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 El presente procedimiento tiene por

objeto describir el reqgistro, la
propagacion, conservacion y control de
cepas viricas de referencia de las
principales enfermedades de peces.

—  VHS Septicemia Hemorragica Viral

— NHI Necrosis Hematopoyética Infecciosa

— NPI Necrosis Pancreatica Infecciosa

—  VPC Viremia Primaveral de la Carpa

—  Etc..
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« Término colectivo que se refiere a:

« Cepas de referencia: Microorganismos definidos por
lo menos a nivel de género y especie, catalogados y
descritos segun caracteristicas y preferiblemente de
origen conocido.

[ISO 11133-1:2000] Normalmente obtenidos de una
coleccion nacional o internacional reconocida.

« Cepas de reserva: Cepas idénticas obtenidas
mediante un Unico subcultivo de una cepa de
referencia.

« Cepas de trabajo: Subcultivos obtenidos de una cepa
de reserva.
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« Adquisicion

* Registro

* Reconstitucion
* Alicuotado

* |dentificacion

* Titulacion
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Laboratorio Europeo de Referencia para AT -
Enfermedades de los Peces ATCC

Solicitud expresa por parte del LCV

Ensayos de intercomparacion de aptitud. e o
Laboratorio OIE para determinadas enfermedades de m W
peces

FAX: (703)365-2730
Phone: (703)365-2700
Workd Wide Wab URL hittp:/fwww. stce.org!

VER Retinopatia y Encefalopatia Virica de la lubina | PRORUEE ATEAN O

AIS Anemia Infecciosa del Salmdn ::;mm i
CO I ec C I O n eS I n ter n aC I O n al es 1 CONCENTRATION: >10° cfuwivlal STORAGE: +2°C to +8°C

ATCC PRODUCT DESCRIPTION: Bacterial cells freeze-dried in a menstruum of

Trypticase soy broth plus bovine serum Frac V and sucrose

PURITY: Sample vials from this lot were opened into nonselective broth media and

Acomparfiada de informacién = Certificado sepievyplpplicahbenst i oo
Definir correctamente las caracteristicas del cultivo L et ot
Identificacion del virus aislado e G
Identificacion del lote Semorscune e
Linea celular y n® de pase bbb e e
Especie de pez de la que se aislo S f N o
Referencias de la publicacién,etc. s 1

Su alcance en términos de la aplicacion
Su homogeneidad, estabilidad y pureza
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E Reconstitucion, alicuotado

e identificacion Cepa RF

 Liofilizado

— Estos viales se almacenan en oscuridad y refrigeracion
desde su recepcion hasta reconstitucion.

— Lareconstitucion se hara siguiendo instrucciones del
fabricante.

— En general con medio de cultivo celular, filtrar por
membrana de 0.45 um de @ de poro .

« Ultragongelado

— Estos viales se almacenan en ultracongelador a -
80°C hasta su reconstitucion.

— Sedescongela en refrigeracion o en bafio de hielo.
» Seinoculan par obtenciéon de CR
« Se alicuota en criotubos e identifican.
VHSV Dk 51/51 RF-1

