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PESTE PORCINA AFRICANA

CONOCIMIENTO DE IA ENFERMEDAD

El objeto de esta monografia es dar a conocer a los colegas veterinarios de
América Central y del Sur, ciertos aspectos de esta terrible enfermedad, que pue-
de catalogarse hoy dia entre las mis graves por los perjuicios econdmicos que o -
casiona.

Asi también esti dirigida a los colegas veterinarios de América latina en
general; y mis especialmente a aquellos que a niveles diferentes, tienen la res -
ponsabilidad de impedir el posible contagio de su pais, asi como de proyectar las
medidas encaminadas a la rédpida eliminacidén de la enfermedad si se constata un
brote de la misma.

Voluntariamente, los puntos relativos a la investigacién fundamental del agen
te causal, han sido tratados con menor intensidad que los aspectos aplicativos,
técnicos o précticos, puesto que por una parte son objeto de investigaciones
constantes -luego no definitivos- y por otra parte son objeto de publicaciones
sistemiticas en las revistas especializadas.

La idea directriz es pues, dar a conocer la enfermedad bajo sus midltiples
aspectos, con el objeto de evitar el efecto de sorpresa que se produce en los pri
meros momentos de la invasidén del Pais, efecto de sorpresa que disminuye la capa-
cidad de reaccién, en un periodo en el que ésta deberia ser mixima.

Esta idea principal, ha sido adoptada después de considerar que: después de
uno o dos afos de lucha contra la enfermedad, las autoridades sanitarias y los co
legas veterinarios estin en posesién de una experiencia personal, superior a la
gue se puede transmitir en un libro, y en todo caso adecuada a las condiciones
nacionales o locales en que el trabajo se ejerce.



Asi al lado de medidas generales, que todos debemos conocer, aceptar y apli-
car, hay una serie de medidas complementarias que se adoptan delante de situacio-
nes precisas y que no son forzosamente iguales en un pais industrializado que en
un pais de vocacién agricola; en un pais en el que la industria porcina forma
parte del patrimonio nacional, que en un pais en el que representa un capital

rrivado o en un pais insular, que en un pais continental, etc.

En resumen, la intencidén es transmitir una informacién lo mis préctica, amplia
y detallada que le pueda servir al lector como punto de partida para establecer
su criterio personal.

PESTE PORCINA AFRICANA

Peste Porcine Africaine
Peste suina africana
Enfermedad de Montgomery
African swine fever
Afrikanische schweinpest.

la Peste Porcina Africana (P.P.A.), es una enfermedad viral, contagiosa y re-
productible experimentalmente. Su huésped natural son los suidos salvajes o domés
ticos en los que se manifiesta con un cuadro patolégico anilogo al de la Peste
Porcina Clicia (P.P.C.)

Fue sefialada, por primera vez en 1921, en Kenya, por Montgomery.
Hasta nuestros dias ha sido sefialada con caricter mas o menos constante en:
Angola, Africa Ecuatorial, Congo, Mozanbique, Nyassaland, Rodesia, Senegal, Tanga

nika y Unién Sudafricana.

En 1957 se la identifica, por primera vez fuera del Continente Africano, en
Portugal, que logrd eliminarla.

En 1960 vuelve a hacer su aparicién en Furopa, esta vez en la totalidad de la
Peninsula Tbérica (Espafia y Portugal) que es afectada sin que hasta nuestros dias

L



Francia ha sufrido y ha eliminado la enfermedad en tres ocasiones: 1964,
1967 y 1974,

Italia padecid y elimind la enfermedad en 1967.

La isla de Madera sufridé un primer ataque en 1966, que logrd eliminar, pero
una segunda invasién en 1974 presenta ain focos activos.

La primera vez que la enfermedad hizo su aparicién en el Continente Americano
fue en Cuba, en 1971, pais que logrd eliminarla répidamente.

En 1978, hemos asistido a una expansidén de la enfermedad que ha sido detecta-
da en las islas del mar Mediterréneo, Malta y Cerdefia, asi como en América: Bra -
sil, Santo Domingo y Haiti.

En restmen, la localizacidn geogréfica de la enfermedad al finalizar el afio
1978 es la siguiente:

Paises_que han padecido la enfermedad y fecha de su Gltimo_foco.

Africa: Senegal, 1974 Benin, 1972
Mozambique, 1974 Kenya, 1964
Congo, 1975 Zambia, 1975

América: Cuba, 1979
Furopa : Ttalia, 1968 Francia, 1974.

Africa: Sudin, dos focos Angola, 29 focos
Rodesia, un foco Rep. Sud-Africana, 4 focos
Isla de Madera, 30 focos Malawi, focos esporddicos.



América: Brasil, 214 focos Santo Domingo, 283 focos
Haitti, cantidad de focos no determinada.
Furopa : Portugal, 2384 focos Espafia, 864 focos
Isla de Cerdefia, 24 focos Malta, cantidad de focos no
determinada.

En 1979 la enfermedad hace una corta aparicién en Cuba de donde es de nuevo
eliminada.

Por (1timo en 1981, la situacidn general tiende a mejorar, asi se constata
una fuerte regresién del nimero de focos en Espafia y Portugal. Fn Cerdefia la dis-
minucién de la incidencia es igualmente notable. En Santo Domingo y en Malta,
después de la eliminacién de todos los cerdos del pais, ninguna serologia positi-
va ha sido sefialada durante el proceso de repoblacién. Cuba confirma con el empleo
de cerdos "testigos" sobre el &rea saneada, la completa erradicacién del virus de
su territorio.

Brasil sefiala en 1981 dos casos de aislamiento de virus, cuando el aislamien-
to precedente remontaba a Agosto de 1979.

Por (1timo Haitti inicia la campafia de lucha contra la enfermedad, por elimi-
nacién completa de los cerdos del pais.

IT ETIOLOGIA
Pese a la similitud de expresién patdégena, entre los virus de la Peste Porci-
na Clisica (P.P.C.) y Africana (P.P.A.), su estructura y morfologia, asi como sus

caracteres quimicos, son completamente diferentes.

Entre las mayores diferencias encontramos las siguientes:




P.P.A. P.P.C.
Acido Nucleico ADN ARN
Tamafio 220 mu 40 mu
Simetria Clbica Helicoidal, probable.

El virus de la P.P.A., es un virus ADN, de estructura icosaedrica y recubier-
to de una membrana.

En la sistemitica viral encuentra su plaza al lado de la familia HERPESVIRI -
DAE, y ha sido propuesta la familia ASUPESVIRIDAE, que lo acogeria camo {nico
representante.

Constantes fisicas:

Tamafio : 200 - 220 mu

Velocidad de sedimentacidn : 1600 - 2600 g
Isodensidad en Cloruro de Cesio : 1'18 - 1'25
Isodensidad en Sucrosa : 1'19

Morfologia

la envoltura del virus estd compuesta por una membrana, que presenta un reves
timiento externo y otro interno que recubre el 'core" viral.

Fl microscopio electrdnico revela que:

- Fl revestimiento externo estd formado por sub-unidades de aspecto triangular
fuertemente adheridas a la membrana.

- Fl revestimiento interno, esti igualmente formado de sub-unidades de forma
esférica y aspecto reticulado en su periferia

- E1 "core" viral estd formado por una masa densa al paso de los electrones,
adopta una forma esférica de 90 mu de diimetro, esti aparentemente formado por una
estructura fibrilar de 46 mu de diimetro.




Caracteres Quimicos

Han sido aislados, a partir de la particula viral completa:

- Una molécula de ADN de un peso molecular de 100 x 10® Daltons
- Cinco polipeptidos principales:
Fn la capsida V2 Peso Molecular 76 x 10° Daltons
PV3 " " 50 x 10° Daltons
En la membrana PVl Peso Molecular 125 x 103 Daltons
PVY " " " ub x 10° Daltons
Probablemente 3
asociado .al ADN PVS " " 39 x 10” Daltons
A partir del virus intracelular han sido aislados 19 polipeptidos
secundarios.-

PROPTEDADES DEL VIRUS DE LA P.P.A.

Sensibilidad a Diferentes Agentes Fisico-Quimicos

Un gran ntmero de trabajos han sido dedicados a este tSpico, pero los resulta
dos obtenidos por los autores no son siempre concordantes. Fstas diferencias son
debidas a las diversas condiciones de experimentacibén, sobre todo en lo que se
refiere al substracto protector del virus, su naturaleza y cantidad.

A titulo indicativo, podemos avenzar las cifras obtenidas con mis frecuencia.

