
including the three major capsid proteins VP1, VP2 and VP3 (55, 40, and 24 kDa, respectively). The
virus replicates in the cytoplasm of host cells (Bonami et al., 1997; Mari et al., 1998; 2002; Robles-
Sikisaka et al., 2001).

Other reported causes of Taura syndrome: TS in Ecuador was initially linked to fungicide contamination
of shrimp farms, a contention that was supported by litigation for ~ 16 years after the disease was
scientifically shown to have a viral aetiology (Bonami et al., 1997; Hasson et al., 1995; Lightner, 2005).
Hence, several papers in the literature propose a toxic aetiology for TS (Intriago et al., 1997; Jimenez,
1992; Jimenez et al., 2000).
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2.2,

2.1.2. Survival outside the host

No information available.

2.1.3. Stability of the agent (effective inactivation methods)

No information available.

2.1.4. Life cycle
Not applicable.

Host factors

2.2.1. Susceptible host species
Species that fulfil the criteria for listing as susceptible to infection with TSV according to Chapter 1.5. of

the Aquatic Animal Health Aguati incl L gr k shrimp (Met n nsi
northern brown shrimp (Penaeus aztecus iant tiger prawn (P. monodon), northern white shrim
ifer | hrimp (P. stylirostri nd whitel hrimp (P. vannamei).

2.2.2. Species with incomplete evidence for susceptibility

ec:les for WhICh there is_incomplete ewdence for susce tibility according to Cha ter 1.5. of the

Ergasilus mani nd th rnacl helonibi la an lasmis muelleri.

In_addition, pathogen-specific positive polymerase chain reaction (PCR) results have been reported in

the following species, but no active infection has been demonstrated: northern pink shrimp
P. duorarum), kuruma prawn (P. japonicus), southern white shrimp (P. schmitti), gulf kiIIifish Fundulus

randi | r llin i he cr. vocans an rmam ri Indo-Pacifi
wamp cr Il rr

2.2.32. Susceptible stages of the host

Infection with TSV has been documented in all life stages (i.e. post-larvae [PL], juveniles and adults) of

P. vannamei {the-most-economically-significant-of the-two-principat-host-speecies) except eggs, zygotes
and larvae (Lightner, 1996a).

2.2.43. Species or subpopulation predilection (probability of detection)

2.2.54. Target organs and infected tissue
TSV infects and has been shown to replicate {usingtSH-with-specific BNA-prebes)-principally in the

cuticular epithelium (or hypodermis) of the general exoskeleton, foregut, hindgut, gills and appendages,
and often in the connective tissues, the haematopoietic tissues, the lymphoid organ (LO), and antennal
gland. The enteric organs (endoderm-derived hepatopancreas, midgut and midgut caeca mucosal
epithelia) and smooth, cardiac, striated muscle, and the ventral nerve cord, its branches and its ganglia
typically show no histological signs of infection with TSV and are usually negative for TSV by ISH
(Bondad-Reantaso et al., 2001; Hasson et al., 1997; 1999a; 1999b; Jimenez et al., 2000; Lightner,
19963; Lightner & Redman 1998a; 1998b; Lightner et al., 1995; Srisuvan et al., 2005).
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2.2.65. Persistent infection with-lifelong-earriers

Some members of populations of P.vannamei or P. stylirostris that survive infection with TSV
infections—or-epizoeties—may carry the virus for life (Hasson et al., 1999a; 1999b) and, although not
documented, are assumed to pass the virus to their progeny by ver’ucal transmission.

2.2.7.6- Vectors

Sea birds: TSV has been demonstrated to remain infectious for up to 48 hours (after ingestion of TSV-
infected shrimp carcasses) in the faeces passed by wild or captive sea gulls (Larus atricilla) and
chickens (Gallus gallus-demesticus, used as a laboratory surrogate for all shrimp-eating birds) thus
suggesting that the virus can retain infectivity when passed through the gastro-intestinal system of any
bird species. These findings implicate birds as being an important mechanical vector for the
transmission of the virus within affected farms or farming regions (Garza et al., 1997; Vanpatten et al.,
2004).

Aquatic insects: the water boatman (Trichocorixa reticulata [Corixidae], an aquatic insect that feeds on
shrimp carcasses in shrimp farm ponds), has also been shown to serve as a mechanical vector of TSV
(Brock, 1997; Lightner, 1995, 1996a, 1996b).

No-data:

2.3. Disease pattern

Infection with TSV is best known as a disease of nursery- or grow-out-phase P. vannamei that occurs
within ~14—40 days of stocking PLs into grow-out ponds or tanks, hence, shrimp with infection with
TSV are typically small juveniles of from ~0.05g to <5g. Larger shrimp may also be affected,
especially if they are not exposed to the virus until they are larger juveniles or adults (Brock, 1997;
Brock et al., 1995; Lightner, 1996a, 1996b; Lotz, 1997).

2.3.1. Transmission mechanisms

Fransmission—of TSV—can—be—by herizontal-er—verticalroutes—Horizontal transmission through by

cannibalism or by contaminated water has been demonstrated (Brock, 1997; Hasson et al., 1995;
Lightner, 1996a, 1996b; White et al., 2002). Vertical transmission from-infected—adult-broodstock—te
their-offspring-is strongly suspected but has not been experimentally confirmed.

2.3.2. Prevalence

In regions where the virus is enzootic in farmed stocks, the prevalence of infection with TSV has been
found in various surveys to range from 0 to 100% (Brock, 1997; Jimenez et al., 2000; Laramore, 1997).

2.3.3. Geographical distribution

TSY is now widely distributed in the shrimp-farming regions of the Americas, South-East Asia and the
Middle East (Bondad-Reantaso et al., 2001; Brock, 1997; Chang et al., 2004; Hasson et al., 1999a;
Lightner, 1996a, 1996b; Lightner et al., 2012; Lotz et al., 2005; Nielsen et al., 2005; Tang & Lightner,
2005; Tu et al., 1999; Wertheim et al., 2009; Yu & Song, 2000).
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24.

The Americas: following its recognition in 1992 as a distinct disease of cultured P.vannamei in
Ecuador (Brock et al., 1995; Jimenez, 1992; Lightner et al., 1995), TSV spread rapidly throughout
many of the shrimp-farming regions of the Americas through shipments of infected PL and broodstock
(Brock, 1997; Brock et al., 1997; Hasson et al., 1999a; Lightner, 1996a, 1996b; Lightner et al., 2012).
\Mtlcun—the—Ameﬁeas—'FS—andJer—lnf_e_cﬂQth TSV has been reported from virtually every penaeid
shrimp-growing country in the Americas and Hawaii (Aguirre Guzman & Ascencio Valle, 2000; Brock,
1997; Lightner, 2011; Lightner et al., 2012; Robles-Sikisaka et al., 2001). TSV is enzootic in cultured
penaeid shrimp stocks on the Pacific coast of the Americas from Peru to Mexico, and it has been
occasionally found in some wild stocks of P.vannamei from the same region (Lightner & Redman,
1998a; Lightner et al., 1995). TSV has also been reported in farmed penaeid stocks from the Atlantic,
Caribbean, and Gulf of Mexico coasts of the Americas, but it has not been reported in wild stocks from
the these regions (Hasson et al., 1999a; Lightner, 1996a; 2005; 2011; Lightner et al., 2012).

Asia and the Middle East: Infection with TSV was introduced into Chinese Taipei in 1999 with infected
imported Pacific white shrimp, P. vannamei, from Central and South American sources (Tu et al., 1999;
Yu & Song, 2000). Since that original introduction, the virus has spread with movements of broodstock
and PL to China (People’s Rep. of), Thailand, Malaysia, and Indonesia where it has been the cause of
major epizootics with high mortality rates in introduced unselected stocks of P. vannamei not selected
for resistance (Chang et al., 2004; Lightner, 2011; Nielsen et al., 2005; Tang & Lightner, 2005).
Reeently-tr-During 2010 and 2011, infection with TSV has—alse—been—was assomated W|th S|gn|f|cant
mortalltles in Lame_d P. indicus being-farmed-in Saudl Arabia. B

viral in 2 (also nam VP1 h iArinTVI red in new

MM(@M Wertheim et al., 2009)

2.3.4. Mortality and morbidity

At a farm |level, TS-epizoeties-outbreaks of infection with TSV involving urselected-(i-e—notselected-for
FSV-resistance) stocks of P.vannamei not selected for resistance, the principal host species for

infection with TSV, typical cumulative mortalities range from 40 to >90% in cultured populations of PL,
juvenile, and subadult life stages. TSV-resistant lines of P. vannamei are available which show survival
rates of up to 100% in laboratory challenge with all four TSV genotypes (Lightner et al., 2009; Moss et
al., 2001).

2.3.5. Environmental factors
Outbreaks of infection with TSV are more frequent when salinities are below 30 ppt (Jimenez et al.,
2000).

Control and prevention

2.4.1. Vaccination

No effective vaccines for TSV are available.

2.4.2. Chemotherapy

No scientifically confirmed reports of effective chemotherapy treatments.

2.4.3. Immunostimulation

No scientifically confirmed reports of effective immunostimulation treatments.

2.4.4. Resistance-Breeding for resistance

After TSV emerged in Ecuador in 1992-1994, P stylirostris were found that possessed resistance to
infection with TSV (genotype 1, MAb 1A1 Type A). Following from this discovery and due to the
disease occurrence in ¥SV-reaching Mexico in 1994 where it caused crop failures of P. vannamei,
selected lines of TSV-resistant P. stylirostris became the dominant shrimp farmed in western Mexico
from 1995. However, in 1998-1999, a new ‘strain’ of TSV (Type B; Erickson et al., 2002; Fegan &
Clifford, 2001; Lightner, 1999; 2005; Zarin-Herzberg & Ascencio, 2001) emerged and caused massive
epizootics in P. stylirostris. The emergence of this new ‘strain’ of TSV was soon followed in late 1999
by the introduction of white spot syndrome virus (WSSV) into shrimp farms in western Mexico, to which
P. stylirostris had no resistance, effectively ending any interest in the culture of P. stylirostris in Mexico.
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TSV-resistant domesticated stocks of P.vannamei and P. stylirostris have been developed. Some
domesticated lines of TSV-resistant P. vannamei (that are also TSV-free) are in widespread use by the
shrimp-farming industries of the Americas and South-East Asia (Clifford, 1998; Moss et al., 2001;
White et al., 2002). After the appearance of infection with TSV _in Central America, improved TSV
resistance was reported in wild caught P. vannamei PLs used to stock shrimp farms in the region
(Laramore, 1997).

2.4.5. Restocking with resistant species

Selected lines of TSV resistant P. vannamei have been developed and are commercially available
(Clifford, 1998; Laramore, 1997; Moss et al., 2001; White et al., 2002).

2.4.6. Blocking agents

Resistance to infection with TSV infeetion—was reported by expression of the TSV coat protein
antisense RNA in P. vannamei zygotes. Transgenic juveniles reared from zygotes protected in this
manner showed improved resistance to TSV challenge by per os or intramuscular (IM) injection routes
(Lu & Sun, 2005). Similar results have been produced by injection of short random double-stranded
RNAi sequences into juvenile P. vannamei (Robalino et al., 2004).

2.4.7. Disinfection of eggs and larvae

It is possible that TSV might be transmitted vertically (transovarian transmission), despite re-the lack of
published reports documenting this route of transmission. Disinfection of eggs and larvae (Chen et al.,
1992) is good management practice and it is recommended for its potential to reduce TSV
contamination of spawned eggs and larvae produced from them.

2.4.8. General husbandry practices

Some husbandry and disease control and management practices have been used successfully to
reduce the risks of infection with TSV infections—and-disease occurring during farm grow-out. These
include the application of PCR assays for prescreening of wild or pond-reared broodstock or their
spawned eggs/nauplii and discarding those that test positive for the virus (Fegan & Clifford, 2001),
fallowing and restocking of entire culture regions with TSV-free stocks (Dixon & Dorado, 1997), and the
development of specific pathogen free (SPF) shrimp stocks of P. vannamei and P. stylirostris (Lightner,
1996b; 2005; Lotz et al., 1995; Moss et al., 2001; Pruder et al., 1995; Wyban 1992; Wyban et al.,

2004). The adoption of the latter technology (SPF stocks) has proven to be among the most successful
husbandry practlce for the preventlon and control of n_fe_oll_om_ TSV. uniertuﬂately—there—rs—a

3. Sampling
3.1. Selection of individual specimens

Suitable specimens for testing for infection with TSV include PL, juveniles and adults. While TSV may infect
all life stages, infection severity, and hence virus load, may be below detection limits in spawned eggs and in
the larval stages, so these life stages may not be suitable samples for TSV detection or certification of
freedom from jnfection with TSV.

3.2. Preservation of samples for submission

For routine histology or molecular assays, and guidance on preservation of samples for the intended test
method see Chapter 2.2.0.

3.3. Pooling of samples
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The effect of pooling on diagnostic sensitivity has not been evaluated, therefore larger shrimp should be
processed and tested individually. However, samples small life stages, especially PL or specimens up to 0.5
g! gg gg ggg led to gg;g en g;;gh mg;gngl for mglgg;;lgr ;gg; g I:a%ger—sltmmp—skmuld—be—p#eeessed

3.4. Best organs and tissues

TSV infects tissues of ectodermal and mesodermal origin. The principal target tissue in the acute phase of
infection with TSV is the cuticular epithelium. In chronic infections the LO is the principal target tissue.

Haemolymph or excised pleopods may be collected and used when non-lethal testing of valuable
broodstock is necessary.

3.5. Samples or tissues that are not suitable

TSV is a systemic virus, and it does not replicate in enteric tissues (e.g. the hepatopancreas, the midgut, or
its caeca). Hence, enteric tissues are inappropriate samples for detection of infection with TSV.

Diagnostic methods

4.1. Field diagnostic methods

4.1.1. Clinical signs

Only acute-phase FS—<linical infection with TSV-disease can be presumptively diagnosed from clinical
signs. See Section 4.2 for a description of gross clinical signs presented by shrimp with acute-phase
clinical infection with TSV-disease.

4.1.2. Behavioural changes

Only shrimp with acute-phase clinical infection with TSV FS-disease—present behavioural changes.
Typically, severely affected shrimp apparently become hypoxic and move to the pond edges or pond
surface where dissolved oxygen levels are higher. Such shrimp may attract seabirds in large numbers.
In many FS-disease outbreaks, it is the large numbers of seabirds attracted to the moribund shrimp
that first indicates the presence of a serious disease outbreak (which is often either infection with TSV
or infection-with-white spot syndrome virus-when-sea-birds-are-observed) to the farm manager.

4.2. Clinical methods

4.2.1. Gross pathology

infection-Infection with the TSV has three distinct phases, acute, transition, and chronic, which are
grossly distinguishable (Hasson et al., 1999a; 1999b; Lightner, 1996a; 1996b; 2011; Lightner et al.,
1995). Gross signs presented by juvenile, subadult and adult shrimp in the transition phase of infection
with TSV are unique and provide a presumptive diagnosis of the disease.

Acute phase: gross signs displayed by moribund P. vannamei with acute-phase infection with TSV
include expansion of the red chromatophores giving the affected shrimp a general, overall pale reddish
coloration and making the tail fan and pleopods distinctly red; hence ‘red tail’ disease was one of the
names given by farmers when the disease first appeared in Ecuador (Lightner et al., 1995). In such
shrimp, close inspection of the cuticular epithelium in thin appendages (such as the edges of the
uropods or pleopods) with a x10 hand lens reveals signs of focal epithelial necrosis. Shrimp showing
these gross signs of acute infection with TSV FS-typically have soft shells, an empty gut and are often
in the Iate D stages of the moult cycle Acutely affected shrlmp usually dle durlng ecdysis. H-the
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Transition (recovery) phase: although only present for a few days during outbreaks of infection with
TSVY-TFS-epizoeties, the gross signs presented by shrimp in the transition phase can provide a tentative
diagnosis of infection with TSV-infeetion. During the transition phase (which may be occurring while
many shrimp in the affected populations are still in the acute phase and daily mortalities are high), fair
to moderate numbers of shrimp in affected ponds show random, multifocal, irregularly shaped
melanised cuticular lesions. These melanised spots are haemocyte accumulations indicating the sites
of resolving TSV lesions in the cuticular epithelium. Such shrimp may or may not have soft cuticles and
red-chromatophore expansion, and may be behaving and feeding normally (Brock, 1997; Hasson et al.,
1999b; Lightner, 1996a; 2011).

Chronic phase: after successfully moulting, shrimp in the transition phase move into the chronic phase
of infection with TSV in which persistently infected shrimp show no obvious signs of disease (Brock,
1997; Hasson et al., 1999b; Lightner, 1996a; 1996b; 2011; Lightner et al., 1995). However,
P. vannamei that are chronically infected with TSV may be less resistant to normal environmental
stressors (i.e. sudden salinity reductions) than uninfected shrimp (Lotz et al., 1995).

4.2.2. Clinical chemistry

Not applicable.

4.2.3. Microscopic pathology (for penaeid hosts)

Infection with TSV in the acute and chronic phases can be diagnosed mestreliably-using histological
methods (Hasson et al., 1999b; Lightner, 1996a). Pathognomonic TSV-induced pathology is unique in
acute-phase infections (Brock et al., 1995; Lightner, 1996a; 2011). In chronic infections with TSV
infections, the only lesion typically presented by infected shrimp is the presence of an enlarged LO with
multiple LO spheroids (LOS) (Hasson et al., 1999b; Lightner 2011), which cannot be distinguished from
LOS induced by chronic infections of other RNA viruses (Lightner, 1996a). When LOS are observed by
routine histology and chronic infection with TSV infection-is suspected, a molecular test (ISH with TSV-
specific probes, or reverse-transcription [RT] PCR [see Section 4.3.1.2.7]) is recommended for
confirmation of infection with TSV-irfection.

4.2.3.1. Acute phase of Taura syndrome

Diagnosis of infection with TSV in the acute phase of the disease is dependent on the histological
demonstration (in haematoxylin and eosin [H&E] stained preparations) of multifocal areas of necrosis
in the cuticular epithelium of the general body surface, appendages, gills, hindgut, and foregut (the
oesophagus, anterior and posterior chambers of the stomach). Cells of the subcuticular connective
tissues and adjacent striated muscle fibres basal to affected cuticular epithelium are occasionally
affected. In some severe cases of acute-phase infection with TSV, the antennal gland tubule
epithelium is also destroyed. Prominent in the multifocal cuticular lesions are conspicuous foci of
affected cells that display an increased eosinophilia of the cytoplasm and pyknotic or karyorrhectic
nuclei. Cytoplasmic remnants of necrotic cells are often extremely abundant in these infections with
TSV acute-phase lesions and these are generally presented as spherical bodies (1-20 ym in
diameter) that range in staining from eosinophilic to pale basophilic. These structures, along with
pyknotic and karyorrhectic nuclei, give acute-phase TS lesions a characteristic ‘peppered’ or
‘buckshot-riddled’ appearance, which is considered to be pathognomonic for the infection when there
is no concurrent necrosis of the parenchymal cells of the LO tubules. The absence of necrosis of the
LO in acute-phase infection with TSV infeetions—distinguishes it from acute-phase jnfection with
yellowhead virus genotype 1-disease in which similar patterns of necrosis to those induced by
infection with TSV may occur in the cuticular epithelium and gills (Lightner, 1996a).

In TSV-infected tissues, pyknotic or karyorrhectic nuclei give a positive (for DNA) Feulgen reaction,
which distinguishes them from the less basophilic to eosinophilic cytoplasmic inclusions that do not
contain DNA. The absence of haemocytic infiltration or other signs of a significant host-inflammatory
response distinguishes the acute phase of infection with TSV from the transitional phase of the
disease (Bondad-Reantaso et al., 2001; Brock, 1997; Brock et al., 1995; 1997; Erickson et al., 2002;
2005; Hasson et al., 1995; 1999a; 1999b; Lightner, 1996a; Lightner et al., 1995).
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4.2.3.2. Transition (recovery) phase of infection with Taura syndrome virus

In the transitional phase of infection with TSV, typical acute-phase cuticular lesions decline in
abundance and severity and are replaced by conspicuous infiltration and accumulation of
haemocytes at the sites of necrosis. The masses of haemocytes may become melanised giving rise
to the irregular black spots that characterise the transition phase of the disease. In H&E sections,
such lesions may show erosion of the cuticle, surface colonisation and invasion of the affected cuticle
and exposed surface haemocytes by Vibrio spp. (Hasson et al., 1999b; Lightner, 1996a; 2011).
Sections of the LO during the transition phase of infection with TSV may appear normal with H&E
staining. However, when sections of the LO are assayed for TSV by ISH with a specific cDNA probe
(or by ISH with MAb 1A1 for TSV type A, genotype 1), large quantities of TSV are shown
accumulating in the more peripheral parenchymal cells of the LO tubules (Hasson et al., 1999b;
Srisuvan et al., 2005).

