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Virological Contrel for Diagnosis -FUREACHON CRIHOS ARICLONAE

of African
Porcine Fever

Esta norma establece los métodos de control virolfigico para el
diagn®stico de la Fiebre Porcina Africana.

1. Generalidades

1.1 La manipulacifin y distribuci#n de todc el instrumental,
previamente esterilizado, se realizari en firea estéril.

1.2 FPara la preparacidn de los reactivos se utilizarid agua
para analisis segln la NC 21-01:72 "Agua para anilisis".
Log preductos utilizados seran de calidad p.a. segfin la
NC 20-03:72 "Productos quimicos. Clasificacidn por cali-
dades y definiciones” y la NC 21-05:72 "Productos guimicos
analiticos. Especificaciones".

1.3 Para la preparacién de las soluciones reguladoras de pH,
vEase la NC 90- 13-0B:78 “"Aseguramiento metrolfgico. Me-
didores de pH. Solucicnes reguladoras de pH. Requisitos
para su elaboracidn”.

1.4 Las pipetas seran colocadas en recipientes gue contengan
solucidn germicida.

1.5 Todos los frascos de soluciones se rotularin.

1.6 En la determinacifn del mé&todo inmunofluorescencia direc-
ta se investigaran simultaneamente las muestras para FPA
¥ PPC. Esta Qltima segfln la NC 55-13:86 "Servicios veteri-
narios. Enfermedades rojas del cerdo. Control virolfigiceo
para el diagndstico de la Peste Porcina Clésica".

1.7 Los medics putritiveos y disoluciones se esterilizarin en
auntoclave a 115°C, con vapor de presidn de 68,646 kPa, du-
rante 15 min,

1.8 El filtrade de las disoluciones, medios nutritivos v sue-
ro, se realizarada con filtro esterilizade v las placas ten-
drén poros con'las siguientes dimensiones: 1,2; 0,9 vy
0.7 am.
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Todo el proceso de elaboraci®dn de cultivos celulares se
realizari con bata quirfrgica, gorros y tapabocas estéri-
les, de uso exclusivo para el area estéril, con ambiente
de aire filtrado y acondicionado.

Todos los materiales utilizados en la elaboraci®n. de
cultivos celulares seran estériles, someti&ndose poste-
riormente a la accifin de radiaciones ultravioletas, du-
rante 30 min en el &rea estéril, antes de su uso.

Durante el proceso de elaboracifn de los cultivos celu-

lares, no podri abrirse la puerta, para entrar o salir
del &rea estéril.

S5lo se permitird el agitador magnético, como eguipc en
el @rea estéril.

Antes de comenzar el trabajo de elaboracidn de los culti-
vos celulares, las manos se lavarin con jab®n y agua
corriente, cepillando las unas y desinfectdndose con
alcohol etilico al 70% v/v o cloramina T al 2% v/v.

Se retirard el material sucio del &rea estéril, inmedia-
tamente despu&s de concluida cada etapa de trabajo.

Todos los equipos, cristalerias, instrumental y materia-
les en general, destinados a la elaboracifin de cultivos
celulares, seran de uso exclusivo.

La limpieza del &rea estéril y dem&s areas destinadas
a la elaboraci®n de cultivos celulares, se harid hfimeda,

diariamente y con desinfectantes, utilizando frazadas
individuales.

Cada fin de semana se realizari limpieza general de pa-
redes y mesas de trabajo, con cloruroc de benzalconio
o timerosal al 1%, aplicando vapores de formaldehido

con ayuda del permanganato de potasio, seghn el siguiente
calculo:

Por cada m3= Permanganato de potasio 6 g

Formaldehido de 38 a 40% 12 mL

Depositar el permanganato en un recipiente cuyo volumen
sea 3 6 4 veces mayor, anadir el formaldehfdo y cerrar
la puerta.

La esterilizacifn en autoclave se realizard a 121°C,
con vapor de presibn de 98,066 kPa, durante 45 min.

La esterilizaci®n en horno y estufa se realizard a 180°C,
durante 2 h.

El fregadero destinado para la cristaleria de cultivas
celulares, serid de uso exclusivo para este fin.

La manipulacidn de &cidos y &lcalis se realizard con me-
dios de proteccibn (guantes, caretas y delantal antidci-
do} . .