1. Agentes Fisicos -Temperatura-
Frio: Resiste bien al frio, aue es el principal agente conservador
de su actividad. A 5°C se ha conservado durante siete afos;
temperaturas inferiores a cero prolongan esta conservacién.




Temperatura ambiente (20-25°C), se le ha observado activo duran
te 18 meses.

Temperatura de Incubacidén (37°C), se le ha observado activo du-
rante 30 dias.

Temperatura de inactivacién del suero (56°C), conserva su acti-
vidad durante mis de 60 minutos.

A 60°C, se inactiva en 15 minutos.

Resiste mis de 60 minutos a pH=3, siendo mis sensible a las
variaciones del pH en el sendido de la alcalinidad.

2. Agentes Quimicos -Solventes Organicos-

Es sensible a la accién de los solventes de las grasas, como el éter y el clo
roformo, que la inactivan en 15 minutos.

ENZIMAS:

Es resistente a la accidén de la tripsina, empleada a 2'S por
ciento durante mis de doce horas. Por lo que la tripsinacién de
un Srgano de un enfermo, dard un cultivo infectado.

INACTIVANTES:
Es inactivado por la Beta-Propio-lactona. Fxisten dudas serias

sobre su inactivacién por el cristal violeta, realizindose
actualmente trabajos en este sentido.

DESINFECTANTES::
Es destruido por los desinfectantes de referencia empleados
por la Legislacién Francesa, para el control de los desinfec -
tantes comerciales:
la Sosa a ocho por mil
la lejia a un grado clorométrico

El Fernol a tres por ciento
F1 Formol a tres por ciento.



Estos desinfectantes le destruyen en treinta minutos a temperatura de la-
boratorio.

2. Propiedades Bioldgicas

Antes de pasar a la enumeracidn de las propiedades biolégicas del virus, pa-
saremos revisidn a la nomenclatura que vamos a emplear.

En primer lugar dividiremos el estudio en dos grandes lineas:
Una que deriva de su Poder Patdgeno, la otra de su Poder Antigenico.

A. Poder Patdgeno:

Es la capacidad del virus de producir una enfermedad especifica sobre un ani-
mal susceptible y en un contexto dado.

A partir de esta definicidn, se estudian sistemiticamente una serie de propie
dades que van a definir la enfermedad. Si el contexto animal + virus se sitia en
la naturaleza, estudiaremos el Poder Patdgeno Natural. Si este contexto se sitda
al interior del laboratorio, estudiaremos el Poder Patdgeno Experimental. Si den-
tro del Poder Patdgeno Natural nos interesamos en las relaciones entre el virus
y el animal, estudiaremos la Patogenicidad, que va a determinar los sintomas y
las lesiones de la enfermedad. Si nos interesamos en las relaciones del virus con
una poblacién porcina, estudiaremos la agresividad que va a determinar los meca -
nismos de contgio, morbilidad y mortalidad que son la base de la Fpizootologia.

Si dentro del Poder Patdgeno Fxperimental, nos interesamos en la respuesta de
los sistemas reveladores vivos (animal o cultivo de tejidos),estudiaremos la In -
fecciosida Viral, que puede ser expontdnea o adquirida, segin que estuviera o no
presente en la cepa aislada en el campo. Por (ltimo el estudio cuantitativo de la
multiplicacién del virus constituye la Virulencia de la Cepa.

Una vez definidos estos conceptos, estudiaremos las particularidades concer -
nientesa cada uno de ellos.




a. Poder Patbgeno Natural

Patogenicidad:

1. Especies afectadas.
El virus se multiplica solamente en los suidos, siendo las especies domés-
ticas y salvajes las Gnicas, entre los animales superiores, que permiten su mul -
tiplicacién.

La distribucidn geogrifica de los Suidos Salvajes es la siguiente:

Toda Europa salvo la parte Septentional, Asia, debajo del Paralelo 40;
Toda Africa, menos el Desierto de Sahara, y son desconocidos en América donde la
familia mis prdéxima en la clasificacién zooldgica son los Taya Suidos.

la mayor variedad de especies de cerdos salvajes se encuentra en Asia:

Babirosa, en Malasia.
Diferentes especies de Jabalies:

Jabali de la India (sus cristatus) .............. India
Jabali Rayado (sus vittatus) ....¢eceee.... Java, Sumatra, Borneo

Jabali de Bigotes
Blancos (sus leucomystax) ............. China y Japdn

Jabali Verrucoso (Sus verrucosus) ......... .+++ Borneo
Jabali Barbudo (sus barbatus) ....... veeses.. Borneo
Jabali Enano (sus Salvanius)...... veseeess. Asia Central.

Se desconoce completamente el grado de sensibilidad de estas especies asid
ticas al virus de la P.P.A. En principio todos los respresentantes de la familia
"sus", son susceptibles a la enfermedad, por lo que deberian ser sensibles a la
multiplicacidén viral. La Babirosa, que pertenece a la familia Babirosae, pudiera
comportarse de modo diferente.

En Africa los Suidos Salvajes estan respresentados por tres grandes fami -

lias:
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PHACOCHERO (Phacochoerus aetniopicus)

Habita la mayor parte de Africa; sabanas y selva densa son su habitat pre
ferido. Se le encuentra frecuentemente en las madrigueras del Orycterope (Tubili
dente, mamifero insectivoro).

HYLOCHERO (Hylochoerus Meinertzhageni)

Habita en el Congo y paises limitrofes.

POTAMOCHERO (Potamochoerus Porcus)

Habita la selva himeda y los bordes de casi todos los rios africanos.

Estos Suidos Salvajes africanos son sensibles a la multiplicacidn del vi -
rus de la P.P.A., perv esta multiplicacidn no les produce ningin trastorno aparen
te, asi el animal "sano", puede ser un excretor de virus durante toda la vida.

En Europa, el cerdo salvaje estd representado por una sola familia, el
Jabali (sus scrofa ferus). Se encuentra en todos los paises de Duropa, por debajo
del paralelo 55 y en toda clase de terrenos, aunque prefiere las regiones himedas
y pantanosas, cubiertas de bosque y arbustos.

El Jabali es sensible a la multiplicacidén del virus de la P.P.A. Esta
multiplicacidén va acompafiada de un sindrome patoldgico anilogo a la enfermedad
manifestada por el cerdo doméstico.

LOS CERDOS DOMESTICOS (sus scrofa domesticus)
Se encuentran pricticamente en todos los paises del mundo.

Son sensibles a la multiplicacién del virus de la P.P.A. y esta multiplica
cidén se exterioriza por el sindrome patoldgico conocido bajo el nombre de P.P.A.
Todas las razas conocidas, sin distincidén de sexo ni edad son igualmente

sensibles a la accién viral.
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Otros mamiferos, asi como las aves, no son sensibles de forma natural a la
multiplicacién del virus.

a) Tejidos afectados.

Fl virus tiene un tropismo preferencial por el sistema reticulo endote
lial, donde su multiplicacidén produce las lesiones, que serén descritas mis tarde.

b) Agresividad:

la contagiosidad del virus es muy variable, por lo que es uno de los
caracteres mis dificiles de determinar. En lineas generales posee una contagiosi-
dad suficientemente elevada para producir verdaderas ondas epizooticas pero no
es tan fuerte ni tan rdpida como la producida por otros virus (fiebre aftosa,
gripe o gastroenteritis transmisible).

La morbilidad es elevada y puede oscilar entre 80 y 100 por ciento del
efectivo de una cochiquera.

la mortalidad es igualmente elevada, y en su evolucidén normal puede
alcanzar entre 80 y 100 por ciento de los afectados. Pero estos caracteres son
extremadamente variables pues la poblacidn viral parece ser sumamente heterogénea,
por lo que las cifras indicadas a titulo de orientacién y no como una constante
inamovible.

b. Poder Patdgeno Fxperimental

Como en el caso del Poder Patdgeno Matural, la (nica especie animal sensible
a la multiplicacién del virus como consecuencia a su inoculacidn, es el cerdo.

la inoculacién del virus, practicamente por todas las vias experimentales em-
pleadas va seguida de la rultiplicacidén viral. De forma habitual, la via experi -
mental es la intramuscular.

