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Secuenciacion a la practica

Equipo GSP Lleida
Zaragoza, 11 de diciembre de 2024

MESA REDONDA: Uso de la secuenciacion como herramienta avpa
de control epidemioldgico y bioseguridad colectiva.



Preguntas que le hacemos a la secuenciacion

. ? .
(Es de la empresa? _dPiFq \n recombinante?

;Es virulenta?

;Por donde ha entrado?

>

ZES CampO? AG | Sl GAATCGATGCTACATGCAAG

AACTGATCSLAGATCGACGATCALCZTS
AAACCCTTAGATEACGGTCAGCCGCAA

=~ GGAATTGGCGACATAACAAGTACTA . . D
AR CGTTCGCCTAACCGCAGTA (.ES la anterior?
TTCCAGGCCCTTCTGCCGAGCTGATGC o

ZES vacunal? BiaaAATCOGGCTGAGGGGTCTTGG

AAACGGGTGGGGTAACGCCGTGATZET
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Preguntas que le hacemos a la secuenciacion
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AGTCCCTGAATCGATGCTACATGCAAG
AACTGATCCTAGATCGACGATCACGTG
AAACCCTTAGATGACGGTCAGCCGCAA
GCGGAATTGGCGACATAACAAGTACTG
AGTCGGCGTTCGCCTAACCGCAGTATT
TTCCAGGCCCTTCTGCCGAGCTGATGC
AGCCACAATCGGGCTGAGGGGTCTTGG
AAACGGGTGGGGTAACGCCGTGATCGC
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Abordaje multifactorial en la interpretacion

Fuente: chat gpt
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Abordaje multifactorial en la interpretacion

Resultados RT PCR PRRS - Lenguas NM por lote de parto
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Abordaje multifactorial en la interpretacion

Abortos

5

4
- 3
8 2

1

0 - 0 - - 0 0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 ) 10 11 12 13 14

Semana de monitorizacion

Lechones destetados

(o]
O O T =
N W h O

10,8

=
o

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Semana de monitorizacion

JORNADA PRRS
TECNICA AVPA avpa

Lechones destetados /
ar
=
[N

080  Facultad de Veterinaria CORy
UniversidadZaragoza e




Abordaje multifactorial en la interpretacion

Secuencia ORF5 de PCR de 28/11/2024

Similitud >97% a granjas de la misma empresa:

No constatadas.

Similitud >98% a otras granjas:

% de similitud
99,67
98,84
98,68
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Zona

Albalatillo
Albalatillo
Alcampell

%0 Similitud
ORF5 con
historico de la
granja

15/03/2023
08/05/2023
13/07/2023
11/01/2024
28/11/2024

15/03/2023
Fecha
20/11/2023 08/05/2023
06/04/2023
07/11/2022 13/07/2023
11/01/2024
28/11/2024 96,5 (96,4|96,4 | 94,9
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Abordaje multifactorial en la interpretacion

Abortos

R e e o S
comana e o . Secuencia ORF5 de PCR de 28/11/2024
. Lechones destetados Similitud >97% a granjas de la misma empresa:
g i: o No constatadas.
Resultados RT PCR PRRS - Lenguas NM por lote I 3,1 o 12,9 .l
de parto b iz ' 10,5 Similitud >98% a otras granjas:
45 g 1] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 % de similitud Zona Fecha
® o 99,67 Albalatillo 29/11/2023
40 PDDDDDIDDDDDDDDDDD Semana de monitorizacién 98,84 Albalatillo 06/04/2023
# 98,68 Alcampell 07/11/2022
S-é 35
? 30 @ AGTCCCTGAATCGATGCTACATGCAAG
£l deo AACTGATCCTAGATCGACGATCACGTG dosSimilitud | 5 | g | 8| g |3
3 AAACCCTTAGATGACGGTCAGCCGCAA histéricodela | 8 [ 8 [ 5| & | &
Semana deimenitorizacién GCGGAATTGGCGACATAACAAGTACTG gra'l':zwm S ) I I
AGTCGGCGTTCGCCTAACCGCAGTATT A
TTCCAGGCCCTTCTGCCGAGCTGATGC 7370772073
AGCCACAATCGGGCTGAGGGGTCTTGG 1170177092
AAACGGGTGGGGTAACGCCGTGATCGC 271172024 | 965 | 96,4 | 96,4 [ 64,9
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Secuenciacion ORF5 vs Completa
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Secuenciacion ORF5 vs Completa