2. Términos, definiciones y simbolos

Triturar. Reducir a polvo o pasta por aplastamiento en
un mortero,

Bemadsorcifin., Fijacibn de glfbulos roijos.

FPA. Fiebre Porcina Africana.
IFD. Inmuncfluorescencia directa

Conjugado. Anticuerpo especifico marcado con isotiocia-
nato de fluoresceina.

FBS. Solucibn de fosfato, reguladora.

FFC. Peste Porcina Clasica.

sueyo homblogo, Suero de la misma especie animal.

Para los restantes t&rmines y definiciones, véase la
NC 55-05:85 "Servicios veterinarios. Actividad de labo-
ratoric. Términos y definiciones®.

METODOS DE CONTROL

3., Alslamiento

3,.3.1

Objetivo vy alcance., Este mBtodo se establece para de-
terminar la presencia ¢ no del virus de la Fiebre Porci-
na pAfricana y definir el diagn@stico en cultivos de te-
jidos.

Fundamento del mé&todo. 5Se basa en inocular los cultivos

de tejidos de leucocitos de cerdos y demostrar la hemadsor-
cibn.

Reactivos gquimicos, biogquimicos y biocldgicos

Disolucién de fosfate requladera (PBS)

Cloruro de sodio B.0 g
Cloruro de potasia 0,20 g
Cloruro de calcio 0,10 g

Cloruro de magnesic hexahidratade 0,10 g

Fosfato de magnesio dihidratado 1,15 g
Fosfato de potasio 0.20 g
Agua 1 000 mL

S¢ ajustard el pH a 7,2 y se distribuirid en frascos
de vidrio por 400 mL. Se rotulard y se esterilizard
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a 121°C, con vapor de presifin de 98,066 kPa, durante
30 min.

Disolucifn de Lugol

Yodo metilico 10 g
Yoduro de potasio 20 g
Agua 1 000 mL

Se triturarfin en un mortero los dos reactivos y se
anadird el agqua. Se filtrard por papel.

Disolucitn de citrateo de sodio al 3,8%

Disolucidn de antibifticos

6

Penicilina G Potasica 107 UI

Estreptomicina 1 g

o
Se disolveri en 20 mL de PBS. Se conservard a-20 C
y s& utilizard 0,2 mL-por cada 100 mlL de medic M-199.

Medio M-199%. Medio nutritiveo especial para cultivos

de tejidos. Se prepara segln indicaciones del fabri-
cante. .

Caldo simple de carne. Véase apartado 3.3.6 de la

NC 55-13.

Suero de cerdo. Se obtendria de cerdo de 30 + 2 kg,

sano y limpio, bafiade con detergente y agua abundante.

Se obtendri la sangre por puncién intracardiaca,
utilizande un "trbéguer"

Se dejard deslizar la sangre por las paredes del
frasco

Se incubari a 37°C, durante 1 a 3 h

Se separard el suero y se clarificard centrifugando
de 125,66 a 209,55 rad/s, durante 30 min. Repetir
el proceso de 2 a 3 veces

Se colocard el filtro bajo la campana de proteccién,
con el extyemo superior instalado a un kitasato

gque comunica con la bomba compresora. Se instalara
el extremo inferior del filtro a una campana de vi-
drio para proteger los frascos

Se depositard 500 mL de PBS en el kitasato y se
pasara por el filtro para lavar la membrana filtran-
te

Se depositarid en el frasco kitasato el suero que
va a ser filtrado y se hard pasar por el filtro a un



3.3.7.1

3.3.7.1

3.3.8

- frasco hasta 100 & 200 mwl, el cual se pondri a 37°C
durante 5 d. Se continuara el procesp de filtracidn
envasahdo y controlindose de la forma anterior, se
tapari y protegeri con papel de aluminio; rotular

e inactivar a 56°C, durante 30 min, dejfndose enfriar

Yy congelar posteriormente a -20°C.

Control bacteriolfSgico. Se depositard en un tubo de
caldo simple, 1 mL de la filtima fraceién del suero
filtrado y se incubari a 37°C, durante 5 d.

.1 Lectura. §Si aparece enturbiamiento del medio de
control bacteriolfHgico © en la fraceci®n incubada
en frasco, se repetirf el control bacterioclégico

segln 3.3.7.1. B5i reaparece la contaminacidn, el
lote filtrado se elimina.

