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En una explotacion familiar de la provincia de Gerona, como parte del Programa de
Control de Salmonella en la produccion primaria, un veterinario oficial toma varias
muestras ambientales (tomadas con toallitas) de distintas superficies y suelo de la
explotacion. Las muestras son tomadas por zonas delimitadas. Estas muestras iran
destinadas al Laboratorio donde trabajas para su andlisis.

Por otro lado, el duefio de la explotacidn ha detectado en dias previos a la visita del
veterinario oficial que hay dos cerdas de la explotacion, Paca y Tomasa, que
presentan lesiones hemorragicas multifocales y cianosis en la piel, especialmente
en las zonas extremas (orejas, miembros, cola y hocico).

Aprovechando la presencia del veterinario oficial, el duefio de la explotacion le
pregunta por su opinién profesional. El veterinario oficial decide tomar muestras de
los dos animales ya que le ha hecho sospechar de sintomatologia compatible con
Peste porcina africana. Dada la importancia del proceso etiolégico, se decide tomar
muestras de otros 3 cerdos mas.

1. Defina brevemente el agente etioldgico de la Salmonelosis y su sintomatologia.
(3 puntos).

2. Describa lo métodos para el aislamiento y la identificacion de Salmonella spp.
Incluyendo reactivos, medios de cultivo y equipos de laboratorio empleados para
el andlisis de las muestras ambientales (toallitas). (5 puntos).

3. ¢Existe algun riesgo zoondtico y requisitos de bioseguridad que deba ser tenido
en cuenta en la manipulacion de las muestras y diagnéstico en el laboratorio de
la Salmonelosis? Razone la respuesta. (3 puntos).

4. ¢Qué enfermedades considera que deban incluirse en un diagndstico diferencial
para la Salmonelosis y la Peste porcina africana? (1 punto).

5. Siguiendo con el diagnéstico molecular de las muestras de las dos cerdas, se
pretende emplear un analisis mediante PCR a tiempo real.

5.1 Describa brevemente el fundamento de la técnica (2 puntos).
5.2 Describa brevemente los puntos criticos de la técnica (1.5 puntos).

5.3 Describa brevemente los controles internos que usaria para asegurar el
funcionamiento de la reaccion. (1.5 puntos).



6. Para el diagnéstico de las muestras de porcino, se emplea el método de PCR a
tiempo real para la deteccion del virus de la peste porcina africana. Para el
disefio de esta PCR se ha consultado bibliografia y para analizar muestras de
animales posibles portadores es preferible usar la que se encuentra en
“Fernandez-Pinero J et al. 2013 (sonda UPL)".

6.1 Interprete los resultados mostrados en el ANEXOL. (2.5 puntos).

6.2 Identifique y describa los puntos y fases de una curva de PCR que es
necesario conocer para realizar la correcta interpretacion de resultados.

(1.5 puntos).

7. Se pretende modificar un ensayo de PCR a tiempo real previamente validado
en el Laboratorio con el objeto de poder utilizar primers y sondas diferentes, ya
gue en el ultimo afio se han encontrado problemas de suministros de una de las
sondas, en concreto de Sonda UPL#162-Pr.

Estudiando la bibliografia se ha encontrado una posible opcién para la
modificacion de estos reactivos.

7.1 ¢ Qué pasos serian necesarios para validar la modificacion del ensayo?
(3 puntos).

7.2 ¢Cudles son los parametros que se deben estudiar y que definen las
caracteristicas de un método de validacion para la técnica de PCR tiempo real?
(2 puntos).

8. Como parte del control externo para las diferentes técnicas, el Laboratorio
participa en la realizacion de ensayos de intercomparacion analizando muestras
por PCR a tiempo real del Virus de la Peste porcina africana,

8.1 ¢ Cual es la frecuencia recomendada para participar en ensayos acreditados
como parte del control externo? Razone su respuesta. (1.5 puntos).

8.2 Si por alguna circunstancia, desde el Laboratorio Europeo de Referencia le
transmiten que no se va a poder realizar la organizaciébn de ensayos de
intercomparacion para cuando se tenia previsto, ¢Qué otros ensayos de
intercomparacion o actividades podria implementar para seguir realizando un
control externo para el diagnostico del Virus de Peste porcina africana por PCR
a tiempo real? (2.5 puntos).



ANEXO 1

Resultados gréficos de PCR a tiempo real para el diagnostico de 5 muestras VPPA.
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Tabla de resultados de PCR a tiempo real para el diagnéstico de 5 muestras VPPA. El
ciclo umbral de corte es 27.
La ubicacion de las muestras analizadas en la posicién de una placa de 96 pocillos es
la siguiente:
MUESTRA 1 - pocillo A9
MUESTRA 2-> pocillo A10
MUESTRA 3 - pocillo B7
MUESTRA 4 - pocillo B9
MUESTRA 5 - pocillo B10
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Tabla de resultados
7 a 4 10
1 1
1] pra uPL 1] pra urPL
FAM-None FAM-None
Cr: 9.51 Cr: 2587
1 2 1
[1] PPA uPL 1] PPa uPL L] PPa urL
FAM-None FAM-None FAM-None
Ct1:16.05 Ct: Undetermin... Ct: 26.45

Tabla ampliada de resultados




