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Esta norma establece los métodos de control viroldgico para
el diagndéstico de 1la Peste Porcina Clésica,

i. Generalidades

1.1 Iﬂ.manipulﬂclﬂn v distribucidn de tndu al instrumantal
previamente esterilizado, se realizarda en area esteril,

1.2 FPara la praparaninn de los reactivos se utillzara agua
para andlisis segun la NC 21- -01: 72 "Agua para analiais“
Los productos utilizados serdan de calidad p. A segun la
NG 20=03:72 "Productos quimicos, Clasificaecidén por ca=
lidades y definiciones" y la NC 21-05:72 "Productos gqui-
micos analiticos. Especificaciones",

1.3 Para la preparacién de las soluciones reguladoras de
pll, véase la NC 90-13-08:78 "Aseguramiento Metrologico,
Medidores de pH. Soluciones repguladoras de pH., Requi-
sitos para su elaboracidn",

1.4 Todos los materiales utilizados seréan colocados en re-

cipientes con tapas y pasados por autoclave a 98,066 kPa,
a 121 °C, durante 45 min.

1.5 Las pipetas serdn colocadas en recipientes gque contengan
solucion germicida.

1.5 Todosa los frascos de soluciones seé rotularan,

1.7 Para los términos y definieciones vease la NC 55-05:85
"Sarviclos wveterinarios. Actividad de laboratorio,
Términos y definiciones™ y la NC 55-12:86 "Servicios
veterinarios, Enfermedadss rojas del cerde, Ceontrol

virolégico para el diagnéstico de la Fiebre Porcina
Africana™,

METODOS DE CONTROL

2. Ionmunofluorescencia directad

2.1 Objetivo v alcance. Este método se establece para de-
terminar la presencia o no del virus de FPeste Porcina
Clasica.

Aprobada: Vigente s partir de:




2.2 TYundamento del método. Se basa en poner en contacto los
cortes de tejides sospechosos de Peste Porecina Clasica,
con el conjugado especifico y valorar la fluorescencia,

2.3 Reactivos gquimicos, bioquimicos y bioldgicos

2e3.1

2.3.2

2.3.2.1

2+3.3

2o el

Acetona

Disolucion reguladora de hidrogenocarbonato de sodio
;05 M

Nisolucidén de hidrogenoccarbonato

de sedic 0,5 My pl 9,5 ' 100 ml
Agua 900 mL
Clorure de sodio 8,5 mL

Disolucidén de hidrorencearbonato de sodio 0,5 M

Disolucidn de hidrogenccarbonato de sodio 0,5 M;
pll 9,5 (A

Hidrogenocarbonato de sodio h2 g

Arpua 1 000 mL

Disﬂluﬂiﬁn de carbonato de sodio ﬂ'inﬂ (B)
Carbonato de sodio 62 &
Agua 1 000 mL

Se unirdn ambas disoluciones y se ajustard el pli,

Disolucién reguladora con glicerina

Disolucidn reguladora de hidrogeno-
carbhonate de sodio 0,05 M 1 mL

Glicerina 9 mL

Disolucidn repuladora de fosfatos (PBS madre)

Disolucidn de hidropenofosfato de sodio 0,1 M (A)

Dihidrogenofosfato de sodio 15,6 g
Agua 1 000 mL

Disolucidén de hidrogenofosfato de disodio 0,1 M (B)

llidrogencliosfato de disodio 14,2 g

hmam ¥ OO0 ml



2.3.5

2.3.6

2e3.7

2,3.8

2.4

Unir:
Disolucidn A 100 mlL
Disolucidén B 200 mL

Disolucién PBS de trabajo 0,005 M

PBS madre 100 mL
Amuna 1 900 mL
Cloruro de sodio - 12 &

Disolucidn de azul de Lvans (disolucicdin madre)

Azul de Ewvans 1 =

Agua : 100 mL

Disolucidén de azul de Dvans al 0,25 % Lﬂgra trabajo)

Azl de Evans madre 1 mL
PBS de trabajo 39 mL

Conjusados, Diluidos segiin indicaciones del fabri-
cante.

- Peste Porcina Clasica (PPC)
= Control negativo

- Fiebre Porcina Africana (FPA).