4.2.3.3. Chronic phase of infection with Taura syndrome virus

Shrimp in the chronic phase of infection with TSV display no gross signs of infection, and
histologically the only sign of infection is the presence of numerous prominent LOS, which may
remain associated with the main body of the paired LO, or which may detach and become ectopic
LOS bodies that lodge in constricted areas of the haemocoel (i.e. the heart, gills, in the subcuticular
connective tissues, etc.). Such LOS are spherical accumulations of LO cells and haemocytes and
may be distinguished from normal LO tissues by their spherical nature and the lack of the central
vessel that is typical of normal LO tubules. When assayed by ISH with a cDNA probe for TSV (or with
MAb 1A1 using ISH) some cells in the LOS give positive reactions to the virus, while no other target
tissues react (Hasson et al., 1999b; Lightner, 1996a; 1996b; 2011).
4.2.4. Wet mounts

Direct microscopy of simple unstained wet mounts from excised pieces of the gills, appendage tips,
etc., examined by phase- or reduced-light microscopy may be used to demonstrate (and make a
tentative diagnosis of acute-phase infection with TSV-infeetion) focal lesions of acute-phase infection
with TSV-infestion in cuticular epithelial cells. Preparations presenting acute-phase infection with TSV
infeetion will contain numerous spherical structures (see the histopathological methods in Section 4.2.3
above), which are pyknotic and karyorrhectic nuclei and cytoplasmic remnants of necrotic cells.

4.2.5. Smears
Not applicable.

4.2.6. Fixed sections

See Section 4.2.3.

4.2.7. Electron microscopy/cytopathology

Not currently applicable for diagnostic purposes.
4.3. Agent detection and identification methods

4.3.1. Direct detection methods
4.3.1.1. Microscopic methods
4.3.1.1.1. Wet mounts

See Section 4.2.4.

4.3.1.1.2. Smears
See Section 4.2.5.

4.3.1.1.3. Fixed sections
See Section 4.2.3.
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4.3.1.2. Agent isolation and identification
4.3.1.2.1. Cell culture/artificial media

TSV has not been grown in vitro, as no crustacean cell lines exist (Lightner, 1996a; Pantoja et al.,
2004). Bespite—a-Although one publication that-incorrectly reported that TSV infected human and
monkey cell lines (Audelo del Valle et al., 2003), two other laboratories that repeated the study ard
both found that TSV does not infect or replicate in primate or human cell lines with that are known
to have susceptibility to human picornaviruses (Luo et al., 2004; Pantoja et al., 2004).

4.3.1.2.2. Antibody-based antigen detection methods

An MAD for detection of TSV may be used to assay samples of haemolymph, tissue homogenates,
or Davidson’s AFA-fixed tissue sections from shrimp (Erickson et al., 2002; 2005; Poulos et al.,
1999). TSV MAb 1A1 may be used to distinguish some variants or ‘strains’ of TSV from other
strains (Erickson et al., 2002; 2005).

4.3.1.2.3. Bioassay method

Confirmation of infection with TSV may be accomplished by bioassay of TSV-suspect animals with
SPF juvenile P. vannamei serving as the indicator of the virus (Brock et al., 1997; Garza et al.,
1997; Hasson et al., 1999b; 1995; Lightner, 1996a; Lotz, 1997; Overstreet et al., 1997). Oral or
injection protocols may be used. The oral method is relatively simple to perform and is
accomplished by feeding chopped carcasses of suspect shrimp to SPF juvenile P. vannamei in
small tanks (White et al., 2002). The use of a negative control tank of indicator shrimp, which receive
only SPF (TSV-free) tissue and normal shrimp feed is required. When the carcass feeding (per 0s)
protocol is used to bioassay for TSV, TSV-positive indicator shrimp (by gross signs and
histopathology) are typically apparent within 3—4 days of initial exposure, and significant mortalities
occur by 3-8 days after initial exposure. The negative control shrimp must remain negative (for at least
10-15 days) for gross or histological signs of disease and unusual mortalities (Hasson et al., 1999b;
Lightner, 1996a; White et al., 2002).

With the injection bioassay protocol, a variety of sample types may be tested for TSV. Whole
shrimp are used if they were collected during an outbreak of infection with TSV-epizoeetic. Heads
only should be used if shrimp display gross transition-phase lesions (multifocal melanised spots on
the cuticle) or no clinical signs of infection (chronic phase) as the virus, if present, will be
concentrated in the LO (Hasson et al., 1999b; Lightner, 1996a). For non-lethal testing of
broodstock, haemolymph samples may be taken and used to expose the indicator shrimp by IM
injection (Lightner, 1996a).

To perform the IM (injection) bioassay for TSV:

Note that tissues and the resulting homogenate should be kept cool during the entire protocol by
maintaining on ice.

i) Prepare a2 or 1: 3 ratlo of TSV-suspect shrlmp heads or Whole shrimp with TN buffer (see

ef—th+s—buﬁer—20 mM Tns HCI pH 7.4, 0. 4 M NaCl) or stenle 2% saline prepared W|th dlstllled

water.

ii)  Homogenise the mixture using a tissue grinder or blender. Do not permit the mixture to heat
up by excessive homogenisation or grinding.

iii) Clarify the homogenate by centrifugation at 3000 g for 10 minutes. Decant and save the

supernatant fluid. Discard-thepellet:

iv) Centrifuge the supernatant fluid at 27,000 g for 20—30 minutes at 4°C. Decant and save the
supernatant fluid. Discard-thepellet:

v) Dilute the supernatant fluid from step iv to 1/10 to 1/100 with sterile 2% saline. This solution
may now be used as the inoculum to inject indicator shrimp (or filter sterilised as described in
step vi).
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vi) Filter the diluted supernatant fluid from step v using a sterile syringe (size depends on the final
volume of diluted supernatant) and a sterile 0.45 pm syringe filter. Multiple-filters-may-have-te
be-used-as-they-clog-easily—Filtrate should be collected in a sterile test tube or beaker. The
solution can rew-be stored frozen {recommend—20°C-at —20°C (or —80°C for shert-term
[weeks} storage-and—80°C-for-a long-term-[menths-to-years] storage) or used immediately to

inject indicator shrimp.

vii) Indicator shrimp should be from jnfection with TSV-susceptible stocks of SPF P. vannamei
(such as the ‘Kona stock’) (Moss et al., 2001), which are commercially available from a
number of sources in the Americas, and not from selected lines of known infection with TSV-
resistant stocks.

viii) Inject 0.01 ml per gram of body weight using a 1 ml tuberculin syringe. Indicator shrimp should
be injected intramuscularly into the third tail segment. If the test shrimp begin to die within
minutes post-injection, the inoculum contains excessive amounts of proteinaceous materials
and should be further diluted prior to injecting additional indicator shrimp. Sudden death
occurring post-injection is referred to as ‘protein shock’, and is the result of systemic clotting of
the shrimp’s haemolymph in response to the inoculum (Lightner, 1996a; White et al., 2002).

ix) Haemolymph samples may be diluted (1/10 or 1/20 in TN buffer), filter sterilised (if necessary),
and injected into the indicator shrimp without further preparation.

x) If TSV was present in the inoculum, the indicator shrimp should begin to die within 24—
48 hours post-injection. Lower doses of virus may take longer to establish a lethal infection
and shrimp should be monitored for at least 10—15 days post-injection.

xi)  The presence (or absence) of TSV in the indicator shrimp should be confirmed by histological
analysis (or ISH by gene probe, if available) of Davidson’s fixed moribund shrimp. If additional
confirmation is needed beyond demonstration of pathognomonic TSV lesions, RT-PCR with
sequencing of the resulting amplicon can be carried out.

4.3.1.2.4. Sentinel shrimp bioassay method

As a variation to the bioassay technique, a ‘sentinel shrimp’ system may be used. For example,
TSV-sensitive stocks of small juvenile SPF P. vannamei may be held in net-pens in tanks, or in the
same water system, with other shrimp of unknown_infection with TSV status to bioassay for the
presence of infectious agents such as TSV.

4.3.1.2.5. Dot-blot immunoassay method

i)  For the dot-blot immunoassay method, 1 pl of test antigen (purified virus, infected shrimp
haemolymph or SPF shrimp haemolymph) is dotted on to the surface of MA-HA-N45

assay plates (Mllllpore—Seum—San—Franeﬁee—@amepma—[GA]—USA)

i)  After air drying, the wells are blocked for 1 hour at room temperature with 200 pl of a
buffer containing phosphate-buffered saline and 0.05% Tween 20 (PBST) mixed with
10% normal goat serum (Life Technologies;—Gibee-BRL) and 2% Hammersten casein

(Amersham Life Sciences;-Arlington-HeightsHlinois, USA).

i) The wells are washed three times with PBST and then reacted with 100 yl primary
antibody (MAb or mouse polyclonal antibodies) for 30 minutes at room temperature.

iv)  Alkaline-phosphatase-labelled goat anti-mouse IgG, y chain specific, secondary antibody
(Zymed—Seuth-San-Franeisco,-CA) diluted 1/1000 in PBST plus 10% normal goat serum
is used for detection (30 minutes at room temperature).

v)  After washing three times with PBST, once with PBS and once with distilled water, the
reactions are visualised by development for 15 minutes at room temperature with
nitroblue tetrazolium and bromo-chloro-indoyl phosphate (Roche Diagnostics,-Gerp-} in
100 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl-406-mM-each) buffer containing 50 mM MgClI2, pH 9.5.

vi) Reactions are stopped with distilled water.

5

Reference to specific commercial products as examples does not imply their endorsement by the OIE. This applies to all
commercial products referred to in this Aquatic Manual.
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vii) The reactions are graded using a scale from 0 to +4, with the highest intensity reaction
being equivalent to the reaction generated using the MAb against the reference control
consisting of semi-purified TSV. A negative reaction is one in which no coloured spot is
visible in the well.

4.3.1.2.6. Other antibody-based methods

The TSV MAb 1A1 may be applicable to other antibody-based test formats (i.e. indirect fluorescent
antibody [IFAT] or immunohistochemistry [IHC] tests with tissue smears, frozen sections, or
deparaffinised fixed tissues). MAb 1A1 is applicable for use in an IHC format using Davidson’s
AFA-fixed tissue sections (Erickson et al., 2002; 2005).

It is recommended that unexpected results from MAb-based tests for detection of TSV should be
interpreted in the context of clinical signs, case history, and in conjunction with other test results
(e.g. RT-PCR test results, or findings from histology or ISH with a TSV-specific DNA probe — see
appropriate sections in this chapter).

4.3.1.2.7. Molecular techniques

ISH and RT-PCR tests for detection of TSV have been developed, and kits of RT-PCR methods for
TSV are commercially available. The dot-blot method for TSV detection is not available.

4.3.1.2.7.1. DNA probes for ISH applications with non-radioactive cDNA probes

Non-radioactive, DIG-labelled cDNA probes for detection of TSV may be produced in the
laboratory. The ISH method provides greater diagnostic sensitivity than do more traditional
methods for TSV detection and diagnosis that employ classic histological methods (Hasson et
al.,, 1999a; Lightner, 1996a; 1999; Lightner & Redman 1998b; Mari et al., 1998). The ISH
assay of routine histological sections of acute- and transition-phase lesions in the cuticular
epithelium, other tissues, and of LOS in transition and chronic phase with a specific DIG-
labelled cDNA probe to TSV, provides a definitive diagnosis of infection with TSV infection
(Hasson et al., 1999a; 1999b; Lightner, 1996a; 1996b). Pathognomonic TSV-positive lesions
display prominent blue to blue-black areas in the cytoplasm of affected cells when reacted
with the cDNA probes. Not reacting to the probe are the prominent karyorrhectic nuclear
fragments and pyknotic nuclei that contribute to the pathognomonic ‘buckshot riddled’
appearance of TS lesions (Lightner, 1996a Marl et aI 1998). (See Chapter 2.2.3_Infection

with inf rmal and haem virus for details of the ISH method,
and Chapter 2.2.0 Section B.5.3.ii for detailed informat|on on the use of Davidson’s AFA
fixative.)

False-negative ISH results may occur with Davidson’s fixed tissues if tissues are left in fixative
for more than 24-48 hours. The low pH of Davidson’s fixative causes acid hydrolysis of the
TSV single-stranded RNA genome, resulting in false-negative probe results. This hydrolysis
can be avoided through the use of neutral fixatives, including an ‘RNA-friendly’ fixative
developed for shrimp, or by the proper use (avoiding fixation times over 24 hours) of
Davidson’s fixative (Hasson et al., 1997; Lightner, 1996a; Lightner & Redman 1998).

4.3.1.2.7.2. Reverse-transcription (RT)-PCR method

Tissue samples (haemolymph, pleopods, whole small shrimp, etc.) may be assayed for TSV
using RT-PCR. Primers designated as 9992F and 9195R, amplify a 231 base pair (bp)
sequence of the TSV genome (Nunan et al.,, 1998). The fragment amplified is from a
conserved sequence located in the intergenic region and ORF 2 of TSV. Primer 9992F is
located near the 3’ end of intergenic region and 9195R is located on ORF 2 within VP2 (=
CP1) (Mari et al., 2002; Nunan et al., 1998). A new pair of TSV primers (7171F and 7511R)
has been developed and shown to have an |mproved senS|t|V|ty for TSV detectlon (Navarro et
al., 2009). ) ,
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ii)

iv)

Primer Product Sequence Temperature G+C%
9992F 231 bp 5’-AAG-TAG-ACA-GCC-GCG-CTT-3 69°C 55%
9195R 5-TCA-ATG-AGA-GCT-TGG-TCC-3 63°C 50%
7171F 341 bp 5-CGA-CAG-TTG-GAC-ATC-TAG-TG-3’ 63°C 50%
7511R 5-GAG-CTT-CAG-ACT-GCA-ACT-TC-3’ 50%

The RT-PCR method outlined below for detection of TSV generally follows the method used in
Nunan et al. (1998).

Preparatlon of RNA template RNA can be extracted from fresh frozen and ethanol preserved

The RT-PCR assay is carried out in—selution; using 40-5 pl of total RNA extracted from
haemolymph.,—frozen-shrimp-tissues,-ethanol-fixed-tissue-as the template-(concentration—of
RNA=1-100-nrg-mi~*).

The following controls should be included in every RT-PCR assay for TSV: (a) known TSV-

negative tissue sample; (b) a known TSV-positive sample (tissue or purified virus); and (c) a
‘no-template’ control.

uperScript Il One-Step RT- PCR System W|th Platlnum Ta DNA oI merase, Life

Technologies) can be used for all amplification reactions described here. Alternative-kits-Other
commercially available equivalent reagent can also be used-and-adjustedforuse—forthis
assay.

The optimised RT-PCR conditions (final concentrations in 56-25 pl total volume) for detection

of TSV in shrimp tissue samples are: prrmers—(&@Q—pM—eaeM—lePs—(%@@—pM—eaeh}—ﬁth

vi)

- .
| Reagent | volume | Einal concentration |
EE oa | |
| 2x Reaction Mix | 1254 | 1x |
| Primer Forward/Reverse (10 M each) | 1.0 yl | 0.4 uM |
| RT/Tag enzyme Mix | 104 | |
| RNA template* | 5.0u | 1-50ng |
The RNA template and all the reagents are combined and reverse transcription is allowed to
proceed at 60°C for 30 minutes, followed by 94°Cfor2minutes-95°C for 2 minutes. At the
mpletion of rever ranscription, th mpl re_amplifi for | nder _th

followin nditions: denaturation °C for 4 n nd then annealing/extension
ggog I;: gé I g E ! : E Z . ggog E I ! I .
4°C soak file.
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x—A40-p-sample-of theamplified-products can then be added to the well of a 2:6-1.5% agarose
gel, stained with ethidium bromide (0.5 g mI~'), and electrophoresed in 0.5 x TBE (Tris, boric
acid, ethylene diamine tetra-acetic acid [EDTA]).

4.3.1.2.7.3. Real-time RT-PCR method for TSV

Real-time RT-PCR methods have been developed for the detection of TSV. These methods
have the advantages of speed, specificity and sensitivity. The sensitivity of ream real-time RT-
PCR is ~100 copies of the target sequence from the TSV genome (Bahr Dhar et al., 2002;
Tang et al., 2004).

The real-time RT-PCR method using TagMan chemistry described below for TSV generally
follows the method used in Tang et al. (2004).

i)  The PCR primers and TagMan probe were selected from the ORF1 region of the TSV
genomic sequence (GenBank AFAF277675) that encodes for nonstructural proteins. The
prlmers and TagMan probe were designed by the Primer Express software (Applied

Life Technologies). The upstream (TSV1004F) and downstream
(TSV1075R) primer sequences are: 5-TTG-GGC-ACC-AAA-CGA-CAT-T-3' and 5'-
GGG-AGC-TTA-AAC-TGG-ACA-CAC-TGT-3'), respectively. The TagMan probe, TSV-
P1 (5-CAG-CAC-TGA-CGC-ACA-ATA-TTC-GAG-CAT-C-3’), which corresponds to the
region from nucleotide 1024 to 1051, is synthesised and labelled with fluorescent dyes 5-
carboxyfluoroscein (FAM) on the 5 end and N,N,N’,N’-tetramethyl-6-carboxyrhodamine

(TAMRA) on the 3’ end{Applied-Biosystems;-catalogro-—450025).

i) Preparation of RNA template: the extraction and purification of RNA template from
haemolymph, or shrimp tissue, is the same as that described in the section for traditional
conventional RT-PCR.

iii) It is necessary to include a ‘no template control’ in each reaction run. This is to rule out
the presence of contaminants in the reaction mixture-er-in-the-heat-block-of- the-thermal
eyeler. A positive control should also be included, and this can be an in-vitro transcribed
RNA containing the target sequence, purified virions, or RNA extracted from TSV-
infected tissue.

iv) The real-time RT-PCR reaction mixture contains: TagMan One-step-RT-PCR-East virus

1-Step Master Mix (Applied-Biesystems;part-no-—4309169-Life Technologies), 0.3 uM of
each primer, 0.1 pM of TaqMan probe, 5 50 ng of RNA, and water in a reactlon volume

of 26 10 ul.
v)  Amplification can be performed W|th the GeaeAmp%l@O—Sequnee—Deteehen

rrodels—Life_Technologies or eqUIvalent—theFmeweler w) The

cycling consists of reverse transcription at 48-50°C for 30 minutes and initial denaturation
at 95°C for 40-minutes-20 seconds, followed by 40 cycles of denaturation at 95°C for 45
3 seconds and annealing/extension at 60°C for 4+-minute—TFhelevels-of fluorescence-are
measured-at the-end-of each-annealinglextension-eyele-30 seconds.
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vi) At the end of the reaction, real-time fluorescence measurements are analysed. A

threshold will be set to be above the baseline-that-begins-to-detect-the-increase-in-signal

i j taH j . Samples will be defined as

negative if there is no Ct (threshold cycle) value after 40 cycles. Samples with a Ct value
lower than 40 cycles are considered to be positive.

4.3.1.2.7.4. Sequencing

RT-PCR products may be elened-ard-sequenced when necessary to confirm infection by TSV
or to identify false positives or nonspecific amplification (Mari et al., 2002; Nielsen et al., 2005;
Srisuvan et al., 2005; Tang & Lightner, 2005; Wertheim et al., 2009).

4.3.1.2.8. Agent purification

Methods for TSV isolation and purification are available (Bonami et al., 1997; Hasson et al., 1995;
Mari et al., 2002; Poulos et al., 1999), but these are not recommended for routine diagnosis of TS.

4.3.2. Serological methods

Not applicable because shrimp are invertebrate animals which do not produce specific antibodies that
could be used to demonstrate infection by or prior exposure to TSV.

