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Resumen

Proyecto:

Proyecto piloto para la armonizacion de protocolos de
diagnéstico para plagas de semillas centrado en el virus del fruto
rugoso café del tomate (ToBRFV).

Asunto 1:

Propuesta del Centro Nacional de Metrologia de México
(CENAM) acerca del desarrollo del material de referencia para el
proyecto de semillas de la NAPPO

Decisiones:

La Dra. Norma Gonzalez (CENAM) ofrecié una perspectiva
general de las funciones y la mision del CENAM. Posterior a
una descripcion detallada de los procesos y las funciones del
CENAM, la Dra. Gonzéalez presentd una propuesta al GE de la
NAPPO para producir el material de referencia que podria
utilizarse en las pruebas del anillo.

La Dra. Gonzalez:

¢ indicd que todo el material de referencia primero necesita
definirse (solido, matriz o solucion) y se producira
siguiendo las directrices internacionales. El proceso de
produccion también variara segun la forma en la que se
defina el material

e presento informacion detallada sobre la forma en la que el
material de referencia se preparara, empacara y coOmo se
determinara el proceso de homogeneizacion y de
estabilidad.

Propuesta del CENAM:




e Elaborar dos tipos de materiales de referencia

o Material en matriz:

= semilla en polvo de tomate infectada y
positiva

= semilla en polvo de tomate sana y negativa

» semilla en polvo de chile infectada y positiva

= semilla en polvo de chile sana y negativa.

o Material de calibracion (ADN de plasmido
linealizado sintético de ToBRFV) para establecer la
curva de calibracion para los protocolos de PCR.

e Para producir el material de calibracién descrito
anteriormente, la NAPPO deberia proporcionar el
plasmido.

e El célculo del tiempo de produccion y costo del material
de referencia se indica abajo:

Material Tiempo Costo estimado
previsto (mes) ($ US)
Controles 14 43,000.00

(negativos y
positivos) de
semilla de
tomate y chile
ADN de 12 22,000.00
plasmido
linealizado de
ToBRFV
preparacion y 1
embalaje del
material
Determinacion 1
de la estabilidad
y homogeneidad
e EI DT agradeci6 a los miembros del CENAM por la
informacion presentada e indico que el GE discutira los
detalles planteados por el CENAM y decidira los
siguientes pasos como grupo.

e Los miembros del GE indicaron que el GE decidi6 utilizar
semillas enteras y no semilla molida, aunque
reconocieron los beneficios del uso de semilla molida
para el proceso de homogeneizacién de la muestra pero
no para la estabilidad de la muestra. El GE también indico
gue el método ISHI-Veg utiliza semillas molidas.

e EI CENAM también indicé que ellos han trabajado en otro

tipo de material de referencia en tomate y virus de la

tristeza de los citricos. También manifesté que esta seria
la primera vez que ellos trabajarian en material de
referencia con virus de ARN y transcripciones de ARN.

Asunto 2:

Diagramas del flujo de trabajo de la prueba del anillo




Decisiones:

Jennifer Nickerson present0 una perspectiva general de los
diagramas del flujo del trabajo para los procesos y los aspectos
logisticos necesarios para las pruebas del anillo con el fin de
facilitar las discusiones. Los diagramas se compartieron con los
miembros del GE para que ellos brindaran retroalimentacion.

Diagrama de procesos
El GE brindé retroalimentacién para producir una version nueva
para compartirla con el GE. Los comentarios relevantes son los
siguientes:
¢ los controles y las muestras deberian ser «ciegos» para
disminuir el sesgo entre los laboratorios participantes
durante las pruebas del anillo
e separar la informacion para los reactivos en primers y
sondas
e agregar los primers y las sondas para el protocolo de
ISHI-Veg.

Diagrama de aspectos logisticos:

En un diagrama de flujo se presentd un esbozo de los aspectos
logisticos de cada proceso, incluido los aspectos logisticos que
suponen la preparacion de las semillas y las muestras, los
reactivos y paneles. Dicho diagrama de flujo se cre6 para
facilitar las discusiones futuras con el grupo de expertos.

