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(Direccidon de Cadenas Pecuarias, Pesqueras y Acuicolas, 2021)

Produccion Nacional de Carne de Cerdo

Toneladas/Ano - Periodo 2011 - 2020

2020
2019
2018
2017
2016
2015
2014
2013
2012
2011

1 410.274
15— 371.347

e 356.611

468.429
446.627

—

P e S
P 26 4.

P 243.109

P 226.056

¢ Como seguir creciendo?
Cerdos sanos, produccion
sostenible




¢ Cual es tu situacion de PRRSV?
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Tabla 2. Caracteristicas de predios segun su clasificacion frente a PRRS.

Categoria Excrecion Exposicion Signos Obervaciones
(PCR) (ELISA) Clinicos
Positiva inestable (l) Positivo Positivo Presentes WICUYS grames e OyIaLs
desconocido

Positiva Estable (lI-A) | Desconocido Positivo Ausentes | Sin proceso de eliminacion
Positiva Estable (lI-B) | Desconocido Positivo Ausentes |Con proceso de eliminacion
Negativo Provisional Negativo Positivo Ausentes |Reemplazos ELISA negativos
Negativo Negativo Negativo Ausentes Libre frente a PRRS

Holtkamp et al., 2011

¢ Cual es tu objetivo?

e i Deteccion? e "Sincronizar” el uso de vacuna? ¢ ¢éEliminar PRRSV?



Granja (+) Objetivo Granja (-)

¢Como circula PRRSV a éEstoy seguro actualmente
nivel poblacional? gue mi granja es negativa?

:Cémo lo | Vigilancia epidemiologica

hago? Diagndstico
!

Plan de accion para lograr el objetivo



Guia para un plan de vigilancia sostenible:

1. Guia para la toma de muestras.

a) Tipo de muestra, cuantas, y con cuanta frecuencia.
b) éQué prueba diagnostica utilizar?

2. ¢Como obtener mejores resultados en la PCR?

c) Importancia del manejo adecuado de la muestra
d) Uso de controles endégenos
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1. Guia para la toma de muestras:

a) Tipo de muestra, cuantas, y con cuanta
frecuencia
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1. Guia para la toma de muestras:
a) Tipo de muestra



% of Specimen
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Muestras utilizadas rutinariamente Aquaisb  porkaméricas/ 2024
para el diagndéstico de PRRSV por PCR

100% -------———_—
Oral Fluid @ Oropharyngeal Swab

Serum @ Tissue  Fluid @Lung

0% @ Processing Fluid @ Semen
@ Multiple ¢ Nasal Swab
s @ Blood/Blood Swab Environmental
®Feces @Fetal tissue  Other
40% AR
IOWA STATE UNIVERSITY UNIVERSITY OF MINNESOTA
'~ Veterinary Diagnostic Laboratory VETERINARY DIAGNOSTIC LAB
‘OLTH DAKOTA
20% RDIL @ PURDUE
\\1\L‘\J DISEASE RESEARCH : e d
& DIAGNOSTIC LABORATORY Aniemal Dssase
Kansas ‘ta -=Vr-t-nnary < SOUTH DAROTA Diagnustc Lutorstory
DIAGNOSTIC LABORATORY
o (SDRS, 2024)

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024
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MUESTRAS DISCRETAS A arcmiricas) 2034

Colectadas en un punto en el tiempo, de una fuente y locacion especifica.

INDIVIDUALES AGREGADAS
. Sl.JerO  Fluidos orales
* Hisopado de sangre * Fluidos de procesamiento

* Hisopado oral/orofaringeo  « Muestras ambientales
 Hisopado nasal

* Semen
 Tejido
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MUESTRAS INDIVIDUALES Aquis  porkaméricas/ 2024

Comun para el muestreo de distribucion binomial y muestreo dirigido.

 |nformacion a nivel individual

 Demanda tiempo, labor, y costo.
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MUESTRAS INDIVIDUALES: El problema?

La estructura actual de las poblaciones porcinas
compromete el uso de muestras individuales!
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MUESTRAS AGREGADAS e padambicn] ik

* Informacion a nivel poblacional — Muestra representatival
Facilidad y rapidez de recoleccion + reduccion en costo.
* Permite monitoreo continuo (facilidad de coleccidn).

e Variacion en sensibilidad diagnostica.
* % cerdos positivos.
* Etapa de infeccion.
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e Variacion en sensibilidad diagnostica.
* % cerdos positivos.
* Etapa de infeccion.