No se tienen noticias de cepas que hayan adquirido infecciosidad constante
para otras especies. Algunos casos han sido sefialados en la literatura, pero estos
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casos se asemejan mis a variaciones ocasionada que a verdaderas transforma -
ciones de la infecciosidad del virus.

la infecciosidad natural "in vitro", se manifiesta exclusivamente sobre el
cultivo de leucocitos de cerdo.

las adptaciones a otros sistemas celulares son posibles y estables. Asi, se
ha obtenido a través de diversos procesos de adaptacidén, cepas de virus que se
multiplican en diferentes cultivos, en los que producen lesiones v lysis de
manera constante.

Los cultivos mds empleados para la obtencién de esta infecciosidad adquirida,
son los logrados a partir del rifion de cerdo o de mono, tanto en primera explan -
tacidén como en lineas celulares. De forma general estas adaptaciones modifican la
infecciosidad "in vivo", pero sin llegar a eliminar en forma completa el poder
patdgeno del virus.

la multiplicacién del virus sobre el cultivo de tejidos, de forma general y
mis particularmente sobre el cultivo leucocitario, se manifiesta por una serie de
alteraciones visibles al microscopio.

Estas alteraciones son:

Lesiones Nucleares - Densificacién de la cromatina
Picnosis perinuclear
Lysis.

-

Estas lesiones no son especificas del virus de la P.P.A.
Lesiones Citoplasmiticas

- Inclusidn tipo A de Cowdry Lysis
La inclusidn es especifica y observable por inmumnofluorescencia.

Alrededor de la célula
- Presencia de una o varias coronas de hematies,
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rodeando el citoplasma.
Esta hemoadsorcién es especifica de la multiplicacién del virus de la P.P.A.

En efecto, los primeros signos de infeccibn en el cultivo de leucocitos se
traducen generalmente, por una retraccién del citoplasma, lo que da a la célula
un aspecto circular que contrasta con el polimo-fismo de las células no infectadas
Un escaso nimero de células infectadas guarda su aspecto fusiforme hasta el final
de la infeccidn.

Las primeras inclusiones citoplasmiticas que hemos podido observar, se sitdan
alrededor de cuatro horas después de la infeccidn en ciclo {nico. Fn este mismo
espacio de tiempo se manifiestan las lesiones nucleares, que se inician por una
densificacién de la cromatina.

La inclusién del citoplasma y la lesidn del niicleo evolucionan en forma para-
lela, asi la inclusién aumenta de tamafio adquiriendo formas redondeadas o rinifor
mes aproximadamente de 5 micras de diimetro, mientras que la cromatina se agrupa
en granulos cada vez mis densos que se localizan de preferencia en la periferia
de la membrana nuclear. la hemoadsorcidn se manifiesta de forma secundaria con
respecto a la aparicidn de las inclusiones, asi se perciben las primeras imigenes
entre 6 y 8 horas después de la inoculacién.

Fxiste una correlacidén directa entre la aparicidén de estas imigenes y la mul-
tiplicacién del virus pudiéndose observar un estrecho paralelismo entre las cur-
vas representando la cantidad de células infectadas y el titulo del virus en el
sobrenadante del cultivo.

Un fendmeno de lysis de niicleo precede la lysis del citoplasma, que va segui-
da de la destruccidn celular manifestindose por la desaparicidén casi completa de
las células del cultivo, dos o tres dias después de la presentacidén de la hemoad-

sorcién.
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La virulencia del virus se estudia por titulaciones realizadas a partir del
material objeto de estudio.

Estos titulos se realizan, habitualmente sobre el cultivo de leucocitos.

A titulo indicativo sefialaremos que: Una cepa de virulencia normal sohre un i
cultivo de leucocitos, se multiplicard hasta dar un titulo en el sobrenadante de
107% a8sis hemoadsorbentes, 50% por 0'2 c.c.; In Vitro, los titulos obtenidos so-
bre tres animales inoculados experimentalmente con una cepa de agresividad normal
y por un c.c. de indculo se resumen en el cuadro siguiente:

ORGANOS CERDOS
I II 11T
- R <R
Bazo 10780 1078’6 10780
Ganglios a1 _at o
Gistricos 10780 10780 1077'5
-R! 7! A )
Hf gado 10780 10770 10772
-fA! R 7
Pulmdn . 10 8'0 10 8'0 10 7'5
7! -R? N~
Cerebro 10770 10787 10780
~R! -R! <&
Rifin 10780 10780 107>'0
-5! -B! -u!
Psoas 107°'0 10780 1074’5
Pancreas Negativo Positivo Negativo
Sangre Positivo Positivo Positivo
Orina Positivo Positivo Positivo
Heces Negativas Positivas Negativas
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B. Poder Antigeno

Es la capacidad del virus de inducir en el cerdo, la formacién de anticuer -
cuerpos especificos.

Unos cuantos de estos anticuerpos, pueden ser revelados "in vitro" por las
técnicas serolégicas, 1lo que nos obliga a diferenciar dos conceptos frecuentemen-
te confundidos. F1 témmino respuesta inmunizante, corresponde a la respuesta to -
tal del cerdo local, general, tisular, humoral, etc., de la que solo una parte
podré ser revelada por las técnicas seroldgicas apropiadas, lo que constituird
la respuesta seroldgica.

Fl virus de la P.P.A. posee un elevado poder antigénico, e induce en el cerdo
una respuesta rdpida y elevada de anticuerpos, pudiendo identificarse algunas de
ellas desde el quinto al sétimo dia después de la inoculacidn.

Los principales anticuerpos identificados son:

. Precipitantes en agar, revelables por Ourchterlony,
Inmuno-electro-osmo-foresis e Inmunodifusién radial.

. Fijadores de Complemento.

. Inhibidores de la H.A.D.

. Revelables por las técnicas de inmunofluorescencia,
Inmunoperoxidasa o ELISA.

No han sido identificados ni anticuerpos neutralizantes de la accién viral
"in vitro" ni protectores "in vivo'".

No han sido sefialados fendmenos de inmunidad cruzada "in vivo", con ningin
otro virus en general, ni con el de la P.P.C. en particular.

No existe serologia cruzada con ningiin otro virus en general, ni con la P.P.
C. en particular.
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La técnica de ihibicién de la H.A.D. y al parecer solamente ella diferencia
seroldgicamente dos tipos de virus, todas las cepas aisladas en Buropa asi como
la de Cuba en 1971, pertenecen a un mismo serotipo. Solamente la cepa de Portugal
de 1957 perteneceria al segundo grupo.

ITI. EPITZOOTIOLOGIA

Para una mayor claridad de exposicidn, la dividiremos en dos partes.
En la primera consideraremos los factores epizootiolégicos:

A. Fuentes del Virus:
Animales enfermos
Cerdos portadores
Artrépodos portadores
Vectores pasivos
Objetos contaminados

B. Resistencia del virus:
Formas de contagio (directo e indirecto)
Vias de contagio

En la segunda consideraremos los aspectos propios de la epizootiologia de
la P.P.A. asi como las formas por ella adoptadas en los diferentes paises afecta-

dos

1. Factores Epizootioldgicos

A. Fuentes del Virus:
Animales enfermos y las substancias virulentas que de ellos proceden.

Como corresponde a una enfermedad de caracter septicémico, deben ser consi
deradas como substancias infectadas todas las secreciones y excreciones del ani -
mal enfermo.

Un estudio " a profondi " deberi realizarse sobre la presencia del virus
en el semen de los animales enfermos, pues esta secrecibn, a favor de las técnicas

o I
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cada dia mis empleadas de la inseminacidn artificial, posee una
gran importancia econimica y puede representar un factor importante de di-
seminacidén de la enfermedad a gran distancia en el espacio y en el tiempo.

Saliva, lagrimas, moco nasal, orina, heces y sobre todo la sangre (en
el caso de epistasis y melenas) constituyen un material altamente contagioso.

la carne fresca es igualmente virulenta, la rigidez cadavérica y la dis-
minucién de pH consecutiva, no modifican la cantidad de virus presente en el
canal, dado su resistencia al pH &cido.

la carne refrigerada o congelada, conserva plenamente la actividad viral,
permitiendo aislar el virus después de cinco meses de refrigeracibn.

Dada la diversidad de preparados en charcuteria, es dificil poder hacer-
se una idea de la resistencia del virus en cada una de estas conservas. Se sa-
be que el virus ha sido aislado del jambn ahumado, después de cinco-seis sema-
nas de su preparacidn. '

Un estudio sistemitico de los productos de charcuteria mis corrientes,
deberia ser realizado a escala internacional.

Cerdos Portadores: son aquellos aparentemente sanos que albergan el virus
en su organismo y le eliminan de forma intermitente.