Asunto 3

Equipo en los laboratorios participantes

Decisiones:

La presidenta del GE solicité a los miembros del GE asegurarse
de que los laboratorios participantes tienen el equipo necesario
para la deteccion de los fluorocromos que se utilizan en los
protocolos y presentar una lista del equipo.

Asunto 4:

Paneles de semillas

Decisiones:

La presidenta del GE solicitdé una actualizacion acerca de la lista
necesaria para los paneles de semillas. La APHIS PPQ indicé
que es un trabajo en proceso y ofrecié los siguientes
comentarios:

Muestras:

e Muestra A (muestra analitica de tomate, positiva): tal vez
necesite una transcripcion in-vitro.

e Muestra B (semilla de tomate, positiva) hay suficiente
material disponible de la industria y APHIS PPQ. La
APHIS PPQ tiene un lote bastante «infestado con el
virus» del cual se pueden realizar diluciones.

e Muestra C (semilla + TOMV): se necesitaran 2
concentraciones diferentes y hay suficiente material
disponible. Dos opciones:

o transcripciones in-vitro
o lotes de semillas con dos concentraciones distintas

e Material negativo (semillas de tomate y chile sanas):

dificiles de encontrar pero es necesario encontrar




semillas infectadas de ToMV.

Controles:
e Algunos controles son los mismos que el material de
muestra.

Hay suficiente material disponible para todos los controles.

Asunto 5:

Recoleccion, almacenamiento y andlisis de datos

Decisiones:

Geoffrey Dennis (APHIS — PPQ) ofrecio una demostracion del
portal del Laboratorio Nacional de Salud Animal del USDA
(USDA National Animal Health Laboratory - NAHL www.nahl.org
) el cual se cred para el proyecto del TOBRFV. Geoff indicé que
este portal para el ToOBRFV aun esta en desarrollo.

Notas adicionales:

e Los archivos en PowerPoint con instrucciones sobre
como utilizar el portal se enviaron a la Secretaria de la
NAPPO para distribuirlo al GE.

e Elinstructivo (archivos en PPT) y un formulario de
registro que necesitan utilizar los laboratorios
participantes se distribuiran a todos los laboratorios
participantes.

e El personal del laboratorio que participara en las pruebas
del anillo necesita completar los formularios «Access
Request Form» o formulario «<KNAHL>, los cuales deberian
enviarse a Geoffrey Dennis.

e Elregistro del laboratorio se realiza a través del sitio web.
Los laboratorios participantes deberian hacer clic en la
pestaiia «PT» bajo la pestafia «LabDir» en el sitio web
del NAHL.

e La prueba del anillo aparecera bajo la pestafia PT.

e Los documentos necesarios para la prueba del anillo
pueden agregarse al portal.

e Geoff ofrecié una demostracion de la forma de incluir los
datos al portal. También indicé que los datos pueden
exportarse a otras plataformas como MS Excel.

e Geoff indicd que el sistema aun tiene algunos errorcitos
que reparar y sugirio a los miembros del GE completar los
formularios una vez que se resuelvan estos asuntos
técnicos.

Proximos pasos

Responsable

Acciones Fecha

Secretaria de la
NAPPO

Traducir y compartir las instrucciones sobre la forma
de utilizar el portal del NAHL para la recoleccion, el
almacenamiento y andlisis de datos y el formulario de
registro del sistema para que los laboratorios
participantes tengan acceso al sistema.

Miembros del GE

Brindar retroalimentacion acerca de los diagramas de
flujo de los procesos y aspectos logisticos.



http://www.nahl.org/

Préxima reunién

Lugar: Videoconferencia

Fecha: 9 de noviembre de 2:00 a 4:00 p. m. hora del Este

Asuntos propuestos

1. Dar a conocer la decision de la NAPPO en cuanto al uso del material de referencia el cual fue
preparado por el GE

2. Solicitud de la industria: proteccion de propiedad intelectual de las variedades de semillas que
se utilicen en el ensayo

3. Retroalimentacion acerca de los protocolos compartidos con los miembros del GE

4. Comentarios acerca del uso del portal para la recoleccion, el almacenamiento y andlisis de
datos

5. Descripcion de los controles positivos

6. Asignacién de tareas segun el flujo del trabajo, calendario de actividades

7. Otros asuntos