Deteccion en funcidn de la etapa de infeccion

Tasa de deteccion de positividad a PRRSV a través del tiempo

Meétodo Dia post-exposicién a PRRSV

diagnéstico n 3 7 14 28 42 77 98 175
* PRRSVRNA ensuero 973  94% 92% 87% 72% 48% 7% 2% 0%

 PRRSV infeccioso 168 ND 77% 74% 68% 61% 41% 30% 7%
(bioensayo)
* Anticuerpos en suero 1866 ND ND 92% 92% 92% 91% 91% 0%

(Henao-Diaz et al., 2020)



Deteccion en funcidn de la etapa de infeccion

Tasa de deteccion de positividad a PRRSV a través del tiempo

3.0 1
2. =
2.5
2.3
2.0 4
1.8 -
O 15 4
13 1
1.0 1
0.8 1
0.5 1
0.3 +

0.0 1

PRRSV RNA

Suero
Fluido oral

Dia post-exposicion a PRRSV

T ] 1 1 T 1 1 T 1 1 T
-7 0 3 6 9 14 17 21 28 35 42
Dias post-vacunacion (DPV)

(Munguia-Ramirez et al., 2023)

3 / 14 28 42 77 98 175
94% 92% 87/% 72% 48% /% 2% 0%
ND  77% 74% 68% 61% 41% 30% 7%
ND ND 92% 92% 92% 91% 91% 90%

(Henao-Diaz et al., 2020)
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Probabilidad de detectar PRRSV en un corral usando 1 muestra de fluidos orales:

# de sueros necesarios para igualar

Muestra de 1 fluido oral (FO) la probabilidad de deteccion.

0
% Prevalencia (95% Ci) (95% Cl)

en corral PRRSV RNA PRRSV Ab PRRSV RNA PRRSV Ab
5 0.31 0.17 8 5

10 0.79 0.59 11 7

15 0.94 0.85 12 9

20 0.98 0.94 13 10

25 0.99 0.9/ 13 11

Munguia-Ramirez et al. Capitulo en: Optimising pig herd health and production. Burleigh Dodds Science Publishing



Nuevas recomendaciones para la toma de fluidos orales:

Una sola cuerda por corral!

* Corrales £25 cerdos = 30 min es suficiente.
* Corrales >25 cerdos 2 60 — 90 min incrementa participacion.

Tiempo de cuerda acorde a prevalencia F

* Alta prevalencia = 30 min es suficiente.
e Prevalenca desconocida o granja negativa 2 =60 min.

(Tarasiuk, G., comunicacion personal)
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1. Guia para la toma de muestras:

a) cuantas, y con cuanta
frecuencia
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Poblacional — Todos los animales

Dirigido — Cerdos con signos clinicos
Representativo/binomial — Muestreo al azar
~ijo espacial — Muestreo equidistante

e | bV oV 4
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1. c.)lc->I§C|onaI Todos Ios.anlmalles. __ | Para deteccidn
2. Dirigido — Cerdos con signos clinicos

3. Representativo/binomial — Muestreo al azar | Para estimar
4. Fijo espacial — Muestreo equidistante E prevalencia
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1. Poblacional — Todos los animales [

Programa de erradicacion de |a
PPC en Estados Unidos (1978).
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__ | Para deteccion

2. Dirigido — Cerdos con signos clinicos B
Seleccion de subpoblaciones con caracteristicas indicativas de enfermedad.
* Signologia clinica
 Mortalidad??? e 1995 — Campana Nacional contra la fiebre
porcina clasica (NOM-037-Z00-1995)

Util para enfermedades * 2021 — Recomendado por la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA)
para PPCy FPA

de baja prevalencia!
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—

__ | Para deteccion

2. Dirigido — Cerdos con signos clinicos

Nota: No se puede excluir la presencia de enfermedad
en estadios tempranos (sin signos/sin mortalidad)




A\
Tipos de muestreo e Poriamericas) 2028

e | ek ¥V o V4

3. Representativo/binomial — Muestreo al azar | Para estimar

prevalencia
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3. Representativo/binomial — Muestreo al azar | Para estimar
prevalencia

Seleccion aleatoria de cerdos
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Tipos de muestreo

3. Representativo/binomial

Tabla de tamanos muestrales basada en un
muestreo aleatorio

population
size (N) 50% 40% 30% 25% 20% 15% 10% 5% i 18 0.5% 0.1%
10 4 5 [3 7 8 10 10 10 10 10 10 10
20 4 [ 7 9 10 12 16 19 20 20 20 20
30 4 6 g 9 1l 14 19 26 30 30 30 30
40 S 6 8 10 12 15 21 3l 40 40 40 40
50 S 6 8 10 12 16 22 35 48 S0 50 S0
60 S 6 ] 10 12 16 23 38 55 60 60 60
70 S 6 8 10 13 17 24 40 62 70 70 70
80 S 6 8 10 13 17 24 42 68 75 80 80
LI 4 ° 90 S 6 8 10 13 17 25 43 73 87 S0 90
Seleccion aleatoria de cerdos 100 S ¢ 9 10 13 17 [25] 4 78 9 100 100
120 5 6 9 10 13 18 26 47 86 111 120 120
140 S 6 9 11 13 18 26 48 92 124 . 139 140
160 5 6 9 11 13 18 27 49 97 136 157 160
180 5 6 9 11 13 18 27 50 101 146 174 180
© 200 S 6 9 11 13 18 27 .51 - 105 ..155 .190 200
250 S [ S 11 14 18 27 53 112 175 228 250
< 100 CerdOS _ ruebe 25 300 S 6 9 11 14 1 28 S4 117 189 260 300
F) 350 S 6 9 1) 14 18 28 54 121 201 287 350
400 S 6 ) 11 14 19 28 sS J24 211 311 400
450 S 6 9 11 14 - 18 28 -3} 127 218 331 450
Z 1 ,OOO = prUEbe 29 500 S 6 9 11 14 19 |28 S6 129 225 349 500
. 600 S ez @ 9 11 14 15 26 56 132 235 379 597
700 S "6 9 1) 14 19 28 s7 134 243 402 691
800 5 6 . 9 11 14 18 26 - 57 136 249 421 782
900 S 6 9 11 14 19 28 S7 137 254 437 g6s8
1000 5 13 S 11 14 1% 29 s7 138 258 450 950