Se deben diferenciar dos tipos de portadores: el portador precoz que co-
rresponde al cerdo en periodo de incubacién. Generalmente se admite que el
animal no es excretor hasta la aparicién de la fase febril, pero ha sido des-
crito y hemos podido comprobar personalmente que 24-48 horas antes de la prime-
ra manifestacién febril, el virus esti presente en la sangre a titulos elevados
lo que deja suponer su posible eliminacibén en este periodo.
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Otro tipo de portador es el cerdo convaleciente o "curado" pues en la mayoria
de los casos el virus continfia multiplicindose y eliminindose en ausencia de sin
tomas durante la vida del animal.

Otro tipo de portador sano y reservorio ancestral del virus, estd representa
do por los suidos salvajes africanos, ya mencionados, en los que el virus se

multiplica, igualmente, en ausencia de sintomas.

Artrdpodos Portadores son aquellos en los que el virus se multiplica en

forma natural, como es el caso del Orhithodorus, vulgarmente conocido segin las
regiones, con los nombres de chinchorro o garrapata. El1 contagio que producen

-estos animales es una verdadera inoculacidn del virus por via parentenal, en el
momento de su alimentacién hematdfaga. ’

Dada la importancia que estos artrdpodos pueden tener en el caso de reconta-
minacién de fincas infectadas y desinfectadas; y el desconocimiento relativo de
este género de ectopardsitos, vamos a estudiarlos brevemente.

Remontando en la sistemidtica parasitaria, encontramos la clase Arachnoidea
(cuerpo dividido en dos partes, cefalotérax y abddmen, sin alas, sin antenas, dos
pares de apéndices bucales y cuatro pares de patas en el cefalotdrax).

Esta clase se divide en nueve ordenes entre ellos el Acarina, que da origen a
dos sub-drdenes -sarcoptoidea e ixodoidea. Los ixodoidea se deviden en dos fami -
lias: Ixodidae y Argasidae. los ixodidae se dividen en tres sub-familias -ixodi -
dae, rhipicephalinae y amblyominae-. Los Argasida se dividen en dos géneros
argas y ornithodorus.

Todos ellos estin representados en los tratados de enfermedades parasitarias
mis bien como ectopardsitos estrictos, que como agentes de transmisién de enferme
dades infecciosas, siendo la mis frecuente, por ellos transmitida, la fiebre
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recurrente o espiroquetosis.

Limitandonos al cerdo, encontramos como pardsitos habituales de la piel los

siguientes:
Arachnoidien
Sarcoptes Scabiei Caprae
Sarcoptes Sabiei Suis
Sarcoptes scabiei Parvula
Ixodes Pilosus
Ixodes Holocylus
Rhipicephalus Haemaphysaloides
Amblyama Cayennense
Amblyoma Americanum
Amblyoma Hebraeum
Amblyoma Splendidum
Amblyoma Intergrum
Haemophysalis Bispinosa
Haemophysalis Hystrichis
Haemophysalis Parmata
Ornithodorus Erraticus
Orhithodorus Tunica
Orhithodorus Moubata.

El .género Ornithodorus presenta una morfologia general que sirve a su clasifi
cacidn, ausencia de corddn limitando la zona ventral de la dorsal, ojos general -
mente presentes, cuerpo relativamente grueso, afilado en la parte anterior y re -
dondeado en la posterior. las figuras VIII -3,4,5 ayudardn a identificarlo.

Las principales especies del género se encuentran resumidas en el Cuadro
VIII -1 donde se puede observar que la mayoria de estas especies son agentes de
transmisién de una enfermedad

la transmisién del P.P.A. ha sido demostrada sobre los Ornithodorus erraticus
y moubata, que se han revelado aptos a permitir la multiplicacién del virus.

Estos pardsitos se comportan como agentes de transmisién tanto mis peligrosos
ya que transmiten la infeccidén viral a su descendencia (difusién transovarica).
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El Ornithororus Erraticus ha sido sefialado en los pafses del Norte de Africa
(Argelia, TGnez, Marruecos y Senegal), y en el Sur de la Peninsula Ibérica.

El Ornithodorus Erraticus es un artrdpodo de actividad nocturna, que durante
el dia se cobija en las rendijas, agujeros, fisuras, etc,. que le proporcionan
la penumbra y humedad que desean. Son animales dotados de una gran resistencia a
las condiciones alimenticias mis desfavorables; la literatura relata un caso de
supervivivencia a un ayuno de cinco afios.

Son pardsitos hematdfagos extrictos, se fijan al cerdo y aspiran su sangre
hasta que el pardsito se transforma en un verdadero recipiente de sangre, en ese
momento se desprende y se esconden, entrando en una fase semiletirgica el tiempo
que dura la digestidn.

Su reproduccidén es ovipara, la hembra pone los huevos en las rendijas, fijan-
dolos con una substancia viscosa, que ella misma segrega. En oposicidén a los
ixodides la hembra sobrevive a la puesta e incluso desarrolla una actividad nor -
mal.

Del huevo nace una larva hexdpoda, que se alimenta sobre el cerdo, antes de
proceder a una muda que la transforma en una ninfa octdpoda. la ninfa se alimenta
igualmente sobre el cerdo y a través de mudas sucesivas se convierte en adulto.

Su enemigo natural son las aves insectivoras. Su eliminacién de la cochiquera
es dificil si no se procede a un saneamiento o transformacidén de los locales. los
tratamientos a base de petrdleo, aceite de pescado, cresil, esencia de trementina
o productos comerciales de actividad similar, tienen un efecto parcial sobre el
grado de infestacidén de los locales. El tratamiento serd eficaz si ha sido prece-
dido de un cambio de las condiciones higiénicas de la cochiquera.

En el Sur de Espafia, el saneamiento debido a la transformacion de las explota
ciones extensivas por necesidades comerciales, ha reducido el &rea ecobioldgica
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del pardsito hasta el punto de haberlo hecho précticamente desparecer.

En lo que se refiere a otros ectoparisitos estudiados: Amblyoma Americanum y
Cayennense no albergan ni transmiten el virus.

Ornothodorus coriaceus puede albergar y transmitir el virus durante cuatro
meses sin que la transmisidén transoviriana haya podido ser demostrada.

Un trabajo interesante en los paises amenazados O recientemente invadidos,
podia consistir en conocer de manera exacta los ectopardsitos del cerdo y su loca
lizacién geogrdfica, lo que podria permitir futuros estudios epizootioldgicos de
gran interés en el momento de combatir la enfermedad o de planear racionalmente
su eliminacién. La idea lanzada hace afios por un grupo de especialistas, se abre
camino poco a poco y en el momento actual se trataria de coordinar y uniformar
estos trabajos a nivel internacional.

Vectores Pasivos: Serian los animales no sensibles a la multiplicacidén viral,
es decir, aquellos que a través de sus deyecciones, pelos, plumas, etc., acciden-

talmente contaminados pueden poner el virus en contacto con la boca o los alimen-
tos del cerdo. Fste es igualmente el caso de los humanos en general y sobre todo
de aquellos que por su profesién pone en contacto con el cerdo; sus productos,
ropa, calzado, vehiculos, etc., pueden ser una fuente de virus muy importante en
la difusién de la enfermedad.

Objetos Contaminados: El suelo, alimentos, utensilios y otros objetos inanima

dos, pueden ser una potencial fuente de virus sobre todo en el momento de repobla
cidn.

Pocas informaciones se han publicado en lo que se refiere a la resientencia
del virus en una cochiquera infectada. Las observaciones mis serias la cifran
entre 60 y 90 dias en ausencia de una verdadera desinfeccién.
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B. Resistencia del Virus:

Recordemos que segiin sus propiedades resisten al frio y al calor, a )
las variaciones de pH en el sentido acidez y alcalinidad. La sosa a diez por
mil, y mejor atn adicionada de diez por ciento de cal viva es un excelente
desinfectante, econdmico y de actividad ficil de controlar, por el simple uso

de papel pH.

El formol a uno por mil, se emplea sobre todo, en pulverizaciones para
la desinfeccidén de vehiculos locales.

C. Receptividad:

Esta es exclusiva para la especie porcina, la raza, edad y sexo, no
modifican la receptividad, el estado de nutricién no tiene tampoco ninguna in-
fluencia, sin embargo sefialaremos que parece que los animales cebados son mis
sensibles a las lesiones vasculares que la enfermedad produce, por lo que en
general son los mejores ejemplares en morir en los casos de ewolucidén aguda.