Gl&bulos rojos de cerdo. Se obtendri del mismo cerdo,

3.3.8.1

3.3.9.1

por puncibn intracardiaca, sangre con disolucién de
citrato de =o0dig, en proporeibn 2:3,

Lavado de los glbbulos rojos. Se centrifugari en
tubo comico de 15 mLl, a 125,66 rad/s durante 10 min,
Se eliminard el sobrenadante y se afadird PBS, cen-
trifugando nuevamente, Se repetird 3 veces el pro-
ceso con PBS, vy se conservarfn en refrigeracidn
hasta el momentc de usarse.

Cultive de leucocitos de cerdo. El cerdo sangrado, se

sacrifica por corte de la yugular.

En la extremidad posterior, a nivel del f&mur, se rea-
lizari un corte con cuchillo o bisturf, previa desin-
feccifin con agua yodada. Se separarf piel y miisculos
con ayvuda de tijeras vy pinzas. Se extraerd el fémur,
separindolc de las articulaciones coxofemoral y tibio-
femoral. Se cortard con una sierra o serrucho el hue-
sp, a 2 cm del borde de las articulaciones. Con tijera
v esphtula se extraeri, raspande, la m&dula de dicho
hueso, depositindola en frasco cfnico de 200 ml gue
contenga un magneto vy 100 mL del medic M-199.

Se colocard el frasco cbnico en agitador magné&tico y
se mantendri durante 15 min. Se centrifugard en tubos
chBnicos por volfimenes de 50 mL, a 104,00 rad/s, duran-
te 10 min- &e eliminard el sobrenadante ¥ S& resus-
penderd el sedimento en 20 mL de medio M-199.

Conteo celular

- En chmara de Newbauer, Se prepararfi una mezcla
de la suspensibn celular en disolucifin de Tripén
azul al 0,5% (1 mlL de suspensifn celular y 2 mL
del colorante).

Se prepararid la cémara, ajustando la l1&mina cubre-
objeto hasta aparicifn de los anillos de Newton.



Se tomari 0,1 mL de la suspensifin coloreada, con
pipeta de 1 mL {limpidndose la punta con papel), ¥y
se aplicar8 al borde de la l&mina cubreobijeto, en

el espacio comprendido entre las ranuras de la cima-
ra.

e realizard la microscopifa Gptica utilizando obje-
tivos de 16 . 32 mm. Se contarin todas las cé&lulas
vivas en los cuatro cuadradeos mayores, compuestos
cada uno por 16 subcuadrados menores, en los cuales
se cuentan las células en forma de 1, determindndo-
se el valnr promedico y multiplicindose &ste por
3.104 El resultado corresponde al nfimero de cé&lu-
las en 1 mL de suspensifn.

- En chmara de Goriaev. Se preparari una mezcla
de una suspensifn celular en disolucifn de Tripén
azul al 0,5% (1 mL de suapensi&n celular y 1 mL
del colorante).

Se cargar8 la cimara como en la de Neuwbauer y se
realizard microscopia &ptica.

Se contaran las cé&lulas en toda la clmara (25 cua-
drados mayores y 100 subcuadrados). Se contar$

en forma de L y se multiplicard el nlmero de cé&-
lulas obtenidas por 2 200. El resultado corres-
ponde al nlmero de c&lulas en 1 mL de suspensifn.

3.3.9.2 Siembra de las c&lulas. Se preparar8 una suspensiéin
de células con una concentracién de 8,5. 107 para los
tubos Leighton y 7,5 . 103 para los frascﬂs de cultivo,
- segln la formula siguiente:

I=-E.r: (mL)

donde:

X volumen total de la suspensifn, con la concentra-
cidn celular necesaria, para la siembra (mL)

b nimero de c&lulas en 1 mL de suspensidn

a concentracifn de cé&lulas reguerida para la siem-

bra {(cé&l./mL)

C volumen nECEEﬂrlﬂ de suapenslﬁn de cé&lulas con
8.5 . 10° & 7,5 . 103 (mL).