5. Rating of tests against purpose of use

The methods currently available for surveillance, detection, and diagnosis of infection with TSV are listed in Table
5.1. The designations used in the Table indicate: a = the method is the recommended method for reasons of
availability, utility, and diagnostic specificity and sensitivity; b = the method is a standard method with good
diagnostic sensitivity and specificity; ¢ = the method has application in some situations, but cost, accuracy, or
other factors severely limits its application; and d = the method is presently not recommended or not available for
this purpose. These are somewhat subjective as suitability involves issues of reliability, sensitivity, specificity and
utility. Although not all of the tests listed as category a or b have undergone formal standardisation and validation,
their routine nature and the fact that they have been used widely without dubious results, makes them acceptable.

Table 5.1. Methods for surveillance, detection and diagnosis

Surveillance . .
Presumptive Confirmatory
Method . . . .
. diagnosis diagnosis
Larvae PLs Juveniles Adults

Gross signs d d c c b c
Bioassay d d d d c b
Direct LM (wet mount) d d c dc c d
Histopathology d b b c a a
Transmission EM d d d d c c
Antibody-based assays d d c c b b
In-situ DNA probes d c b b a a
RT-PCR, Real-time RT-PCR a a a a a a
Sequence d d d d d a

PLs = postlarvae; LM = light microscopy; EM = electron microscopy;

RT-PCR = reverse-franscription transeriptase-polymerase chain reaction.

Comision de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos/febrero de 2017



6.

219

Anexo 24 (cont.)

Test(s) recommended for targeted surveillance to declare freedom from infection with
Taura syndrome virus

As indicated in Table 5.1, RT-PCR (Section 4.3.1.2.7.2) or real-time RT-PCR (Section 4.3.1.2.7.3) are the

recommended methods for targeted surveillance for reasons of availability, utility, and diagnostic specificity and
sensitivity.

When investigating acute mortality episodes as part of a targeted surveillance programme, demonstration of
pathognomonic TSV-induced lesions in the cuticular epithelium by histology (with or without confirmation by ISH
with TSV-specific DNA probes) is a suitable method (Table 5.1).

7.

Corroborative diagnostic criteria

7.1. Definition of suspect case

Infection with TSV shalibe.i ifat | f the following criteria i _

i) histopathology consistent with infection with TSV

or

ii itive resul RT-PCR or real-time RT-PCR.

7.2. Definition of confirmed case

Infection with TSV | nsider nfirmed if two or more of the following criteria are m

i)  histopathology consistent with infection with TSV
ii) 1SH positive result in target tissues
i) RT-PCR (followed by sequencing), or real-time RT-PCR with positive results for infection-with TSV.
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NB: There is an OIE Reference Laboratory for Infection with Taura syndrome yirus
(see Table at the end of this Aquatic Manual or consult the OIE web site for the most up-to-date list:
http://www.oie.int/en/our-scientific-expertise/reference-laboratories/list-of-laboratories/ ).
Please contact the OIE Reference Laboratories for any further information on Infection with Taura syndrome yirus

NB: FIRST ADOPTED IN 2000; MOST RECENT UPDATES ADOPTED IN 2015
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CHAPTER 2.2.8.

INFECTION WITH
MACROBRACHIUM ROSENBERGII NODAVIRUS
(WHITE TAIL DISEASE)

1. Scope

Infection with Macrobrachium rosenbergii nodavirus means infection with the pathogenic agent Macrobrachium
osenbergu nodavirus ngNV)! {ef—the—Famllg Nodavmdae The dlsease is commonlg known as whlte tall dlsease

2. Disease information
2.1. Agent factors

2.1.1. Aetiological agent, agent strains

The aetiological agents are two viral pathogens, namely MrNV (primary) and extra small virus (XSV)
(associate) (Qian et al., 2003; Romestand & Bonami, 2003). MrNV is important in W¥b—disease
outbreaks in-prawns;-but the role of XSV in pathogenicity remains unclear. Strains are not yet known.
MrNV belongs in the family Nodaviridae (Bonami et al., 2005; King et al., 2012

2000). XSV is the first sequenced satellite virus in anlmals and it is also the first record of a satelllte-
nodavirus association (Bonami et al., 2005).

2.1.2. Survival outside the host

Survival outside the host is not known, however viral inoculum prepared from tissue homogenate
stored at —20°C caused 100% mortality in post-larvae (PL) of M. rosenbergii by immersion challenge
(Qian et al., 2003; Sahul Hameed et al., 2004a).

2.1.3. Stability of the agent (effective inactivation methods)

Agent stability is not known. However, heat treatment at 65°C for 2 hours destroyed infectivity of MrNV
and XSV in challenge experiments (Qian et al., 2003).

2.1.4. Life cycle

Not known.

2.2. Host factors
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2.2.2. Species with incomplete evidence for susceptibility

ecies for which there is incomplete evidence for susceptibility according to Chapter 1.5. of the
Aguati incl : white | hrimp (Pen vannamei).

rawn (P, |nd|cus iant t| er prawn (P. monodon dragonfl Aeshnas |ant water bu Belostom

beetle (Cybister sp.), backswimmer (Notonecta sp.), hairy river prawn (Macrobrachium rude

monsoon river prawn (Macrobrachium malcolmsonii), brine shrimps (Artemia sp.) and red claw crayfish
herax ricarinat

2.2.32. Susceptible stages of the host

Larvae, PL and early juveniles are susceptible, whereas adults are resistant and-act-as-earriers-(Qian
et al., 2003; Sahul Hameed et al., 2004a).

2.2.34. Species or subpopulation predilection (probability of detection)

No mortality was observed either in naturally or experimentally (MrNV/XSV) infected subadult and adult
prawns. Experimental studies confirmed vertical transmission from infected broodstock to PL
(Sudhakaran et al., 2006a-20072).

2.2.45. Target organs and infected tissue

MrNV and XSV are confined to gill tissue, head muscle, heart, abdominal muscle, ovaries, pleopods
and tail muscle, but not the hepatopancreas or eyestalk (Sahul Hameed et aI 2004a Sr| Wldada et
al., 2003) 3

Pleopod are weutd—be—a convenlent source of RNA for non- destructlve screenlng of MrNV and XSV
without stress-to-the prawns-(Sahul Hameed et al., 2004a).

2.2.56. Persistent infection with-lifelong-earriers

Challenge experiments indicate long-term persistent infection in adults and also the possibility of
transmitting MrNV WFB-from broodstock to larvae and PL (Sahul Hameed et al., 2004a; Sudhakaran et
al., 2006a 2007a).

2.2.67. Vectors

2.3. Disease pattern

A high prevalence of nfegtrgn with MrNV—W—'FEmeeetren has been reported in hatchery reared Iarvae and PL
of M. rosenbergii. ‘ Ray S

2.3.1. Transmission mechanisms

Transmission is vertical (trans-ovum) and horizontal by the waterborne route (Qian et al., 2003; Sahul
Hameed et al., 2004a; Sudhakaran et al., 2006a-2007a).

2.3.2. Prevalence

Prevalence |s varlable from 10% to 100% in hatchery, nursery and grow—out systems—as—weu—as—rn

1999
Qlan etal., 2003 Sahul Hameed et aI 2004a 2004b)
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2.3.3. Geographical distribution
The disease was first reported in the French West Indies (Arcier et al., 1999), later in China (People’s

Rep. of) (Qian et al., 2003), India (Sahul Hameed et al., 2004b), Chinese Taipei (Wang-&Chang,2006
Wang et al., 2008), Thailand (Yoganandhan et al., 2006) and Australia (Owens et al., 2009).

2.3.4. Mortality and morbidity

Larvae, PL and juveniles of M. rosenbergii are highly susceptible to infection with MrNV-WTD, which
often causes high mortalities in these life stages. Mortality may reach a maximum in about 5 or 6 days
after the appearance of the first gross signs. Very few PL with infection with MINV-WTB survive
beyond 15 days in an outbreak, and PL that survive may grow to market size like any other normal PL.

Adults are resistant to infection with MINV-WFDB, but act as carriers (Qian et al., 2003; Sahul Hameed
et al., 2004a).

2.3.5. Environmental factors

Not much is known about environmental factors. However, outbreaks of jnfection with MINV-WFB may
be induced by rapid changes in salinity, temperature and pH (Arcier et al., 1999; Qian et al., 2003).

2.4. Control and prevention

Ne-work-has-been-carried-out-Information on control and prevention of infection with MrNV is limited-\WFB.
However, proper preventive measures, such as screening of brood stock and PL, and good management
practices may help to prevent infection with MrNV-WTB in culture systems. As the life cycle of M. rosenbergii
is completed under controlled conditions, specific pathogen free (SPF) brood stock and PL can be produced
by screening using sensitive diagnostic methods such as reverse-transcription PCR (RT-PCR) and enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) (Romestand & Bonami, 2003; Sri Widada et al., 2003; Yoganandhan
et al., 2005).

2.4.1. Vaccination

Not yet available.

2.4.2. Chemotherapy

No known chemotherapeutic agents reported for infection with MrNV-WFD.

2.4.3. Immunostimulation

No reports available concerning the use of immunostimulants infection with MrNV-WFB.

2.4.4. Resistance breeding-Breeding for resistance

None reported.

2.4.5. Restocking with resistant species

No report on the occurrence of resistant species.

2.4.6. Blocking agents

Not known.

2.4.7. Disinfection of eggs and larvae

Routine procedures followed for crustacean viral disease control are suggested. For example,
application of formalin or iodophor helps to eliminate virus (Chen et al., 1992).

Comisién de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos/febrero de 2017



228

Anexo 25 (cont.)

2.4.8. General husbandry practices

Experimental infection confirmed the possibility of horizontal and vertical transmission of MINV-WTD in
culture systems (Qian et al., 2003; Sahul Hameed et al., 2004a; Sudhakaran et al., 2006a-2007a).
Good husbandry practices, such as proper disinfection of tanks, water and broodstock, and the use of
RT-PCR negative broodstock in the hatchery grow-out ponds may be useful in the prevention of
infection with MrNV-WFB in culture systems (Chen et al., 1992; Sri Widada et al., 2003; Sudhakaran et

al., 2008-2008a). There is no evidence ef—WID—pFevenhen—that crop rotation either with rice or
polyculture with fish prevents infection with MrNV. Some farmers have considered either mixed culture
of shrimp (P. monodon) with M. rosenbergii or crop rotation of these two species as a viable alternative
for their sustenance and economic viability. This situation invites the possibility of transmitting
pathologically significant organisms from native to non-native hosts as observed by Sudhakaran et al.
(2006b 2006a) and Ravi et al. (2009) in their studies. Based on their results, it would seem that mixed
culture of M. rosenbergii with P. monodon should be avoided before adopting any preventive measures
in the management of infection with MrNV.

Sampling
3.1. Selection of individual specimens

Infection with MrNV WTD-eof freshwater-prawns is mainly-diagnosed-indicated by the whitish coloration of
abdominal and tail muscle (Arcier et al., 1999; Romestand & Bonami, 2003; Sahul Hameed et al., 2004b).
However, this clinical sign is not specific to infection with MrNV WFB-and diagnosis is not easy, particularly
in the earlier stages of infection. W¥B-affected-PL affected by infection with MrNV are more milky and
opaque. Once this clinical sign appears, death usually follows; mortality rates are variable and reach up to
95%. The tissues most affected in moribund PLs/early juveniles are striated muscles of the abdomen,
cephalothorax and tail. PLs with whitish muscle are suitable for diagnostic purposes (Sahul Hameed et al.,
2004a).

3.2. Preservation of samples for submission

Infected larvae or PL with prominent signs of whitish muscle in the abdominal region are collected from
disease outbreak areas. Samples are washed in sterile saline, transferred to sterile tubes, transported to the
laboratory on dry ice and stored at —70°C until further processed (Sahul Hameed et al., 2004b; Sri Widada et
al., 2003; Yoganandhan et al., 2005). Frozen samples can be used for virus isolation and detection by RT-
PCR or ELISA (Romestand & Bonami, 2003). Samples for virus detection by RT-PCR can be transported to
the laboratory after fixing in 70% ethanol (Sahul Hameed et al., 2004b; Sri Widada et al., 2003;
Yoganandhan et al., 2005). See also Chapter 2.2.0 General information (on diseases of crusteaceans).

3.3. Pooling of samples

3.4. Best organs or tissues

The whole PL body is preferred (Sahul Hameed et al., 2004b; Sri Widada et al., 2003; Yoganandhan et al.,
2005). All the organs, except eyestalks and the hepatopancreas, of adult M. rosenbergii are best for
screening the viruses by RT-PCR. Pleopods (swimming legs) are a convenient source of RNA for non-
destructive screening of MrNV and XSV witheut-stress-to-the-broedsteek-(Sahul Hameed et al., 2004a).

3.5. Samples or tissues that are not suitable

Eyestalks and the hepatopancreas of adult prawns are not suitable (Sahul Hameed et al., 2004a; Sri Widada
et al., 2003).
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4. Diagnostic methods
4.1. Field diagnostic methods

4.1.1. Clinical signs

Infected PL become opaque and develop a whitish appearance, particularly in the abdominal region.
The whitish discolouration appears first in the second or third abdominal segment and gradually
diffuses both anteriorly and posteriorly. In severe cases, degeneration of telson and uropods may
occur. Mortality may reach a maximum in about 5 days after the appearance of the first gross signs.

4.1.2. Behavioural changes

PLs are highly susceptible to infection with MrNV W¥B-and mortality reaches a maximum in about
5 days after the appearance of whitish discolouration. Floating exuviae (moults) in the tanks appear
abnormal and resemble ‘mica flakes’ (Arcier et al., 1999). The infected PL show progressive
weakening of their feeding and swimming ability (Sahul Hameed et al., 2004a).

4.2. Clinical methods

4.2.1. Gross pathology

Infection with MrNV—WFD—efM-rosenbergii—resulting—from—MINV. and XSV—infection, is mainly
d+agaesed—gd¢gaje_d by whitish coloratlon of abdomlnal muscle; however this clinical sign is not

4.2.3. Microscopic pathology

The most affected tissue in infected PL is striated muscle of the cephalothorax, abdomen and tail.
Histological features include the presence of acute Zenker’s necrosis of striated muscles, characterised
by severe hyaline degeneration, necrosis and muscular lysis. Moderate oedema and abnormal open
spaces among the affected muscle cells are also observed, as is the presence of large oval or irregular
basophilic cytoplasmic inclusion bodies in infected muscles (Arcier et al., 1999; Hsieh et al., 2006).
Pathognomonic oval or irregular basophilic cytoplasmic inclusion bodies are demonstrated in the target
tissues by histology (Arcier et al., 1999; Hsieh et al., 2006).

The presence of MrNV in infected cells can be demonstrated in histological sections using a DIG-
labelled DNA in-situ hybridisation probe specific for MrNV (Sri Widada et al., 2003).

4.2.4. Wet mounts

None to date.

4.2.5. Smears

None to date.

4.2.6. Electron microscopy/cytopathology

Using transmission electron microscopy (TEM), infected cells appear necrotic, exhibiting a
disorganised cytoplasm. TEM studies reveal the presence of two types of non-enveloped para-
spherical virus particles of different sizes within the cytoplasm of connective cells and muscle cells.
Large viral particles are five- to six-sided, with a diameter of 26—-27 nm, and would be characteristic of
MrNV. Smaller viral particles similar in structure (five- to six-sided), but with a diameter of 14—16 nm,
would be characteristic of XSV (Qian et al., 2003).
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4.3. Agent detection and identification methods

4.3.1. Direct detection methods

Genome and antibody-based diagnostic methods are available to detect MrNV/XSV (Romestand &
Bonami, 2003; Sri Widada et al., 2003; Yoganandhan et al., 2005).

4.3.1.1. Microscopic methods
4.3.1.1.1. Wet mounts

None to date.

4.3.1.1.2. Smears

None to date.

4.3.1.1.3. Fixed sections
See Section 4.2.3.

4.3.1.2. Agent isolation and identification
4.3.1.2.1. Cell culture/artificial media

MrNV/XSV can be easily propagated in the C6/36 mosquito Aedes albopictus cell line (Sudhakaran
et al., 2007a 2007b) and this cell line can be cultured easily in Leibovitz L-15 medium containing
100 International Units ml~! penicillin, 100 pyg mil~! streptomycin and 2.5 yg ml~! fungizone
supplemented with 10% fetal bovine serum at 28°C (Sudhakaran et al., 2007a 2007b). The C6/36

Il line was fi n fIfr r ion of th vir nd viral replication w nfirm

observed Other ceII lines, namely the fish SSN-1 ceII line, partlally support the multlpllcatlon of
these viruses (Hernandez-Herrera et al., 2007).
4.3.1.2.2. Antibody-based antigen detection methods

Antibody-based diagnostic methods for MrNV include the ELISA described by Romestand &
Bonami (2003) or the triple-antibody sandwich (TAS) ELISA based on a monoclonal antibody (Qian
et al., 2006).

4.3.1.2.2.1. ELISA protocol (Romestand & Bonami, 2003)

i) Homogenise infected or healthy PL samples in 0.5 ml phosphate-buffered saline (PBS) and
centrifuge at 10,000 g for 15 minutes. Collect and store the supernatant at —20°C for
diagnostic purposes.

ii)  Coat ELISA plates with 50 pl per well sample supernatant and incubate overnight at 4°C.
iii)  Block with 250 pl 1% bovine serum albumin (BSA) in PBS for 1 hour at 37°C.
iv) Add 50 pl IgG anti-MrNV with 1% BSA and incubate for 2 hours at room temperature.

v)  Add 50 pl of an anti-mouse IgG conjugated to peroxidase at 0.4 yg mi~! and incubate for
1 hour at room temperature.

vi) Add 50 pl orthophenylene diamine chromogen at 0.4 mg mi~" in substrate buffer (citric acid
0.1 M, sodium acetate 0.1 M, pH 5.4, H,0, at a 0.33% final concentration).

vii)  Stop the reaction after 15 minutes by adding 25 ul of H,SO, to each well.

viii) Measure OD (optical density) at 492 nm with an ELISA plate reader.

NOTE: two rinses with PBS should be performed between each step described above.
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4.3.1.2.2.2. TAS-ELISA protocol (Qian et al., 2006)

i) Coat ELISA plates with rabbit polyclonal antibody raised against MrNV and incubate for
2 hours at 37°C and keep at 4°C before use.

i)  Block with 250 pl 1% BSA in PBS for 1 hour at 37°C.

iii) Homogenise infected or healthy PL samples in 0.5 ml PBS and centrifuge at 10,000 g for
15 minutes. Collect and store the supernatant at —20°C for diagnostic purposes.

iv) Add 100 pl of sample to each well and incubate overnight at 4°C.

v) Add 50 pl of a monoclonal antibody raised against MrNV with 1% BSA and incubate for
2 hours at room temperature.

vi) Add 50 pl of an anti-mouse IgG conjugated to peroxidase at 0.4 pyg mi~! and incubate for
1 hour at room temperature.

vii) Add 50 ul orthophenylene diamine chromogen at 0.4 mg ml~! in substrate buffer (citric acid
0.1 M, sodium acetate 0.1 M, pH 5.4, H,0, at a 0.33% final concentration).

viii) Stop the reaction after 15 minutes by adding 25 ul H,SO, to each well.

ix) Measure OD (optical density) at 492 nm with an ELISA plate reader.

NOTE: two rinses with PBS should be performed between each step described above.
4.3.1.2.3. Molecular techniques

4.3.1.2.3.1. Reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)

The protocol for the RT-PCR for detection of MrNV/XSV developed by Sri Widada et al. (2003) and
Sahul Hameed et al. (2004a; 2004b) is recommended for all situations. MrNV and XSV can be
detected by RT-PCR separately using a specific set of primers or these two viruses can be
detected simultaneously using a single-tube one-step multiplex RT-PCR (Yoganandhan et al.,
2005). Nested RT-PCR (RT-nPCR) is also available and recommended for screening broodstock
and seed (Sudhakaran et al., 2006a 2007a).