D. Vias de contagio:

Fl oontagio natural se realiza por via oral, A veces este contacto se
efectla por via parenteral, en el caso de la infeccién producida por insectos
hematdfagos, como el chinchorro, o en el caso de la infeccién de un producto te
rapeitico o preventivo contaminado.

Experimentalmente, el contagio puede realizarse pricticamente por dos

E. Formas de contagio: Existen dos formas posibles;
. Contagio directo : animal sano + animal enfermo o portador.
. Contagio indirecto : animal sano + vector animado o inanimado.
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Contagio_directo: Se realiza por contacto intimo entre un cerdo sano
y un excretor de virus (cerdo enfermo, portador inaparente o garrapata infec-
tada).

Esta forma de contagio estd facilitada por los intercambios comerciales
de las explotaciones; como estos intercambios son cada vez mis frecuentes y a
mayor distancia, el mecanismo directo de contagio toma cada dia mayor amplitud.
la ferias, mercados, exposiciones, etc., que relmen una gran cantidad de cerdos
de diversos origenes, contribuyen a la diseminacién viral por contagio direc -
to. la explotacién extensiva, por el mismo mecanismo de reunién de animales es
otro factor de propagacion.

e — . —— — —— —

cuando se pone al alcance de la boca del cerdo uno de los agentes de transmi -
sién animados o inanimados a que hemos hecho mencidn.

Colocaremos en primer lugar, por su importancia, los alimentos que son
responsables de la mayoria de focos secundarios. Por otra parte, las técnicas
de conservacién de alimentos hacen que, la aparicidn de focos debidos a estas
conservas sean imprevisibles en el tiempo.

Los vehiculos de transporte son un agente indirecto de diseminacibn de
gran importancia. las necesidades comerciales han hecho necesario en ciertas re-
giones la creacién de una verdadera industria de recogida de cerdos, por el sis-
tema de puerta a puerta, la mayoria de las veces son vehiculos no adecuados a
este tipo de transporte. Un camién que recoge cada dia cierto nimero de cerdos,
en media docena de granajas diferentes y recorriendo un trayecto de varios kild-
metros, en los que reparte generosamente orina y heces, es un agente diseminador
de primer orden. Un camién que reparte sacos de pienso en las mismas condiciones,
es igualmente peligroso aunque en menor grado, debido a la ausencia de produccién
de virus. los vehiculos del veterinario, lechero, comprador de fruta o de huevos,
etc., son otros tantos factores de diseminacién. Ilos vehiculos de transporte
internacional, sobre todo terrestre, pueden actuar como diseminador en regiones
fronterizas.-
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Igualmente pueden ser agentes de diseminacidn los embalajes de los objetos
mis diversos, que pueden haber tenido un contacto, en su cara externa o inter-
na con el virus.

Los laboratorios autorizados a manipular el virus de la P.P.A., asi como
su personal y material, pueden ser responsables de la aparicién de focos a tra-
vés de un mecanismo de contagio indirecto. Asi como los productos farmacefiticos
o biolégicos en cuya composicidn entren érganos o tejidos de cerdo.

El hombre y los animales no sensibles pueden ser igualmente responsables
de contagio indirecto, por transporte mecinico del virus vehiculado exteriormen
te (zapatos, ropa, pelo o pluma), o en sus deyecciones, pues el virus atravesa-
ria el tubo digestivo sin gran pérdida de su poder patdgeno.

En el momento de la repoblacién de una granja infectada, los utensilios y
el material de la explotacidén, pueden dar origen a un nuevo foco.

2. FEpizootiologia de la P.P.A.

Con anterioridad a 1909, el virus de la P.P.A. estaba exclusivamente alber-
gado por los cerdos salvajes africanos, y en especial por el Phacochero. la re-
lacidén virus-animal, no tenia como consecuencia la muerte de este, y la multi -
plicacién viral se producia en ausencia de sintomas, (salvo una fiehre ligera y
pasajera descrita por algunos autores). En estos momentos el virus de la P.P.A.
podria estar considerado como un gérmen saprofito del Phacochero.

Este equilibrio virus-Phacochero, pudiera haber durado mucho tiempo en el
continente africano, sin que la existencia del virus representara una enferme -
dad. Para que una enfermedad exista hace falta un revelador, es decir un animal
sensible en el que el virus manifieste su poder patdgeno. En el caso de la P.P.
A., este revelador fueron los cerdos domésticos, introducidos por los colonos
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en Kenya, en el afio 1909. La revelacidén fue brutal, sobre 90 cerdos intro -
ducidos, 90 enfermaron y murieron. A partir de este momento, en que el virus
manifestaba su poder patégeno, la enfermedad existid.

Las importaciones de animales domésticos continuaron y con fortuna diversa
los cerdos de origen europeo convivieron con el Pacochero (considerado como
reservorio de virus y portador sano, titulos que conserva hasta nuestros dias)
focos de la enfermedad se manifestaron por todo el territorio ocupado por los
suidos salvajes, pero medidas elementales de aislamiento para separar los cer-
dos domésticos y salvajes, asi como una relativamente escasa concentracidn de
cerdos domésticos en el continente africano, hicieron que la enfermedad no se
manifestara en grandes ondas epizooticas.

Después de una seria alerta en Portugal, en 1957, el virus salid de Africa
en 1960, contaminando la Peninsula Ibérica. Por segunda vez los restos de comi
da de un avidn procedente de Angola, desembarcan en el aeropuerto de Lisboa, y
dan origen a una serie de focos en los suburbios de la capital, posteriormen-
te estos focos se extienden a todo el pais.

La frontera entre Espafa y Portugal, en su zona sur, presenta una gran
cantidad de focos en regiones en las que existe la cria extensiva de cerdos.
Los cerdos en libertad se alimentan de las bellotas de la encina, con la sola
vigilancia de un porquero, que tiene a su cargo los animales de diferentes pro
pietarios. la enfermedad encuentra, con este sistema de cria, una gran facili-
dad para transmitirse. In estos momentos, el principal modo de transmisién es
de cerdo a cerdo y la enfermedad evoluciona con un curso agudo; lesiones hemo-
rrégicas intensas, morbilidad y mortalidad elevadas.

En Espafia, la inmovilizacién de los animales y las medidas elementales
higienico-sanitarias hicieron que la cantidad de nuevos focos disminuyera, has
ta el punto de hacernos creer que se habia conseguido eliminar la enfermedad.
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Un importante foco secundario en los suburbios de Madrid, debido probable-
mente, a un contagio a través de los restos de alimentos, nos hizo perder répi
damente esta esperanza. los suburbios de Barcelona y de otras grandes capita -
les de provincia, marcaron el principio de la invasién total del pais. Este
mecanismo -restos de comida / aeropuerto / cerdo alimentado con restos de comi
da en los suburbios de la gran capital-, se repite con frecuencia tal, que nos
hace pensar que es el modo de contagio mids importante en lo que se refiere a la
puerta de entrada de la enfermedad en un pais, v a su ulterior difusién (Cuba,
Brasil, Malta, Cerdefia y Santo Domingo, pueden servirnos como ejemplos recien-
tes).

Fn el caso de Francia es diferente, pues la puerta de entrada tiene como
origen probable, los restos de alimentacidn ocasionados por los movimientos de
poblacién (turismo o irmigracién). La localizacidén del primer foco ha sido en
todos los casos, a proximidad de la frontera espafiola.

Tres factores principales, han contribuido a impedir la invasién del resto
de Francia, a partir de estos focos primarios:

. la r8pida intervencién de las autoridades sanitarias y un diagndstico
precoz que impidid la llegada del virus a las grandes capitales.

. la estructura econdmica del pais, hace que los suburbios de las gran-
des capitales, tengan caricter eminentemente industrial.

. la casi totalidad de las explotaciones porcinas, emplean los piensos
compuestos para la alimentacidén de los animales.

De modo general, en los focos primarios de los suburbios, la enfermedad se
extiende rdpidamente a favor de unas condiciones higiénicas frecuentemente de-
plorables y de una ausencia caso total de control veterinario. A partir de
estos focos de suburbios, la enfermedad gana el resto del pais a través de los
restos de alimentacién y mis raramente por intercambios comerciales.
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En este punto todos los mecanismos de contagio entran en juego y la marcha
de la epizootia tiende a escapar al control. la enfermedad deja de propagarse
en sentido centrifugo como una mancha de aceite, para aparecer de forma impre-
visible en el espacio y en el tiempo.

La presentacidén por primera vez en un pais y su ulterior difusién se reali
za de acuerdo con los caracteres bioldgicos de 1la cepa de P.P.A. objeto del
ataque.

