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Empieza la coleccion de |a historia clinica (onomnesm).

Revisidon de signos clinicos.

Evaluacion del ambiente.

Si no hay necropsias, hay que realizarlas.

Se recolectan los respectivos organos y tejidos.

Se plantea un diagnostico presuntivo.

Se solicitan las respectivas pruebas de laboratorio.

Se genera un plan de accidon y se resuelve el problema.

Manual de Semiologia Veterinaria. FCV — UBA. 2016
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Esta es la version de un usuario:

La version de un veterinario de campo, no de un experto
en pruebas de diagnostico que trabaja en granjas y no en
un laboratorio pero que utiliza las herramientas
diagndsticas  disponibles para la resolucion de 1os
problemas cotidianos de las empresas porcinas.
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1. Suero 12.0bjetos inanimados (fomites).
2. Organos (respiratorios, digestivo, etc)  13.Ambiente (colectores de polvo)
3. Fluidos orales 14.Alimento
4. Fluidos de proceso (Derivados de la 15.01tros animales (jabalies).
castracion y cortes). 16.Fiambres, embutidos, carne
5. Orina
6. Heces
/. Calostro
8. Leche
9. Todllas (trapos) de arrastre.
10. Insectos

11. Aves
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10.

12.
13.
14.

el Dxe

ELISA con sus variantes

Inhibicion de la hemoaglutinacion
Microaglutinacion en placa
Inmunoflorescencia
Inmunohistoquimica
Histopatologia

Hibridacion in situ

ldentificacion de pardsitos.
Microscopia electronica

Fijacion del complemento

. Aislamiento bacteriano

Aislamiento viral
PCR’s y variantes
RFLP
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15. Secuenciacion

16. Hibridacion de sondas de ADN

17. Pirosecuencia

18. Polimorfismo Ampliado aleatorio (RAPD)

Casi al 100% seguro me faltaron pruebas pero...
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Positive —» Virus present (infectious or noninfectious)

Low prevalence of virus in the herd and this pig was not infected
—» PCR No viral nucleic acid present
Negative

PCR primers or probes (real-time PCR) do not detect
Poor sample quality

Positive —» Neutralizing antibodies against PRRSV strain in test are present
L VN | Pig not exposed to PRRSV (antibodies not detectable)
NW‘E PRRSV used in the VN assay is not similar to exposure strain
Pig exposed to PRRSV but antibodies have not had time to develop
Positive —» Replicating (infectious) virus present
Serum® — — Replicating (infectious) virus not present
L> Vi = Cell culture line not susceptible to this PRRSV strain
L Virus particles bound by neutralizing antibody
Positive —» Pig exposed to PRRSV, PRRSV antibodies detected
—= Pig was exposed to PRRSV dissimilar to strain used in IFA
- IFA Negative—| ™ Pig was exposed to PRRSV too recently for antibody development
L Pig was not exposed to PRRSV (antibodies not detectable)
Pig exposed to PRRSV, PRRSV antibodies detected
Nonspecific reactivity to antigens on test plate (*false positive”)

. _[: Pig not exposed to PRRSV (antibodies not detected)
Negative Pig exposed to PRRSV but antibodies have not yet formed

Positive—» Replicating (infectious) virus present
LpBioassay | Neutralizing antibodies present

Negative Concentration of virus in sample too low to infect assay host
Replicating (infectious) virus not present

Negative —|

Positive
= ELISA

_[: Positive ——» PRRSV nucleic acid present in tissue, indicating replicating virus
— ISH

Negativ e—[: PRRASV nucleic acid not present in tissue
o PRRSV nucleic acid present in tissue but not in examined section

X PRRSV antigen present in tissue
» FA Antibody used in FA has poor specificity for PRRSV (false positive)

) Negmh[:SpedﬁcunsecﬁonofﬁssuedoesnotoontahPRRSVanﬁgen
No PRRSV antigen present in pig

Tissues —

— Positive —» PRRASV particles present

- EM —— e e_[:panieaesareprmmt;u:morphosog;canyunidentiﬁable
ety Concentration of particles is below the threshold of detection

—» Positive —» PRRSV antigen present in tissue

- [HC — ) e—E: PRRSV antigen not present in tissues
— Negativ PRASV antigen present in tissue but not examined section

L PCR, VI, Bioassay —— Refer to interpretations for serum

Zimmerman et al. Diseases of swine 10 edition. 2012
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Pruebas (18<)

Antigeno

(virus, bacteria
O paradsito)

Anficuerpo
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Pruebas de biologlo u 5095

Mmolecular mas usadas

« PCR vy casi gue solo el PCR tiempo real es el mas usado.
 RFLP’s

« Secuenciacion parcial (Sanger) o genoma completo.