Total RNA extraction

i) Collect 50 mg of PL or 100 mg of an organ piece (gill tissue, abdominal muscle, tail muscle or
pleopods) from adult prawns and homogenate in 300 pl TN buffer (20 mM Tris/HCI, 0.4 M
NaCl, pH 7.4).

ii)  Centrifuge the homogenate at 12,000 g for 15 minutes at room temperature and collect the
supernatant.

iii) Take 150 pl of supernatant and add 1 ml TRIzol. Mix thoroughly and incubate for 5 minutes at
room temperature.

iv)  After 5 minutes, add 200 pl chloroform to the sample, mix well and centrifuge at 12,000 g for
15 minutes at room temperature.

v) Collect the aqueous phase and transfer to a fresh tube, and precipitate RNA by mixing with
500 pl isopropanol.

vi) Incubate the sample for 10 minutes at room temperature and centrifuge at 12,000 g for
10 minutes at 4°C.

vii) Dissolve the RNA pellet in 50 pl of TE buffer (10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA [ethylene diamine
tetra-acetic acid], pH 7.5) after a wash with 75% ethyl alcohol.

viii) Quantify the RNA by measuring the absorbance at 260 nm using UV spectrophotometer and
check the purity by measuring the ratio of ODyg,,/ODoggrm-
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RT-PCR protocol

Three RT-PCR methods are described to detect MrNV and XSV. The first protocol is a one-step
RT-PCR adapted from Sri Widada et al. (2003) and Sahul Hameed et al. (2004b), and this method
can be used for confirmation of MrNV and XSV in PL of prawns collected from suspected WTD
outbreaks. The second protocol is a sensitive RT-nPCR protocol described by Sudhakaran et al.
(26062 2007a). This test can be used for screening healthy PL, juveniles and broodstock for
viruses. The third protocol is a multiplex RT-PCR procedure adapted from Yoganandhan et al.
(2005). It can be used for the simultaneous detection of MrNV and XSV in disease outbreaks or for
screening seeds and broodstock. In all the protocols described here, a commercial RT-PCR kit
allowing reverse transcription and amplification in a single reaction tube is used.

Protocol 1: RT-PCR for specific detection of MrNV or XSV in infected prawn PL or juveniles (Sahul
Hameed et al., 2004b; Sri Widada et al., 2003; Sudhakaran et al., 2860#b 2008b):

The following controls should be included in every RT-PCR assay for MrNV or XSV: a) a known
MrNV/XSV-negative tissue sample; b) a known MrNV/XSV-positive sample (tissue or purified virus);
and c) a ‘no-template’ control.

For RT-PCR, a commercial RT-PCR kit is used. The reaction is performed in 50 yl RT-PCR buffer
containing 20 pmol of each primer specific to MrNV or XSV and RNA template (10-100 ng), using
the following cycles: RT at 52°C for 30 minutes; denaturation at 95°C for 2 minutes, followed by
30 cycles of denaturation at 94°C for 40 seconds, annealing at 55°C for 40 seconds, and elongation
at 68°C for 1 minute, ending with an additional elongation step for 10 minutes at 68°C. Analyse the
RT-PCR products by electrophoresis on a 1% agarose gel stain with ethidium bromide and a
suitable DNA ladder marker and detect using an ultraviolet transilluminator.

A positive reaction will be indicated by a 425 bp product for MrNV and a 546 bp product for XSV.
The sensitivity of the assay is approximately 2.5 fg of total RNA.

PCR primer sequences for MrNV (annealing temperature 55°C; product size 425 bp):

Forward: 5-GCG-TTA-TAG-ATG-GCA-CAA-GG-3’
Reverse: 5-AGC-TGT-GAA-ACT-TCC-ACT-GG-3’

PCR primer sequences for XSV (annealing temperature 55°C; product size 546 bp):

Forward: 5-CGC-GGA-TCC-GAT-GAA-TAA-GCG-CAT-TAA-TAA-3
Reverse: 5-CCG-GAA-TTC-CGT-TAC-TGT-TCG-GAG-TCC-CAA-3’

Protocol 2: The RT-nPCR for detection of MrNV and XSV (Sudhakaran et al., 2007a

The RT-nPCR is more sensitive and useful for screening seed and broodstock (Sudhakaran et al.,
20063 2007a):

For the RT-nPCR, the first step of the RT-PCR, as described in protocol 1, should be performed
with external primers and the nPCR should be carried out using an RT-PCR product as a template.
For RT-nPCR, add 2 ml RT-PCR product to a PCR tube containing 20 ul of reaction mixture
(10 mM Tris/HCI, pH 8.8, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 0.1% Triton X-100, 200 uM of each dNTP,

20 pmol of each internal primer, 1.25 units of heat-stable DNA polymerase). The RT-nPCR protocol
for both viruses comprise an initial 95°C for 10 minutes, followed by 30 cycles of 1 minute at 94°C,
1 minute at 55°C and 1 minute at 72°C with a final extension at 72°C for 5 minutes. Analyse the
RT-nPCR products by electrophoresis on a 1% agarose gel, stain with ethidium bromide and a
suitable DNA ladder marker, and detect using an ultraviolet transilluminator.

If the viral load is sufficiently high, a 425 bp BNA-product will be amplified for MrNV and 546 bp
BNA-product for XSV in the first PCR step. In the nPCR step, a 205 bp product indicates detection
of MrNV and a 236 bp product indicates detection of XSV. The detection sensitivity of the RT-nPCR
is ~1000-fold greater than the one-step RT-PCR.

Comision de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos/febrero de 2017



233

Anexo 25 (cont.)

The sequence of external primers for MrNV and XSV is given in protocol 1 and the sequence of
internal primers is given below:

The sequence of internal primers for MrNV (annealing temperature 55°C; product size 205 bp):

Forward: 5'-GAT-GAC-CCC-AAC-GTT-ATC-CT-3’
Reverse: 5-GTG-TAG-TCA-CTT-GCA-AGA-GG-3’

The sequence of internal primers for XSV (annealing temperature 55°C; product size 236 bp):

Forward: 5-ACA-TTG-GCG-GTT-GGG-TCA-TA-3’
Reverse: 5’-GTG-CCT-GTT-GCT-GAA-ATA-CC-3’

Protocol 3: multiplex RT-PCR assay for simultaneous detection of MrNV and XSV (Yoganandhan et
al., 2005).

To avoid the necessity of carrying out two separate RT-PCR reactions, a modified method for
simultaneous detection of MrNV and XSV in a single-tube, one-step multiplex RT-PCR assay can
be performed. The reaction is performed in 50 yl RT-PCR buffer containing 20 pmol of each primer
specific to MrNV and XSV, and RNA template (10—100 ng), using the following cycles: RT at 52°C
for 30 minutes; denaturation at 95°C for 2 minutes, followed by 30 cycles of denaturation at 94°C
for 40 seconds, annealing at 55°C for 40 seconds, and elongation at 68°C for 1 minute, ending with
an additional elongation step for 10 minutes at 68°C. Analyse the RT-PCR products by
electrophoresis on a 1% agarose gel, stain with ethidium bromide and a suitable DNA ladder
marker, and detect using an ultraviolet transilluminator.

If MrNV and XSV are present in the sample, a 681 bp BNA—product for MrNV and 500 bp BNA
product for XSV will be amplified. The presence of both 681 bp and 500 bp products indicates the
presence of MrNV and XSV. The detection sensitivity of the multiplex RT-PCR assay is
approximately 25 fg of total RNA.

PCR primer sequences for MrNV (annealing temperature 55°C; product size 681 bp):

Forward: 5’-GAT-ACA-GAT-CCA-CTA-GAT-GAC-C-3’
Reverse: 5’-GAC-GAT-AGC-TCT-GAT-AAT-CC-3’

PCR primer sequences for XSV (annealing temperature 55°C; product size 500 bp):

Forward: 5'-GGA-GAA-CCA-TGA-GAT-CAC-G-3’
Reverse: 5-CTG-CTC-ATT-ACT-GTT-CGG-AGT-C-3

Protocol 4: Real-time RT-PCR assay

Real-time RT-PCR assay can be performed to quantify the MrNV/XSV in the infected samples
using the SYBR Green dye based on the method described by Hernandez-Herrera et al. (2007) and
Zhang et al. (2006).

i) Extraction of total RNA from the samples as per the procedure mentioned above.

i)  Incubate the RNA samples at 37°C for 1 hour in RT mixture (150 ng of total RNA, 8 U pI=! M-
MLV RT in buffer, 20 ng pl-! hexaprimers and 0.2 mM dNTP) to obtain total cDNA and
quantify the amount of cDNA by measuring the absorbance at 260 nm.

iii)  Perform real-time RT-PCR using real-time PCR mixture (1 pl of cDNA [10 ng], 6 pl of sterile
water, 0.5 pl of each primer specific to MrNV and XSV [25 pM concentration] and 2 pl of
reaction mixture containing Fast Start Taq polymerase, dNTP mix, SYBR Green, 10 mM
MgCl, and 1 ul dye solution).

iv) The PCR programme consists of initial Taq polymerase activation for 10 minutes at 95°C,
followed by 40 cycles of 15 seconds at 95°C, 5 seconds at 60°C and 10 seconds at 72°C.
Melting temperatures will be measured by returning to 70°C for 30 seconds and gradual
heating to 95°C in 10 minutes. The negative control reactions should contain water in place of
cDNA template in each run to ensure the absence of viruses.
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v)

The number of viral cDNA copies in the sample will be determined using Light Cycler fit point
method.

PCR primer sequences for MrNV (annealing temperature 60°C; product size 211 bp):

Forward: 5-AGG-ATC-CAC-TAA-GAA-CGT-GG-3’
Reverse: 5-CAC-GGT-CAC-AAT-CCT-TGC-G-3’

PCR primer sequences for XSV (annealing temperature 58°C; product size 68 bp):

Forward:  5-AGC-CAC-ACT-CTC-GCA-TCT-GA-3’
Reverse: 5-CTC-CAG-CAA-AGT-GCG-ATA-CG-3’

4.3.1.2.3.2. In-situ hybridisation method (Sri Widada et al., 2003; Zsikla et al., 2004)

v)

vi)

vii)

viii)

X)

Xi)

xii)

xiii)

Xiv)

XV)

Fix infected PL in neutral-buffered, modified Davidson’s fixative without acetic acid (RNA
friendly fixative) (Hasson et al., 1997).

Embed the tissues in paraffin according to standard procedures (Bell & Lightner, 1988) and
cut into 7 um sections. Place sections on to positively charged microscope slides.

Dry the slides in an oven at 60°C. Remove paraffin and rehydrate through an ethanol series to
water.

Incubate the sections twice for 5 minutes with diethylpyrocarbonate (DEPC)-treated Tris/HCI
(0.2 M, pH 7.4) and 10 minutes with DEPC-treated Tris/HCI containing 100 mM glycine.

Treat the sections for 5 minutes at 37°C with TE buffer (10 mM Tris/HCI, 5 mm EDTA, pH 8.0)
containing 10 ug mi~-! RNAse-free proteinase K.

Post-fix the sections with DEPC-treated PBS containing 4% formaldehyde for 5 minutes.

The sections are acetylated for 10 minutes with 0.1 M triethanolamine (TEA) buffer, pH 8,
containing 0.25% (v/v) acetic anhydride.

After dehydration, incubate the slides at 42°C for 16 hours in a humid chamber with
hybridisation buffer containing 40% deionised formamide, 10% dextran sulphate, 1x Denhart’s
solution, 4x SSC (standard saline citrate), 10 mM dithiothreitol (DTT), 1 mg mI~" yeast tRNA,
1 mg mI~" denatured and sheared salmon sperm DNA and 40 ng mI~! denatured digoxigenin-
labelled DNA probe specific to MrNV.

Wash the slides at 37°C for 10 minutes with 1 x SSC, for 10 minutes with 0.5 x SSC and for
5 minutes twice with buffer Il (100 mM Tris/HCI [pH 7.5], 150 mM NacCl).

Incubate for 20 minutes in buffer IV (buffer 1ll, 1% normal goat serum) at room temperature.

Incubate the slides for 1 hour in a humid chamber with buffer Ill containing 1% normal goat
serum and 0.1% sheep anti-DIG alkaline phosphatase.

Wash the slides successively for 10 minutes three times with buffer Il and for 5 minutes twice
with buffer V (100 mM Tris/HCI [pH 9.5], 100 mM NaCl, 50 mM MgCl,).

Develop the reaction by incubating the slides in buffer V containing NBT and BCIP in a dark
and humid chamber for a minimum of 2 hours or overnight. Stop the reaction by incubating the
slides in buffer Il 2x for 15 minutes.

Counterstain the slides with 1% Brown Bismarck, mount with a cover-slip and examine with a
bright field microscope.

Positive hybridisation appears as a dark blue to black precipitate against the yellow to brown
counterstain.

4.3.1.2.3.3. Loop-mediated isothermal amplification (Haridas et al., 2010; Pillai et al., 2006,
Puthawibool et al., 2010)

Haridas et al. (2010) and Pillai et al. (2006) have applied loop-mediated isothermal amplification
(LAMP) for rapid diagnosis of MrNV and XSV in the freshwater prawn. A set of four primers, two
outer and two inner, have been designed separately for detection of MrNV and XSV. In addition, a
pair of loop primers specific to MrNV and XSV has been used to accelerate LAMP reaction.
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Extraction of total RNA from the samples as per the procedure mentioned above.

Carry out the RT-LAMP reaction in the reaction mixture (2 uM each of inner primers FIP and
BIP, 0.2 uM each of outer primers F3 and B3, 1400 uM of dNTP mix, 0.6 M betaine, 6 mM
MgSQO,, 8 U of Bst DNA polymerase along with 1x of the supplied buffer, 0.125 U of AMV
RTase and the specified amount of template RNA in a final volume of 25 pl) at 55, 60, 63 and
65°C for 1 each, followed by heat inactivation at 80°C for 2 minutes to terminate the reaction.
Uninfected samples and reaction mix without template serve as the negative controls.

Analyse the LAMP products by electrophoresis on a 2% agarose gel, stain with ethidium
bromide and a suitable DNA ladder marker, and detect using an ultraviolet transilluminator.

Without use of agarose electrophoresis, amplification of DNA can be detected by addition
1.0 pl of 10" diluted SYBR Green to the reaction mixture and observe the colour change.

4.3.1.2.3.4. Sequencing

For confirmation of suspected new hosts of MrNV/XSV, the DNA fragment amplified from the PCR
should be sequenced according to standard protocols (Sambrook & Russell, 2001).

4.3.1.2.4. Agent purification

MrNV and XSV can be purified according to the protocol described by Bonami et al. (2005). The
detailed procedure for viral purification is given below:

i)

ii)

iv)

v)

vi)

4.3.2.

Collect sufficient quantity of infected PL and hemegenrate-homogenise in PBS buffer (pH 7.4)
using a tissue blender.

Centrifuge at 10,000 g for 25 minutes at 4°C. Collect supernatant and centrifuge again at
160,000 g for 4 hours at 4°C.

Suspend the pellet in PBS and extract two or three times with freon (1,1,2-trichloro-2,2,1-
trifluoroethane).

Collect the aqueous layer and centrifuge at 160,000 g for 4 hours at 4°C.

Suspend the pellet in TN buffer and separate the two viruses with a 15-30% (w/v in PBS)
sucrose gradient, followed by a CsCl gradient.

Examine the purity of the viruses by TEM using collodion-carbon-coated grids, negatively
stained with 2% PTA (phosphotungstic acid), pH 7.0.

Serological methods

None developed

5. Rating of tests against purpose of use

The methods currently available for targeted surveillance and diagnosis of infection with MrNV WTD-are listed in
Table 5.1. The designations used in the Table indicate: a = the method is the recommended method for reasons
of availability, utility, and diagnostic specificity and sensitivity; b = the method is a standard method with good
diagnostic sensitivity and specificity; ¢ = the method has application in some situations, but cost, accuracy, or
other factors severely limits its application; and d = the method is presently not recommended for this purpose.
These are somewhat subjective as suitability involves issues of reliability, sensitivity, specificity and utility.
Although not all of the tests listed as category a or b have undergone formal standardisation and validation, their
routine nature and the fact that they have been used widely without dubious results, makes them acceptable.
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Table 5.1. Methods for targeted MeN-surveillance and diagnosis

Targeted surveillance . .
P | Conmator
Larvae PLs Juveniles Adults
Gross signs d c c d c d
Bioassay d c d d c c
Direct LM d c c d c c
Histopathology d c c c b b
Transmission EM d d d d d a
Antibody-based assays d c d d b b
In-situ DNA probes c b b c a a
PCR; Re;:{l.i_t_il?éeRRT-PCR, a a a a a a
Sequence d d d a d a

PLs = postlarvae; LM = light microscopy; EM = electron microscopy; RT-PCR = reverse transcription polymerase chain reaction.

6.

Test(s) recommended for targeted surveillance to declare freedom from infection with
Macrobrachium rosenbergii nodavirus (white tail disease)

The method for targeted surveillance to declare freedom from infection with MrNV WFB-is RT-nPCR.

7.

Corroborative diagnostic criteria

7.1. Definition of suspect case

Infection with MrNV is-econsidered-to-be-confirmed-is suspected if at least two-ormere one of the following

criteria are met:

i) clinical si . ith infection with Mr\\

(4

i itive resul RT-PCR.
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7.2. Definition of confirmed case

Infection with MrNV is considered to be confirmed if two or more of the following criteria are met:
i histopathology consistent with infection with MrNV

i) ISH positive result in target tissues.

i) RT-PCR (followed by sequencing),

iv) Real-time RT-PCR.
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Please contact the OIE Reference Laboratories for any further information on

Infection with Macrobrachium rosenbergii nodavirus (white tail disease)

NB: FIRST ADOPTED IN 2009; MOST RECENT UPDATES ADOPTED IN 2012
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CAPITULO 1.5.

CRITERIOS PARA LA INCLUSION DE ESPECIES
SUSCEPTIBLES DE INFECCION
POR UN AGENTE PATOGENO ESPECIFICO

Articulo 1.5.1.

La finalidad del presente capitulo es proponer criterios para determinar las especies que pueden figurar como
especies susceptibles en el Articulo 452 X.X.2. de cada capitulo especifico de enfermedad de la lista de la OIE
del Cédigo Acuatico.

Articulo 1.5.2.
Ambito de aplicacién

La susceptibilidad puede incluir una infecciéon clinica o no clinica, pero no incluye las posibles especies
portadoras del agente patégeno sin replicacion.

La decision de incluir una especie en particular como susceptible en los capitulos esgecificos de enfermedad
debera basarse en la conclu3|on de que Ias pruebas son def|n|t|vas de acuerdo con el Articulo 1.5.3 acuer rdo con el Amgu Q 53 _o_d_a_s_a_s
Ui

No-ebstante;1La posible susceptibilidad de las especies también constituye una informacion importante y debera
incluirse en la seccion 2.2.—224 2.2.2. Especies con signos ambiguos de susceptibilidad de los
correspondientes capitulos especificos de enfermedad de la lista de la OIE del Manual Acuético.

Articulo 1.5.3.
Enfoque

En este capitulo, se describe un enfoque en tres etapas para evaluar la susceptibilidad de una especie a la
infeccion por un agente patégeno especifico, basado en:

1) criterios para determinar si la via de transmisiéon es coherente con las vias naturales de infeccion (tal y
como se describe en el Articulo 1.5.4.);

2) criterios para determinar si el agente patdgeno se ha identificado adecuadamente (tal y como se describe
en el Articulo 1.5.5.);

3) criterios para determinar si las pruebas indican que la presencia del agente patégeno constituye una
infeccién (tal y como se describe en el Articulo 1.5.6.).

Articulo 1.5.4.

Etapa 1: criterios para determinar si la via de transmision es coherente con las vias naturales de infeccién
Las pruebas se clasificaran como transmision a través de:

1) aparicion natural: incluye las situaciones en que la infeccion se haya producido sin intervencion
experimental, p. €j., una infeccion en las poblaciones silvestres o de cria; o

2) procedimientos experimentales no invasivos: incluye la cohabitacion con hospedadores infectados, o la
infeccién por inmersion o ingestion; o

3) procedimientos experimentales invasivos: incluye la inyeccion, la exposicion a cargas de agente patégeno
anormalmente elevadas o a factores estresantes (p. €j., temperatura) que no se encuentran en el entorno
natural o de cultivo del hospedador.
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Es importante determinar si los procedimientos experimentales (por ejemplo, inoculacion, carga infecciosa)
reproducen las vias naturales de transmision de la enfermedad de la lista de la OIE. Deberan tenerse en cuenta
asimismo los factores medioambientales, ya que estos pueden afectar a la resistencia de los hospedadores o la
transmisién del agente patégeno.

Articulo 1.5.5.
Etapa 2: criterios para determinar si el agente patégeno se ha identificado adecuadamente

El agente patégeno debera identificarse y confirmarse de acuerdo con los métodos descritos en la seccion 7
(criterios de diagnostico corroborativo) de los correspondientes capitulos de enfermedad de la lista de la OIE del
Manual Acuatico, o con otros métodos que hayan demostrado ser equivalentes

Articulo 1.5.6.