(Cannon y Roe, 1982)



Tipos de muestreo ==

3. Representativo/binomial

El problema?!
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3. Representativo/binomial | El problema:

Los numeros de la tabla provienen de la formula de distribucion binomial:

1l
(n - x)Ix

P(x) = ; Pq"™

n = the number of trials (or the number being sampled)
x =the number of successes desired

p = probability of getting a success in one trial

g =1-p =the probability of getting a failure in one trial



Tipos de muestreo

3. Representativo/binomial Sample

Asume

uone|ndod
@
O
O

a) Poblacion homogénea y finita.
 Cerdos al azar tienen la misma probabilidad de ser positivos

b) Independencia.
 E| estado infeccioso de un cerdo no es predictivo del otro.

c) Resultado binario.
* Positivo/negativo



TipOS de muestreo Cuantas canicas debo tomar
para incluir > 1 roja?

* n=100.

Asume * Prevalencia = 10% rojas.

3. Representativo/binomial

a) Poblacion homogénea y finita.

L]
=
b) I n d e p e n d e n C | a Tabla de tamafios muestrales basada en un
[ ]
muestreo aleatorio
. . Poblacién Prevalencia (%)
c Re S u Ita d O b I n a rI O (N) 508 40% 30% 258 20% 154 108 5% Fil 1V 0.5% 0.2
O 10 ‘ s 3 7 [ 10 10 10 10 10 10 10
20 4 13 7 9 10 12 16 19 20 20 20 20
30 4 6 8 9 11 14 19 26 30 30 30 30
40 S 6 8 10 12 15 21 3 40 40 4 40
S0 S 13 ) 10 12 16 22 3s 48 S0 S0 S0
60 S 6 8 10 12 16 23 38 55 60 60 60
70 S 6 8 10 13 17 24 40 62 70 70 70
80 S 6 8 10 13 17 24 42 68 75 80 80
90 S [ [} 10 13 17 25 43 73 87 S0 90
100 S 6 9 10 13 17 25 45 78 96 100 100
120 S 6 9 10 13 18 26 4 86 111 120 120
- 140 s 6 9 11 13 18 26 48 92 124 .139 140
[ ] 160 S 6 9 11 13 18 27 49 97 136 157 160
180 S 6 9 11 13 18 27 50 101 146 174 180
200 S 6 9 11 13 18 27 s1 105 155 1%0 200
250 S 13 s 11 14 18 27 53 112 175 228 250
300 1 (3 9 1 pL) 1e 28 S4 117 189 260 300
350 5 6 9 11 pL} 18 28 S4 121 201 287 350
400 H 6 9 11 1 19 28 sS 124 20 nl 400
450 S 13 9 11 14 19 28 55 127 218 33 450
500 S 6 9 1 pey 19 28 56 129 225 349 S00
600 5 _ 6 9 11 14 19 28 S6 132 238 379 597
700 ) [3 9 11 14 19 28 s? 134 243 402 691
800 5 65 9 11 14 15 26 s7 136 249 421 782
900 S 6 9 1 M 19 28 s7 137 254 437 868
1000 5 13 S 11 14 15 28 s7 138 258 450 950




Y
\ bo
Va4 ; s

“U
B

Aqualab porkameéricas| 202%

S At oo,

3. Muestreo representativo/binomial

Tabla de tamafnos muestrales basada en un - ° ?
muestreo aleatorio Ap Ica e H
Poblacién | Prevalencia (%)
(N) 508 40% 30% 258 20% 15% 100 5% Fil v 0.5V 0.6
10 4 s [3 7 ] 10 10 10 10 10 10 10
20 4 [3 7 9 10 12 16 19 20 20 20 20
30 4 6 8 9 11 14 19 26 30 30 30 30
40 S 6 ] 10 12 15 21 3 40 40 40 40
50 S 6 8 10 12 16 22 s 48 S0 S0 S0
60 S 6 ) 10 12 16 23 38 55 60 60 60
70 S 6 8 10 13 17 24 40 62 70 70 70
80 S 6 8 10 13 17 24 42 68 75 80 80
90 S 6 [} 10 13 17 25 43 3 87 S0 90
100 S 6 9 10 13 17 25 45 78 96 100 100
120 S 6 9 10 13 18 26 4 86 111 120 120 h
140 S 6 9 11 13 18 26 48 92 124 .. 139 140
160 s 6 9 11 13 18 27 49 97 136 157 160
180 S 1 9 11 13 18 27 S0 101 146 174 180
200 S 6 9 11 13 18 27 sl 105 . 155 190 200
250 S € 9 1 14 18 27 53 112 175 228 250
300 S 6 9 1 pL} 1e 28 S4 117 189 260 300
350 s 6 9 11 1 18 28 S4 121 201 287 350
400 S 6 9 1 14 19 28 S 124 211 il 400
450 S (3 9 1l 14 19 28 sS 127 218 33 450 -
500 S 6 9 11 14 19 28 56 129 225 349 S00
. 600 S _ 6 9 11 14 19 26 S6 132 235 379 597
700 S 6 9 1) 14 19 28 s? 134 243 402 691
800 5 6. 9 11 14 15 2 . S 136 249 421 782
900 S [3 9 11 pL ) 19 28 7 137 254 437 868
1000 5 6 s 11 14 18 29 7 138 258 450 950