Completa

Sanger - ORF5
Mas informacion

Menos tiempo promedio

desde muestreo hasta
obtencion de la secuencia Indispensable para
detectar recombinantes

Mas economica

Mas facil de realizar e
interpretar para muestras
distintas a sueros y cT altos

JORNADA PRRS
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% de registros con PCR PRRS segun el tipo de

muestra enviado al GSP
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Presencia de distintas cepas/variantes en una
granja durante un periodo de tlempo
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10/14/20 Serum outbreak set as farm reference
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2 99% similarity with referent strain

FIGURE 7 Comparison between a farm-specific wild-type PRRSV strain and genome fragments, that is, contigs, recovered from processing
fluid samples characterizing the presence of at least five PRRSV strains. The structure at the top of the chart represents the farm referent strain
position of open reading frames (ORFs) and non-structural proteins (nsp). The percentage of nucleotide identity between contig and farm referent
strain is labelled at the center of each contig. Colours represent the level of similarity with farm referent strain or with a commercially available
PRRSV MLV vaccine. Contigs in green: >99%; in orange: >98 and <99%; in light red: <99% similarity with farm referent strain; in blue: >99%

similarity Fostera; in yellow: >99% similarity with Ingelvac MLV; and in dark red: new PRRSV introduction Fuente Trev.lsan et al 2022)
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% de registros con PCR PRRS segun el tipo de
muestra enviado al GSP
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Secuenciacion completa segun el tipo de
muestra y valor cT
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FIGURE 2 Success of recovering whole-PRRSV genome
sequences (WGS) or contigs (genome fragments) based on viral load.
Ctvalues: (a) lung: median 18.2, 25th percentile 15.4,and 75th
percentile 20.7; (b) processing fluids: median 25.1, 25th percentile
23.2, and 75th percentile 27.4; (c) serum: median 20.3, 25th percentile
18, and 75th percentile 22.7
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Puntos criticos en la secuenciacion - Interpretacion

Punto clave en cualquier
tipo de secuenciacion es
la interpretacion
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Conceptos

Cuasiespecies: evolucion de un virus inicial que refleja la diversidad dentro de una
misma poblacion de virus en un cerdo o grupo de cerdos, normalmente generada

por la alta tasa de mutacion.

Variantes: evolucion de un virus con cambios especificos en el genoma en
comparacion con el virus original. Cepa con cambios menores de probable

acumulacion de mutaciones.

Cepa: virus que sufre cambios significativos en su genoma con variacion en
aspectos como replicacion, transmisibilidad y patogenicidad. Genotipo y Fenotipo

distinto.

JORNADA PRRS avp a
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;Secuencias consenso o con degenerados?

‘ h I\ J\ M

Degenerado o no consenso: Go A

Consenso: G
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;Secuencias consenso o con degenerados?
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;Secuencias consenso o con degenerados?
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ATGAGATGTTCTTACAAGTTGGGGCGTTCCTTGACTCTCTATCCTTGTTATTGGTGGCTTTCTTTGCTGTGTATC
GGCTCGTCTTGGTCCTTTGCCGATGGCAACGGCGACAGCTCGACATACCAATACATATATAACTTGACGATATG
CGAGCTGAATGGGACCGAATGGCTGGCCGGCCATTTCCATTGGACAGTCGAAACTTTTGTGCTTTATCCGGTC
GTGACCCATATTCTTTCATTGGGTTTTCTCACAACAAGCCATTTCTTTGATACACTCGGCCTCGGAACCGTGTCC
GTCATGGGCTATTGTCACAAGCGGTATGTGCTCAGCAGCGTGTATGGCGTTTGCGCTCTTTCTGCGCTCGTGTG
CTTTGTCATTCGTGCCGCCAAAAATTGCCTGGCTTGCCGCTATGCTCGCACCCGGTTCACTAACTTTATTGTGG
ACGACCGGGGAAAGATTCATCGATGGAAATCTTCAATAGTGGTGGAGAAATTGGGCAAAGCTGACATCGGCA
ATGACCTTGTTACCGTCAAACATGTCGTCCTCGAAGGAGTCAAAGCTCAACCCCTAACGAGAACTTCGGCTGA
GCAATGGGAAGCCTAG