Aparatos, utensilios y medios de medicion

Mieroscopio para fluorescencia

Centrifugsa hasta 628,320 rad/s

Incubadoras

Cridstato - 130 ¢ o micrétomo de congelacion
Balanza técnica LSP 1 Kg, vD 1 g

Balanza analitica LSP 500 g, vD 0,001 g
Congelador de = 70 °C

Lamparas éarmicidas

Balén de didxido de earbono

Pipetas de 1 mL, wvD 0,01

Pipetas de 10 mL, vD O, 1



2.5

2.6

2,6.1

2.6,2

2,0.3

Fipetas de Pasteur

Frascos de vidrio de 10; 20; 50; 100 ¥ 500 mL
Placas Petri de (200 , 20) mm

Frascos Hoplin

Hando jas esmaltadas con tapa

Tubos de 1% mi, fnnﬁn comico

Papel de filtro cualitative,

Toma de muestras, Segsin la NC 55=01:85 "Servicios ve=

terinarios, Infermedades rojas del cerdo. Seleccidn

Y

obtoneidn de muestras®,

PrﬂEErﬂciﬁn de las muestras de ensayo

Corte_por congelacidn. Se realizaradn 3 cortes de ocada
miestra, cada unc con 5 jm de espesor, en cridstato

o en un micrdétomo de congelacidn. Se colocardn los
mismos sobre laminas portaocbjetos y se dejaran secar
al ambiente durante 30 min,

Frotis de la médula roja. Se seccionard el esterndn
a lo largo de 1E-IIhHB de unidn costal, Se presiona-
rd ¥ se extraerd la médula, preparandose los frotis
en laminas portaobjetos, En de jard secar al ambiente,

Frotis de concentracion lauuunitnrin de uangra_pprifa_
rica

- la sangre obtenida se mantendra con anticoagulante,
en una gradilla, durante 60 min al ambiente

- Con pineta de Pasteur se extraerd la capa de leuco-

Glt&ﬁr depositdndose en un tubo de 15 wml, de fondo
coOnico

- Se ﬂentrifugarﬁ a 104,720 radfs, durante 10 min
- 5@ eliminard el sobrenadante

- Se prepararda el frotis en ldminas pnftnuhjetnu, uti-
lizando el sedimento, evitandose los hemat{es

- Se dajarﬁ sacar al ambiente,



2.7 Determinacion

2.7.1

Re'fel

Fijacidn. Se colocardn las ldminas en frascos Koplin
que contengan acetona helada a-20 °C, durante 5

a 10 min, La acetona bafiard totalmente el corte.

Se sacardn las laminas, dejdndose al ambiente hasta
la total evaporacidn de la acetona. Los preparados
podrdn conservarse a = 20 °C, durante 6 meses.

Hidratacidén v secado, Se llenardn 3 frascos Koplin
con P'BES de trabajo {marcarles I, II v IIXL).

-~ Se colocaran las laminas en el T, durants 5 min

= Se pa=aran al II, durante 5 min, v luegoc al TIT,
durante 10 min

~ Se conservaran las laminns hasta 3 d en camara hii-
meda tapada y coloecadas a 4 °C ,

2.7.2.1 Preparacidn de la camara himeda

24763

"= Se cubrird el fondo de una bandeja esmaltada con
papel f{ltro humedecido con agua

- 58 situardn varillas de vidrio paralelas, para
colocar las laminas,

Conjugacidn, Se preparardn tres ldminas con el con=
jugado de Peste Porcina ClAdsieca, una con el coniugado
de Fiebre Porcina Africana ¥ una con el conjugado de
contrel negativo, diluvendo los mismos con PBS de tra-
bajo, segin las indicaciones del fabricante, Se afia-
dird azul de Fvans al 0,25 % en proporcidn de 3:1

(3 volumenes de conjugados, 1 volumen de colorante),

- Con pipeta de 1 mL se dejarda caer una gota de con-
Jugado sobre la lamina

- Se dejara contactar durante 45 min a 137 ﬂﬂ, an
cdmara himeda,

2.7.3.1 Lavado

-~ Se llenarian 9 frasces Koplin con PBS de trabsjo
v se marcaran I, IT v III,

- Se pasardn las laminas por cada frasco, a inter-
valos de 5 min



3.
3.1

~ Se lavard con agua corriente durante 10 min

-~ 5Se secard al ambiente

- 5Se depositard una gota de disolucidn reguladora
con glicerina sobre la lédmina, utilizando una
pipeta de 1 mi y eolocande un cubreobjetos
Se observard al microscopio.

