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,Eldiagnésticolaboratorial es importante en
las'enfermedades infecciosas del porcino?

a) No demasiado, con el cuadro clinico es suficiente para diagnosticar

b) Solo es importante en las enfermedades de declaracion obligatoria

¢) Si, ya que hay muchas enfermedades que no se pueden identificar solo por
el cuadro clinico

d) Si, ya que nos ayuda a tomar decisiones

e) ¢y d son correctas

PRINCIPALES METODOS DE DIAGNOSTICO

o ELISA
DIAGNOSTICO SEROLOGICO- | 0 Inmunofiuorescencia indirecta
(deteccion de anticuerpos) ST
o Fijacién del complemento

— 0 Aislamiento bacteriano
AISLAMIENTO DELAGENTE | 0 Aislamiento viral

+* DIAGNOSTICO DEL AGENTE
= (virus, bacteria, hongo...)

CASO CLINICO
¢DE QUE SOSPECHAMOS?
DIAGNOSTICO DIFERENCIAL
l Tipo de muestra segun la sospecha

TOMA DE MUESTRAS

1 Indicar al laboratorio nuestra sospechal!!
ENVIO AL LABORATORIO

|

En funcion de o que les e sE| ECCION DE LA PRUEBA DIAGNOSTICA
hayamos indicado 1

RESULTADO E INTERPRETACION

La calidad de la muestra es determinante para el diagndstico

La seleccion de la muestra dependera de la prueba que se pretende realizar

@ Historia clinica

Signos clinicos.

¢ Qué prueba seleccionar?

o PCR
i DETECCION DELANTIGENO | © e i
L CH, TOMA DE DECISIONES
p 2 2 COMPLUT
TOMA DE MUESTRAS ¢ Qué animales deberiamos seleccionar para-el

muestreo?

a) Animales con cuadro agudo

b) Animales sin sintomas

c) Animales que se han recuperado del cuadro clinico

d) Dependera de la prueba que vayamos a hacer y la enfermedad de la que

sospechemos
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TOMA DE MUESTRAS PRESERVACION-Y ENVIO DE MUESTRAS
SELECCION DE ANIMALES:
- * Generalmente en refrigeracion (4° C) O Bacteriologia < 3h
Eip Animales que no hayan sido tratados con antibiéticos Aislamiento viral b “congelado  -20°C Virologfa < 8h

F L+ Animales con cuadro agudo: deteccion del agente

Fetos ; ; ANTE LA DUDA DE UNA o + e + e

TIPOS DE MUESTRAS

Dependera de la enfermedad
de la que sospechemos

Necropsias ENFERMEDAD DE DECLARACION
Hisopos nasales OBLIGATORIA!!

A

Sangre y suero

7,

0/o o o.0,0 o

Fluidos corporales ™ ) = éséRwo sl !
Organos J - —} INDICANDO LA SOSPECH,
i 3 | 4 Heces LLAMAR AL VET -
f ) OFICIAL -

PRINCIPALES METODOS DE DIAGNOSTICO AISLAMIENTO BACTERIANO

o Cada bacteria tiene unas condiciones particulares de crecimiento mmp seleccion del medio de

cultivo:

= Simples, enriquecidos, selectivos, diferenciales, enriquecimiento
=_Agar nutritivo, agar sangre, agar MacConkey, agar EMB, agar AMS, caldo nutritivo

¢« Aislamiento bacteriano

Haemophilus parasuis Seplocdieysig

%+ Microaerofilia S Nperpbiosts

% Agar chocolate S AgResnare

AISLAMIENTO BACTERIANO PRINCIPALES METODOS DE DIAGNOSTICO

TINCION DE GRAM PRUEBAS BIOQUIMICAS . ELISA

=

\
TR

ANTIBIOGRAMA
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ELISA (DIAGNOSTICO SEROLOGICO)

o Técnica que detecta la presencia de Ac especificos
o Permite analizar un gran n° de muestras

o Rapida (alrededor de 3 horas)

MUESTRAS |
L2

Py e

Fluido oral

First Dussction of Antibsodies Against African Saine Fever

a Heces 'ENSE

;Para qué se utiliza el diagnostico serologico
mediante ELISA?