IUPAC nucleotide code Base
0 A A Adenine
(¢ Cytosine
G Guanine
T (or U) Thymine (or Uracil)
R AorG
. Y CorT
Degenerado o no consenso: R 5
W AorT
K GorT
M AorC
ATGAGATGTTCTYACARGTTGGKGCGTTYCTTGACWCTCYATYCTTGTTRYTGKTGGCTTTCTTTGYTGTGTAYC B CorGorT
GGCTCGTCYTGGTCCTTTGCCGATGGCAACGGCGACAGCTCGACATACCAATACATATATAACYTGACGATATG D AorGorT
YGAGCTGAAYGGGACCGAATGGCTGGCMRRYCATTTYCATTGGACAGTCGAAACTTTTGTRCTTTATCCGGTY H AorCorT
GTSACCCAYRTTMTYTCAYTGGGTTTTCTCACAACAAGCCAYTTCTTTGAYACRCTCGGCCTCGGMRCCGTGTC v AorCorG
CRTCATSGGCTATTRTSACRAGCGGTATGTGCTCAGCAGYGTKTATGGCGTTTGYGCWCTTKCTGCGCTCRTRT N any base
GCTTTGTCATTCGTGCCGYMAAAAATTGCMTGGCWTGCCGCTATGCTCGCACCCGGTTCACTAACTTTATTGT .or - gap

GGACGACCGGGGAAAGATTCATMGATGGAAATCTTCAATAGTGGTGGAGAAAYTGGGCAAAGCTGACRTCR
GCRRYGACCTTGTTACCRTCAAACATGTCGTCCTCGAAGGAGTCAAAGCTCAACCCCTAACGAGAACTTCGGC
TGAGCAATGGGAAGCCTAG
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Puntos criticos en la secuenciacion - ;Con queé
comparar?

Las bases de datos de
secuencias por ORF son amplias,
las secuencias completas son
Muy escasas en comparacion
hasta la fecha

JORNADA PRRS
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Puntos criticos en la secuenciacion - ;Con queé
comparar?

Base de datos de GSP/INTERPORC

13338 ORF5 secuencias
130 secuencias completas
2594 granjas

329 empresas

JORNADA PRRS avp a

TECNICA AVPA




Puntos criticos en la secuenciacion -
comparar?

%o de secuencias
(4]
‘O
(e»]
(e»]
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37,04

21,25

<97

;Con queé

El 62,5% de
secuencias
32,50| de brotes en
granjas de 30,00
la empresa
tiene 98-
100% de
similitud con
otras

27,16

23,46
16,25 I

97-98 98-99 99-100
% de similitud

12,35

m Empresa mResto
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Secuencias similares entre granjas
;Por déonde se ha introducido?

Directa Indirecta
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Comparativa 106 secuencias completas vs ORF5
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Comparativa 106 secuencias completas vs ORF5
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Comparativa 106 secuencias completas vs ORF5
Rosalia S10

A_Porciis_KF991509.2
-~ B_Unistrain_GUOST771.1
C_Suvaxyn_LQ727782
= D_PRRSFlex_KT388004.1-1
————————— R_Rosalia_OM293344.1
5 _310_170123_PRRSV_10004171_ESP_Feb2023

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3.000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 6500 7000 7500 8000 8500 9000 9500 10.000 10500 11000 11500 12000 12500 13.000 13.500 14.000 14.500
Position

Window: 200 bp, Step: 20 bp, GapStrip: On, Kimura (2-parameter), Th: 2,0
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Comparativa 106 secuencias completas vs ORF5

Rosalia Vacunal

—————— A_Porcilis_KF391509.2
=B _Unistrain_GU0ET771.1
C_Suvaxyn_LQ787782
—————————0D_PRRSFlex_KT322004.1-1
—————————5_510_170123_PRRSV_10004171_ESP_Feb2023
R_Rosalia_0OM253844.1
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Position

Window: 200 bp, Step: 20 bp, GapSirip: On, Kimura (2-parameter), Tit: 2,0
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Limitaciones actuales practicas

Basamos la interpretacion en una sola o pocas
secuencia/s en una poblacion de muchos PCR

positivos
Secuenciamos cuando hay un cambio clinico y no

COmoO monitorizacion

Estandarizacion / Harmonizacion en la
secuenciacion Sanger y completa entre distintos

laboratorios
avpa

JORNADA PRRS
TECNICA AVPA



Conclusion general

Independientemente de la secuenciacion por ORF, completa,
etc, el programa de prevencion y control es el mismo

1- Bioseguridad externa: evitar entrada de nuevas cepas,

variantes, etc.
2- Estabilizar todas las fases de produccion con: bioseguridad

interna, inmunizacion, bandas, etc.
3- Buenas practicas de uso y manejo de la inmunizacion

JORNADA PRRS
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Muchas
gracias!

jordi@gsplleida.net

JORNADA
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