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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)

Comentarios generales:

La Secretaria de la NAPPO agradeci6 a todos los miembros del
GE por unirse a la conferencia telefonica.

ElI DT convino tomar las notas y redactar el informe de la
videoconferencia.

Los miembros del GE acordaron grabar la sesion para fines del
informe.

Asunto 1:

Actualizaciones

Decisiones:

Documento de los Términos de referencia (Ed Podleckis, APHIS

-~ PPQ)

El presidente del GE inform¢é al GE que el documento esta casi
concluido y estara listo a mas tardar el 3 de marzo del 2022. La
DE informo que los TdR se presentaran al CE para su
aprobacion en la proxima reunion del Equipo de manejo de la
NAPPO programada para el 29 de marzo del 2022. Se permitira
a los miembros del GE revisar el documento antes de
presentarlo al CE.




Manual para los laboratorios participantes (Alonso Suazo, DT de
la NAPPO)

Se ha completado la version preliminar del manual. Se esta
actualizando el documento con la retroalimentacion que se
recibio de algunos miembros del GE. La version actualizada del
manual deberia estar disponible en marzo. Se compartiran
copias del manual con los miembros del GE antes de producir la
version final.

Disefio del panel (Vessela Mavrodieva, APHIS — PPQ)

e Se realizaron las pruebas utilizando PCR en tiempo real con
el fin de evaluar los métodos distintos para preparar las
muestras B y los controles positivos del proceso (PPC, por
su sigla en inglés).

e Se seleccionaron los métodos con la menor variabilidad de
la muestra.

e Se utilizaron métodos seleccionados para producir 100
bolsas, cada una de las cuales contiene 3 gramos de

e Se valido 15 % de las muestras seleccionadas al azar para
las muestras B y PPC. Se dividieron las muestras por la
mitad y dos técnicos las evaluaron. Se extrajo el ARN de
cada muestra y se sometié a prueba con los cinco
protocolos (las muestras se sometieron a prueba por
triplicados para los métodos de PCR en tiempo real y por
duplicados para los métodos de PCR convencional). La
finalidad de esta prueba era asegurarse de que se
observaba la variabilidad baja de la prueba en todos los
métodos sometidos a prueba. Para fines de control de
calidad, el laboratorio registré el numero del lote de los
reactivos y el numero de serie del equipo.

e Los datos se recopilaron para las muestras B 'y PPC.

e La muestra B se sometio a prueba en cinco diluciones en
serie al décimo. Cada dilucién se someti6é a prueba con
todos los métodos.

e Se evalu6 la homogeneidad utilizando PCR en tiempo real.
La desviacion estandar se mantuvo bajo 2.

Validacion de muestras D, E y control negativo del proceso

(NPC, por su sigla en inglés).

e Las muestras D, E y NPC se han empacado y estan listas
para enviarse.

Transcritos

e Se recibieron los transcritos del laboratorio del CINVESTAV
en México y se crearon, cuantificaron y sometieron a prueba
otros transcritos en el laboratorio de APHIS — PPQ en
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Maryland.

e Se produjeron, cuantificaron y sometieron a prueba tres
regiones objetivo: RdRp, MP y CP.

e Se sometieron a prueba diluciones al décimo, 5 diluciones
para las muestras Ay el calibrador. Se seleccion6 el nivel
apropiado de dilucion.

e Se realizo la prueba de estabilidad con cinco temperaturas
distintas: -80°C, -20°C, 4°C y temperatura ambiente.

e Se esta evaluando la estabilidad durante el transporte.
validaran.

e Las pruebas de validacion se realizaran para la muestra Ay
el calibrador utilizando los cinco métodos.

Verificacion por parte de otro laboratorio y determinacién de la
estabilidad de la muestra durante el transporte:

e Las alicuotas de las muestras B y PPC se enviaron al
laboratorio del Dr. Kevin Ong en la TAMU en donde se
extrajo el ARN para confirmar la validacion de los resultados
del laboratorio del USDA en Maryland.

e La verificacion del trabajo de validacion también se realizo
para los transcritos en el laboratorio de la TAMU.

e La validacion de los resultados en ambos laboratorios es
equiparable.

e Para asegurar la estabilidad del transcrito, estos se enviaron
con hielo seco.

Los reactivos de los ensayos de RT-PCR para los laboratorios
participantes se compraron con fondos de la NAPPO. Se
recibieron los reactivos y se empezaran a empacar la semana
del 7 de marzo.

También se compraron cajas y bitacoras para el laboratorio de la
TAMU.

Recomendaciones para aprovechar al maximo la estabilidad de

la muestra:

e Almacene las muestras a -80 °C o0 -20 °C.

e Inicie las pruebas en cuanto reciba las muestras.

e Evite el congelamiento y descongelamiento constante de las
muestras.

Documento sobre analisis de la recoleccion de datos y los
resultados (Geoffrey Dennis — APHIS-PPQ).

e Se prepararan tres documentos distintos; dos para el
analisis de datos y los resultados y uno para recoleccion de
datos.

e Documento de analisis de los resultados:




o Abarcara las definiciones, ecuaciones y categorias
de validacion.

o Incluye detalles del disefio de la muestra y el
andlisis de los datos.

e El analisis de datos mediante el uso del portal del APHIS —
PPQ incluye dos documentos:

o Instrucciones generales y descripcion del portal.

o El segundo documento incluiré los detalles
basados en el panel que cada laboratorio
participante recibird. Se describe cada paso acerca
de la entrada de datos.

Se presentaron ejemplos de la entrada de datos.

Notas adicionales:

e Geoff exhortd a los miembros del GE completar y enviar el
formulario que otorga acceso al portal, y a organizar una
sesion de capacitacion.

e La DE sugiri6 estandarizar la nomenclatura incluida la
identificacion del laboratorio, la identificacion de la muestra,
etc.

Asunto 2:

Pruebas preliminares para los laboratorios participantes

Decisiones:

El GE convino que los laboratorios participantes deberian
realizar una prueba preliminar antes de la prueba del anillo para
asegurar que los protocolos de extraccion que cada laboratorio
estd utilizando funcionan con los protocolos seleccionados. Se
incluird un juego adicional en los paneles para que los
laboratorios realicen las pruebas preliminares. Los reactivos
adicionales para las pruebas preliminares se cubrirdn con
fondos de la NAPPO.

Los paneles y el material adicional de las pruebas preliminares
se enviaran preferiblemente juntos para evitar la solicitud de
permisos de importacion adicionales.

Los datos que se generen durante las pruebas preliminares no
se subiran al portal de recoleccién de datos.

Asunto 3:

Aspectos logisticos del envio de los paneles

Decisiones:

El GE manifest6 su preocupacion acerca del envio de los
paneles fuera de EE. UU. y de que llegaran estables y a tiempo
a su destino. De especial preocupacion es el envio con hielo
seco y si las lineas aéreas permiten el transporte de paquetes
con hielo seco.

Notas del GE:
e Envio con empresas de transporte como UPS y FedEx en
ocasiones trae problemas con aduanas.
¢ Es preferible si alguien transporta la muestra y presenta
cartas de autorizacion para introducir el material.

Proximos pasos




Responsable

Acciones

Fecha

Préxima reunion

Lugar: Video conferencia en la plataforma Zoom

Fecha: 23 de marzo de 2:00 a 4:00 p. m. hora del Este
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