MUESTREO Y ENVIO DE MUESTRAS.
REQUISITOS PARA EL DIAGNOSTICO DE
LABORATORIO DE LA PPA.

Seminario “Acciones de emergencia ante la confirmacion de Peste Porcina
Africana “
23 de marzo de 2022

Raquel Nieto Martinez, INIA-CISA/CSIC
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Muestreo y envio de
muestras
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SISTEMA de Vigilancia sanitaria

El objetivo: proporcionar informacion rapida y
fiable que posibilite acciones destinadas a la
prevencion y control de las enfermedades

Componente esencial en un sistema de vigilancia

-

Laboratorios oficiales de diagnodstico

e

E(\ CRGAMIZACION MUNDIAL DE SANIDAD ANIMAL = £ ST TR = C s l c n IN]A
s 4 Pvikegep g ied andealer prakecnr nuedtrs fehian i D ESPARLA DE CIEMNCIA e e - N Cenibro Xarhounl Dnstitui de Ton caligus
1 ._l 2 Frunmibinzia Airarin o Ll ilaerie

E MMEAcIc zrd



Laboratorios oficiales de diagnostico

ENTIDADES dentro de la estructura sanitaria y de vigilancia
NACIONAL E INTERNACIONAL

e Esenciales para la confirmacidn de la situacion sanitaria de
los animales y la identificacion de patogenos.
 Permiten la deteccion precoz de enfermedades animales.

UN DIAGNOSTICO RAPIDO Y FIABLE
ES INDISPENSABLE EN LA PREVENCION y
CONTROL DE ENFERMEDADES
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OBJETIVOS PRUEBAS DIAGNOSTICAS

e Documentar |la ausencia de una determinada enfermedad
en un pais o region determinado,

e evitar su propagacion a través del comercio,

e confirmar el diagndstico de los casos clinicos,

e jidentificar a los animales infectados para implementar
medidas de control,

e estimar la prevalencia de una infeccion para facilitar el
analisis del riesgo,

e erradicar una infeccion de una zona o pais,

e clasificar los animales segun su salud o estado inmunitario
tras la vacunacion

e Herramienta para seguir la evolucion de una enfermedad,
facilitar la lucha contra enfermedades.

Frivie ey e aniecles prasaoiiel uerrrg fretiing 1 i it S AR, e
E | MPOWACIc N RSN TP I S = Tevimibzia Azrerin s Aliimrilsris

(—) I(\ ORGANIZACION MUNDIAL DE SANIDAD ANIMAL P W crinenne | e : C S l c n INIA
L J ! DIF FSPAra DE CIEMNCIA 3 i oy Lokt ;
B = =
ko - 9



El punto de partida para la investigacion de una enfermedad

es la recogida de

« SUERO (ELISA, IPT) « SUERO
« SANGRE (EDTA) « SANGRE (EDTA)
EXUDADOS HOMOGENIZADOS

—

DETECCION DE
VIRUS

DETECCION Ac |— .

HOMOGENIZADOS TEJIDOS TEJIDOS DIANA (bazo,
DIANA (bazo, rifidén, pulmén, rifndn, pulmodn, ganglios

Qﬁf ganglios linfaticos, MEDULA linfaticos, MEDULA OSEA)
s SRy

UN BUEN DIAGNOSTICO NECESITA UNA

BUENA MUESTRA
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PLAN DE MUESTREO ADECUADO

' OAPROPIADA

ODE CALIDAD
MUESTRA -
OREPRESENTATIVA

OVOLUMEN o CANTIDAD SUFICIENTE
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PLAN DE MUESTREO ADECUADO

o EMBALAIJE Y TRANSPORTE
OIDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS
OTIEMPO DE RECEPCION EN LABORATORIO

OALMACENAMIENTO

A
I(\ CRGANIZACION MUNDIAL DE SANIDAD ANIMAL T ol — o esisTERIO ( S l C: n INIA
B N Frite e i leh aniinaler, prasds il nueri fetiing - wF DEESPARLA DE CIEMCIA Aprilir: el S Lo P - e Cenlre Nowiounl Instiluis de lon caligurion
e =] e £l o AL T = A N



PLAN DE MUESTREO ADECUADO

o MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD

»> EN LA OBTENCION DE MUESTRAS

» EN TRABAJO DE LABORATORIO

» EN ELARCHIVOY ELIMINACION DE MUESTRAS
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MATERIAL NECESARIO PARA
RECOGIDA MUESTRAS
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Material necesario para la recogida de muestras.

Envases con tapas herméticas, preferiblemente de plastico para
recoger las muestras de organos

Tubos estériles sin anticoagulante para recoger sangre y obtener
suero.

Tubos estériles con anticuagulante (EDTA) para recoger sangre
completa.

Jeringuillas y agujas apropiadas.

Cuchillo, bisturi, pinzas y tijeras

Cajas con refrigerantes y cajas para aislamiento térmico.

Hielo seco (si es necesaria la congelacion de las muestras)
Etiquetas y rotuladores resistentes al agua.