NOTA IMPORTANTE: SOLO LAS USO PARA IDENTIFICAR AL AGENTE (Virus, pardsito o bacteria)
EN EL TEJIDO O "COSA"™ DESEADA y CONOCER EL DETALLE DEL MISMO.
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polimerasa (PCR)

Prueba que amplifica una seccion del ADN en millones de copias

c & )

The structure of DNA /
, [ = -
- = =~ A T
DNA Sample Primers Nucleotides
‘ Il U/ Repeated 38x
Taq polymerase  Mix Buffer PCR Tube ra AN ~

94°C
denaturation

£ 1220

- 5500 extension -

/ PCR Cycle :
annealing hold

Thermal Cycler

Lowe JL. Diagnostic Applications of Polymerase Chain Reaction (PCR) Technology: A Practice Perspective. Swine Information Library. 2004
https://www.google.com/url?sa=i&url=https%3A%2F%2Fthebiologynotes.com%2Fpolymerase-chain-reaction-
pcr%2F&psig=A0vVaw159HhMHf87Ym8MCnviwWGs&ust=1651201504290000&source=images&cd=vfe&ved=0CAwQjRxqFwoTCOjjlo7jtfcCFQ
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Reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)

1st cycle 2nd cycle 3rd cycle nth cycle

T

@ Denaturation @ Annealing © extension > O r LLLL

gL  ITTTTTY

1L

L PRI AAAA

o il'."'"'"""

DNA template _» O o ; 5 J” MW

with sequence ' A » m M
L P 4y b FEETTTree ™ L T PCR product
nWln Ml MMIN
1E0 0 hhbddd | LRRRF T

3 5 J” mnn o

FETTFevsaeey v % > mm"" ULLLLEE ~2" copies

{mré Primers T & BA DALLLLL L Ty

S‘ u (RRRRF " RN Y RRRRRr* ™)

' PTGt
Polymerase ™ '""ﬂ 7 J"’

Wi

| > AhhbAhih) PRTIITIIN]
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Valor CT= Cicle Threshold; entonces entre mas bajo el CT mads positiva es la muestra (Ct 23 vs Ct38).
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polimerasa (PCR)

No hay que esperar a que el sistema inmune
lo detecte

Deteccion temprana del agente

M3as rapido que el aislamiento viral o
transfeccion tejido celular (dano citopdtico)

Protocolos estandarizados
Alta especificidad y sensibilidad

Solo detecta una porcidn del genoma

No significa que el agente detectado sea el
causante de la enfermedad

Se requiere de equipo vy personal altamente
capacitado.

Mayores falsos positivos por arrastre de virus.



XX congreso internacional

‘ \ > 0
o) porkamericas
-_> 2022

Polimorfismo de Longitud de
Fragmento de Restriccion (RFLP)

Se utilizan enzimas de restriccion para cortar secuencias de ADN en sectores conocidos y con
diferente longitud

Las enzimas de restriccidon reconocen

secuencias muy especificas de
Individual A ’ Individual A

T ' prrrre Q)W —l)
e[ m—

Covl'tar Coi'tar Co:]'tar

| |
Fragmento corto Fragmento de longitud mediana

Sitio difiere

Individual B E W ﬁ

Individual B

W A A
—— Corltar Cor]'tar
Fragmento de longitud larga

Se utiliza electroforesis para medir los diferentes tamano de los segmentos
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e — « Inicialmente servia para

1-1-2 o129 o0.12% 1

1-1-3 O_A5% O_12% O_12% o_1Z% 0.85%: i o ;o .

a e s clasificar cepas de virus
1-2-1 0 259 OULE2% O_3ITH OUSE% 0259 20

1-2-2 059 D259 1=

1-2-3 _F o129 02596 .37 =7

1-2-4 0O_37% 0_25% o_12% o129 0.85%: 7

1-F-1 O.7a% 03T =]

1-3-2 o.E2%E o258 o129 a.23% 35 [ ] AhorO SG bemos que

1-3-3 oI THE o129 0.a5% a

1-3—-4 c_12% o129 O 25 072 L .

= — = Cr—— pueden haber virus

1-4-2 O_12% O 25% a3

1-4-3 oUFa%K 0_12% _ES% I.02% 25 .