« Se almacenan en ultracongelador en ubicacion
conocida. Cepario.
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MINISTERIO DESCRIPCION CEPAS DE REFERENCIA (RF)
DE MEDIO AMBIENTE Y
MEDIO RURAL Y MARINO
IDENTIFICACION
CEPA: VHSV DK-51/51Serogrupo lll, Genogrupo la
b= PESCs APLICABLES: F/IPESC/ICT-06/01
N° IDENTIFICACION DE LA CEPA EN EL LCV: VHSV DK 51/51 RF-2
IDEHTFFICI0He " COLECCION DE PROCEDENCIA: EU- RL Fish Diseases
CEFA:AM LTt 6108 B erogrum 11, aogupo iz b
FERCa LIGHELE S RPERC G704 b N° LOTE O IDENTIFICACION : Ampoule V Proficiency Test 2002
N0 BN TF I GO D E LA-CEPA EMEL LCIUHBY DG 41051 FF-D " B
T — . LINEA CELULAR Y N° DE PASE: 3p en BF-2y 4p en EPC)-
WLV TE - DEMT F 103 CHOM < urproul ) Pro-hoi ey 7 et N " ESPECIFICACIONES:
LMERCELLLIE: "VHP-DE £ HEE: 41 +nEF 4.4 <nEPC)a i Ok Isolate DK-5151,(Nov. 1992), neutralization pattern Ill, from rainbow trout.
a-m.mmn;ﬂu1mnmﬁmpm..mmumm " Cell culture passage number in BF-2: 3t: and EPC: 4th.
e oA g e st Olesen N.J., Lorenzen N and Jargensen P.E.V. (1993) Serological differences among isolates of viral haemorrhagic
urh=gio: i bynen admlydmi i t septicaemia virus detected by neutralizing monoclonal and polyclonal antibodies. Diseases of Aquatic Organisms
Aqualio g anisme 1R T I 16:163-170

LN O H O [EHT O

LIDCIIL B GO E QAT AR sherecho 1 ALMACENAMIENTO

CORD I IOME S ALWACENAMEN T 4" Ca

FECHADERECERCH 1L FECHADE-CAD LCDAD: kb 2T i LOCALIZACION: EQ/ ICT-10-Cajon derecho.
FECHADE#FERTRA: 10 I FREALERDCH OF :FF3s "
Pr———— PRS—— . CONDICIONES ALMACENAMIENTO: 4°C
FECHIF ML+ . b i
—— \ FECHA DE RECEPCION: 21.10.02 FECHA DE CADUCIDAD: octubre 2 021
DENTF FIGKNAL IAMTRE:NE) DD 7 2% \ FECHA DE APERTURA: 29.10.02 REALIZADO POR: PFS
LOCHL B IO AL CAOTA S EQNF ¥, minH 233
LT FECHA ALICUOTADO: 29.10.02 REALIZADO POR: PFS
COLE CC: WO OCEDE NCHI ]
CALCULADO ML 22 AMEF B2 sl N e " FECHA FINAL:
n
n A
Rk o - Feted] N° DE ALICUOTAS: 1

n

IDENTIFICACION ALICUOTAS: VHSV DK 5151 RF-2-A

LOCALIZACION ALICUOTAS: EQ/ G-14, caja N 8.3.3.3

TITULO DICCso/ mL:

COLECCION PROCEDENCIA

CALCULADO EN LCV 2,2 x 104 (BF-2) y 9,2 x 104 (EPC) I:C
Laboratorio Central de Veterinaria V
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» Cepas de reserva: Cepas idénticas obtenidas mediante un Unico
subcultivo de una cepa de referencia.

» Cepas de trabajo: Subcultivos obtenidos de una cepa de reserva
para ser utilizados en los ensayos que lo precisen.
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Alicuotado
ldentificacion
Preservacion

Controles
Homogeneidad
Pureza

» Conservacion
» Certificado
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PRODUCCION

 Eleccion de linea celular.

— La mas susceptible. BF-2,
EPC,RTG-2, FHM, etc

— Tamano de frasco: 150, 75,
25 cm?
 Inoculacion cepa RF:
— Emplear MOI (Multiplicidad
de infeccion) baja (<1).
— Periodo de adsorcion.
« Condiciones crecimiento.
— Temperatura 15°C

— Observacion hasta de ECP
(efecto citopatico) total.

Laboratorio Central de Veterinaria
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ALICUOTADO

Tras ECP total
Recoger el sobrenadante de
cultivo celular

— Puede ser necesario ciclos de
congelacion descongelacion.