Etapa 3: criterios para determinar si las pruebas indican que la presencia del agente patégeno constituye una
infeccion

Con el fin de determinar la infeccion, debera utilizarse una combinaciéon de los siguientes criterios (véase el
Articulo 1.5.7.):

A. el agente patdgeno se multiplica o se encuentra en estadio de desarrollo en el hospedador;

B. un agente patdgeno viable se ha aislado en las especies susceptibles propuestas, o se ha demostrado su
infecciosidad por medio de la transmision a individuos inmunolégicamente desprotegidos;

C. los cambios clinicos o patoldgicos asociados con la infeccion;
D. lalocalizacién especifica del agente patdgeno se da en los tejidos diana esperados.

El tipo de pruebas para demostrar la infeccion dependera del agente patdgeno y de las correspondientes
especies hospedadoras potenciales.

Articulo 1.5.7.
Resultados de la evaluacién

La decisién de incluir una especie como susceptible debera basarse en la conclusién de que las pruebas son
definitivas. Debera demostrarse que:

1) la transmisién se ha producido naturalmente o mediante procedimientos experimentales que reproducen las
vias naturales de infeccion de acuerdo con lo contemplado en el Articulo 1.5.4.;

2) laidentificacion del agente patégeno se ha confirmado de acuerdo con lo contemplado en el Articulo 1.5.5,;

3) existen pruebas de la infeccidn por el agente patégeno en las especies hospedadoras sospechosas de
acuerdo con lo contemplado en los criterios A a D del Articulo 1.5.6. Las pruebas para confirmar el criterio A
son suficientes para determinar la infeccién. En ausencia de pruebas que cumplan el criterio A, deberan
satisfacerse al menos dos de los criterios B, C, o D para determinar la infeccion.

Articulo 1.5.8.
Especies cuya susceptibilidad no quede completamente demostrada
La decision de incluir una especie como susceptible en el Articulo 1.5.2. de cada capitulo de enfermedad de la

lista de la OIE debera basarse en la conclusion de que las pruebas son definitivas.
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Sin embargo, cuando las pruebas sean insuficientes para demostrar la susceptibilidad mediante el enfoque
descrito en el Articulo 1.5.3. porque la transmisiéon no es coherente con las vias naturales de infecciéon, o no se
ha confirmado la identidad del agente patdgeno o la infeccidn solo esta probada parcialmente, se informara de
ello en el correspondiente capitulo del Manual Acuatico dedicado a esa enfermedad de la lista de la OIE.

Si las pruebas para demostrar la susceptibilidad de una especie son insuficientes, la autoridad competente
debera evaluar el riesgo de propagacion del agente patdgeno considerado, de acuerdo con las recomendaciones
del Capitulo 2.1., antes de aplicar medidas sanitarias a las importaciones.

Articulo 1.5.9.

clasificacion superior al de las especies

Inclusion de especies susceptibles con una

En el caso de los agentes patdgenos con una amplia variedad de hospedadores, puede ser apropiado para el
resultado de la evaluacién que se efectue una clasificacién taxondmica superior a la de las especies (por

ejemplo, género y familia).

1) La decisién para determinar la susceptibilidad a un nivel taxonédmico superior al de las especies sélo se
tomard cuando:

A

Y

AB. se haya encontrado susceptibilidad en mas de una especie en el grdpe rango taxonémico de acuerdo
con los criterios antes citados;

Y

BC.

Los taxenes El rango taxonémico seleccionados deberan constituir el nivel mas bajo respaldado por estas
pruebas.

B. ausencia de infeccion en las especies expuestas al agente patégeno a través de situaciones

controladas utilizando procedimientos experimentales.

—  Texto suprimido.
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CAPITULO 5.4.

CRITERIOS PARA LA EVALUACION
DE LA INOCUIDAD DE LOS PRODUCTOS LAS
MERCANCIAS
DE ANIMALES ACUATICOS

En el presente contexto el término «inocuidad» se aplica Unicamente a consideraciones zoosanitarias para las
enfermedades catalogadas por la OIE.

Articulo 5.4.1.

Criterios para evaluar la inocuidad de los productes—de—animales—aeuatices—y productos de animales acuaticos

importados (o en transito) cualquiera que sea el uso independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o

un el compartlmento de exportacion con respecto a la enfermedad X, al-que-se-destinan-de-un-pais; unalazenane

eEl apartado 1 del Articulo X.X.3. sobre todos
los capltulos especmcos de enfermedad (Seccmnes 8-11) contlene la lista de animales-acuaticos—y productos de
animales acuéticos gue pueden ser importados (o en transito) ebjeto—de—ecomercio para cualquier uso

independientemente del estatus sanitario del pais, la zona o yn el compartimento de exportacién con respecto a
la_enfermedad X e-declarados-libres-de-la-enfermedad-X. Los criterios de inclusion de los arimales-acuaticos-y

productos de animales acuaticos en este apartado 1 del Articulo X.X.3. se basan en la ausencia del agente
patégeno en les—animales—acuatices—y los productos de animales acuaticos o en su inactivaciéon mediante
tratamiento o durante el proceso de transformacion.

La evaluacién de la inocuidad de los animales—acuaticos—y productos de animales acuaticos segun los criterios
relacionados con su tratamiento o su transformacion solo es posible si el tratamiento o el proceso de
transformacion estan bien definidos. Puede que no sea necesario describir exhaustivamente el tratamiento o el
proceso de transformacion; sin embargo, las etapas consideradas esenciales para la inactivacion del agente
patégeno en cuestion deben explicarse con todo detalle.

Se presupone que el tratamiento o la transformacién se lleva a cabo (i) utilizando protocolos normalizados, que
comprenden las etapas consideradas esenciales para la inactivacién del agente patdégeno en cuestion, y (ii)
respetando las buenas practicas de fabricacion, y (iii) que las demas etapas de tratamiento, transformacioén y
manipulacion ulterior del producto de animal acuéatico no ponen en peligro su inocuidad.

Criterios

Para ser considerado inocuo para el comercio internacional conforme a las disposiciones del Articulo X.X.3., un
animalaeuatice-e producto de animal acuatico debera cumplir los siguientes criterios:

1)  Ausencia del agente patdgeno en el-animalacuatico-o el producto de animal acuatico comercializado

a) existen pruebas convincentes de que el agente patdgeno no esta presente en los tejidos de los que se
deriva el-animal-acuatice-o el producto de animal acuatico;

Y
b) el agua (hielo incluido) utilizada para preparar o transportar el-animal-acuatico-e el producto de animal
acuatico no esta contaminada por el agente patdgeno, y el procedimiento empleado evita la
contaminacion cruzada elanimal-acuatice-e del producto de animal acuético.
(0]

2) Aunque el agente patdégeno esté presente o contamine los tejidos de los que se deriva el-animal-acuaticeo
el producto de animal acuatico, el tratamiento o procedimiento empleado para producir el-animal-acuatice-o
el producto de animal acuatico inactiva el agente patdgeno gracias a procesos:

a) fisicos (por ejemplo: temperatura, secado, ahumado);
Y/O

b)  quimicos (por ejemplo: yodo, pH, sal, humo);
Y/O

c) biolégicos (por ejemplo: fermentacion).
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Articulo 5.4.2.

Criterios para evaluar la inocuidad deles-animales-acuatices-o de los productos de animales acuaticos importados
(o en transito) para la venta directa al por menor para el consumo humano independientemente del estatus
sanltarlo del pals, Ia zona o s el Compartlmento de exportacwn con respecto a la enfermedad X no-deelarades

eEl| apartado 1 del Articulo X.X.12. (capitulos
especificos sobre Ias enfermedades de Ios anflblos y peces) y del Articulo X.X.11. (capitulos sobre las
enfermedades de los crustaceos y moluscos) contiene la lista de animales—acudticos—e productos de animales
acuaticos para la venta directa al por menor para el consumo humano. Los criterios de inclusion de estos
productos en el apartado 1 del Articulo X.X.12. (capitulos especificos sobre las enfermedades de los anfibios y
peces) y del Articulo X.X.11. (capitulos especificos sobre las enfermedades de los crustaceos y moluscos) toman
en consideracion la forma y presentacion del producto, el volumen previsto de residuos de tejidos generados por
el consumidor y la presencia probable de agente patdgeno en los residuos.

A efectos de estos criterios, por «comercio al por menor» se entiende la venta o suministro de animales
aedatices—o productos de animales acuaticos directamente al consumidor para fines de consumo humano. El
circuito de comercializacion puede incluir la distribucidon de los productos al por mayor, a condicién que no sean
sometidos a otros procesos de transformacién por el mayorista o el minorista, es decir, que no sean objeto de
evisceracion, limpieza, corte en filetes, congelacidon, descongelacion, coccién, desenvasado, envasado o
reembalaje.

Se presupone que (i) les—animales—aecuaticos—o los productos de animales acuaticos se utilizan para consumo
humano exclusivamente, (ii) no siempre sera posible manipular los residuos de modo apropiado para disminuir la
introduccion del agente patdgeno; el nivel del riesgo depende de las practicas de eliminacion de residuos en el
pais o territorio de cada Miembro, (iii) el tratamiento o proceso de transformacion previo a la importacion se lleva
a cabo respetando las buenas practicas de fabricacion, y (iv) las demas etapas de tratamiento, transformacion y
manipulacion ulterior previamente a la importacién no ponen en peligro la inocuidad de les-animales-acuaticeso
los productos de animales acuaticos.

Criterios

Para ser considerados para el comercio internacional conforme a las disposiciones del apartado 1 del
Articulo X.X.12. (capitulos especificos sobre las enfermedades de los anfibios y peces) y del Articulo X.X.11.
(capitulos especificos sobre las enfermedades de los crustaceos y moluscos), les—animales—acuaticos—o los
productos de animales acuaticos deberan cumplir los siguientes criterios:

1)  ser productos preparados y envasados para el comercio al por menor destinado al consumo humano; Y

SEA

2) incluir sélo una pequeia cantidad de residuos de tejido generados por el consumidor;

SEA

3) el agente patdégeno no se encuentra normalmente en esos residuos generados por el consumidor.

—  Texto suprimido.

Comision de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos/febrero de 2017



247

Anexo 28

CHAPTER 2.2.7.

INFECTION WITH WHITE SPOT
SYNDROME VIRUS BISEASE

1.

Scope

For-the—purpose—of-this—chapter; Infection with disease(\WSD)-is—considered-to—be-infection—with—white spot
syndrome virus (—WSS\A—means infection with the pathogenic agent white spot syndrome virus (WSSV), Family

Nimaviri

2.

Whi

Disease information

2.1. Agent factors

Various WSSV isolates with small genetic polymorphisms have been identified (variants). It should be
realised, however, that as the Nimaviridae is a newly recognised family, the species concept will be subject
to change after existing and new isolates have been studied in more detail.

2.1.1. Aetiological agent, agent strains

WSSV was assigned by the International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) as the only
member of the genus Whispovirus within the Nimaviridae family. Virions of WSSV are ovoid or ellipsoid
to bacilliform in shape, have a regular symmetry, and measure 80-120 nm in diameter and 250—
380 nm in length. Most notable is the thread- or flagella-like extension (appendage) at one end of the
virion. Today, although various geographical isolates with genotypic variability have been identified,
they are all classified as a single species (white spot syndrome virus) within the genus Whispovirus (Lo
etal., 2012).

2.1.2. Survival outside the host

The agent is viable for at least 30 days at 30°C in seawater under laboratory conditions (Momoyama et
al., 1998); and is viable in ponds for at least 3—4 days (Nakano et al., 1998).

2.1.3. Stability of the agent (effective inactivation methods)
The agent is inactivated in <120 minutes at 50°C and <1 minute at 60°C (Nakano et al., 1998).

2.1.4. Life cycle

In-vitro studies with primary cell culture and in-vivo studies with postlarvae (PL) show that the
replication cycle is approximately 20 hours at 25°C (Chang et al., 1996; Chen et al., 2011; Wang et al.,
2000).

2.2. Host factors

WSSV has an extremely wide host range. The virus can infect a wide range of aquatic crustaceans
especially decapod, including marine, brackish and freshwater prawns, crabs, crayfish and lobsters (Maeda
et al., 2000).

2.2.1. Susceptible host species

To date, no decapod (order Decapoda) crustacean from marine and brackish or freshwater sources
has been reported to be resistant to_infection with WSSV (Flegel, 1997; Lightner, 1996; Lo & Kou,
1998; Maeda et al., 2000; Stentiford et al., 2009).

2.2.2. Susceptible stages of the host

All life stages are potentially susceptible, from eggs to broodstock (Lightner, 1996; Venegas et al.,
1999).
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2.2.3. Species or subpopulation predilection (probability of detection)

The best life stages of crustaceans for detection of infection with WSSV are late PL stages, juveniles
and adults. Probability of detection can be increased by exposure to stressful conditions (e.g. eye-stalk
ablation, spawning, moulting, changes in salinity, temperature or pH, and during plankton blooms).

2.2.4. Target organs and infected tissue

The major targets of infection with WSSV infection—are tissues of ectodermal and mesodermal
embryonic origin, especially the cuticular epithelium and subcuticular connective tissues (Momoyama
et al., 1994; Wongteerasupaya et al., 1995). Although WSSV infects the underlying connective tissue in
the shrimp hepatopancreas and midgut, the tubular epithelial cells of these two organs are of
endodermal origin, and they do not become infected.

2.2.5. Persistent infection with lifelong carriers

Persistent infection occurs commonly and lifelong infection has been shown (Lo & Kou, 1998). Viral
loads during persistent infection can be extremely low and are very hard to detect even by sensitive
methods such as real-time and nested PCR.

2.2.6. Vectors

The virus can transmit from host to host and does not need a biological vector.

2.2.7.  Known or suspected wild aquatic animal carriers

Wild decapods include Mysis sp. (Huang et al., 1995a), Acetes sp., Alpheus sp., Callianassa sp.,
Exopalaemon sp., Helice sp., Hemigrapsus sp. Macrophthalmus sp., Macrophthel sp., Metaplax sp.,
Orithyia sp., Palaemonoidea sp., Scylla sp,. Sesarma sp., Stomatopoda sp. and (He & Zhou, 1996; Lei
et al., 2002), can be easily infected by WSSV and may express the disease under suitable
environmental conditions. However, non-decapodal crustaceans, such as copepods (Huang et al.,
1995a), rotifers (Yan et al., 2004), Artemia salina (Chang et al., 2002), Balanus sp. (Lei et al., 2002),
and Tachypleidue sp. (He & Zhou, 1996) may become wild aquatic animal carriers by latent infection
without disease. Other marine molluscs, polychaete worms (Vijayan et al., 2005), as well as non-
crustacean aquatic arthropods such as sea slaters (Isopoda) and Euphydradae insect larvae can
mechanically carry the virus without evidence of infection (Lo & Kou, 1998).

2.3. Disease pattern

Infection with WSSV sometimes causes disease and sometimes not (Tsai et al., 1999), depending on factors
as yet poorly understood but related to species tolerance and environmental triggers. With an appropriate
infection dose to allow sufficient time before mortality, animals susceptible to disease show large numbers of
virions circulating in the haemolymph (Lo et al., 1997), but this may also occur for tolerant species that show
no mortality. Thus, high viral loads per se do not cause disease or mortality for all susceptible species.

2.3.1. Transmission mechanisms

The infection with WSSV can be transmitted vertically (trans-ovum), horizontally by consumption of
infected tissue (e.g. cannibalism, predation, etc.), and by water-borne routes. Transmission of infection
with WSSV can occur from apparently healthy animals in the absence of disease. Dead and moribund
animals can be a source of disease transmission (Lo & Kou, 1998).

2.3.2. Prevalence

Prevalence of infection with WSSV is highly variable, from <1% in infected wild populations to up to
100% in captive populations (Lo & Kou, 1998).

2.3.3. Geographical distribution

WSB Infection with WSSV has been identified from crustaceans in China (People’s Rep. of), Japan,
Korea (Rep. of), South-East Asia, South Asia, the Indian Continent, the Mediterranean (Stentiford &
Lightner, 2011), the Middle East, and the Americas. WSB-free-Zones and compartments free from
infection with WSSV are known within these regions (Lo et al., 2012).
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2.3.4. Mortality and morbidity

All penaeid shrimp species are highly susceptible to infection with WSSV, often resulting in high
mortality. Crabs, crayfish, freshwater prawns, spiny lobsters and clawed lobsters are susceptible to
infection with WSSV, but morbidity and mortality as a consequence of infection is highly variable (Lo &
Kou, 1998). High level infections with WSSV are known in some decapods in the absence of clinical
disease.

2.3.5. Environmental factors

Disease outbreaks may be induced by stressors, such as rapid changes in salinity. Water temperature
has a profound effect on disease expression, with average water temperatures of between 18 and
30°C being conducive to WSB WSSV outbreaks (Song et al., 1996; Vidal et al., 2001).

2.4. Control and prevention

Although the underlying mechanism remains unknown, laboratory experiments have shown that ‘vaccinated’
shrimp and crayfish have better survival rates after WSSV challenge. It was first shown that Penaeus
japonicus shrimp that survived natural and experimental WSSV infections displayed resistance to
subsequent challenge with WSSV (Venegas et al., 2000). Later studies showed that intramuscular injection
of inactivated WSSV virions or recombinant structural protein, (VP28), provided shrimp with some protection
against experimental WSSV infection. Furthermore, shrimp fed with food pellets coated with inactivated
bacteria over expressing VP28 showed better survival rates after WSSV challenge (Witteveldt et al., 2004).
However, although these results seemed promising, the protection was effective only when the shrimp were
infected with a low dosage of WSSV. Also, the effect usually lasted for only a few days, or in the case of
crayfish, for about 20 days. Another potential means of protecting shrimp against infection with WSSV
infeetion—is to use RNA interference (RNAi). WSSV gene-specific double-stranded (ds) RNAs produced
strong anti-WSSV activity, protecting the shrimp against infection with WSSV-infeetien, but the same study
showed that long dsRNA induced both sequence-dependent and independent anti-viral responses in shrimp
(Robalino et al., 2005). A more recent study even showed that oral administration of bacterially expressed
VP28 dsRNA could protect shrimp against infection with WSSV-infeetion (Sarathi et al., 2008). To date,
however, there are still no field trial data for either the vaccination or the RNAi approach.

2.4.1. Vaccination

No consistently effective vaccination methods have been developed for infection with WSSV.

2.4.2. Chemotherapy
No scientifically confirmed reports for infection with WSSV.

2.4.3. Immunostimulation

Several reports have shown that beta-glucan, vitamin C, seaweed extracts (fucoidan) and other
immunostimulants may improve resistance to jnfection with WSSV-WSB (Chang et al., 2003; Chotigeat
et al., 2004).

2.4.4. Resistance breeding

No significant improvements have been reported for infections with WSSV.

2.4.5. Restocking with resistant species

Not applicable for infection with WSSV-WSB.

2.4.6. Blocking agents

There are no efficient blocking agents that can be recommended at this time. rVP28 has an effect, but
it cannot yet be used as a practical blocking agent.

2.4.7. Disinfection of eggs and larvae

For transovum transmission, disinfection of egg is likely to be effective (Lo & Kou, 1998), but this has
not yet been confirmed in formal scientific trials.
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2.4.8. General husbandry practices

A number of husbandry practices have been used successfully to manage infection with WSSV-WSB,
such as avoiding stocking in the cold season, use of specific pathogen free (SPF) or polymerase chain
reaction (PCR)-negative seed stocks, and use of biosecure water and culture systems
(Withyachumnarnkul, 1999) polyculture of shrimp and fish (He et al., unpublished data).

Sampling
3.1. Selection of individual specimens

Samples of moribund shrimp or shrimp that show clinical signs (see Section 4.1.1) or exhibit behavioural
changes (Section 4.1.2) should be selected for WSS\-detection of infection with WSSV.

3.2. Preservation of samples for submission

See Chapter 2.2.0 General information (for diseases of crustaceans) for guidance on preservation of
samples for the intended test method.

3.3. Pooling of samples

The effect of pooling on diagnostic sensitivity has not been evaluated, therefore larger life stages should be
rocessed and tested individually. However, small life stages, especially PL or specimens up to 0. can

be pooled to obtain enough material for molecular testing.