T — Erw e = o diferentes con nombres
1-5-1 o259 o.23% =

1-5-2 0_25% o_25% o_a5% C_as%: 0259 16 L4

EE = = iguales.

1-5-4 o_129%: o129 0.22% 2
1-6-1 O_12% O_AS96 05096 =5
1-6-2 D37 D_2S5% rt
1-6—3 o379 o_25% o_12% O_a5% O_7a% 12
1-6—4 o_7a% O_35%6 0_25% 3.38% 28 —_
oo = ; « MSD= 1-7-4 vs campo
1-7-2 O_52% o196 0.72% &
1-8-2 O_52% L1296 0729 &
e e : o BIV=2-5-2 vs campo
2-1-F o129 0179 0. 2% .
2-2-2 o259 0. 29%: 2 M —
== w— e e —— « [oetis= 1-3-2 vs campo
2-5-2 O.37% o859 133
2-6-2 o129 0.12% a
2-6—4 C.12% 0L1Z%
1-18-2 _ 359 0.369%:
1-19-1 O_12% [ K. 9
1-26-2 O.72% 0. 129 0.85%
Prevalendal  lizsos| 12.20% | s.62% | 1.97% | 10.01% | 12.80% | a17s% | 1.0e% 100% Pinal et al. 2015. Prevalencia de las cepas de PRRS analizadas mediante la

técnica de RFLP (2005-2014). AMVEC
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Conocer como va la secuencia de nucledtidos de cualquier ADN o ARN.

Sequencing and Analysis - PRRSV Type 2 (NA)

Animal |ID Specimen Target Gene RFLP Lineage Comment g ;
14021, SID #1 Processing Fluid ORF5 13-2 8 Este es el lingje

Sequence Homology
Reference Virus Ingelvac ATP Lelystad Prime Pac

Este es el RFLP

Percent |dentity 93.7% 66.1% 93.2%
Reference Virus Ingelvac MLV Fostera Prevacent
Percent |dentity 91.5% 99.8% 87.1%
Nucleotide

ATGTTGGGGAAATGCTTGACCGCGGGCTGTTGCTCGCGATTGCTTTCTTTGTGGTGTATCGTGC
CGTTCTGGTTTGCTGTGCTCGGCAACGCCAACAGCAGCAGCAGCTCTCATTTCCAGTTGATTTAT
AACTTGACGCTATGTGAGCTGAATGGCACAGATTGGCTGGCAGAAAAATTTGATTGGGCGGTGGA
GACTTTTGTCATCTTTCCCGTGTTGACTCACATTGTTTCCTATGGTGCACTCACCACCAGCCATT
TCCTTGACACAGTTGGTCTGGTTACTGTGTCCACCGCCGGGTTTTATCACGGGCGGTATGTCTTG Esta es la secuencia
AGTAGCATCTACGCGGTCTGTGCTCTGGCTGCGTTGATTTGCTTCGTTATTAGGCTTGCGAAGAA
CTGCATGTCCTGGCGCTACTCTTGTACCAGATATACCAACTTCCTTCTGGACACTAAGGGCAGAC
TCTATCGTTGGCGGTCGCCCGTTATCATAGAAAAAAGGGGTAAGGTTGAGGTCGAAGGTCATCTG
ATCGACCTCAAAAGAGTTGTGCTTGATGGTTCCGTGGCAACCCCTTTAACCAGAGTTTCAGCGGA

ACAATGGGGTCGTCTCTAG

PCR - PRRSV ORF5 Type 2 (NA)

Animal ID Specimen Result Comment .

14021, SID #1 Processing Fluid Positive Lo primero es tener un POSITIVO

por PCR
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MX: Alignment Explorer (Base de datos Maestra Vs Pegomar22.fas)

o

MEGA X Version 10.1.8 1993-2020
0e auf-':s_ El.':u- Mgu;ms , smmln_ * I mﬁ | Alineacion