Este concepto merece una explicacidn; cuando se habla de cepas de alta o
baja virulencia no queremos decir que la cepa esté compuesta exclusivamente de
virus con una u otra caracteristica. Hay que comprender que la cepa de "campo"
responsable de un foco, estd compuesta de una serie de particulas viricas de
caracteres heterogéneos y que la calificacién corresponde a la dominante de
manifestacién, 1o que no excluye la posibilidad de que el otro caricter haga
su aparicién, dando origen a enfermos o a focos de ewolucidn diferente.

A nivel del laboratorio, las cepas de "campo" son objeto de manipulaciones
(clonajes), que tienden a aislar un solo virion a partir del cual se obtendrd
una cepa homogénea, que responderd siempre de la misma manera. la obtencidn de
estas cepas clonadas es muy dificil en el caso de la P.P.A. y su estabilidad
muy dudosa por 1o que es raro conservarlas con un caricter homogéneo.

De manera general, la ewolucién de la P.P.A. en 1978 es aguda en los paises
recientemente infectados, Brasil hace excepcidn por una convivencia casi igua-
lada, de focos a evolucién répida y de focos de evolucidén lenta, lo que hace
singularmente dificil su clasificacién. En Espafia y en Portugal, una nueva
tendencia a la presentacién de focos a ewolucidén répida parece desplazar la
precedente de focos a evolucidn lenta.

La prueba de la evolucién constante de las manifestaciones clinicas de la
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de la P.P.A., es que durante el periodo transcurrido entre la redaccién
y la impresidn de estas lineas, la tendencia de la mortalidad estd en neta re-
gresidn. Asi de forma general, y en la medida que los sacrificios sanitarios
lo permitieron, se pudo constatar en Cuba y Santo Domingo, que la mortalidad
de aproximadamente 80% al iniciarse la invasién, bajd a 10 - 20% en el momento
de la eliminacién de los animales. Haitti constata igualmente una disminucién
de este pardmetro que se sospecha, actualmente reducido a un 5%.

Iv. LESIONES

las lesiones se dividen en:
) 1. Macroscdpicas, o lesiones anatomopatolégicas

2. Microscdpicas, o lesiones histopatoldgicas

1. Lesiones Anatomopatoldgicas

La imigen general es, como en el caso de la P.P.C., la de una septicemia
hemorrigica.

Asi la lesidén dominante es un cuadro de fuerte congestién, con presencia
de hemorragia, abundantes liquidos serosos, ganglios con fuerte congestién o
hemorrégicos, bazo friable e hipertrdfico.

Un esquema rdpido de las lesiones presentes en los casos de P.P.A. aguda
seria:
Lesiones Externas

Manchas rojas que oscilan entre el color rosado del exantema al violiceo
de la cianosis, posible presencia de hemorragias que van de la petequia
a la subfusidn, todas ellas localizadas de manera preferencial a nivel
de las orejas, vientre y cara interna del muslo.
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Lesiones internas

Tejido conjuntivo : posible presencia de un color ictérico.
Masculos : aspecto febril.

Serosas : presencia de congestidén y/o hemorragias, sobre
todo pericardio y peritoneo. las cavidades serosas presentan abundan
tes exudados fibrinosos, mis o menos hemorrdgicos.

Cabeza : nariz y senos congestidén hemorrigica.
Laringe : petequias y edema

Meninges : congestidn

Térax : pulmdn, edema gelatinoso o hemorrégico.

oorazdn, hemorragias en miocardio, y en la pared
interna del ventriculo izquierdo.

Abdbmen : estémago, gastritis hemorrdgica.
ciego, edema hemorrdgico
recto, congestién, hemorragias que presentan la
forma de hematomas en relieve.
higado, a veces congestidn y con zonas de degene
racidn.
Vesicula biliar, edema gelatinoso en la pared,
vasos muy marcados.
Rifibn, hemorragias de forma petequial, que a
veces, pueden llegar al hematoma subcapsular com
pleto.
Vejiga, edema y petequias.
Bazo, esplenomegalia hemorrégica, hipertrofia,
consistencia friable, posibles infartos
Ganglios, sobre todo a nivel de gastro-hepaticos,
hipertrofia, congestién hemorrdgica, que a veces
es tan intensa que el ganglio toma el aspecto de
una mora.
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Este cuadro se puede encontrar completo en un mismo animal, pero general-
mente se obtiene por la adicidn de lesiones encontradas durante la autopsia
de diferentes animales.

Seglin la patogenicidad del virus, las lesiones son mis o menos intensas, e
incluso inexistentes en uno o varios drganos, o en el animal completo.

la enfermedad presenta un cuadro anilogo al de la P.P.C., lo que incitd
al Profesor Sanchez Botija, C., del Laboratorio de Madrid, a establecer una
relacién lesional entre las dos enfermedades. Asi en funcién de los &rganos
mis frecuentemente alterados (bazo, ganglios, rifion y corazdn), se establece
el cuadro siguiente:

LESICNES
Tipo I Tipo II Tipo ITI
Mis frecuentes en Mas frecuentes en No
P.P.A. P.P.C. significativas

la lesién de tipo I, mis frecuente en P.P.A., es una lesién cuya intensi-
dad no se observa frecuentemente en la P.P.C.

Bazo : Esplenomegalia, fuerte congestién o hemorragias
color obscuro y pulpa friable.

Ganglios : (gtricos, renales e iliacos), fuertes hemorra-
gias, consistencia blanda, color obscuro.

Rifion : Petequias en gran cantidad y de gran tamafio.
Hemorragia capsular.
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Corazdn : Fxtensas hemorragias en epicardio y miocardio.

la lesién de tipo II, mis frecuente en P.0.C., es la que se encuentra co -
rrientemente en esta enfermedad. '

Bazo : Normal o con una esplencmegalia discreta; lige-
ra congestidn; presencia de infartos en el borde.
Ganglios : Rojos a nivel de la cipsula,al corte aspecto de

marmol estriado en rojo y gris.
Rifion : Petequias finas en el surco coronario.

La lesidén de tipo III, consiste en una imAgen de congestidn discreta o
ausencia de toda lesién sobre los Srganos indicados.

En el caso de ewolucién crdnica es frecuente encontrar lesiones de tipo
degenerativo, pero la mis constante e importante es una pneumonia que va desde
intersticial a caseosa.

Esta rdpida visién de la Anatomia Patoldgica, debe servirnos para compren-
der que en un gran nimero de casos el diagndstico serd dificil en razdn de la
variabilidad de la intensidad y de la presencia de las lesiones, y que en el
mejor de los casos solamente podremos emitir un diagndstico de sospecha o de
orientacidén, pero jamis definitivo, en cuanto al agente etioldgico se refiere.

2. Lesiones histopatoldgicas

las principales lesiones microscopicas se localizan sobre el Sistema Reticu
lo-Endotelial. Las mas precoces e intensas son visibles a nivel del bazo, gan-
glio y médula bsea.

La lesién fundamental es cualitativamente la misma, pero su manifestacién
cuantitativa difiere seglin los érganos; asi el timo presenta una relativa resis
tencia a los fendmenos degenerativos que la multiplicacidn del virus provoca.
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Tres criterios nos van a servir para el estudio esquemitico de esta le -
sibén principal:
Contaje de células circulantes, células reticulares y células
endoteliales.

Sobre estas células y como consecuencia de la accién viral prowocada por
la inoculacién experimental, se pueden observar dos tipos de fendmenos:

Proliferativos:
que alcanzan su maximo hacia el cuarto dia de post-

inoculacidén (pi)

Degenerativos :
que se hacen mis manifiestos y profundos a partir
del quinto dia pi., cuando los fendmenos prolife-
rativos regresan.

Durante la fase proliferativa, la cantidad de linfocitos aumenta (este au-
mento celular se realiza principalmente a partir de las transformaciones de
los linfocitos T, como respuesta al estimulo del antigeno viral), y las célu -
las del reticulo presentan una actividad mitdtica superior a la normal.

A partir del quinto dia de pi, las lesiones celulares de tipo degenerativo
se hacen manifiestas y profundas.

Asi sobre el endotelio de los vasos, la degeneracién produce una alteracidén
de su fisiologismo, que se traduce por importantes cambios de la permeabilidad,
con su cortejo de exudacidén. Por otra parte, masas ricas en fibrina v en restos
celulares, se presentan en el interior de los vasos, y llegan a obturar la luz
de los capilares, con los fendmenos de trombosis consecutivos. Fsta lesién
acaba en una diapedesis masiva de hematies, que da el aspecto hemorrdgico a los
drganos.

las células reticulares estin igualmente afectadas por los fendmenos dege-
nerativos, hasta el punto de que a veces, son practicamente inexistentes y su
plaza esta ocupada por las hemorragias precipitadas.