a) Para conocer si un animal ha estado expuesto a una enfermedad
b) Como soporte para el diagndstico

c) Para comprobar que una vacuna ha sido efectiva

d) Para hacer seroperfiles

e) Todas son correctas

ELISA (DIAGNOSTICO SEROLOGICO)

PRINCIPALES USOS

Vigilancia para deteccion de exposicién a enfermedad
Monitoreo de la respuesta a las vacunaciones

Soporte para el diagnéstico

856

PRINCIPALES ELISAS EN SEROLOGIA

ELISA INDIRECTO

b CONJUGADO SUSTRATO

? -} ANTLESPECIE
MUESTRA
POSITIVA COLOR

MUESTRA | NO COLOR
NEGATIVA

ELISA INDIRECTO DE COMPETICION
@

5

ACANTI-AG MARCADO'

MUESTRA
POSITIVA

MUESTRA
NEGATIVA

PRINCIPALES METODOS DE DIAGNOSTICO REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

0 Técnica que amplifica fragmentos de ADN especificos para permitir su deteccién y cuantificacion

0 Se basa en la capacidad de la ADN polimerasa para replicar hebras de ADN, gracias a la

utilizacion de unos cebadores/primers que aportan especificidad a la técnica

Componentes i
de la PCR
Muestra Primers Master mix

ESPECIFICIDAD  (ready to use)
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CEBADORES/PRIMERS: ESPECIFICIDAD REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Los PRIMERS son secuencias corta de ADN especificos para el genoma que queramos

amplificar y que permiten que la polimerasa sintetice nuevas cadenas de ADN ey . e
o Técnica muy sensible y especifica

o Rapida y robusta

5 *-TTAGACCCACCCCTCCTGGCGGECACACCCCCTACTGACCCAC
3 ' CGCCC TGGGTG

o Permite trabajar con material no infeccioso

PRIMER 5 ‘~TTAGACCCACCCCTCCTGGCG-3 "
FORWARD e
« o Util para multiples enfermedades
.l e e+ PRIMER
o i i ocores 3. REVERSE
GGAAL

DETECTA MATERIAL GENETICO,
NO INFECCIOSO!!!

86 bp

PASOS DE LA PCR
1.DESNATURALIZACION

PASOS DE LA PCR

—
2 ANILLAMIENTO

3 5 ¥ g

i
et

\ [ — . ke i 2 £
,3,.EL,_ONGAC|ON Amplificacion

exponencial - coMpL

. 35 ciclos

PCR CONVENCIONAL PCR REAL TIME ¢, Coémo detectamos la fluorescencia en la PCR en tiempo real?
0 Herramienta cualitativa 0 Monitorizacién de la cinética de la reaccion SONDA SYBR GREEN
o Andlisis del producto (fase final) o Permite cuantificar K ot ®
0 Menos sensible (poca resolucion) o0 Mas rapida - @ 3 ® -}
o Cuantificacion semicuantitativa 0 Mas sensible y especifica = - 1 Dematuration ®

SLLLLLLI LI LLL)

8 . IESPECIFICIDADI

*'»;_ o T cose l Tw""m’ n® g ..

-c*_ .u O  Extesion .
: i

UL TSR
s

Gel de
electroforesis
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS ¢Cual es laprincipal ventaja de la PCR frente a-otras
técnicas como el-aislamiento bacteriano/viral?

SONDA SYBR GREEN

a) La PCR da un resultado més fiable
’ b) La PCR es mas rapida
pu d c) La PCR es mas econémica

i d) Todas son correctas

Curva de amplificacién Curva de disociacion
- Ot & FUNDAMENTAL para SYBR‘ :

CASO CLINICO CASO cLiNIico

- Explotacién de engorde de 370 cerdas en fase 1, situada en una zona de elevada densidad porcina de
la Bretafia francesa. Estatussanitacio

« PRRS: negativa tras la repoblacion.

+ Actinobacillus-pleuropneumoniae: negativo para-los serotipos-2-y1-9-11.
Enfermedad de Aujeszky: negativo.