Ixpresién de los resultados

Fnt ocaso positive, Se observara luminiscencia clara en
el nitnplaﬂma celular, de color amarillo-verdoso o ver=-

~doso, FEl micleo, de color oscurc ¥ el fondo, de color

anaranjado,

5o considera con valor ﬂlﬂﬁﬂﬁatlnu, la visunlianuinn de
grupos celulares entre 5 y 10 células por campo éptico.

in ¢caso negativo, Se observara ausencia de luminiscen-
cia citoplasmatica amarillo-verdosa o verdosa, Los ni-
cleos no se colorean,

In caso_de conjumade de control negative, Se observard
una imagen opalescente de color verdoso,

In caso de conjugmado de control de FPA, Serd segin
apartado 4,0,2 de 18 NC 55-12. _

Informe, El mismo recogerda los datos siguientes:

- Nimero del caso

- Nombre de la unidad

= [Empresa

= Municipio

= Provincia

- Resultados

= Firma del jefe del Tipto.
- Firma de la direccidn

- TFecha de entrada -

- Fecha de salida,

Prueba binlﬁginn

Dbiativu E aleance. Este método se establece para
de ir presencia de PFC o FPA,



3.2

Fundamentoe del método., Se basa en inooular mucstras de

3.3

animales presuntamente afectados, a cerdos sensiblas
e hiperinmnes a PPC,

Reactivos guimicos, bioguimicos ¥ bioldgicos

3.3.1
3.3.2
3.3.3

3-314

3.3.5

3.3.6

Alcohol etilico v/v
Disolucidén salina fisiﬂlﬁgiﬁn al 0,85 4 v/v
Disolucidén de hidréxido de sodio 1 mol/L
Hidpdéxido de sodio Lo g
Agua 1 000 mi,
Disolucidn de écido clorhidrico 1 mnlﬁLl

Acido clorhidrico 37 ﬁ; 1,19 Efﬂmj 55 mL
Apua 1 000 ml.
Mezcla de antibidticos
Penicilina G-potdsica 5 000 000 U
Estreptomicina h &
Agua estéril 50 mi,

Se envasara por 35 mL ¥y so conservara a = 2{) °c .

Caldo simple de carne

-~ Se limpiard la carne de hovino adnito, e membranns
v terndones

- Se moleran las carnes ¥y se pasaran a frasco odnieco
v se afadird agua corriente {1 i de armua por oadn

- 0,5 kg de picadillo). Se agitara con agitador do
vidrio ¥ se guarda de " a 8 nE_ hasta el dia si-
rujente

— Se hervirda durante 1 h, merclando con el agritador,
Se afadiréd asua uurrignta para restituir =1 wvolumen
original, Se retirara del fueso v se delarda repos
sar durante 20 min

= Se filtrard por papel en otro frasco cdnico ¥ se
tapard con tapdn de gasa v algoddn, cubriédndosa
con papel Kraft v atandose con cordel,

- Se esterilizard a 98,060 kPa a 121 nﬂ, durante 15 min

~ Sa uniran:

Caldo de carne 100 mls

Peptona 10 g



3.3.7

3.4

Cloruro de sodio _ 58

= Se disolveran los componantes a 100 ﬂﬂ an banﬂ de
azua, durante 20 mir-. Se retirard d&l bane y se
dejard refrescar durante 20 min. Se ajustard el
pH de 7,2 a 7,%, con disolucidn de hidréxido de
sodio 1 mol/L o disolueidn de dcido elerhidrico
1 mol/L. '

- S8 flltrnrﬁ por papel v se distribuird en tubos
por 5 ml v se esterilizard en autoclave a 98,066 kPa,
a 121 °C, durante % min.

Animales, Dos cerdos hipurinmunﬂn a Puata Porcina
Clasica, de 2 a 7 moses de edad,

Cinco cerdos sensibles, de 2 a 3 meses de edad,

Aparatos, utensilios ¥y medios de medicidn

~ Lamparas germicidas

- Centrifusa hasta 628,320 rad/s ’ .