3.3.9.2.1 Prep&raciﬁn del meﬂia para sﬁsggnsiﬂn celular

- Se anadira al medio M-199, 0,2 mL de solucifn
de antibiféticos por cada 100 mL de medio (equi-
vale a 100 UI de penicilina y 100 ug de estrepto-
micina por mL de medic), utilizando pipeta de
1 mL



- Se afiadirid 10% de sueroc hom#logo, utilizando pi-
peta de 10 mL

- Se anfadird una suspensidn celular para una con-
centracibn final de 800 000 u 800 000 cé&lulas
por mi '

- Se anadirdn los glotbulos rojos de cerdo, lavados,
para una concentracidn final de 1%

Aparatos, utensilios y medics de medicifn

Lamparas germicidas

Incubadora

Refrigerador dom@&stico

Congelador de -20°C

Microscopio invertide binocular

Autoclave

Centrifuga hasta 520,00 rad/s

Centrifuga refrigerada hasta 2 §18,00 rad/s
Camara contadora Newbaeur o Gorigev

Tubos de centrifuga fondo cbnico de 15; 50; 100 y
500 mL

Tubos Leighton {16 . 100} mm
Frascos de vidric de 500 mL
Frasco de cultivo de 1 000 mL
Agitador magn&tico

Magnetos

Frascos cbnicos de 250; 500 y 1 000 mL
Equipo de filtracibn

Membrana filtrante
Dispensador automitico
Mortero de 75 mm de difmetro
Pipetas de 1 mL, vD 0,01 mL
Pipetas de 2 mL, vD 0,01 mL

Pipetas de 5 mL, vD 0,1 mL



3.5

3.6.1

J.b.1.

3.7

3.7.1

- Pipetas de 10 mL, vD 0,1 mL ,

- Placas de Petrl de 1200 . Zﬂ} mm o

- Balanza técnica LSP 500 g, vD 1 g- |

- Balanza analitica LSP 200 g, .vD 0,1 mg

= Bomba de vacio. .
Muestras. V&ase la-NC 55-01:B5 "Servicios Veterinarios.

Enfermedades rojas del cerdo. Seleccifin y nbtenclﬁn de
muestrag”

Preparacifn de la_porcifn de ensayo. Se seleccionari 1 g
de cada muestra y se preparan en mortercs individuales
suspensiones al 10% en PBS que contengan 200 UI de penici-
lina y 200 ug de estreptomicina por mL, previa trituracitn
de los mismos.

Se centrifugard a 154,00 rad/s, a 4°C, durante 15 minutos,
en centrifuga refrigerada y se utilizard el sobrenadante
decantado.

Control bacteriolfgico. Se tomard con asa bacteriolfgi-
ca el sobrenadante y se introduciri en un tubo de caldo
simple, -Se agitard y se intubari a 37°C, durante 5 4,
observindose diariamente.

1} Lectura. En caso negativo, no se nhaervnra enturbia-
miento del medio.

Determinaci®n

Inoculacifn. Los cultives se inogularén entre las
18 y 1as 24 h de sembrados.

- 8e identificarin 2 tubos de cultivos de leucocitos
por cada tipo de muestra y se identificardn 4 tubos
como controles del cultivo

- Se inoculars 0,1 & 0,2 mL de la porci&n de ensayo
de la muestra a investigar, utilizando pipeta de 1 mL

- Se incubar® a 37°C, observindose diariamente al mi-
croscopio durante 3 4.

3.F.2 Expres1ﬁn de los resultados. En caso positiveo, se ohser-

vara imagen de hemadsorcibn, con hamatien alrededor de
los leucocitos formando coronas.

En casc de no ﬂbaervaciﬁn de la hemadsorcibn se realjza-
r&n pases.

3.7.2.1 Pases. Se congelarfn los tubos con los cultivos inocu-

lados, al tercer dia de observacién.



- Se descongelarid e inocularan cultivos celulares
frescos con 0,1 & 0,2 mL, utilizando pipeta de 1 mL

- Se continuar& el mismo procedimiento hasta obtener
3 pases, repitiendo la microscopia en cada uno

3.8 Informe. El mismo recogerd los datos siguientes:
= HNo. del caso |
- Nombre de la unidad
- Empresa
- Provincilia
- Municipio
- Resultados
- Firma del jefe de departamento
- Firma de la direccién
- Firma del analista
= Fecha de entrada
- Fecha de salida,

4., Inmunofluorescencia directa

4.1 Objetivo y alcance. Este método se establece para deter-
minar la presencia del antigeno de la Fiebre Porcina Afri-
cana y establecer el diagnfstico.