a) Poblacion homogénea y finita.
b) Independencia.

Poblaciones pequeiias o de
c) Resultado binario. estructura simple.




3. Muestreo representativo/binomial

~
Tabla de tamafios muestrales basada en un
muestreo aleatorio
Poblacién Prevalencia (%)

(N) 508 40% 30% 254 20% 154 108 5% Fi) v 0.5% 0.6
10 4 s 6 7 1] 10 10 10 10 10 10 10
20 4 (3 7 9 10 12 16 19 20 20 20 20
30 4 6 8 9 11 14 19 26 30 30 30 30
40 S 1 8 10 12 15 21 3 40 40 4 40
50 S 6 ] 10 12 16 22 as 48 S0 S0 S0
60 s [ ) 10 12 16 23 38 55 60 60 60
70 S 6 8 10 13 17 24 40 62 70 70 70
80 S 6 8 10 13 17 24 42 68 75 80 80
90 S 6 8 10 13 17 25 43 73 87 S0 90
100 S 6 9 10 13 17 25 45 78 96 100 100
120 s 3 9 10 13 18 26 LY 86 111 120 120
140 S 6 9 11 13 18 26 48 92 124 .. 139 140
160 - 6 9 11 13 18 27 45 9 136 157 160
180 ) 6 9 11 13 18 27 S0 101 146 174 180
200 S 1 9 11 13 18 27 s1 105 . 155 190 200
250 S € 9 1 14 18 27 53 112 175 228 250
300 S [3 9 1 pL ) 1e 28 S4 117 189 260 300
350 s 6 9 11 pL} 18 28 S4 121 201 287 350
400 S 6 9 1 14 19 28 S 124 211 il 400
450 S (3 9 1l 14 19 28 sS 127 218 33 450
S00 S 6 9 11 14 19 28 56 129 225 349 S00
. 600 S _ 6 9 11 14 19 286 S6 132 235 379 597
700 S 6 9 1) 14 19 28 s? 134 243 402 691
800 5 6 . 9 11 14 15 2 . 8 136 249 421 782
900 S 6 9 11 pe ) 19 28 7 137 254 437 868
1000 5 6 s 11 14 18 29 7 138 258 450 950

a) Poblacion homogénea y finita.

b) Independencia.
c) Resultado binario.
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Aplicable?
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éGranjas modernas?
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3. Muestreo representativo/binomial

Hay separacion en sitios dependiendo de |a
etapa y/o funcidon productiva:

* Por galpon
° Por cuarto Galpodn, cuarto o corral
* Por corrales

Poca interaccion entre grupos!




UNIDADES EPIDEMIOLOGICAS

“Grupo de animales en un sitio que comparten
un riesgo comparable de exposicion.”

Galpon, cuarto o corral
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Para estimar
4. Fijo espacial — Muestreo equidistante prevalencia




Tipos de muestreo

4. Fijo espacial — Muestreo equidistante

Las enfermedades infecciosas en granja tienden a aglomerarse...

* Es mas probable encontrar un estatus infeccioso similar en cerdos
fisicamente cercanos a otros.

Autocorrelacion espacial

Tendencia de puntos geograficamente
cercanos a tener valores similares en una

variable dada.

Correlacién espacial Correlacién espacial
positiva negativa




Autocorrelacion espacial

@ Pasies que han reportado

PPC en los ultimos 5 anos
(National Pork Board, 2019 )

“Todo esta relacionado con todo, pero las cosas cercanas
estan mas relacionadas que las cosas distantes.”

W. Tobler’s first law of geography (1970).



Autocorrelaciéon espacial
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AqualLab porkameéricas/ 2

Las enfermedades infecciosas en granja tienden a aglomerarse...

Estatus infeccioso
similar en cerdos que
estan fisicamente
cercanos a otros.

.

Adjusted Ct

Il Negative

N 1-5

B 6-10
11-15
>15

B NotSampled
Marisa Rotolo, DVM

(Rotolo et al., 2017)



a ™S
\ 02
 Lam 1Y a4 3
B Bl B /N

Aqualab porkameéricas/ 202%

Autocorrelaciéon espacial

Consecuencias de seleccionar cerdos “al azar” (muestreo binomial)

A\ Saltarse el aglomerado de cerdos infectados involuntariamente.
A\ Muestrear multiples veces el mismo aglomerado (jcosto innecesario!)