Mycoplasma hyopneumoniae: ausencia de clinica tras la repoblacion.
Sarna sarcoptica: positiva

- La reposicion es de origen externo, realizandose una cuarentena en una nave a-200 m del nucleo
central de la explotacion. -

- Las cerdas permanecen en la cuarentena un
periodo minimo de 45 dias

- La explotacion la lleva una ganadera que es
extremadamente rigurosa desde el punto de vista de
bioseguridad interna = gestién de las agujas y
manejo.hacia adelante.

Profilaxis realizadas
« E.coli.

* “Mal rojo.

« Clostridiosis.

« Ivermectina.

CASO CLINICO CASO cLiNIco

Aparicién del caso:
El ganadero se pone en contacto con el veterinario debido a la aparicién de un brote agudo de Evolucion de la mortalidad en la paridera
diarreas en los lechones lactantes. La diarrea es acuosa y amarillenta.

15,00%

10,00%

oo LA,

Enero Feb Mar Abril May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Ene Feb Mar Abr.

UNIVERSIDAD
I'TENSE

= F : ~ COMPLI
M
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;Qué mas preguntariamos-ala ganadera?

a) ¢ Ha tenido alguna vez problemas parecidos?
b) ¢ Hay problemas en algun otro area de la explotacién?
c) ¢Ha puesto algun tratamiento?

d) Todas son correctas.

CASO cLiNICO

¢Hatenido problemas parecidos?
Si, hace unos afios tuvo diarreas en el destete que remitieron con el antibiético.

¢Hay problemas en algln otro area de la explotaci6n?
Si, alguna reproductora ha tenido alguin aborto y-hay mortinatos. Ademas, ha observado que las cerdas de

la dltima icion no estan i .

¢Ha puesto algin tratamiento?
Enrofloxacina a 5mg/kg/dia

Visitamos la explotacion y encontramos que una de las cerdas
de reposicion nulipara ha muerto!

¢Dequé-enfermedad sospechamos?

a) Parvovirus

b) PRRS

c) Enfermedad de Aujezsky
d) Brucelosis

e) Peste porcina africana

&Qué muestras tomariasy para qué?

a) Hisopos nasales para bacteriologia

b) Muestras de sangre y suero para serologia y PCR
c) Heces diarreicas para bacteriologia

d) Restos de abortos para bacteriologia y PCR

e) Necropsia de la.cerda muerta para PCR

CASO CLINICO

HECES Aislamiento bacteriano
DIARREICAS

MUESTRAS DE SUERO
DE REPRODUCTORAS

ELISA para deteccion de PRRS

E. coli
¢significacion
clinica?

CASO cLiNIco

Hacemos PCR para deteccion de PRSS
RT-gPCR con SYBR Green!!!

NECROPSIA
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,Cual-eselresultado de la PCR?

a) La cerda es positiva a PRRS
b) La cerda es negativa a PRRS

¢) No puedo asegurar ninglin resultado sin ver la curva de disociacion

MADRID

CASO cLiNICO

Curva de disociacion
o Goresson. 28] Ernd Port {8 Custom Duta Vew Sll] 02 7 Fun infomaton

[r— =]

Tamgsrature, Caluies

CASO CLiNICO
Curva de disociacion

et Faak ~

¢ Qué-hariamos enla granja?

a) Poner tratamiento antibiético para prevenir complicaciones respiratorias
b) Introducir nuevas primerizas
c) Vacunar frente a PRRS

d) Cerrar la entrada a primerizas y sacrificar lechones enfermos

UNT
2 ~ COMPLI

CASO CLINICO

Medidas de control

o

Hacer cambios y adopciones de lechones sglo durante las primeras 24 horas de vida

o

No mover lechones ni cerdas entre salas de partos

o

Minimizar los procesos con los lechones, especialmente con tratamientos rutinarios de

antibiéticos o inyecciones extras de hierro

o

Sacrificar inmediatamente aquellos lechones que enfermos o sean

°

Detener cualquier practica de feed-back con las cerdas

°

Los destetes deben de manejarse estrictamente todo dentro.todo fuera. Dejar 2 63 dias las

salas vacias tras limpiar y desinfectar

o

Introducir animales centinela cuando se haya controlado el proceso y hacer serologia

MUCHAS GRACIAS!
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