DNA Sequences | Translated Protein Sequences |
1. Ags_GJLP_Marz22_Lin1

2. Sonora_GTKW_Ene20_Ln1

3. Sonora_GFy_OctiS_Lint

4. Sonora_GTKW_Jun20_Lin1

S. Sonora_GTKW_Marz20_Lin1

. Sonora_GFy_Dic20_Lint

7. Sonora_ESTwo_Oct20_Lint

NG RGN

0 0

10. Sonora_GTKW_May21_Ln1
11. Sonora_GFy_Abr21_Ln1
12. Sonora_GFy_Nov21_Lin1

i3

15. Sonora_GSP_Nov21_Lin1

16. Sonora_GTKW_Ene22 Lin1
17. Sonora_GFy_Dic21_Lin1

18, Ags_Hdbo_Pulmon_Lin1

19 Ags_Hdbo_512-1_Oct21_Lin1

32 Sonora_Pwi_Se_100221_Lin1

33. Sonora_Gbchal_FProc_030321_Li
34. Guanajuato_GSD_Lin3

35 Ags_GILP_S1_Feb2021_LinS
35_Sonora_Cya17634_Lin1
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Shi et al. Phylogeny-Based Evolutionary, Demographical, and Geographical Dissection of North American Type 2 Porcine Reproductive
and Respiratory Syndrome Viruses. JOURNAL OF VIROLOGY, Sept. 2010, p. 8700-8711
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PED Indel PEDV/IMEX/VER/01/2014 Spike protein 51

CEPA INDEL 51

PED Indel PEDVIMEX/MICH/02/2015

HerdB

 eoNerTa PED prototipo vs PED Indel

PED NeoP TX5

PED Prototipo MEXVer/2014/25794-7 spike protein 51

No INDELS1

PEDMEXMICHO12013

PEDMEXMICH192013
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% DE IDENTIDAD
1 2 3 - 5 b 7 8 9 10 11 12 13 14
1 21-4844 Pool 4 (1-37-2) g46 | 841 141618 (816|837 |89 | 877879912 | 93 | 909 | 909 1. 21-4844 Pool 4 (1-37-2)
2. Ingelvac/RespPRRS (2-5-2) 846 917|914 | 631|842 |84 |927|874 (877|864 | 857 | 856 | 85.2 |2 Ingelvac/RespPRRS (2-5-2)
3. MSD PRIME PAC (1-4-4) 841 917 929 | 618 | B46 | 854 | 877 | 879 | 879 | 854 | 847 | 85.7 | 85.1 |3. MSD PRIME PAC (1-4-4)
4 ZOETIS Fostera PRRS (1-3-2) 844|914 | 928 638 | 871 )|89|874|871|87.2|849|852]| 84 14 14, ZOETIS Fostera PRRS (1-3-2)
5. LELYSTAD 63.2 | 645 | 63.2 | 655 627 1612|592 | 61 | 608 | 608 | 60 | 625 | 61.2 |5. LELYSTAD
6. A(1-3-3) 816 (842|846 | 871 | 64 824 | 814|842 | 837 |8.1 |84 81| 861]6. A(1-3-3)
7. B(1-13-2) 89.7 | 854 | 854 | 859 | 62.7 | 824 841|884 |886| 92 [ 905|905 94 |7. B(1-13-2)
8. C(1-5-2) 902 (992 | 94 | 93.7| 655 | 87.2 | 90.2 856 | 857|854 |8.2|851|839]8 C(1-52)
9. D(1-7-3) 879|876 8.1 |872|625]| 844 | 886 919 985|887 )|894|882]|94]9 D(1-7-3)
10. E(1-7-4) 879|877 )|8/9|872| 622|837 | 86| 92 | 987 889 | 887 | 884 | 904 |10. E(1-7-4)
11. F(1-19-1) 912 | 864 | 84| 849|622 831 | 92 | 919 | 889 | 889 932 | 93 | 934 |11 F(1-19-1)
12. G(1-26-1) 93 | 85.7 7| 852612 | 82495914 | 896 | 887 | 93.2 924 | 929 |12 G(1-26-1)
13. H(1-26-2) 909 | 856|857 |84 | 64 |[831)905|915|884|84| 93 | 924 915 |13. H(1-26-2)
14 | (1-18-2) 909|852 8.1 |844|627|826| 94 | 94| 95|94(|934] 929|919 14 | (1-18-2)
1 2 3 < 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
° V 4 ° ° o-- V 4 °
Ningun % de similitud esta relacionado con la

oroteccion de una vacuna.
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Al intfegrar todos los datos clinicos, productivos y de necropsia

Cr— DiqgnoOSticO presuntivo y de
laboratorio

{Queremos identificar el agentee

PCR: ===V Secuenciacion
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Caracterizacion de los diferentes aislados.

Diferenciacion entre cepas de virus y (entre) bacterias o incluso
(entre) pardsitos.

Hacer un historial de cepas.

Conocer la presencia de virus y sus cambios en un cluster o region
determinada.

Saber como va evolucionando el virus aungue no esté en un cluster.

Ofras aplicaciones (herencia, evolucion, etc.) no relevantes para
tomar decisiones en las granjas.
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