Simple Random Sampling

=N=N
| ' ‘ 1

—i =R

|

|

|
o

|

|

|

|
N
-j: j
1 | ,
—1 1:
=== P—
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Mejor que el muestreo binomial (al azar) cuando hay correlacion...

Asignacion espacial uniforme de manera que el muestreo se distribuya en
forma equidistante.

= SEEE

iToma en cuenta la
autocorrelacion espacial y
la heterogeneidad!
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1. Guia para la toma de muestras:

a) cuantas, y con cuanta
frecuencia
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Muestreo fijo espacial — Fluidos orales ()
No existe una formula universal para determinar el tamafno de muestras...

Recomendaciones

1) ¢ Cuantas muestras puedo colectar y analizar rutinariamente?

o
SSSS 4 muestras 2 muestras 1 muestra
3 23 3 23 3 23
I . | I 24 4 24 4 24
2) Muestree los mismos corrales! = = = [ s [
[} 26 (7] 26 (7] 26
7 27 e 27 7 27
8 [ 28 | 8 28 8 28
9 29 9 29 9 29
3) La consistencia es clave y lo revela todo! o] [ N N R T
12 32 12 32 12 32
- 33 13 33 13 33
14 34 14 | 34 | 14 34
15 35 15 35 15 35
16 36 16 30 16 36
17 [ 37 | 17 37 17 37
18 38 18 38 18 38
19 39 19 39 19 39
20 40 20 40 20 40
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Frecuecia vs Tamano de muestra

AqualLab porkaméricas 202%

Es mejor pocas muestras colectadas frecuententemente que muchas
muestras colectadas en un solo punto de tiempo...

Calendario Calendario

Dom Lun Mar Mie Jue Vie Sab Dom Lun Mar Mie Jue Vie Sab

1 2 @ 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
8 9 @ 11 12 13 14 8 9 @ 11 12 13 14

18 19 20 21 15 16 17 18 19 20 21

25 26 27 28 22 23 24 25 26 27 28

29 30 31




Ej: Granja de destete a finalizacion (n = 1,100)

10 sitios x 6 corrales en cada caseta
Muestree |OS mIismos corrales, use pocCcas muestras

Por 18 semanas

)4
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Muestreo bi-semanal (la consistencia es la clave!)




S/P ratio (Promedio)

Resultados: Anticuerpos contra PRRSV

4.0

39 9

ot - < ol - R v B
©o nw o »nn o wn o
L 1 1 1

bo
B s 7O > -
Aqualab porkamericas| 2025

Ty ﬁ\

4 Cutoff

Sitio 5 Sitio 9 A Sitio 10

Cutoff

4 Cutoff

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Semana de crecimiento Semana de crecimiento Semana de crecimiento

Resultados logicos y faciles de entender porque reflejan |la
respuesta de los cerdos a la infeccion a través del tiempo.
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1. Guia para la toma de muestras:
b) éQué prueba diagnodstica utilizar?
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b) éQué prueba diagnostica utilizar?

PCR vs ELISA/anticuerpo?
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Etapas de transicion de PRRSV Asie  porkaméricas/ 2024

Exposur

PRRSY

Viral Load

In Tissues =~
Viremia

2. Fase

Total Antibody
convalesciente

esponse
(measured by ELISA)

+ 1yr

(Lopez and Osorio, 2004; Henao-Diaz et al., 2020)
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Y ELISA

Detecta ARN de PRRSV en la muestra. Detecta anticuerpos contra PRRSV.
* Estimacion de carga viral en la muestra. || * Indica infecciones pasadas o recientes.

Resultados en cuestion de horas.
Costo: ~S5.00 — 7.00 USD/muestra

e Resultados en cuestion de horas.
* Disponible para gran variedad de
muestras.

Limitado a fluidos que contengan

e Costo: $25.00 — 35.00 USD/muestra. anticuerpos.
* ARN sensible a altas temperaturas. Limitado a granjas libres de PRRSV.
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Viral Load
In Tissues

Viremia

Total Antibody

esponse
(measured by ELISA)

+/- 5mgs. pror

A (baja carga viral) ., ELISA &

- ELISA &
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Viral Load
In Tissues

l Viremia
l - Total Antibody

2 Response
(measured by ELISA)

: - ‘ ',

& Q. oo oo
1 .’ .....
¢ &
Exposurg to N > ) ., A
PRRS‘V T'_.. .'/ .. ... o
241% . e
‘ b ". ... ” 5

mo. mos. +/- 5mos. +1yr PCR N ELISA
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Predicted PRRSV detection
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100%
80%
60%
40%
20%

0%

|

IR -

X

RNA in serum (RT-PCR) e
\ Infectious virus (Bioassay) =
% Antibody in serum (ELISA) ——-—

[ 3

-+ | PCR + ELISA

4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Week post exposure to PRRSV or MLV

(Henao-Diaz et al., 2020)



Guia para un plan de vigilancia sostenible:

2. ¢Como obtener mejores resultados en la PCR?

c) Importancia del manejo adecuado de la muestra
d) Uso de controles endégenos
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2. ¢Como asegurar los mejores
resultados en PCR?

c) Importancia del manejo adecuado de la
muestra.