- Jeringuillas de widrio de 2 mL, vD 0,1 mL

3.5

~ Agujas hipodérmicas ¥o. 20 de ﬁ,j om
- Tubos de centrifugas de 15 mL
- Pipetas de 1 mL, ¥D 0,01 mL

- Pipetas de 1 mL, vD O, 1 mL.-

Toma de muestras., Segin la NC 55-01,

3.6

3.6.1

3.6.1

3.7
3.7.1

PraEEracinn de las muestiras de ensayo, S5e triturara 1 g

de la mmesira en un mortero, preparando una auapnnuiﬁn
al 1ﬂ Z en PBS o disolucidn :nlinn fisioldgica, Se afia-

diran 200 UL de penicilina y 200 neg de autruptuuiqina,
por mililitro de suspensidn. Se cunaervnra a b °C, du-
rante 4 h .,

Se ecentrifugard a 471,24 & 521,60 rad/s, durante 10 min
v se utilizard el auhqrnndanti como indoculo,

Control de esterilidad, Se sembrard C,5 mL del sobre-
nadante, utilizando pipeta de 1 mL, en un tubo de cal-
do simple por cada muestra.

Se incubard a 37 °C, durante 5 d.

.1 lectura, [En caso negativo, no se ohservard turbie-
dad en el medio

Determinacidn

Inoculacidn de cerdos sensibles. Se inoculardn 3 cer-
dos sensibles a 1a Peste Poroina Cldsica, por via in-

tramuscular, en la cara interna del nuslo, con 2 ml del
iﬂ&'ﬂ'ﬂ lo,



3.7.2 Inooulaoidn de cerdos hiperinmunes a la Peste Porcina

Clasica, Se inncula;ﬁnlg cardos segun apartado 3.7.1.

3.7.3 Cerdos controlea, Se mantendrdn 2 cerdos sensibles sin
inocular, separados de los inoculados,

3.7.4% Se cbservaran todos los cerdes durante th d, controlan-
do los sintomas clinicos diariamente v la temperatura
cada 12 h .

3.8 Fxpresidn de los resultados. Serd positivo:

= S8i 2 de los 3 cerdos sensibles inoculados, presentan
sintomas de Peste Porcina Cldsica y mueren

= 5i los 2 cerdos hiperinmines permanscern Sanos o0 pro=
sentan sienos clinicos débiles {fiﬂhrﬂ}'pnr corto
tiempo, durante sl periocdo de observacion

- Si los cerdos eontroles enferman y mueren, se de-

miestra la sensibilidad del grupo a la Peste Porecina
Clasica.

51 todos los cerdos incculades (sensibles e hiperinmunes)
presenta sintomas, y mueren, se demuestra la sensibilidad
del grupo a la FPA, [n este caso no se realizard la
prueba de confrontacidn.

3.9 Confrontacién. Todos los cerdos que concluyan el periodo
de observacion wvives ¥ sanos, sSe inocularan con virus pa-
tégenc de Peste Poroina Cldsica segin apartado 3.7.1.

3.9.1 Expresidn de los resultados, Sera positivo,

= Do los sensibles: Si enferman ¥y muersn demuestran
que en el material que se investiga no existia virus
de Peste Porcina Clasica., 5i ne enferman, oCUITBEIN~
cia excepcional, en el material que se investia
existe virus patégeno débil de Peste Porcina Clasi-
ca, que inmmmizd a los cerditos,

- De los hiperinmines: si permanecen Sanos
-~ De los controles: si enferman v muaren,

3.10 Informe, Segin apartado 2.9,

COMPLEMEXNTO

Normas estatales de referencia:

NC 20=03:72 Productos aquimicos. Clasificacidn por calida=-
' des y definiciones

HE 21=01:72  Arua para andlisis



NC 21-05:?2 Productos quimicos analiticos, Especificacioe
nes

NC 90-13-08:78 Aseguramiento Mctroldgico., Medidores de pH,
Soluciones - . uladoras de pH. DRequisitos
para su elaboracidn

NC 55=01:85 Servicios veterinarios., Enfermedades rojas del
cerdo, Seleceidn v obtencidén de muestras

NC 55=01:85 Servicios veterinarios, FEnfermedades rojas del
. ecerdo, Seleccidn v obtencidim de muestras

NC 55=12:86 Servicios veterinarios, Enfermedades rojas

del cerdo, Control viroldgico para el diagnbs-
tico de la fiebre Porcina Africana

NC 55=05:85 Servicios veterinarios., Actividad de laborato-
ric. Términos vy definiciones

Documento tﬁnniqﬂ normalizative internacional consultado:

CAME: RSR 21.700.07.77 Animales de cria, Método para el
Diagnéstico de Laboratorioc de la Pes-
té Porcina Cldsica
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