Filtracion por 0,45 ym @.
Envases:

— Congelacion — criotubos
— Liofilizacion — viales

Laboratorio Central de Veterinaria ch
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ldentificacion criovial

* |dentificacion de la cepa
* N° de cepa de reserva
* NO° de tubo o criovial >

 Fecha de realizacion del CR
(cepa de reserva)

 Fecha de caducidad del
criovial.
VHS Dk 5151
CR-1-1(1) a CR-1-1(91)

Laboratorio Central de Veterinaria

Fec!

VHSV DK 5151
CR-1-1-(9)

ha realizacién: dd/mm/aa
Fecha caducidad:

LCV
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Liofilizacion

 Definicion: metodo de desecacion en el que se elimina el agua por
congelacion del producto humedo y posterior sublimacion del hielo
en condiciones de vacio.

« Preservador: Lactoalbumina bovina al 2% p/v a partes iguales
con el sobrenadante de cultivo celular.

« Envases: Viales de liofilizacion
 Liofilizador

« Equipo de conservacion: Refrigerador 4° C.

Laboratorio Central de Veterinaria LCV
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Preservacion

Congelacion a baja temperaturas
Ultracongelacion: La temperatura de congelacion es de -70° o0 -80° C.
Nitrogeno Liquido: La temperatura de congelacion -196°C

« Preservador: No siempre es necesario.
— Glicerol al 5%. En congelacién a -80°C
— DMSO (Dimetilsulféxido) en nitrogeno liquido

« Envases: Crioviales

 Equipo de conservacion: Ultracongelador -80°C.
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Homogeneidad: Condicion de tener composicion y estructura
uniforme respecto de uno o mas de sus caracteres dentro de los
limites establecidos.

« Setoman de 3 a5 viales para comprobar la homogeneidad del lote.

« Titulacion expresada en DICT.,/ml = Ej.: 4,0 x 10°
— La concentracion de virus debe ser alta.
— Los titulos deben ser homogéneos.

 Titulacion en distintas lineas celulares

— Fibroblastica: BF-2, RTG-2
— Epitelial: EPC, FHM

Laboratorio Central de Veterinaria LCV
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Pureza

Pureza: exento de toda mezcla.

« Se hacen pruebas diagnosticas
para verificar que se trata del virus
en cuestion y que no se han
producido posibles
contaminaciones cruzadas.

« Lastécnicas diagnosticas
utilizadas para determinar la
pureza pueden ser:

— |IFI

— PCR

— ELISA

— Seroneutralizacion (SN)
* Frente a distintos virus

— Homodlogos:

— Heterdlogos:

Laboratorio Central de Veterinaria
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IDENTIFICACION

IDENTIFICACION CEPA DE RESERVA: VHSV-DK-51/51 CR-1-1

CEPA DE REFERENCIA DE PROCEDENCIA:  VHSV-DK-51/51 Serogrupo lll, Genogrupo la RF-1

PESCs APLICABLES: F/PESC/ICT-06/02

IDEHTFICO00H=

DENTF KACIOMCERA 1€ REZERIA - HAUOH £451 CRA-1n

CEFADEREFEREMCHDEFROCEDENCA - IHAL D16 1/%1 -Fmogup oL, 3mognm 13-AF-1s

LINEA CELULAR: BF-2

FECHA DE INOCULACION: 16.10.01

EES AP LICFELE S F PEQCN T DATEN

LINER-CELULAR . EF - FECHADE-NOCIACION: 12 100

ALICUOTADO POR: PFS

FECHA ALICUOTADO: 21.10.01

ALK RADOFOF: - PR3 FECHAAUCAORD O AL He

M ALKAIOTAHE 4 nEFie

N° ALICUQOTAS: 4 en BF-2

DENTF KA CIONALICUOTRE - U DS 41,8 HCRA AL .- CR-H e 2

COHDICOHEDE-A B oCEH MM IEHT O

TEWFEFA TURZ COMEER LN 0K 20 02

LOCAL BACION EQG—14, CaHE 328

FECHADE-CADLCDAD: - Ooluh e ATHe

IDENTIFICACION ALICUOTAS:

de VHSV-DK-51/51, G- la -CR-1-1-(1)... a... CR-1-1-(4) (en BF-2)