1. Coleccion de 2. Almacenamiento en
muestra granja

4. Recepcion en 5. Procesamiento de 6. Almacenamiento
laboratorio muestra antes de testear



?Refrigerada/congelada? ? Refrigerada?

?Congelada-descongelada? ? Altas temperaturas?
1. Coleccion de 2. Almacenamiento en 3. Envio al laboratorio
muestra granja

? Refrigerada? ?Refrigerada?

4. Recepcion en 5. Procesamiento de 6. Almacenamiento 7. Testeo por gPCR
laboratorio muestra antes de testear
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Las muestras colectadas en granja estan
expuestas a una variedad de condiciones
desfavorables...

'\ " J

4

éMe deberia preocupar...? ;4 $ -

"



= Efecto de la temperatura de almacenamiento en la deteccién
. de PRRSV RNA en suero y fluidos orales

Cerdos inoculados con PRRSV contemporaneo.

Suero (n =5)

Cerdos vacunados con Ingelvac® PRRS MLV.

[0 O

Fluido oral (n = 5)

*

Bx
N

!
—
7 0

Jee

et O 0
14 ml c/u

W =

(Munguia-Ramirez et al., 2023)



Muestras divididas en 28 alicuotas de 500 ulL
- Sometidas a 28 tratamientos de temperatura:

°C | ER 1-24 hrs ol

(TN T 4C | W RealPCR™ NA PRRS

2—48 hrs Types 1-2 RNA Mix

10°C =» 3-—72hrs
: 4 — 96 hrs ‘*

" U/ 20°C| | =» 5-120hrs
Suero (n = 5) | 6 — 144 hrs
Fluido oral (n = 5) 30°C 0 =» 7 —168 hrs

PCR test para PRRSV RNA




Pérdida de PRRSV RNA en funcién de la (temperatura*tiempo)

0.5 - -
Suero Fluido oral
0.3 1 1 T
Pérdida significativa Pérdida significativa a
0.2 1 a 30°C! 1| todas las temperaturas!!
*n < 0.05
0.0 ¢ =11
o 0.1
w |
-0.3 - -
-04 - -
—— 4°C:y=1.89 + 0.001x —— 4°C:y=0.53-0.001x*
-0.6 1 —— 10°C:y =2.03 + 0.000x 1 —— 10°C:y = 0.56 - 0.002x*
20°C:y = 1.97 - 0.001x 20°C:y = 0.53 - 0.003x*
0.8 { — 30°C:y=2.00-0.004x" ] —— 30°C:y = 0.46 - 0.003x*

0 24 48 72 96 120144 1680 24 48 72 96 120 144 168

Tiempo (horas) Tiempo (horas)
(Munguia-Ramirez et al., 2023)



% de PRRSV RNA detectable por PCR

Suero
10°C 20°C 30°C

24 hrs 100
48 hrs 100
/2 hrs 100
96 hrs 100
120 hrs 100
144 hrs 100
168 hrs 100

100
100
100
100
100
100
100

99
98
97
97
96
95
94

95
90
34
/9
74
63
63

ﬁ Fluido oral

4°C 10°C 20°C 30°C

(Munguia-Ramirez et al., 2023)

24
48
72
96
120
144
168

nrs 94 91 86 383

Nrs 87 81 /3 67/
Nrs 81 /2 59

nrs /5 62
rs 638 52
rs 62
Nrs




% de PRRSV RNA detectable por PCR

Suero

J 4°C 10°C 20°C 30°C
24 hrs 100 100 99 95
48 hrs 100 100 98 90
/2 hrs 100 100 97 34
96 hrs 100 100 97 /9
120 hrs 100 100 96 74
144 hrs 100 100 95 68
168 hrs 100 100 94 63

ﬁ Fluido oral
4°C 10°C 20°C 30°C

24 hrs Q4 91 86 ]3

Pérdida de PRRSV RNA a
cualquier temperatura
> -80/-20°CI11 A\

(Munguia-Ramirez et al., 2023)

144 hrs 62
168 hrs




sy Efecto del congelado-descogelado en la deteccion de PRRSV
"% RNA en suero y fluidos orales

Suero (n =5) |Cerdos inoculados con PRRSV contemporaneo.

Fluido oral (n = 6) | Cerdos vacunados con Ingelvac® PRRS MLV.

I

(Munguia-Ramirez et al., 2023)



Muestras divididas en 4 alicuotas de 1 mL

— ) ¥ AV g

— Sometidas a 4 tratamientos de congelado-descongelado:
e b /PN
RealPCR™ NA PRRS

M 2 ciclos | =® *
- Types 1-2 RNA Mix

| 5 ciclos | ™ congelado (-80°C) ‘*
\/ <}\ 10 ciclos | =» * >>
Suero (n = 5) : é . é
Fluido oral (n = 6) 15 ciclos | =

Descongelado (4°C)

— —

PCR test para PRRSV RNA




Pérdida de PRRSV RNA en funcién del (congelado-descongelado)

0.3 1 PRRSV RNA
0.2

% de PRRSV RNA detectable por PCR

*n< 005

0.0 I~ il 2 ciclos  5ciclos 10ciclos 15 ciclos
S-0.1 - T Suero 100 100 100 100
Ll Pérdida significativa| | ~— T

037 | enfluidos orales! || Fluido o 87 3 =

oral
0.4 -
06 - Suero: y=1.97 + 0.00x Pérdida de PRRSV RNAa>?2 CiC|OS de

— Fluido oral: y=1.00 - 0.03x* .
g congelado-descongelado en fluido oral!