33

El contaje celular, arroja cifras normales o ligeramente inferiores de los
linfocitos, pero estas cifras descienden en el momento de la presentacién de
picos térmicos. Los neutrofilos marcan un ligero aumento relativo. los eosino-
filos, basofilos, monocitos y hematies no presentan cambios significativos .

De forma esquemitica sobre los principales drganos, podemos resumir estas
lesiones de la forma siguiente:

Bazo, ganglio, médula &sea : Alteracidn de la pared de los vasos.
Hemorragias en las cavidades precedidas por destruccién de la trama re-
ticular. Cartorrexis y picnosis de las células linfoides.

Adem3s de la alteracidn de los vasos sefalaremos en :
Pulmbn : los alveolos y las travéculas interal-

veolares, aparecen repletos y dilatados por la presencia de una serosidad
rica en células de descamacidn y en hematies, la pared alveolar se presen
ta atrofiada o hipertrofiada por proliferacidn de las células de revesti-
miento e infiltmacién de mononucleares, presentando ectasis capilar.

RifiSn : Lesiones mis acusadas en la zona corti
cal. En el glomerulo de Malpighio se detecta un espesamiento de las hojas
visceral y parietal de la cipsula de Bowman. En los tubulis renales
fenSmenos de tipo tSxico-necrbticos.

Sistema nervioso central : Lesidén de tipo degenerativo en las
substancias gris y blanca del cerebro, cerebelo y médula espinal.

Una vez mis podemos constatar, que la lesién microscdpica no aporta elemen
tos decisivos para establecer un diagndstico diferencial entre la P.P.C. y
la P. P'A'
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CUERPO DE INCLUSION

Primera fase de formacién, aparicién de
una zona metacromitica en el citoplasma

Coloracién de Giensa
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Segunda fase de formacidn
Presencia de la inclusidn organizada
Coloracién Giensa
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Efecto citopitico consecutivo a la multiplicacién viral
. Nacleo con marginacién de la cromatina.
. Inclusidn citoplasmatica
. Hemoadsaorcidn.
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v. PATOGENIA

No estd suficientemente aclarada.

Parece seguro que la via mis frecuente de contagio natural es la via
oral. El virus penetraria en el organismo a nivel de las amigdalas, donde
realizaria una primera multiplicacién asintomitica, desde este punto se difun
diria en el organismo por la via linfo-hematdgena, que la conduciria a los
tejidos de eleccidn, es decir al sistema reticulo-endotelial.

En los casos de evolucidn aguda, se piensa que las manifestaciones de
la enfermedad, son debidas a las alteraciones graves del sistema circulatorio
siendo los fendmenos degenerativos de los endotelios los responsables de sinto
mas y lesiones. Dos teorias se oponen para explicar la genesis de estas lesio-
nes: La primera propone la accién directa del virus, la segunda, la formacién
de complejos antigeno-anticuerpos, de efecto citotdxico.

Las alteraciones mis o menos profundas del sistema circulatorio ocasio-
narian los fenfmenos de isquemia, ademis congestiones y hemorragias, que carac
terizan esta enfermedad; por otra parte, los fendmenos de destruccidn del re -
ticulo contribuyen a alterar profundamente el metabolismo general del animal,
cuya muierte sobreviene cuando estas lesiones son incompatibles con el fisiolo-
gismo normal de un &rgano vital.

En los casos de evolucidn sobre-aguda, la muerte brusca del animal
tiene, generalmente, por origen una lesidn cardiaca aguda.

En los casos de evolucidn crdnica, una neumonia caseosa, y las altera -
ciones del sistema nervioso central, manifestadas por parexias y paraplejias,
son la causa de la ruina fisiol8gica del animal, ya que le conducird a la
muerte.
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VI SINTOMAS

la enfermedad cursa, como la P.P.C., con un carécter septicémico.

Sepgin la patogenicidad de la cepa viral, la evolucién puede adoptar las
formas:

Sobre-aguda

Aguda

Aguda atipica

Crénica

Sub-clinica.

La mayoria de las descripciones de las formas ewvolutivas, han sido
descritas por los laboratorios Nacionales de Espafia y Portugal, puesto que en
la Peninsula Ibérica donde se ha podido observar las variaciones de la patoge-
nicidad durante un cierto periodo de tiempo, y en consecuencia realizar un es-
tudio comparativo de las diferentes formas de presentacidn.

De manera general, una septicemia cursa en cuatro fases:

1. Asintomitica, que corresponde al periodo de incubacién.

2. Febril

3. Sintomitica

4. Final, generalmente coma hipotérmico que precede la muerte
del animal.

Tomando como modelo, la presentacidén mis frecuente, es decir, la ewolu-
cién aguda, podremos esquematizar los sintomas de la manera siguiente:

a. F1 periodo de incubacién varia entre 5 y 9 dias

b. la fase febril asintomitica dura de 1 a 3 dias con una fiebre
de 41 a u42°C.

c. la fase sintomitica se caracteriza por la aparicién de las
manifestaciones clinicas de la enfermedad: Cianosis de la piel
(sobre todo a nivel de las orejas, vientre y cara interna del
muslo); conjuntivitis sero-hemorrégica, rinitis con mucosidades
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sero-hemorrigicas, a veces epistasis, anorexia, disnes a veces
acompafiada de tos, estrefilmientos o diarreas a veces hemorra-
gicas. Abortos de las hembras gestantes, manifestaciones ner-
viosas tales como declibitos anormales, marcha vacilante provo-
cada por pardlisis mis o menos intensa del tercio posterior.

d. la fase fina se presenta de 2 a 7 dias después de la aparicién
de los sintomas, la temperatura desciende a 36.5°C, y el animal
muere en estado comatoso con pardlisis total.

En la evolucidn sobre-aguda, la incubacidn es de 2 a 4 dias y va segui-
da de la muerte hrusca del animal en ausencia de sintomas.

En la evolucidn aguda-tipica, la incubacién es camo en los casos agudos
de 5 a 9 dias. Solamente enferman unos cuantos animales que manifiestan una
sintomatologia muy discreta. EL contagio parece detenerse de manera esponti-
nea, incluso en los rocos en los que los cerdos conviven en estrecho contacto.
En estas condiciones, la enfermedad manifiesta su presencia sobre todo en los
lechones, que tampoco presentar una sintomatologia expresiva. Los casos de
abortos son igualmente frecuentes en este tipo de evolucién.

las formas crénicas, cursan con manifestaciones clinicas discretas pero
presentes.

Los enfermos crdnicos, pueden tener dos origenes:

Supervivientes de las formas agudas y verdaderos enfermos crbnicos desde
el camienzo de la enfermedad. |

Los sintomas mds frecuentes encontrados son: anorexia, tos, adelgaza-
miento, artritis, ilceras cutdneas.

la mayoria de estos enfermos mueren después de 30 a 90 dias de enfermedad
una minoria sobrevive mis tiempo, con sintamas severos de neumonia y pericardi-
tis.
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las formas subclinicas suelen presentarse en asociacién con las evolu-
ciones cronicas. Es la forma mis insidiosa de presentacién de la enfermedad.
Sobre una poblacién de cerdos, aparentemente sanos (aunque a veces pueden
presentar un ligero retraso de crecimiento), de vez en cuando un individuwo pre
senta manifestaciones respiratorias, tos y disnea. Los signos respiratorios

se agravan progresivamente y el animal muere.

VII. DIAGNOSTICO

El diagndstico estd basado en el conjunto de datos epizootiolégicos,
sintomiticos, necropsicos y de laboratorio.

De lo expuesto anteriormente, podemos deducir que las informaciones su-
ministradas por la observacifén del enfermo, o que pueden revelar las autopsias
de los cadaveres, no son suficientes para establecer un diagndstico de P.P.A.
En los casos mds evidentes, podremos formular un diagndstico de peste porcina,
pero en ningin caso podremos llegar a identificar al virus responsable.

las informaciones recogidas del contexto epidemioldgico, son de gran

interés. la circulacién de una buena informacidn, sobre la localizacidén de fo-
cos, puede crear una casi certeza de diagndstico, en los paises afectados. El
caso de los paises no afectados o en 1los que la informacidén circula mal, es
diferente, pues no es frecuente que el veterinario ante un primer caso, piense
en la P.P.A., su primer pensamiento es para la P.P.C., 1o que es normal dada
la distribucién casi universal de esta enfermedad.