4.2 Fundamento del método. Se basa en la observacidn micros-
cBbpica de la reaccidn antigeno-anticuerpo fluorescente.

4.3 Reactives, guimicos, bioguimicos y biolbgicos.

4.3.1 DPisolucifn de fosfato reguladora (FES). Seglin aparta-
do 3.3.1.

4.3.2 Acetona refrigerada a-20°C

4.3.3 Solucidn reguladora glicerinada

Glicerina 1 mL
PES 9 mL

4.3.4 Conjugados. Diluidos seqfin indicacicones del fabricante.

- Fiebre Porcina Africada (FPA)
-~ Control negativo

- Peste Porcina Clasica (PPC).



4.4 Aparatos, utensilios y medios de medici®n

Microscopio para fluorescencia

Cribstato de -30°C o micr6tomo de congelacifn
Balbn de difxido de carbono

Incubadora de 37°C

Congelador de -20°C

Bandejas esmaltadas con sus tapas

Pipetas de 1 mL, vD 0,01 mL

Pipetas de 10 mL, vD 0,1 mL

Placas de petri (200 . 20) mm

Frascos Koplin.

4.5 Muestras. Fragmentos de bazo, rifién, hfgado, pulmén y gan-

g

08.

4.6 Determinacibn

4.6.1

4.6.2

Preparacidn de la porcifn de ensavo. De las muestras

‘escogidas se colocari un fragmento de 3 mm de espesor

por 10 mm de largo, sobre un disco de papel filtro em-
bebido en agua.

Se congelard a -25°C en la cimara del crifistato o con

el balbn de didxido de carbono y se realizar&n cortes

de 2 a 4 um, mont@ndose los cortes sobre l&minas porta-
objetos y se identificarén. Se secarin al ambiente du-
rante 15 min y se fijardn en acetona, contenida en fras-

cos Koplin, durante 60 min.

Se secarfin a 37°C, durante 15 min, y se cubririn los
cortes con 0,1 mL del conjugado, utilizando pipeta de
1 mL, e incubfindose en cfmara hfimeda durante 30 min.

Se eliminard el conjugado y se lavar8& con PBS, tres
veces, a intervalos de 10 min. Se secar§ en papel fil-
tro y se montarin cubreobjetos con disolucisn regulado-
ra de glicerina, colocandose en camara hfimeda

- Controles. Se prepararan en la misma forma, l&minas
tenidas con conjugados de control negativo y de PPC,
y se cbservarin las ldminas al microscopio

Expresi®in de los resultados

En caso fasitivu, se observard presencia de inclusiones
yuxtanucleares, fuertemente luminiscentes y nficleoc negro.

En_caso negativo, se observard que las cé€lulas no afec-
tadas se tinen en verde claro sin luminiscencia.




En caso de conjugado de control negativo, se observard
una imagen opalecente de color verde.

En caso de conjugado de control de PPC, serd segln
apartado 2.8 de ?a NC 55-13.

4.7 Informe. Seglin apartado 3.8

5. Prueba biolégica

Segin seccidn 3. de la WC 55-13.

5.1 Inmunofluorescencia directa de la prueba biclbfgica. Se
procedera seqgan seccibn 4., con las muestras que se to-
marin de los animales enfermos o muertos, en la prueba
biclégica.

5.2 Informe. Segfin apartado 3.8.

COMPLEMENTO

Normas estatales de referenciac:

NC 55-01:85 Servicios veterinarios. Enfermedades rojas del
cerda. Selececifin y obtencifn de muestras

NC 55=-05:85 Servicios veterinarios. Enfermedades rojas del
‘cerdo. Retividad de laboratorio. Términos y de-
finiciones

NC 55-13:86 Servicios veterinarios. Enfermedades rojas del
cerdo. Control virolSgico para el diagndstico de
la Peste Porcina Clisica

NC 20-03:72 Productos quimicos. Clasificacibn por calidades
y definiciones

NC 21-01:72 Agua para anflisis

NC 21-05:72 Productos gquimicos analiticos. Especificaciones

NC 90-13-08:78 Aseguramiento metrolbgico. Medidores de pH.
Soluciones reguladoras de pH. Reguisitos para

su elaboracibn

Documentos técnico normalizativos internacionales consultados:

CAME: RSR 21.700.07.77 Animales de cria. Métodos para el
DiagnBbstico de Laboratorio de la Peste
Porcina Clésica

Bibliografia consultadas:

Centro de Enfermedades Animales de Plum Island del Servicio
de Investigaciones Agricolas. Dpto. de Agricultura de los
E.U.A. Segunda Edicidn. Mayo, 1975