-0.8 -

0 3 6 9 12 15
Congelado-descongelado (ciclos)
(Munguia-Ramirez et al., 2023)
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2. ¢Como asegurar los mejores
resultados en PCR?
d) Uso de controles enddégenos.



La prueba de PCR no es perfecta...

S 4&\

R

Aqual._ab

Deteccion de M. hyopneumoniae en fluidos orales por PCR:

Procedure Oral fluid results
Extraction|| PCR Positive! | Negative  Total
2 difer]entes 3 dif]e?entes 105" 213 322
extracciones PCRs 1483,b 174 322

] 2 L73® 149 322

2 2 134b:c 188 322

(Poeta Silva et al., 2020)

be

porkaméricas 202%

Variaciones en el manejo de la muestra afectan los resultados.

NO TODAS LAS PRUEBAS DE PCR SE COMPORTAN IGUAL!
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La prueba de PCR no es perfecta...

e \Variaciones en el manejo de la muestra afectan los resultados.

* NO TODAS LAS PRUEBAS DE PCR SE COMPORTAN IGUAL!

Deteccion de M. hyopneumoniae en fluidos orales por PCR:

Procedure Oral fluid results
Extraction|| PCR Positive! ’ ..
1 » 109° La tasa de positividad

2 diferentes || 3 diferentes

e e | pees 148 | varia por los métodos

é ; };ib,c de extraccion y PCR!

(Poeta Silva et al., 2020)
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La prueba de PCR no es perfecta...
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éPor qué?

* Pobre calidad la muestra

* Diferente personal realizando |la prueba
e Contaminacion

* Errores en pipeteo

* Eficiencia de las enzimas usadas para RT
* Diferente equipo de extraccion o PCR

e Variaciones en el lote de los reactivos
O ... etc.
[>] oe

g
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4. ¢CoOmo asegurar resultados de
PCR confiables?

Monitoreando la calidad del procedimiento! \.
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La prueba de PCR no es perfecta...

AqualLab porkameéricas| 202%

éPor qué?

* Pobre calidad la muestra
* Diferente personal realizando la prueba
* Contaminacion
* Errores en pipeteo
* Eficiencia de las enzimas usadas para RT
* Diferente equipo de extraccion o PCR
* Variaciones en el lote de los reactivos
.. etc
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La prueba de PCR no es perfecta... st porkaméricas/ 2024

éPor qué?

* Pobre calidad la muestra
v’ Diferente personal realizando la prueba

ra RT
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La prueba de PCR no es perfecta... e porkaméricas/ 2024

s bt Catutin.

éPor qué?
% PolbNo-monitoreadol |-

v’ Diferente personal realizando la prueba

ra RT
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4. ¢CoOmo asegurar resultados de
PCR confiables?

Monitoreando la calidad del procedimiento! (%

¢ CoOmo monitorear la calidad de la muestra?



Control endogeno (internal sample control, ISC)

Cuantificacion de un gen porcino inherente a la muestra junto a la prueba

de PCR para PRRSV.

En la muestra: El gen porcino se encuentra bajo las mismas condiciones
de manejo que el RNA de interés (PRRSV).

ONTRO
{
(=
:I.v.a ;‘\ > ’:.Skf,
N APRES

ISC

Fluido oral

Nﬁ:::@t 2
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Control endogeno (ISC) PSS G porkaméricas/ 2024

Deben ser verificados para su expression constante antes de
usarse como controles.

* Validado bajo las mismas condiciones que el RNA viral de interés.

l’ ~ _ ~

/ 7 o / 7

ISC { ISC (

OO000| O00O0




Validacion de un control enddégeno en una PCR para PRRSV

\ . [ 4 . .
1. Validacion en consistencia
Muestras (n) =927
Fluido oral (n = 130)
A
Suero (n = 215)
Sonsyy L 1 1 L
KTy _ 1
_j - Heces (n = 132) I IR
RealPCR™ NA PRRS 3 Esta!blecer valores de referencia para diagnodstico
Types 1-2 RNA Mix € rutina.
Fluido oral (n = 150) Hisopado fecal (n = 75)
—_—
Suero (n = 150) Heces (n = 75)

(Munguia-Ramirez et al., 2023)



Validacion de un control enddégeno en una PCR para PRRSV

\ . o 7/ . .
1. Validacion en consistencia
Muestras (n) =927
Fluido oral (n = 130)
A
Suero (n = 215)
Tansyy L 1 1 1
st _ 1
;i L2 Heces (n = 132) I S