Todas las muestras se deben identificar de forma individual
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MUESTRAS DE ELECCION
PARA EL DIAGNOSTICO

e
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Suero: sangre completa empleando tubos estériles sin anticoagulante.
Dejar que se forme el COAGULO.

LA HEMOLISIS EN LA MUESTRA DE SUERO AFECTA NEGATIVAMENTE A
LAS PRUEBAS SEROLOGICAS.

Sangre: sangre completa empleando tubos estériles con anticoagulante
(EDTA: EVITAR USO HEPARINA)

Organos: sin formalina

[ *Bazo

*Pulmon

*RifAGN

eAmigdalas

*Corazén

eGanglios linfaticos: mesentéricos, retrofaringeos, renal, gastrohepatico etc.

Médula dsea de hueso largo o esterndn
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Deteccidon del
Virus
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O0SANGRE COMPLETA (EDTA)

OSUERO
0ORGANOS
OMEDULA OSEA

OGARRAPATAS blandas
género Ornithodoros (vectores)

(A) DETECCION DEL GENOMA VIRAL MEDIANTE LA
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

(B) DETECCION DEL ANTIGENO VIRAL
MEDIANTE TECNICAS INMUNOLOGICAS

1. Inmunofluorescencia directa (DIFT)

2. ELISA deteccion antigeno

(C) AISLAMIENTO VIRAL Y TECNICA DE LA
HEMOADSORCION DEL VPPA
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(A) “SCRENING” mediante ELISA
Deteccion de 1. OIE-ELISA (ELISA indirecto)

anti CUerpos 2. ELISAS COMERCIALES (INGENASA, IDVET,
SYANOVA)
’ (B) Técnicas de confirmacion

_ 1. Técnicadel Immunoblotting (IB) b, * i%
A Bl e !
/ i 2. Técnicade laimmunoperoxidasa indirecta(IPT)  , ‘% @'1*1‘-} a[:
. . et X o

T L8 Ha —
3. Técnicade lainmunofluorescenciaindirecta (IFl) * = e T

O SUERO

0 EXUDADOS/HOMOGENIZADOS DE ORGANOS y médula 6sea
(técnica de inmunoperoxidasa IPT e IFl)
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MUESTRAS ALTERNATIVAS

Los estudios de evaluacion realizados por diferentes grupos con muestras
experimentales han demostrado el uso potencial de las muestras alternativas en el
dignostico de la PPA:

* Fluido oral

 Hisopos: sangre, tejidos, orales y nasales
 Muestras de sangre seca

e Muestras de jugo de carne

e Esponjas secas (dry-Sponges)

GAPS

Validacidn utilizando muestras de campo y tests de

diagnéstico validados tanto para deteccion del virus como para la

deteccion de anticuerpos.
Sensibilidad depende del tipo de cepas circulantes (virulencia)
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Pool sangre para el diagnostico de PPA
mediante la técnica de PCR

No disminuye la sensibilidad de
las técnicas cuando tenemos una
gran cantidad de ADN viral (Ct
<30), independientemente de la
PCR analizada.

CT RANGE

% Sensitivity OIE REA

TIME PCR 5% Sensitivity UPL REA

TIME PCR

3POOLED | 5POOLED | 10 POOLED | 3 POOLED | 5 POOLED |10 POOLED
<20 100 100 100 100 100 100
20-30 100 100 100 100 100 100
30-35 100 86 29 100 100 60
>35 100 43 0 100 97 13

La sensibilidad se reduce considerablamente cuando se
realizan pooles >3 la carga de DNA viral es superior a Ct>30.

CT RANGE

% Sensitivity OIE REAL TIME PCR

% Sensitivity UPL REAL TIME PCR

3 POOLED | 5POOLED |10POOLED | 3POOLED | 5POOLED |10POOLED
<20 100 100 100 100 100 100
20-30 100 100 100 100 100
30-35 100 86 29 100 100
>35 100 43 0 100 97
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ENVIO Y TRANSPORTE DE MUESTRAS
MATERIAL BIOLOGICO

]
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ENVIO Y TRANSPORTE DE MUESTRAS:
Debe realizarse de acuerdo con la NORMATIVA
INTERNACIONAL, NACIONAL Y REGIONAL

Recipiente
Primario

Material
Ab=orbente

Si la entrega se realiza en un plazo superior a 48 horas, se

recomienda su transporte y almacenaje con nitrégeno liquido
o -70°C.
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Documentacion de las muestras

Name Name
Intitution/Lab: Address:
Address:
Country: Country:
Tel. number: Tel. number:
Fax number: Fax number:
E-mail address: E-mail address:
SAMPLE TYPE (mark with X) N2 samples| Volume

Blood: EDTA

Serum
Tissue: Liver

Lung

Lymph node

Spleen

Tonsil

Kidney
Skin biopsy:
Swabs:
Other:
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Documentacion de las muestras

Tube No. Animal species Animal ID No. Sample Type Date of sampling Sampling localization
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Documentacion de las muestras

Epidemiological information

Symptomatic

Surveillance

Necropsy

Died off

Confirmation

Sudden death

Acute fever

Lethargy

Anorexia

Erythema

Recumbency

Abdominal pain

Diarrhea

Vomiting

Cianosis

Coughing

Blood feaces

Others:

Travel History with dates (include in- and out-of-state)

Human/Animal/Arthropod Contact (specify)

Previous Laboratory Results

Previous ASF outbreak (give dates)

Additional Information:

Informacion
epidemiologica
completa.
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Requisitos para el TRANSPORTE de MATERIAL
BIOLOGICO al laboratorio de diagndstico para la
PPA

O
CAPITULD 1.1.3, A\ l £

TRANSPORTE DE MATERIAL BIOLOGICO

“En interés de la salud humana y animal, el material bioldgico obtenido de
animales debe transportarse de manera sequra, eficiente y legal desde el lugar
donde se obtiene hasta el lugar donde se analiza, estudia o utiliza.”

REMITENTE

COORDINACION.
TRANSPORTISTA RESPONSABILIDAD.
DESTINATARIO
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TRANSPORTE de MATERIAL BIOIOGICO

Categorizacion de las sustancias infecciosas

OMuestras sospechosas para el diagndstico de la PPA
CATEGORIA B—UN 3373

O Cultivo: virus PPA

CATEGORIA A— UN 2900

Sustancia infecciosa que afecta a animales
(En caso de duda sobre si una sustancia cumple o no los criterios, debe asignarse a la
Categoria A)

O MUESTRAS EXENTAS: no sujetas a la normativa de sustancias peligrosas.

Muestras de estudios de vigilancia.
Muestras para controles de exportacion de animales sanos.
*Muestras para estudio estado inmunitario de animales o poblaciones.
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Sistema de triple embalaje.

APENDICE 1.1.3.2.

EJEMPLO DEL SISTEMA DE EMBALAJE TRIPLE
(RECOMENDACIONES DE LA IATA) PARA EL
EMBALAJE Y ETIQUETADO DE DISTINTOS TIPOS
DE MATERIAL BIOLOGICO

Fig. 3. Ejemplo del sistema de embalaje triple para el embalaje y etiquetado de sustancias infecciosas de la Categoria
A LIN28 T4 y UNZ2SN
(por cortesia de la IATA, Monireal, Canada),
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0

FfE. 5. ’.'I,I'i"ﬂfﬂ” el sistema de embalaje Ir i’.ll'r.' para el embalaje y etiquelado de sustancias infecciosas e [ Categoria
B, UN3373 con envase secundario no rigido a prueba de Giltraciones (por cortesia de la IATA, Montreal, Canadd.

/..--——-'P_,.-» - Muesira en recipiente primang
T = a prueha de filtracionas
Matenal de - “h ». | Envase secundario no rigido
envasado ——— P =i a pruaba de filtracionas
absorbonte
_'___,..--"""F.’ ﬂ
¥< / | Embataje axanior rigido
S . ,
= .. Designacion apropiada
/ i‘“‘-—‘u‘-‘“‘ - para el transporte
HQ s - Identificacion de! paquete
del remitents
y del destinatario
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CONSIDERACIONES PARA EL MANEJO Y
TRABAJO CON MUESTRAS SOSPECHOSAS DE
PPA
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El VIRUS DE LA PESTE PORCINA AFRICANA debe
manipularse en los laboratorios aprobados por
las AUTORIDADES COMPETENTES SIGUIENDO
LAS DIRECTRICES DE BIOCONTENCION DE
AGENTES PATOGENOS DEL GRUPO 3
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Consideraciones para el manejo y trabajo CON
MUESTRAS SOSPECHOSAS DE PPA en Lab BSL -2

Si NO se dispone de un laboratorio de
bioseguridad de nivel 3 (BSL-3).

O Disponer de area restringida con control y registro de acceso.
O Habilitar una sala para cambio de ropa y calzado.

0 Manipular las muestras en cabina bioseguridad Clase |I.

0 Descontaminar superficies, equipos y material.
O Gestion controlada de residuos y muestras.

OFORMACION DEL PERSONAL.
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O Analisis por PCR: el primer paso de la extraccion de ADN
debe realizarse en cabina de bioseguridad de clase Il (Buffer de
lisis): inactivacion del virus. Después se puede trabajar en Ia
mesa de laboratorio.

O Analisis seroldgico: Inactivacion muestras de suero
mediante tratamiento térmico (56°C - 70 min). Después se
puede trabajar en la mesa de laboratorio ELISA/IB/IPT.

El VIRUS DE LA PESTE PORCINA AFRICANA debe
manipularse Unicamente en los laboratorios
aprobados por las AUTORIDADES COMPETENTES
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https://asf-referencelab.info/asf/en/ '
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WELCOME TO THE EUROPEAN
UNION REFERENCE LABEORATORY
FOR AFRICAN

SWINE FEVER (EURL-ASF).
GENTRO DE INVESTIGACION EN SANIDAD ANIMAL (INIA-CISA)

Csc I IMNIA

ENAL ASFOTHIA.ES

S MNATIOMNAL REFEREMCE LABORATORIES FOR ASF

ASF NOTIFICATIONS %
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Muchas gracias
por su atencion

nieto.raquel@inia.es