3.4. Best organs or tissues

Tissue tropism analysis from both experimentally infected shrimp and wild-captured brooders shows that
tissues originating from the ectoderm and mesoderm, especially the cuticular epithelium and subcuticular
connective tissues, as well as other target tissues (e.g. antennal gland, haematopoietic organ, etc.), are the
main target tissues for infection with WSSV. Samples of or from the pleopods, gills, haemolymph, stomach
or abdominal muscle are recommended for submission (Lo et al., 1997).

For non-destructive screening by PCR, it is recommended to submit (a small piece of) gill, (a small aliquot
of) haemolymph or (a small piece of) pleopod. There is also some evidence to suggest that an ablated
eyestalk would be a good alternative, provided that the compound eye is removed prior to submission.

Please see section 4.3.1.2.4.1 for details of the sample procedure.
3.5. Samples/tissues that are not suitable

Although WSSV infects the underlying connective tissue in the shrimp hepatopancreas and midgut, the
columnar epithelial cells of these two organs are of endodermal embryonic origin (Lo et al., 1997), and they
are not appropriate tissues for detection. The compound eye may contain a PCR inhibitor (Lo et al., 1997)
and it is therefore not suitable for PCR-based diagnosis.
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4. Diagnostic methods

4.1. Field diagnostic methods

4.2

.

4.1.1. Clinical signs

White spots embedded within the exoskeleton are the most commonly observed clinical sign. In most
shrimp, these spots range from barely visible to 3 mm in diameter, and they sometimes coalesce into
larger plates. However, it should be noted that environmental stress factors, such as high alkalinity, or
bacterial disease can also cause white spots on the carapace of shrimp, and that moribund shrimp with
infection with WSSV-WSDB may in fact have few, if any, white spots. Therefore, the appearance of white
spots is absolutely not a good diagnostic sign of infection with WSSV-infeetion. Furthermore, other
crustaceans, such as most crayfish, are often reported to show no sign of white spots when infected
with WSSV.

High degrees of colour variation with a predominance of reddish or pinkish discoloured shrimp are
seen in diseased populations.
4.1.2. Behavioural changes

The presence of white spots does not always mean that the condition is terminal. For instance, under
non-stressful conditions, infected shrimp that have white spots may survive indefinitely. However, if the
shrimp also appear lethargic, if their colour changes to pink or reddish-brown, if they gather around the
edges of ponds/tanks at the water surface, or if there is a rapid reduction in food consumption, then a
very high mortality rate in the shrimp population can be expected within a few hours to a few days of
the onset of these signs.

Clinical methods

4.2.1. Gross pathology
See Section 4.1.1 and 4.1.2 above.

4.2.2. Clinical chemistry

Haemolymph withdrawn from WSSV-infected shrimp always has a delayed (or sometimes completely
absent) clotting reaction.

4.2.3. Microscopic pathology

4.2.3.1. Wet mounts

Demonstration of hypertrophied nuclei in squash preparations of the gills and/or cuticular epithelium,

which may be stained or unstained.

4.2.3.1.1 T-E staining
A T-E staining solution may be prepared from Trypan blue 0.6%, Eosin Y 0.2%, NaCl 0.5%, phenol
0.5%, and glycerol 20% (Huang & Yu, 1995).and used as follows:
i)  Place a piece of lesion tissue (e.g. a piece of gill or stomach epithelium without the cuticle) on

a slide and mince with a scalpel.

ii)  Add 1-2 drops of the T-E staining solution to the minced tissue, mix and allow to stain for 3—
5 minutes.

iii) Lay a cover glass over the stained tissue and cover with several pieces of absorbent paper.
Use a thumb to squash the mince into a single layer of cells.

If the sample was taken from a heavily infected shrimp, it should be easy to see the hypertrophied
nuclei and intranuclear eosinophilic or vacuolation-like inclusion bodies under a 400— 000x light
microscope.
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4.3.

4.2.3.2. Smears

Demonstration of aggregates of WSSV virions in unstained smear preparations of haemolymph by
dark-field microscopy.

NOTE: This is the simplest of the microscopic techniques and is recommended for people with limited

expertise in diagnosing infection with WSSV. The aggregates appear as small reflective spots of
0.5 ym in diameter (Momoyama et al., 1995).

4.2.3.3. Fixed sections

Histological demonstration of pathognomonic inclusion bodies in target tissues.

4.2.3.4. In situ hybridisation

Use of WSSV-specific DNA probes with histological sections to demonstrate the presence of WSSV
nuclei acid in infected cells.

4.2.3.5. Inmunohistochemistry

Use of WSSV-specific antibodies with histological sections or wet mounts to demonstrate the
presence of WSSV antigen in infected cells.

4.2.4. Electron microscopy/cytopathology

Demonstration of the virus in tissue sections or in semi-purified negatively stained virus preparations
(e.g. from haemolymph). See Section 2.1.1 for virion morphology.

Agent detection and identification methods

4.3.1. Direct detection methods

Not reported.

4.3.1.1. Microscopic methods

See Section 4.2.3 above.

4.3.1.1.1. Wet mounts

See Section 4.2.4 above.

4.3.1.1.2. Smears

See Section 4.2.5 above.

4.3.1.1.3. Fixed sections

See Section 4.2.3 above.

4.3.1.2. Agent isolation and identification
4.3.1.2.1. Bioassay method

If SPF shrimp are available, the following bioassay method is based on Nunan et al. (1998) and
Durand et al. (2000), is suitable for WSSV diagnosis.

i) For bioassay, remove the pleopods from shrimp suspected of being infected with WSSV
infeetior-and homogenise in TN buffer (0.02 M Tris/HCI, 0.4 M NaCl, pH 7.4).

i)  Following centrifugation at 1000 g for 10 minutes, dilute the supernatant fluid 1/10 with 2%
NaCl and filter (0.2 um filter).
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iii) Inject 0.2 ml of inoculum into the dorso-lateral aspect of the fourth abdominal segment of
indicator shrimp (e.g. SPF P. vannamei at the juvenile stage), injecting between the tergal
plates into the muscle of the third abdominal segment.

iv) Examine moribund shrimp grossly or by using the methods described above. If at 3-5 days
after inoculation there are still no moribund shrimp and all test results are negative, then it is
safe to conclude that the bioassay results are negative.

4.3.1.2.2. Cell culture/artificial media

WSSV can be isolated from primary cultures of lymphoid or ovary cells, However, it is NOT
recommended to use cell culture as a routine isolation method because of: 1) the high risk of
contamination, and, 2) the composition of the medium varies depending on the tissue type, host
species and experimental purpose; that is, to date there is no standard or recognised medium that
can be recommended. As primary cell culture is so difficult to initiate and maintain for virus isolation
purposes, bioassay should be the primary means for virus propagation

4.3.1.2.3. Antibody-based antigen detection methods

Both polyclonal and monoclonal antibodies raised against either the virus or a recombinant viral
structural protein have been used in various immunological assays including western blot analysis,
immunodot assay, indirect fluorescent antibody test (IFAT), immunohistochemistry (IHC) or
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to detect WSSV (Huang et al., 1995a; Poulos et al.,
2001; Sithigorngul et al., 2006; Yoganandhan et al., 2004). Antibody-based methods can be fast,
convenient and applicable to field use, but as they have only about the same sensitivity as 1-step
PCR, they are recommended only to confirm acute infection with WSSV-WSD.

4.3.1.2.4. Molecular techniques
4.3.1.2.4.1 Polymerase chain reaction (PCR)

The PCR protocol described here is from Lo et al. 1996a and b, and uses sampling methods from
Lo et al. 1997). It is recommended for all situations where jnfection with WSSV diagnosis is
required. A positive result in the first step of this standard protocol implies a serious infection with
WSSV-infeetion, whereas, when a positive result is obtained in the second amplification step only, a
latent or carrier-state infection is indicated. Alternative PCR assays have also been developed (e.g.
Numan & Lightner, 2011), but before use they should first be compared with the protocol described
here.

PCR commercial kits are available for WSSV detection diagresis-and are acceptable provided they
have been validated as fit for such purpose. Please consult the OIE Register for kits that have been
certified by the OIE (http://www.oie.int/en/our-scientific-expertise/certification-of-diagnostic-
tests/the-register-of-diagnostic-tests/).

DNA extraction

i) Collect 100—200 mg shrimp tissue (pleopod of live juvenile to subadult shrimp, postlarvae 11
upwards [PL11 up] with removed heads, or whole PL10, or use 100 yl haemolymph) in a
1.5 ml microfuge tube with 600 pl lysis solution (100 mM NaCl, 10 mM Tris/HCI, pH 8, 25 mM
EDTA [ethylene diamine tetra-acetic acid], 0.5% SLS [sodium N-laurylsarcosinate] or 2% SDS
[sodium dodecy! sulphate], and 0.5 mg mi~! proteinase K added just before use). For non-
destructive screening, pleopods can be removed using red-hot forceps. For this procedure,
the animal should be wrapped in a wet towel such that only the organ to be excised is left
exposed.

ii)  Using a disposable stick, homogenise the tissue in the tube thoroughly.
iii)  After homogenisation, incubate at 65°C for 1 hour.

iv) Add 5M NaCl to a final concentration of 0.7 M. Next, slowly add 1/10 volume of N-cetyl
N,N,Ntrimethylammonium bromide (CTAB)/NaCl solution (10% CTAB in 0.7 M NaCl) and mix
thoroughly.

NOTE: In addition to the CTAB extraction method described here, commercial extraction kits
are often used as part of normal surveillance activities.
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v) Incubate at 65°C for 10 minutes, and then, at room temperature, add an equal volume of
chloroform/isoamyl alcohol (24/1) and mix gently. Centrifuge at 13,000 g for 5 minutes and
then transfer the aqueous solution (upper layer) to a fresh 1.5 ml tube and add an equal
volume of phenol.

vi) Mix gently and centrifuge at 13,000 g for 5 minutes. Collect the upper layer solution and
repeat the phenol extraction process once or twice.

vii) Transfer the final upper layer to a new tube, mix gently with two volumes of
chloroform/isoamyl alcohol (24/1) and centrifuge at 13,000 g for 5 minutes.

viii) Transfer the upper layer to a new tube and precipitate DNA by adding two volumes of 95% or
absolute ethanol followed by standing at —20°C for 30 minutes or —80° C for 15 minutes.

ix)  Centrifuge at 13,000 g for 30 minutes and discard the ethanol. Wash the DNA pellet with 70%
ethanol, dry and resuspend in 100 pl sterilised double-distilled water at 65°C for 15 minutes.

x)  Use 1 pl of this DNA solution for one PCR.

Note: the following nested PCR procedures are well established and provide reliable
diagnostic results under the specified conditions. Care should be taken, however, to ensure
that DNA samples are prepared from the recommended organs, and that the PCR
temperature is accurately applied (particularly for annealing, the recommended temperature is
62°C). To prevent the possibility of false positive results, it is important to adhere to the
specified procedures, especially when they are used to test new candidate hosts such as
Cherax quadricarinatus (Claydon et al., 2004), as well as Procambarus clarkii (red swamp
crayfish) and Procambarus zonangulus (Southern white river crayfish). For diagnosed
incidences of jnfection with WSSV in a new host or in a previously free zone, DNA sequencing
should be used to confirm the positive results.

First-step PCR

i)  Add 1 ul DNA template solution (containing about 0.1-0.3 ug DNA) to a PCR tube containing
100 pl of reaction mixture (10 mM Tris/HCI, pH 8.8, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 0.1% Triton X-

100, 200 uM of each dNTP, 100 pmol of each primer, 2 units of heat-stable DNA polymerase).

ii)  The outer primer sequences are 146F1, 5-ACT-ACT-AAC-TTC-AGC-CTA-TCTAG-3’ and
146R1, 5-TAA-TGC-GGG-TGT-AAT-GTT-CTT-ACG-A-3'.

iii) The PCR profile is one cycle of 94°C for 4 minutes, 55°C for 1 minute, and 72°C for 2 minutes,
followed by 39 cycles of 94°C for 1 minute, 55°C for 1 minute, and 72°C for 2 minutes and a
final 5-minute extension at 72°C. The WSSV-specific amplicon from this reaction is 1447 bp.
The sensitivity is approximately 20,000 copies of a plasmid template.

Second step of the (nested) PCR

This second step is necessary for the detection of infection with WSSV in shrimp at the carrier
stage.

i) Add 10 pl of the first-step PCR product to 90 pl of a PCR cocktail with the same composition
as above except that it contains the second (inner) primer pair: 146F2 (5-GTA-ACT-GCC-
CCT-TCC-ATC-TCC-A-3’) and 146R2 (5-TAC-GGC-AGC-TGC-TGC-ACC-TTG-T-3)).

ii) Use the same PCR amplification protocol as above. The WSSV-specific amplicon from this
reaction is 941 bp. The overall sensitivity of both steps is approximately 20 copies of a WSSV
plasmid template.

iii) To visualise, electrophorese 10 pl PCR products on 1% agarose gels containing ethidium
bromide at a concentration of 0.5 pug ml~".

iv) Decapod-specific primers (143F 5-TGC-CTT-ATC-AGCTNT-CGA-TTG-TAG-3’ and 145R 5'-
TTC-AGN-TTT-GCA-ACC-ATA-CTT-CCC-3’ yielding an 848 bp amplicon; N represents G, A,
T, or C) should be used in control reactions to verify the quality of the extracted DNA and the
integrity of the PCR. In the penaeid shrimp P. aztecus, the PCR product generated by this
decapod-specific primer pair corresponds to nucleotide sequence 352—-1200 of the 18s rRNA.
The decapod 18s RNA sequence is highly conserved and produces a similar sized PCR
product in almost all decapods. A positive control (WSSV DNA template) and negative
controls (no template and shrimp DNA template) should be included in every assay.
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4.3.1.2.4.2 DNA sequencing of PCR products

For confirmation of suspected new hosts of infection with WSSV, the DNA fragment amplified from
the two-step nested diagnostic PCR should be sequenced. The cloning and sequencing protocols
described here are according to Claydon et al. (2004).

Note: to save time and money, it is acceptable to sequence the PCR amplicon directly. If a positive
result is obtained, then go to step iv below. In the event that only band[s] of unexpected size are
obtained, then the sample should be tested again using the cloning and sequencing procedures
described below.

i) Excise the DNA fragments selected for further analysis from the agarose gels and purify them
using any of the commercially available PCR clean up kits.

ii)  Ligate amplicons into vector plasmid and clone the construct.

iii) Use suitable primers to amplify the inserted amplicon, and then subject the amplified product
to DNA sequencing.

iv) Compare the sequences obtained with available databases using the Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) to determine approximate phylogenetic affiliations.

4.3.1.2.4.3 Tagman real-time PCR method

The protocol described here is from Durand & Lightner (2002). This detection method is highly
specific to WSSV, is extremely sensitive (four copies) and has a wide dynamic range (seven logs).

Construction of positive control vector and preparation of standard curve

The DNA fragment of 69 bp amplified by the forward and reverse primers (indicated below) is
cloned in pGEM-T easy or other suitable vectors, and then confirmed by sequencing. The plasmid
DNA is purified by any commercial plasmid extraction kits and the concentration is determined by
using a spectrophotometer or other methods. The gene copy number is determined according to
the molar mass derived from the plasmid DNA containing the 69 bp insert. The plasmid DNAs are

then serially diluted tenfold to generate standard curves ranging from 102 to 107 copies.

DNA extraction

DNA extraction should be performed according to the above protocol described for PCR
(4.3.1.2.4.1) or by using a commercial kit. The concentration of purified DNA can be determined by
spectrophotometer or by other methods.

Real-time PCR

The TagMan assay is carried out using the TagMan Universal PCR Master Mix, which contains
AmpliTag Gold DNA polymerase, AmpErase UNG, dNTPs with dUTP and optimised buffer
components (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USAG). Primer sequences are WSS1011F:
5-TGG-TCC-CGT-CCT-CAT-CTC-AG-3’, WSS1079R: 5-GCT-GCC-TTG-CCG-GAA-ATT-A-3,
Tagman Probe: 5-AGC-CAT-GAA-GAA-TGC-CGT-CTA-TCA-CAC-A-3'.

i)  Add a sample of 10-50 ng of DNA to set up a 25 pl reaction mixture containing 0.3 uM of
each primer and 0.15 yM of TagMan probe.

ii)  The PCR profile is one cycle of 50°C for 2 minutes for AmpErase uracil-N-glycosylase (UNG)
and 95°C for 10 minutes for activation of AmpliTaq, followed by 40 cycles of 95°C for
15 seconds and 60°C for 1 minute.

6 Reference to specific commercial products as examples does not imply their endorsement by the OIE. This applies to all

commercial products referred to in this Aquatic Manual.
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i)

To determine the WSSV copy number of the extracted DNA samples, the samples are
subjected to PCR reaction alongside the serially diluted plasmid DNA standard. After reaction,
the software accompanying the PCR system automatically determines the Ct value for each
PCR sample. Based on the Ct values, the software calculates the standard curve for standard
dilution and determines the WSSV copy number for the DNA samples by extrapolating values
from the standard curve.

4.3.1.2.4.4. In-situ hybridisation (ISH) method

The protocol described here is based on that developed by Nunan & Lightner (1997).

vi)

vii)

viii)

ix)

Xi)

xii)

xiii)

Xiv)

XV)

Fix moribund shrimp with Davidson’s AFA fixative for 24—48 hours.

Embed the tissues in paraffin and cut into 5 um sections. Place sections on to positively
charged microscope slides.

Heat the slide on a hot plate at 65°C for 30 minutes.

Deparaffinise, rehydrate and then treat for 2—-30 minutes (depending on tissue type) with
100 pg mi~! proteinase K in Tris/NaCI/EDTA (TNE) buffer at 37°C.

Post-fix the slides by chilling in pre-cooled 0.4% formaldehyde for 5 minutes at 4°C and wash
the slides in 2 x standard saline citrate (SSC; 1 x SSC = 150 mM NaCl, 15 mM tri-sodium
citrate, pH 7.0) at room temperature.

Pre-hybridise the slides with pre-hybridisation solution (50% formamide, 0.2% Ficoll 400, 0.2%
polyvinylpyrrolidone, 0.2% bovine serum albumin, 5 x SSC, 1 mM EDTA, 50 mM Tris/HCI,
pH 8) for 30 minutes at 42°C.

Follow with hybridisation with the 1447 bp WSSV-specific PCR amplicon (or with any other
WSSV-specific PCR amplicon; see Section 4.3.1.2.3.1 “First-step PCR” above) that has been
labelled with digoxigenin. It is recommended that the probe be labelled by incorporating DIG-
dNTP by the PCR method. Optimum concentration should be determined by testing and
adjusting until a high specific signal is obtained against a low background.

For hybridisation, boil the probe for 10 minutes and immediately place on ice. Dilute the probe
to 3050 ng mi~" in pre-hybridisation solution and apply 500 ul to each slide.

Put the slide on a hotplate at 85-95°C for 6—10 minutes (make sure that it does not reach
boiling point), quench slides on ice for 5 minutes and then transfer to a humid chamber for 16—
20 hours at 42°C.

After hybridisation, wash the slides twice for 15 minutes each time with 2 x SSC at room
temperature, twice for 5 minutes with 1 x SSC at 37°C, and twice for 5 minutes with 0.5 x
SSC at 37°C.

For hybridisation detection, wash slides with maleic acid buffer (100 mM maleic acid, 150 mM
NaCl, pH 7.5) for 5 minutes at room temperature.

Block the slides with blocking solution (2% normal goat serum and 0.3% Triton X-100 in
maleic acid buffer) for 30 minutes at 37°C.

Add 250 pl anti-DIG alkaline phosphatase (AP)-conjugated antibody solution (1 ul ml~! anti-
DIG/AP-Fab fragment in maleic acid buffer containing 1% normal goat serum and 0.3% Triton
X-100) to each slide, and incubate at 37°C for 30 minutes.

Wash the slides twice with maleic acid buffer for 10 minutes each and once with detection
buffer (100 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, pH 9.5) at room temperature.

Add 500 pl development solution (prepare immediately before use by adding 45 pl NBT salt
solution [75 mg mI~! in 70% dimethyformamide], 35 pl 5-bromo-4-chloro-3-indoyl phosphate,
toluidinum salt [X-phosphate] solution [50 mg mi~! in dimethylformamide] and 1 ml 10% PVA
to 9 ml of detection buffer) to each slide and incubate in the dark in a humid chamber for 1—
3 hours.
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xvi) Stop the reaction by washing the slides in TE buffer (10 mM Tri/HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) for
15 minutes at room temperature. Wash the slides in distilled water for ten dips, counterstain
the slides in 0.5% aqueous Bismarck Brown Y for approximately 5 minutes and then rinse with
water. Wet mount using aqueous mounting media for observation immediately or dehydrate
the slides and mount with mounting media for long-term preservation.

xvii) Mount the slides with cover-slips and examine with a bright field microscope. Positive
hybridisation appears as a dark blue to black precipitate against the yellow to brown
counterstain.