TIULCHD I HmL - o D £ F -2 o] i -deinociecins

COHTROL DE IDEHT D00 =

NNCONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

TEMPERATURA CONSERVACION:-80 °C

LOCALIZACION: EQ/G-14, CajaN 8.3.3.3

U ELE
dHUx HHI= IPHU= aucilz

[3=T3) [I=T3 [I=T3 [3=T3 n
TECHCHEA e Fitea e Fedea P Ftea Pl Ftea
Fk - MA1.MH=| « L] - 1411.0= HALM: [
= - RilM=| == RilM=| == RilH=z| = 0= [*
ELFm "
Fifn - dAlilM=| == AilM=
n
n
Cumgled — Ho-umled)
n
Fitbmds ok —_— Fedwd]
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FECHA DE CADUCIDAD: Octubre 2021

TITULO DICC,,/ mL: 4x10¢ en BF-2 a los 7 dias de inoculacién

CONTROL DE IDENTIDAD

LCV
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VIRUS
SHV NHI IPNV SVCV
TECNICAS Resul- Fecha Resul- Fecha Resul- Fecha Resu's Fecha
tado tado tado tado
IF| + 07.11.01 - 16.11.01 - 24.10.01
SN + 22.10.01 - 22.10.01 - 22.10.01 - 22.10.01
ELISA
PCR + 30.10.01 - 30.10.01

Laboratorio Central de Veterinaria LCV
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LAREZ K| SEMERGl DIE
FED.PTE 478 POOLAT 7
SAMADERTE

SULLILET RS BEILLAL UE
AMICAD CE L FRODUCTIN
[LLIETALY

1ApORA |7 CELTaal Tor
VETERMAPIE

CERTIFICADDO DE CALIDAD:
Laboratorio Nacianal de Referencia de INFLUENZA AVIAR

PROCUICTO:

FROCEDENCIAL

e DE LOTE:

DESCRIPCIGNAALOR:

PRESENTAC KIN:

CONSERVACKIN:

FECHA DE PRGDOUCCION:

FECHA DE CADUCIDAD:

50 PREVISTO:

INSTRUGCIONES DE L50:

Iif-am'_'_'______—

| Crdaccitn Dapartarnenio Aves LEV AV HBNZ Lola D2/0E

@~ _ - - -
TI RT-PCR 2n iempo real (PFESCIECR-O1 + [ESC/PCRIAE
| Purc: 24,51 + 0,14 . I
| DllugiEn 1167 2817 + 039 Dilwcadn 11F 34 47 + 042 |

Milucifin 14031 33+ 007 Dilncion 1107 Sefal no |
| repetitiva |

Linfizado -

, vidl lighizadu: en luger fresco, sooa y protegido do fa iz, |
Una vez reconsituide, dimacenarlas alicwotas a -fl “C.

MZoos™

Septiembre 2015
LUna vez reconstituldse, debe:
- mantenerse A -7 °C en pequena: Blicectas fdeben evitarse
descongelaciones RUNEros3as: ¥
- cottrolasse b establlidad de la sefal da RT-FCR.

| Per itilizar comp cantm| posiieg da RT-PCR
I

Cillulr con % mi de agua libre de AdiNasas. Ensayar dierenies
diluckanas para establecer |3 dilncian de wsn

+ 7 r. “
[ A saae b

—

Felo.: Elcna San Migucl
Responsable de Departamenta
Fegha: 15 e sepdernbre de 2010
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Mantenimiento y conservacion

Registro en el cepario:
Incluir en Base de datos
Caja: 8.3.2.4

« Cuando se descongela
un criotubo de la CR no
debe volver a congelarse.

« El vial utilizado se elimina
del cepario y se registra.

Laboratorio Central de Veterinaria
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CBPARIO
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GRACIAS POR SU ATENCION
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