RealPCR™ NA PRRS
Types 1-2 RNA Mix

q

(Munguia-Ramirez et al., 2023)



ECq

1. Validacion en consistencia

3.0 1

2.7
2.5
2.3
2.0
1.8
1.5
13
1.0
0.8
0.5
0.3
0.0

PRRSV RNA e

——— Fluido oral
—— Heces

T T T 1 T T T L] Al L] Al

-7 0 3 6 9 14 17 21 28 35 42
Dias post-vacunacion (DPV)

(Munguia-Ramirez et al., 2023)

3.0 A1

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

ISC consistente en todas las muestras

Control enddgeno (ISC)

S

Serum: y = 1.80 + 0.00x
Oral fluid: y = 2.13 + 0.01x
Feces:y =1.31- 0.00x

Control enddgeno (ISC)

Serum: y = 1.36 + 0.00x

-7 0 7 14 21 28 35
Dias post-vacunacion (DPV)

42

0 20 40 60 80 100 120 140 1e0 180
Dias post-inoculacién (DPI)




Validacion de un control enddégeno en una PCR para PRRSV

\ . [ 4 . .
1. Validacion en consistencia
Muestras (n) =927
Fluido oral (n = 130)
A
Suero (n = 215)
Sonsyy L 1 1 L
KTy _ 1
_j - Heces (n = 132) I IR
RealPCR™ NA PRRS 3 Esta!blecer valores de referencia para diagnodstico
Types 1-2 RNA Mix € rutina.
Fluido oral (n = 150) Hisopado fecal (n = 75)
—_—
Suero (n = 150) Heces (n = 75)

(Munguia-Ramirez et al., 2023)



Validacion de un control enddégeno en una PCR para PRRSV

N
Muestras (n) =927
R
o
e
3 —
..ﬁ
RealPCR™ NA PRRS 2. Establecer valores de referencia para diagndstico
Types 1-2 RNA Mix de rutina.
Fluido oral (n = 150) Hisopado fecal (n = 75)
—_—
Suero (n = 150) Heces (n = 75)

(Munguia-Ramirez et al., 2023)



2. Establecer valores de referencia para diagnostico de rutina.

Valores limite de ECqs para ISC (95% ClI)

Muestra 98.7% 97.5% 95%
Suero 1.26(1.12,1.40) 1.16(1.10,1.27) 1.11(0.56, 1.23)
Fluido oral 0.28 (0.22,0.44) 0.25(0.09,0.36) 0.11(0.03,0.26)
Heces 0.49 (0.18, 0.60) 0.37(0.17,0.55) 0.18(0.17,0.52)
) ( )

Hisopado fecal 0.27 (0.04, 0.44

0.14 (0.03, 0.39

0.04 (0.03, 0.34)

IEI

98.7% 97.5% 95%

Valores de
ISC

(+) ISC positivo

'.EI

Como normalizar a
ECq los resultados

de la PCR?
(Armenta -Leyva et al., 2023)

1.25th 2 gth 5th Percentiles




2. Establecer valores de referencia para diagnostico de rutina.

Valores limite de ECqs para ISC (95% ClI)

Muestra 98.7% 97.5% 95%
Suero 1.26 (1 12 140 116(1 10 1 27) 111 (0 BA 1.23)
Fluidooral 0.28( Valores fuera de rango = |[0.26)
Heces 0.49 ( _ _ 21 0-52)
Hisopado fecal 0.27 ( R,e te,Stear"re ,reCO,IeCCIO‘n' 10.34)

Como normalizar a
1 ECq los resultados
de la PCR?

98.7% 97.5% 95%

Valores de
ISC

(+) ISC positivo

. i : | | l |
1.25th 2 gth 5th Percentiles




Conclusiones

N\ 8
bo porkamericas j 2NnaL

'ﬂ!??
PORK yejor

B L IRV

v il VIRV



El manejo de PRRSV es trabajo en equipo

Las decisiones tomadas en granja para el manejo de PRRSV dependen de los
resultados de las pruebas diagndsticas...

— Sinergia granja + laboratorio para asegurar resultados precisos!

: (6 :
En granja: %@ En laboratorio:
* Tomay envio adecuado de muestra. * Manejo adecuado de muestra a la
* Refrigeradores/congeladores recepcion.
funcionales. * Uso de controles positivo y negativo en
e Recolectar suficiente muestra (ml) pruebas diagnosticas.
para la prueba diagnostica. * Uso de controles enddégenos en PCR.
* Enviar la muestra dentro de 24 horas. | |* Congelar muestra después de testear.




£ 8

Aqualab porkameéricas | 202%

e 1 peed VoV
L 7 4 ¥V 4 N

Puntos clave

* La PCRy ELISA son igual de valiosas para el monitoreo!
 Muestras agregadas y muestreo fijo espacial reducen costos.
* La consistencia es clave: Pocas muestras + mismos corrales.

* El manejo adecuado de muestras evitara falsos negativos...
- Suero: Evite temperaturas > 20°C para optimizar la deteccién por PCR.

- Fluidos orales: Congelar a -80°C y evitar >2 ciclos de congelado-
descongelado para prevenir falsos negativos. e TN
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