4.3.1.2.4.5. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) method

The protocol described here is from Kono et al. (2004). The LAMP method is sensitive and rapid,
and it amplifies the target nucleic acids under isothermal conditions, therefore needing no
sophisticated machine for thermal cycling.

DNA extraction

DNA extraction could be performed according to the above protocol described for PCR (4.3.1.2.4.1)
or by other suitable methods or by commercial kits.

LAMP reaction

i) Add DNA to a tube to set up a 25 pl reaction mixture (20 mM Tris/HCI, pH 8.8, 10 mM KClI,
8 mM MgSQO,, 10 mM (NH,),SO,, 0.1% Tween 20, 0.8M Betaine, 1.4 mM of each dNTP,

40 pmol of WSSV-FIP and -BIP primers, 5 pmol of WSSV-F3 and -B3 primers).

ii) The primer sequences are WSSV-FIP: 5-GGG-TCG-TCG-AAT-GTT-GCC-CAT-TTT-GCC-
TAC- GCA-CCA-ATC-TGT-G-3’, WSSV-BIP: 5-AAA-GGA-CAA-TCC-CTC-TCC-TGC-GTT-
TTA-GAA-CGG-AAG-AAA-CTG-CC-TT-3’, WSSV-F3: ACG-GAC-GGA-GGA-CCC-AAA-TCG-
A-3', WSSV-B3: 5-GCC-TCT-GCA-ACA-TCC-TTT-CC-3'.

iii) Heat the mixture at 50°C for 5 minutes and at 95°C for 5 minutes, then chill on ice, and add
1yl (8 U) of Bst DNA polymerase.

iv) Incubate the mixture at 65°C for 60 minutes, and then terminate the reaction at 80°C for
10 minutes.

v) To visualise, electrophorese 2 pul LAMP reaction products on 2% agarose gels containing
ethidium bromide at a concentration of 0.5 uyg mi~'. This reaction produces WSSV-specific
LAMP products with multiple bands of various sizes from approximately 200 bp to the loading
well.

Reliable LAMP commercial kits may be alternative for WSSV diagnosis.
4.3.1.2.5. Agent purification

The WSSV virion can be purified as described previously with slight modifications (Xie et al., 2005).
Briefly, collect five or six moribund crayfish or shrimp (20-25 g each) at 3 days to 1 week post-
infection. Homogenise all tissues excluding the hepatopancreas for 2 minutes using a mechanical
homogeniser in 1200 ml TNE buffer (60 mM Tris/HCI, 400 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH 8.5)
containing protease inhibitors (1 mM phenylmethylsulfonyl! fluoride, 1 mM benzamidine, and 1 mM
Na,S,0;). Centrifuge at 3500 g for 5 minutes. Save the supernatant and rehomogenise the pellet
in 1200 ml TNE buffer. Filter the pooled supernatant through a nylon net (400 mesh) and centrifuge
at 30,000 g for 30 minutes. Discard the supernatant and carefully rinse out the upper loose layer
(pink) of the pellet using a Pasteur pipette. Resuspend the lower compact layer (grey) in 10 ml TM
buffer (50 mM Tris/HCI, 10 mM MgCl,, pH 7.5). Pool the crude virus suspension and centrifuge at
3000 g for 5 minutes. Centrifuge the supernatant again at 30,000 g for 20 minutes. Remove the
supernatant and pink loose layer and resuspend the white pellet in 1.2 ml TM buffer containing
0.1% NaN3. Transfer to a 1.5-ml Eppendorf tube. Centrifuge the suspension three to five times at
650 g for 5 minutes each time to remove pink impurities. Finally, store the milk-like pure virus
suspension at 4°C until use.
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4.3.2. Serological methods

None developed.
5. Rating of tests against purpose of use

The methods currently available for targeted surveillance and diagnosis of infection with WSSV are listed in Table
5.1. The designations used in the Table indicate: a = the method is the recommended method for reasons of
availability, utility, and diagnostic specificity and sensitivity; b = the method is a standard method with good
diagnostic sensitivity and specificity; ¢ = the method has application in some situations, but cost, accuracy, or
other factors severely limits its application; and d = the method is presently not recommended for this purpose.
These are somewhat subjective as suitability involves issues of reliability, sensitivity, specificity and utility.
Although not all of the tests listed as category A or B have undergone formal standardisation and validation, their
routine nature and the fact that they have been used widely without dubious results, makes them acceptable.

Table 5.1. Methods for targeted surveillance and diagnosis

Targeted surveillance . .
Presumptive Confirmatory
Method . . . .
diagnosis diagnosis
Larvae PLs Juveniles Adults

Gross signs d d c c c d
Bioassay d d d d c b
Direct LM d d c c c c
Histopathology d c c c a c
Transmission EM d d d d d a
Antibody-based assays d d c c a b
In-situ DNA probes d d c c a a
PCR d b a a a a
LAMP d d a a a a
Sequence d d d d d a

PLs = postlarvae; LM = light microscopy; EM = electron microscopy;
PCR = polymerase chain reaction; LAMP = loop-mediated isothermal amplification.

6. Test(s) recommended for targeted surveillance to declare freedom from infection with
white spot syndrome virus disease

Real-time PCR is the recommended test for targeted surveillance to declare freedom from white spot disease.
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7. Corroborative diagnostic criteria

7.1. Definition of suspect case

=

Histopathology consistent with WSSV

[N

Positiv nventional PCR resul
3. Positive real-time PCR result

Positive LAMP result

7.2. Definition of confirmed case

Infection with WSSV i nsider nfirmed if one or more of the following criteria are m

[ |

Histopathology consistent with WSSV and positive in-situ hybridisation test

[N

Positiv nventional PCR an nventional PCR targetin ifferent reqion of the WSSV genom

[

[~

Positive LAMP and conventional PCR targeting a different region of the WSSV genome

For confirmation of an index case in a previously free zone or country, sequence analysis of conventional
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NB: There is an OIE Reference Laboratory for infection with white spot syndrome virus-disease
(see Table at the end of this Aquatic Manual or consult the OIE web site for the most up-to-date list:
http://www.oie.int/en/our-scientific-expertise/reference-laboratories/list-of-laboratories/ ).

Please contact the OIE Reference Laboratories for any further information on for infection with white spot

syndrome virus-disease

NB: FIRST ADOPTED IN 1997; MOST RECENT UPDATES ADOPTED IN 2012
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Este documento se propuso para comentario en el informe de septiembre de 2016.
Este documento se modificé durante la reunion de febrero de 2017.

Revisidon de la evaluacion para inclusion de Batrachochytrium salamandrivorans en el Cédigo
Acuatico

Evaluacion general

La Comision de Normas Sanitarias para los Animales Acudticos evalué Batrachochytrium salamandrivorans
(Bsal) segtin los criterios para incluir una enfermedad de los animales acuaticos en la lista de la OIE que figuran
en el Articulo 1.2.2. del Codigo Acuatico y acordd que Bsal cumple con los criterios de inclusion de la OIE, en
particular con: criterio A - Consecuencias: impacto negativo en las poblaciones de anfibios silvestres; criterio B -
Propagacion: se ha demostrado la etiologia infecciosa, la alta probabilidad de propagacion a través del comercio
internacional y la existencia de zonas libres del patogeno; y criterio C - Diagnostico: existe un método de
diagnostico o de deteccion fiable (ver cuadro 1).

Cuadro 1. Resumen de la evaluacion de Bsal

Criterios de inclusion Conclusion

[ N O O O O A

Batrachochytrium

. NA |+ NA |+ NA |+ + + Inclusion
salamandrivorans

NA =no aplica.
Contexto

Se sabe con certeza que las poblaciones de anfibios estan en crisis a través del mundo debido a una variedad de
factores, entre ellos, las enfermedades. Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), una infeccion por hongos, surgio
como un importante patdogeno de los anfibios en los ultimos afios y ha causado el declive de mas de 200
poblaciones de anfibios y reducido mas del 40% de las especies de anfibios en Centroamérica, ademas de
generar pérdidas en Europa, Australia y Norteamérica (Fisher et al., 2012). Bd se afiadio a la lista de
enfermedades de la OIE en 2008.

En 2013, se notifico una rapida reduccién de salamandras comunes (Salamandra salamandra) en los Paises
Bajos (Spitzen-van der Sluijs et al., 2013). Aunque las investigaciones iniciales no lograron identificar una causa
clara, los estudios posteriores sobre la mortalidad de las salamandras cautivas identificaron una nueva especie de
hongos quitridios, Batrachochytrium salamandrivorans (Bsal) (Martel et al., 2013). Martel et al. (2014)
concluyeron que el patdogeno ha coexistido con un clado de salamandras como huésped durante millones de afios
en Asia. Como resultado de la globalizacion y, especificamente, del comercio internacional de salamandras, se
introdujo recientemente en Europa donde ha cambiado de huéspedes con serias implicaciones para la
biodiversidad. Se han atribuido a los desplazamientos de animales acuéticos por fuera de su habitat natural
(Peeler et al., 2011) otras enfermedades emergentes que han causado un serio declive de las poblaciones
silvestres de animales acuaticos.

Criterios para incluir una enfermedad de los animales acuaticos en la lista de la OIE (Articulo 1.2.2.)

A. Consecuencias

Criterio No. 1. Se ha demostrado que la enfermedad causa pérdidas significativas de produccién a nivel
nacional o multinacional (zonas o regiones).

Conclusion: este criterio no se aplica.

(0]
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Criterio No. 2. Se ha demostrado o pruebas cientificas indican que es probable que la enfermedad puede
causar una morbilidad o mortalidad importantes en poblaciones naturales de animales acuaticos.

Evaluacion:

Investigaciones de Martel et al. (2013) ofrecen evidencia solida que Bsal es una causa necesaria y a la vez
suficiente de enfermedad en salamandras comunes en los Paises Bajos. Bsal se aislo de la piel de salamandras
comunes en poblaciones afectados en el bosque de Bunderbos (Paises Bajos). Los analisis evidencian que Bsal
es un nuevo hongo quitridio, en un clado con Bd. Los animales infectados muestran patologia severa (erosiones y
ulceraciones mutifocales) y mueren dentro de los siete dias. Las observaciones de campo y los estudios
experimentales indican que el indice de letalidad se aproxima al 100%. Entre 2010 y 2013, en los Paises Bajos
las poblaciones afectadas de salamandras comunes se redujeron en un 96%.

Estudios de infeccion experimental han demostrado que 41 de las 44 especies de salamandra del Paleértico
occidental son susceptibles a Bsal y que éste es letal para algunas especies de salamandras del Nuevo Mundo
(Martel et al., 2014). Por consiguiente, la enfermedad tiene el potencial de impactar negativamente a muchas
poblaciones de anfibios. Yap et al. (2015) han modelado el posible impacto de Bsal en Norteamérica y
concluyeron que se trata de una seria amenaza para la biodiversidad. Esta conclusion fue respaldada por una
revision del informe del Servicio de Pesca y Vida Silvestre de los Estados Unidos de América que establece que
«la introduccién de Bsal en dicho pais podria causar efectos significativos y adversos a nivel de la poblacién de
las especies autéctonasy’.

Un analisis de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (2017) concluyé que, si bien los tamafios de las
muestras eran pequefios, existian suficientes pruebas para respaldar que la disminuciéon del nimero de
salamandras de fuego en Bunderos en los Paises Bajos se podia atribuir a Bsal. Dicho andlisis concluyé que se
necesitaban mas investigaciones para obtener las pruebas definitivas de que Bsal se asociaba a otras
disminuciones del nimero de individuos en las poblaciones silvestres.

Conclusion: este criterio se cumple.
(@]

Criterio No. 3. El agente infeccioso constituye un peligro para la salud publica.

Conclusion: este criterio no se aplica.

Y

B. Propagacion

Criterio No. 4. Se ha demostrado la etiologia infecciosa de la enfermedad.
Evaluacion:

Bsal se aislo de la piel de salamandras infectadas (Martel et al., 2013). Pese a las amplias investigaciones
emprendidas no se detectaron otros patdgenos. Se observaron en microscopio un gran niimero de colonias talo. A
través de la microscopia electronica de transmision, el examen de las lesiones de la piel de los animales
clinicamente afectados demostro la presencia del patdogeno (estructuras intracelulares compatibles con colonias
talo) (Martel et al., 2013). La etiologia infecciosa y la funcién de Bsa se comprobo en muestras de poblaciones
en declive y estables de salamandras comunes (Martel et al., 2013). 13 de los 33 hisopos tomados de
salamandras comunes de poblaciones en disminucion arrojaron resultados positivos para Bsal por PCR, frente 0
sobre 51 en una poblacion estable.

’ https://www.federalregister.gov/documents/2016/01/13/2016-00452/injurious-wildlife-species-listing-salamanders-due-

to-risk-of-salamander-chytrid-fungus.
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Los estudios de transmisién aportaron pruebas adicionales del agente etioldogico de enfermedad. Tras la
exposicion de cinco salamandras a zoosporas Bsal (Martel et al.) todos los animales murieron. El patégeno
volvio a aislarse de un animal y se confirm6 por PCR en los cinco.

Conclusion: este criterio se cumple.
o]

Criterio No. 5. Se ha establecido una estrecha relacién entre un agente infeccioso y la enfermedad, pero se
desconoce aun la etiologia.

Conclusion: este criterio no se aplica.
Y
B. Propagacion

Criterio No. 6. Probabilidad de propagacion internacional de la enfermedad por los animales acuaticos vivos,
sus productos o fomites.

Evaluacion:

Martel et al. (2014) especularon que Bsal se origind en Asia y se propagd en Europa por medio del comercio
internacional de salamandras como mascotas; igualmente, identificaron tres especies de salamandras asiaticas
activamente comercializadas como reservorios de Bsal (Cynops cyanurus, Cynops pyrrhogaster vy
Paramesotriton deloustali) (Martel et al., 2015). La identificacion de Bsal en una remesa de anfibios importados
al Reino Unido (Cunningham et al., 2015) puso de manifiesto una propagacion transfronteriza por medio de los
desplazamientos de animales vivos. Las muestras de piel de 1765 anfibios tomadas en tiendas de mascotas, en el
aeropuerto londinense de Heathrow y en locales de un exportador de Hong Kong, dieron 3 muestras positivas (2
de ellas habian sido importadas a Europa en 2010); (Martel et al., 2014). Un analisis del comercio de
salamandras como mascotas a cargo de Yap et al. (2015) concluy6 que el comercio representa un alto riesgo de
introduccion de Bsal en Norteamérica.

Conclusion: este criterio no se aplica.

Y

Criterio No. 7. Varios paises 0 zonas pueden ser declarados libres de la enfermedad, de conformidad con los
principios generales de vigilancia descritos en el Capitulo 1.4.

Evaluacion:

Bsal fue descrito por primera vez en 2013, por lo que hasta el momento ha habido escasa oportunidad de
completar la vigilancia para demostrar el estatus libre o instaurar medidas sanitarias encaminadas a prevenir su
introduccion. La vigilancia de Bsal se ha basado en Bd-specifico qPCR, y no puede emplearse para evaluar su
dispersion mundial. No obstante, Martel et al. (2013) desarrollaron una prueba PCR especifica que se ha
utilizado para monitorear a mas 500 anfibios silvestres en cuatro continentes (Martel et al., 2014). Se han
obtenido resultados positivos en el sudeste asiatico, los Paises Bajos y Bélgica (donde el patdgeno se asocid con
la enfermedad). Dos estudios en Norteamérica no encontraron evidencia de Bsal en salamandras silvestres (Bales
et al., 2015; Muletz et al., 2014). Yap et al. (2015) estimaron que, aunque Norteamérica se encuentra libre,
existe un riesgo de introduccion de Bsal. Un estudio en 30 especies de anfibios (665 muestras) de 15 provincias
de China no encontré evidencia de Bsal (Zhu et al., 2014). Habida cuenta de la susceptibilidad de las
salamandras comunes y su amplia distribucion en el centro y sur de Europa, es razonable concluir que,
actualmente, el patogeno tiene una distribucion geografica restringida dentro de Europa.

Pese a que la distribuciéon mundial es incierta, a partir de la informacion disponible se puede estimar que varios
paises puedan ser declarados libres de la enfermedad partiendo de los principios generales de vigilancia descritos
en el Capitulo 1.4. Sin embargo, es improbable que en este momento los paises hayan implementado medidas
para prevenir la introduccion de Bsal.

Conclusion: este criterio se cumple.
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Y

C. Diagnosis
Criterio No. 8. Existe un método de diagndstico o de deteccidn fiable y asequible.
Evaluacion

Los métodos desarrollados para el cultivo de Bd se han usado sin éxito para el cultivo de Bsal. Los cultivos a
diferentes temperaturas indicaron que la incubacion a 20°C en medio de cultivo TGhL (Triptona Gelatina
hidrolizada Lactosa) arrojaba los mejores resultados (Martel et al., 2013).

Se ha desarrollado una prueba PCR para amplificar el gen ARN ribosomal 5.8S de Bsal y sus regiones
separadoras internas complementarias del costado (Martel et al., 2013). Los resultados PCR mostraron que el
ADN de Bsal estaba presente en los cinco animales infectados experimentalmente y se asocido con lesiones
histopatologicas (con una gran cantidad de colonias tali de Bsal), conformes con las lesiones encontradas en los
animales silvestres. Esto aporta evidencias de la alta sensibilidad de la prueba. La PCR no ha demostrado una
reaccion cruzada con Bd, lo que demuestra una alta especificidad analitica.

Blooi et al. (2013) siguieron desarrollando una prueba PCR multiplex en tiempo real para detectar el mismo
blanco (gen ARN ribosomal — o ribosémico - 5.8S). Las muestras de anfibios provenian de poblaciones
infectadas experimentalmente y de poblaciones (en disminucion y saludables). La precision se evalué mediante
pruebas intraensayo e interensayo y mostro ser alta y reproducible. La especificidad se evalué mediante extractos
de ADN de 10 diferentes aislados de Chytridiomycota. La prueba PCR solo arrojé resultados positivos de
muestras de Bsal indicando un alto nivel de especificidad analitica. El limite de deteccion se fijo en 0,1, el
equivalente gendmico a las zooesporas. Las muestras pequerias limitan la capacidad de generar estimaciones
exactas de las caracteristicas de las pruebas de diagnéstico PCR multiplex. Sin embargo, un analisis de la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (2017) concluyd que «los datos sugieren categéricamente un alto

nivel de rendimientoy.

La prueba PCR multiplex en tiempo real ha sido sufictentemente validada lo suficiente como para reconocer el
numero hmltado de muestras dlSQOl‘llbleS para detectar con ﬁablhdad Bsal-pordo-que-sc-concluyc-que-chmétodo

&1 4 M3 ; e. Las caracteristicas demostradas (en
espec1a1 el n1vel de espemﬁmdad y el 11m1te de detecc10n) hacen que la prueba sea idonea para estudios de
cribado y confirmacion en individuos afectados.

Cuando se aplique este nuevo método, se espera surja informacion adicional que contribuya a la validacién.
Conclusién: este criterio se cumple.
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FICHA TECNICA DE LA ENFERMEDAD

VIRUS DE LA TILAPIA DEL LAGO (TiLV) -
UN NUEVO VIRUS DE TIPO ORTHOMYXO

INFORMACION DEL AGENTE PATOGENO

1. AGENTE PATOGENO CAUSANTE DE LA ENFERMEDAD

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

Tipo de agente patégeno

Virus.

Nombre de la enfermedad y sinbnimos

Enfermedad del virus de la tilapia del lago (TiLV).
Nombres comunes del agente patdégeno y sinénimos
Virus de la tilapia del lago (TiLV).

Categoria taxonémica

La filiacion taxondmica todavia no se ha determinado definitivamente, TiLV se ha descrito como un
nuevo virus de la familia Orthomyxoviridae (Eyngor et al., 2014).

Autoridad (primera descripcion cientifica, referencia)
Este virus fue descripto por Eyngor et al. (2014).
Entorno del agente patdgeno (agua dulce, de mar y agua salobre)

Agua dulce y salobre.

2. MODOS DE TRANSMISION

2.1.

2.2.

2.3

Vias de transmision (horizontal, vertical, indirecta)

Estudios de cohabitacion han demostrado que la transmision horizontal directa constituye una
importante via de transmisién. No existen pruebas de transmisién vertical. Las caracteristicas
biofisicas del virus no estan bien caracterizadas y, lo que dificulta la determinaciéon de la
importancia de la transmision indirecta por fomites.

Reservorio

Las poblaciones infectadas de peces, tanto de cria como silvestres, constituyen los Unicos
reservorios establecidos de infeccion. Se desconoce la fuente original de TiLV.

Factores de riesgo (temperatura, salinidad, etc.)

La enfermedad se ha asociado con la transferencia entre estanques y, por lo tanto, se puede
asociar al estrés (Ferguson et al., 2014). No se han identificado otros factores de riesgo potencial
(temperatura, salinidad, etc.).
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3. GAMA DE HOSPEDADORES

3.1.

3.2

3.3.

Especies susceptibles

La mortalidad atribuida a TiLV se ha observado en tilapias silvestres Sarotherodon (Tilapia)
galilaeus, tilapias de cria Oreochromis niloticus y tilapias hibridas para el cultivo comercial (O.
niloticus X O. aureus) (Bacharach et al., 2016; Ferguson et al., 2014; Eyngor et al., 2014). Hasta la
fecha, soélo los peces tilapia han demostrado ser susceptibles a la enfermedad. Es posible que se
encuentren otras especies susceptibles.

Etapa de la vida afectada por la enfermedad

En el brote notificado por Ferguson et al. (2014) los alevines fueron los principales afectados. Otros
informes no se refirieron a sobre los distintos niveles de mortalidad segun la etapa de la vida
(Eyngor et al., 2014).

Comentarios adicionales

Existen pruebas que demuestran que ciertas cepas genéticas de tilapias son resistentes. Ferguson
et al. (2014) observd que una cepa de tilapia (genéticamente un pez tilapia macho) habia
registrado un nivel de mortalidad mas bajo (10-20 %) en comparacion con otras cepas (~80%
mortalidad).

4, DISTRIBUCION GEOGRAFICA

El virus TiLV se ha notificado en Colombia, Ecuador e Israel (Bacharach et al., 2016; Ferguson et al.,
2014; Tsofack et al., 2016) y, recientemente, en Egipto (Fathi et al., 2017). Sin embargo, ante la ausencia
de investigaciones exhaustivas sobre todos los casos de mortalidad, es posible que la distribucion
geografica de TiLV pueda ser mas amplia que la actual. Por ejemplo, los informes de mortalidad de pez
tilapia en Ghana y Zambia en 2016 no se atribuyeron a TiLV, pero la informacién disponible no indica que
se haya investigado la presencia del virus.

5. SIGNOS CLINICOS Y DESCRIPCION DE CASO

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

Tejidos hospedadores y 6rganos infectados

Los principales 6rganos donde se ha observado la patologia son los ojos, el cerebro y el higado
(Eyngor et al., 2014).

Observaciones generales y lesiones macroscépicas

Las lesiones generales incluyen alteraciones oculares, como la opacidad del cristalino y, en casos
graves, su ruptura. Otras lesiones: erosiones dérmicas, hemorragias en las leptomeninges y
congestion del bazo (Eyngor et al., 2014).

Lesiones microscopicas y anormalidad del tejido

Se han observado lesiones histoldgicas en el cerebro, los ojos y el higado (Eyngor et al., 2014).
Las lesiones en el cerebro incluyen edema, hemorragias focales en las leptomeninges, congestion
capilar en la materia blanca y gris y degeneracion neural/neuronal. Se han detectado focos de
gliosis y “pufios de camisa” perivasculares ocasionales de linfocitos. Las lesiones oculares incluyen
la ruptura de cépsula lenticular y modificaciones en las cataratas. Se observaron focos de
inflamacion hepatocelular. Se observé un bazo hiperplastico, con una proliferacién de linfocitos.
Aumento de los centros melanomacroéfagos (MMC, por sus siglas en inglés) tanto en tamafio como
en numero, en el higado y el bazo. El microscopio electrénico de transmision confirmo la presencia
de un virus de la familia orthomyxo en hepatocitos enfermos y, por lo tanto, confirmé los informes
tempranos de hepatitis sincitial (del-Pozo et al., 2016).

Situacién actual en el marco de la OIE
En estudio de inclusion en la lista de enfermedades, pero en la actualidad no cumple con todos los

criterios de inclusion descritos en el Capitulo 1.2. del Cédigo Sanitario para los Animales Acuéticos
(OIE, 2016).
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IMPORTANCIA SOCIAL Y ECONOMICA

Existen mas de 100 especies de tilapias que constituyen el segundo grupo de peces de cultivo mas
importante del mundo después de la carpa. Se estima que la produccién mundial es de 4,5 millones de
toneladas métricas con un valor superior a 7.500 millones de délares estadounidenses (FAO, 2014). En
algunas regiones, tienen una importancia ecolégica (control de algas y mosquitos y mantenimiento del
habitat para la cria de camarones) y son una especie importante para la captura de especies silvestres.
Se ha demostrado que la introduccion del virus causa una mortalidad significativa (hasta del 80 %), lo que
genera serias pérdidas econdmicas, tanto para los criadores como para los pescadores (Eyngor et al.,
2014).

IMPORTANCIA ZOONOTICA
Ninguna

METODOS DE DIAGNOSTICO
8.1. Definicion de sospecha

Altos niveles de mortalidad en las especies de tilapias, asociados con alteraciones oculares
(opacidad del cristalino o patologia mas severa) deberan considerarse “sospecha de TiLV”. En
inspecciones post-mortem, se pueden observar erosiones cutaneas, hemorragias en
leptomeninges y una congestién moderada del bazo y el rifién.

8.2. Métodos de prueba de presuncion

Cultivo de células del virus en células primarias de cerebro de tilapia o en una linea celular E-II,
induciendo un efecto citopatico en los dias 5-10 (Eyngor et al., 2014). Tsofack et al. (2016)
describen las condiciones 6ptimas de cultivo de TiLV.

8.3. Métodos de prueba de confirmacion

Se ha disefiado un primer grupo de PCR y se ha desarrollado un prueba PCR con transcriptasa
reversa (RT-PCR) (Eyngor et al., 2014), aunque la prueba no ha sido validada por completo. Se
ha publicado y se recomienda una prueba RT-PCR iddnea para la deteccion de casos clinicos de
TiLV (Tsofack et al., 2016).

METODOS DE CONTROL

La propagacion de la enfermedad se limitara mediante restricciones de la circulacion de tilapias entre
granjas y pesquerias en las que se sabe que el virus ha aparecido. Igualmente, se deberan implementar
medidas genéricas de bioseguridad, con el fin de minimizar la propagacion de fémites a través de
equipos, vehiculos y personal (es decir, limpieza y desinfeccion).

Hasta la fecha, no se han publicado métodos que demuestran ser eficaces en limitar el impacto de un
brote en una granja infectada. Se ha sugerido que la cria de animales resistentes o el desarrollo de una
vacuna puede ofrecer perspectivas a largo plazo para el control de la enfermedad (Ferguson et al., 2014).
Un programa de cria necesitara seleccionar y poner a prueba una variedad de diferentes cepas de tilapia
con miras a detectar las menos susceptibles.

RIESGO DE TRANSMISION

Dado que TiLV se ha transmitido horizontalmente a través de la cohabitacidon, es probable que la
transmisién se efectie por medio de los desplazamientos de animales acuaticos vivos. Existe poca
informacion acerca de las propiedades biofisicas del TiLV y de los riesgos asociados con los productos de
animales acuaticos. No obstante, se puede asumir que comparte algunas propiedades con otros virus de
tipo orthomyxo como el de la anemia infecciosa del salmoén. Pruebas recientes sugieren que los ojos, el
cerebro y el higado tienen probabilidades de contener altas concentraciones de TiLV y que, por lo tanto,
pueden estar contaminados los residuos liquidos o sdlidos. Sin embargo, es posible que el agente
patégeno también se pueda encontrar en la musculatura del pez infectado.
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Tarea

Septiembre de 2016

Febrero de 2017

Sesién General de
mayo de 2017

Septiembre de 2017

CODIGO ACUATICO

Glosario Proponer modificaciones de ciertas Revisar los Proponer el texto
definiciones a los Paises Miembros comentarios para adopcion.
para que formulen sus de los Paises
comentarios. Miembros.

Criterios para la inclusién | Revisar los comentarios de los Revisar los Proponer el texto

de las enfermedades de | Paises Miembros y difundir el comentarios para adopcion.

los animales acuaticos capitulo para comentario. de los Paises

en la lista de la OIE Miembros.

(Capitulo 1.2.)

Enfermedades de la lista | Revisar los comentarios de los Revisar los Proponer el texto

de la OIE (Capitulo 1.3.) | paises Miembros y difundir el comentarios para adopcion.
capitulo para comentario. Revisar de los Paises
la evaluacion del virus TiLV para Miembros.
inclusion en la lista de
enfermedades de la OIE.

Criterios para la inclusion | Desarrollar un nuevo Articulo Revisar los Revisar los comentarios

de especies susceptibles | 1.5.9. para tratar las enfermedades | comentarios de los Paises

de mfeCC'Of) por un con una amplia variedad de de los Paises Miembros.

agente patégeno hospedadores. Miembros y

especifico (Capitulo 1.5.) difundir el

capitulo para
comentario.

Desinfeccion de Revisar los comentarios de los Revisar los Proponer el texto

establecimientos y Paises Miembros y difundir el comentarios para adopcion.

equipos de acuicultura | capitulo para comentario. de los Paises

(Capitulo 4.3.) Miembros.

Recomendacion parala | Revisar los comentarios de los Revisar los Proponer el texto

desinfeccion de la Paises Miembros y difundir el comentarios para adopcion.

superficie de huevos de | capitulo para comentario. de los Paises

salmonidos Miembros.

(Capitulo 4.4.)

Obligaciones generales | Revisar los comentarios de los Revisar los Proponer el texto

en materia de Paises Miembros y difundir el comentarios para adopcion.

certificacion capitulo para comentario. de los Paises

(Capitulo 5.1.) Miembros.

Plaga del cangrejo de rio | Revisar los comentarios de los Revisar los Proponer el texto

(Aphanomyces astaci) Paises Miembros y difundir el comentarios para adopcion.

(Capitulo 9.1.) capitulo para comentario. de los Paises

Miembros.

Infeccién por el virus de | Revisar los comentarios de los Revisar los Proponer el texto

la cabeza amarilla Paises Miembros y difundir el comentarios para adopcion.

genotipo 1 (Capitulo 9.2.) | capitulo para comentario. de los Paises
Miembros.

Necrosis hipodérmicay | Revisar los comentarios de los Revisar los Proponer el texto

hematopoyética Paises Miembros y difundir el comentarios para adopcion.

infecciosa capitulo para comentario. de los Paises

(Capitulo 9.3.) Miembros.

Mionecrosis infecciosa Revisar los comentarios de los Revisar los Proponer el texto

(Capitulo 9.4.) Paises Miembros y difundir el comentarios para adopcion.
capitulo para comentario. de los Paises

Miembros.
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Anexo 31 (cont.)

Tarea

Septiembre de 2016

Febrero de 2017

Sesion General de
mayo de 2017

Septiembre de 2017

CODIGO ACUATICO (cont.)

periodos de vigilancia
que figuran en los
capitulos especificos

de septiembre de 2017.

grupo ad hoc.
Solicitar que el
grupo ad hoc

Hepatopancreatitis Revisar los comentarios de los Revisar los Proponer el texto
necrotizante Paises Miembros y difundir el comentarios para adopcion.
(Capitulo 9.5.) capitulo para comentario. de los Paises
Miembros.
Sindrome de Taura Revisar los comentarios de los Revisar los Proponer el texto
(Capitulo 9.6.) Paises Miembros y difundir el comentarios para adopcion.
capitulo para comentario. de los Paises
Miembros.
Enfermedad de las Revisar los comentarios de los Revisar los Proponer el texto
manchas blancas Paises Miembros y difundir el comentarios para adopcion.
(Capitulo 9.7.) capitulo para comentario. de los Paises
Miembros.
Enfermedad de la cola Revisar los comentarios de los Revisar los Proponer el texto
blanca (Capitulo 9.8.) Paises Miembros y difundir el comentarios para adopcion.
capitulo para comentario. de los Paises
Miembros.
Enfermedad de la Revisar los comentarios de los Revisar los Proponer el texto
necrosis Paises Miembros y difundir el comentarios para adopcion.
hepatopancreatica aguda | capitulo para comentario. de los Paises
(nuevo Capitulo 9.X.) Miembros.
Articulo X.X.8. revisado | Revisar los comentarios de los Revisar los Proponer el texto
(texto limpio y texto con | paises Miembros y difundir el comentarios para adopcion.
cambios) capitulo para comentario. de los Paises
Miembros.
Desarrollar listas Organizar una reunion del grupo Revisar el Revisar el informe del
revisadas de especies ad hoc para iniciar la evaluacion de | informe del grupo ad hoc en abril
susceptibles — en las especies de peces sensibles a grupo ad hoc de 2017 y modificar en
todos los capitulos las enfermedades de la lista de la en enero de consecuencia los
sobre las OIE. 2017. Solicitar capitulos
enfermedades de los que el grupo correspondientes del
peces ad hoc Cadigo Acuético.
contintie con
sus tareas.
Desarrollar principios Reunir al grupo ad hoc en enero Revisar el Revisar el informe del
para determinar los de 2017. Prever una reunion antes informe del grupo ad hoc.

capitulo.

septiembre de
2017

de enfermedad y se reuna
brindar antes de
recomendaciones para septiembre de
las modificaciones del 2017 para
Capitulo 1.4. continuar los
progresos.
Nuevo capitulo sobre Preparar el mandato del grupo ad Reunir al Revisar el informe del
bioseguridad (4.X.) hoc establecido con vistas a grupo ad hoc grupo ad hoc.
elaborar el texto de este nuevo antes de
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Anexo 31 (cont.)

Tarea

Septiembre de 2016

Febrero de 2017

Sesién General de
mayo de 2017

Septiembre de 2017

CODIGO ACUATICO (con

t)

Revision de los
Capitulos 4.2.-4.4.

Dar la prioridad a
estas tareas una vez
iniciado el proyecto de
nuevo capitulo sobre
la bioseguridad.

Nuevo capitulo sobre
la preparacion frente a
las situaciones de
emergencia

Dar la prioridad a
estas tareas una vez
iniciado el proyecto de
nuevo capitulo sobre
la bioseguridad.

Armonizacion entre el
Capitulo 5.3. del
Cadigo Acuético y la
version revisada del
capitulo
correspondiente del
Cadigo Terrestre)

Actualizacién con la
inclusion en este
capitulo de las
modificaciones
adoptadas en el
capitulo
correspondiente del
Cadigo Terrestre.

Revisién del
Capitulo 5.4.

Revisar el
capitulo para
que se adecue
con el texto
que figura en
los capitulos
que tratan las
enfermedades
especificas y
difundirlo para

Revisar los
comentarios de los
Paises Miembros y
difundir el capitulo
para comentario.

comentario.
Reemplazar ciertos Implementar
términos que figuran de modo
en el Cédigo Acuatico progresivo en
por el término «agente funcién de la
patégeno» revision de los

capitulos.
MANUAL ACUATICO
Enfermedad de la Revisar los comentarios de los Revisar los Proponer el texto
necrosis . Paises Miembros y difundir el comentarios para adopcion.
hepatopancreatica aguda | capitulo para comentario. de los Paises
(nuevo Capitulo 2.2.X.) Miembros.
Plaga del cangrejo de rio | Revisar los comentarios de los Revisar los Proponer el texto
(Aphanomyces astaci) Paises Miembros y difundir el comentarios para adopcion.
(Capitulo 2.2.1.) capitulo para comentario. de los Paises

Miembros.
Necrosis hipodérmica y Revisar los comentarios de los Revisar los Proponer el texto
hematopoyética Paises Miembros y difundir el comentarios para adopcion.
infecciosa capitulo para comentario. de los Paises
(Capitulo 2.2.3.) Miembros.
Mionecrosis infecciosa Revisar los comentarios de los Revisar los Proponer el texto
(Capitulo 2.2.4.) Paises Miembros y difundir el comentarios para adopcion.

capitulo para comentario. de los Paises

Miembros.
Hepatopancreatitis Revisar los comentarios de los Revisar los Proponer el texto
necrotizante Paises Miembros y difundir el comentarios para adopcion.
(Capitulo 2.2.5.) capitulo para comentario. de los Paises

Miembros.
Sindrome de Taura Revisar los comentarios de los Revisar los Proponer el texto
(Capitulo 2.2.6.) Paises Miembros y difundir el comentarios para adopcion.

capitulo para comentario. de los Paises
Miembros.
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Anexo 31 (cont.)

Febrero de 2017| Sesién General de

mayo de 2017

Tarea Septiembre de 2016 Septiembre de 2017

MANUAL ACUATICO (cont.)

Enfermedad de la cola Revisar los comentarios de los Revisar los Proponer el texto
blanca (Capitulo 2.2.8.) Paises Miembros y difundir el comentarios para adopcion.
capitulo para comentario. de los Paises
Miembros.
Enfermedad de las Revisar las modificaciones Modificar la Revisar los
manchas blancas propuestas para el titulo y el ambito definicién de comentarios de los
(Capitulo 2.2.7.) de aplicacion. casoy Paises Miembros.
difundirla para
comentario.
Efectuar la revision de Reunir al grupo ad hoc para iniciar Revisar el Revisar el informe del
las listas de especies la evaluacion de la lista de especies informe del grupo ad hoc y
susceptibles de cada susceptibles de la OIE de los grupo ad hoc modificar en
uno de los capitulos animales acuaticos. (enero de consecuencia las
dedicados a las 2017). partes
enfermedades de los Solicitar al correspondientes del

peces grupo ad hoc Manual Acuético.
que continte
su labor.
Grupo ad hoc sobre el Revisar el informe del grupo ad Revisar el Revisar la version final
Manual Acuético hoc. Proponer la organizacion de informe del y todos los capitulos
otra reunion. grupo ad hoc. objeto de una revision
Proponer a partir de este
modificaciones modelo.
de la version
provisoria.

LABORATORIOS DE RE

FERENCIA (en colaboracién con

la Comision de Normas Bioldgicas)

Procedimientos
operativos
normalizados para
validar y conservar la
designacién como
laboratorio de

Desarrollar y revisar el proyecto
relativo a los procedimientos
operativos normalizados.

Finalizar los
procedimiento
s operativos
normalizados.

Propuesta de la
Comision de
Normas
Bioldgicas para
que se adopte el
texto.

referencia
Centros colaboradores Elaborar una Revision
clasificacion
de las posibles
diferencias.
OTROS TRABAJOS
Documento de Desarrollar Revision
orientacion para las una guia 'y
evaluaciones de nuevas difundirla
inclusiones antes de

septiembre de
2017.

Comisién de Normas Sanitarias para los Animales Acuaticos/febrero de 2017




© Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE), 2017

El presente documento fue preparado por especialistas a solicitud de la Organizacién Mundial
de Sanidad Animal (OIE). Excepto en el caso de su adopcién por la Asamblea Mundial de
Delegados, lo expresado refleja idnicamente las opiniones de dichos especialistas.

Todas las publicaciones de la OIE estan protegidas por un Copyright internacional. Se
pueden copiar, reproducir, traducir, adaptar o publicar extractos en publicaciones periddicas,
documentos, libros o medios electrénicos y en cualquier otro medio destinado al pdblico, con
intencién informativa, diddctica o comercial, siempre y cuando se obtenga previamente una
autorizacién escrita por parte de la OIE.

Las designaciones y nombres utilizados y la presentacién de los datos que figuran en esta
publicacién no constituyen de ningin modo el reflejo de cualquier opinién por parte de la OIE
sobre el estatuto legal de los paises, territorios, ciudades o zonas ni de sus autoridades,
fronteras o limites territoriales.

La responsabilidad de las opiniones profesadas en los articulos firmados incumbe
exclusivamente a sus autores. La mencién de empresas particulares o de productos
manufacturados, sean o no patentados, no implica de ningin modo que estos se beneficien del
apoyo o de la recomendacién de la OIE, en comparacidén con otros similares que no hayan sido
mencionados.