Fn este estado de espiritu, parece necesario recordar, que el virus
P.P.C., no presenta diferencias inmunoldgicas. Durante algin tiempo, una
cierta confusién ha reinado sobre este punto, que ya hemos definido en el
capitulo Propiedades Bioldgicas-Poder Antigeno del Virus.
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El virus P.P.C., puede presentar a nivel de las técnicas empleadas
en el laboratorio, ciertas diferencias serolégicas que permiten clasificar
las cepas en normales, cepas tipo 331, etc., pero estas diferencias no exis-
ten a nivel de la respuesta inmumnolSgica. Asi un animal correctamente vacuna
do, con cualquier tipo de vacuna, contra la P.P.C. se muestra correctamente
protegido contra todas las variantes seroldgicas conocidas del virus P.P.C.

Por lo tanto, si la encuentra epizootoldgica revela que animales co -
rrectamente vacunados comtra la P.P.C., presentan sintomas y lesiones de pes
te, debemos pensar y actuar como si se tratara de la P.P.A., pues toda pérdi
da de tiempo es peligrosa y no justificada. Mas tarde el laboratorio aclarard
si se trata de un fallo de la vacunacidén P.P.C. (debido a la vacuna o a los
animales), o si se trata, como es mis probable de un caso P.P.A.

En todos los casos el diagndstico diferencial P.P.A. / P.P.C. solamen
te podré establecerse en el Laboratorio. Y para que éste pueda emitir un
diagndstico correcto, es necesario una estrecha colaboracién entre el veteri
nario clinico, que esti en contacto con los animales, y el veterinario del
laboratorio, que va a aplicar las diferentes técnicas de diagndstico. El vete-
rinario clinico debe conocer las técnicas que van a utilizarse, con el objeto
de saber lo que puede esperar de ellas; seguridad, tiempo de respuesta para
los casos positivos o negativos, etc.

El veterinario de laboratorio debe esperar, que las muestras le lleguen
en cantidad suficiente y en un estado de conservacién compatible con las téc -
nicas a utilizar. Debe esperar igualmente que las muestras estén asépticamente
recogidas, y que vengan acompafiadas de la informacidn necesaria para saber qué
técnica emplear, y como interpretar los resultados.

Esta colaboracidén es necesaria, pues no se trata de jugar a las adivi -
nanzas, ni por parte de unos ni de otros, sino de identificar y eliminar una
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enfermedad, que puede arruinar la produccién porcina y con ella, -no
lo olvidemos-, una de las principales fuentes de ingreso de la clase veterina
ria.

1. Muestras

Qué muestras enviar? Bazo, ganglios hepato-gdstricos, ilfacos y renales,
rifidn, amigdalas, sangre heparinada, sangre normal.

De qué animales se recogerdn ? Organos de animales recien muertos, o que
sacrificaremos en la fase febril o agbnica de la enfermedad. La sangre hepari-
nada de animales febriles, (la heparina no debe llevar agentes de conservacién
que suelen ser tdxicos para los cultivos, no emplear como anticoagulante ni
los citratos, ni los oxalatos, que tienen una accién virulicida), la sangre
rormal de enfermos crdnicos o animales convelescientes.

De qué cantidad de animales conviene tomar muestras ? De tres o cinco
animales en las pequefias explotaciones, y del orden de diez a veinte, en las

grandes.

Esto no quiere decir que haya que enviar forzosamente veinte bazos dife -
rentes. Se enviardn tantos bazos como animales hayan muerto recientemente o se
sacrifiquen, el resto se completard con sangre heparinada de animales fehri -
les y suero de convalescientes, si existen.

Estas muestras deben ir acompafiadas de protocolos completos, pues es nece
sario conocer la evolucidén de la enfermedad, el origen de los (ltimos cerdos
introducidos, vacunaciones y fechas, aspecto del animal sobre el que se tomd la
muestra, etc.

Los protocolos servirén para determinar las técnicas que se van a emplear,
pues un laboratorio en plena onda epizootica, no empleard todas las técnicas,
sobre todas las muestras, ya que seria una pérdida de tiempo y de material que
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podria ser empleado para otros casos.

Una vez las muestras recogidas en las mejores condiciones asépticas posi-
bles, se procederi a su envio al laboratorio.
Tres condiciones deben ser respetadas:

a. los paquetes deben estar herméticamente cerrados y estériles en su
parte exterior, de modo que el envio de las muestras, no sea una
fuente suplementaria de diseminacidén del virus.

b. Viajargn rdpidamente. Un viaje de 24 - 48 horas nos dard muestras
en perfectas condiciones para poder aplicar todas las técnicas
del diagndstico.

c. Viajarén con la proteccién del frio. Temperatura de 0-8°C. la
congelacién no es indispensable.

La mayoria de estas condiciones se reinen con el empleo de cajas isotermas
de polietileno prensado, a la que se afiaden bolsas de plistico conteniendo
agua helada, asi las muestras pueden viajar sin alteraciones notables 24 a u8
horas.

2. Diagndstico Experimental

Tradicionalmente se divide en dos tipos:

a. Diagndstico por aislamiento e identificacidn del virus.

b. Diagndstico por identificacidén de anticuerpos.

A su llegada al laboratorio, las muestras deben ser rdpidamente identidica-
das a fin de evitar confusiones, sobre todo si los envios son abundantes.

Una vez que se identifican, se procederd a la observacién macroscdpica de
los Srganos, para comprobar la presencia, o ausencia de lesiones. Una parte del
brgano serd separada para la confeccidén de indculos; otra parte serd congelada
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a 20°C para poder disponer de material en caso de repeticién de anilisis.

El resto serd destruido, con todas las precauciones debidas a un material
ciertamente contaminado.

La parte dedicada a la preparacidon de indculos se tratard, como se indica
en el anexo, de forma a obtener una suspensién final del &rgano a 20 por
ciento, de sangre a 10 por ciento y de suero puro.

a. Niagndstico Fxperimental por Identificacién Viral

Se trata de evidenciar los caracteres principales del virus de la P.P.A.,
que puedan permitirnos su identificacién.

Virus de la Peste Porcina Africana

Fl corte en microscopia electrdnica se presenta en forma
exagonal como corresponde a una estructura icosaedral.
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La manera mis simple y segura de identificar un virus, es la reproduccién
experimental de la enfermedad. Como la enfermedad no se repoduce en ningin
animal del laboratorio, es necesario emplear el propio cerdo, y como en el
caso de la enfermedad natural, el cerdo va a responder a la inoculacidén con
manifestaciones de peste porcina, pero, sin indicaciones de su etiologia. Por
lo que para lograr la identificacibn, haremos uso de una de las propiedades del
virus que vimos en el capitulo "Propiedades biblogicas, Poder Antigeno'. Esta
propiedad es la ausencia de inmunidad cruzada con el virus de la P.P.C.

Un cerdo inmunizado contra la P.P.C., estd protegido contra la accidén pa -
tdgena del virus P.P.C., pero es completamente sensible a la de la P.P.A. Si
sobre este animal logramos reproducir experimentalmente la peste, tendremos la
seguridad de que se trata del virus de la P.P.A.

Un suplemento de seguridad, esti representado por la inoculacidén al mismo
tiempo de un segundo cerdo sensible a la P.P.C. Cerdo que en los dos casos
debe reproducir la enfermedad, asi un esquema simple de diagndstico por repro-
duccién experimental de la enfermedad, basado en la prueba de inmunidad cruzada
seria el siguiente:

MATERTAL Cerdo sensible Cerdo resistente Diagndstico
PROBLEMA a la P.P.C. a la P.P.C.
Reproduccién de la No reproduccién de la P.P.C
enfermedad enfermedad e
Reproduccién de la Reproduccién de la P.P.A
enfermedad enfermedad e
No reproduccién de la  MNo repoduccién de la Ctra
enfermedad enfermedad Ftiologia

Los detalles pricticos de la realizacidn se encuentran en el anexo.
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La técnica presenta como inconvenientes:

. Los periodos de observacidén, que pueden ser largos.
. El1 precio de los animales y su inmunizacidén
. la dificultad de tener cochiqueras de aislamiento en cantidad suficiente

para hacer frente a un diagndstico de rutina.

Pero presenta como ventajas:

. Su seguridad
. Puede ser realizada por un laboratorio no especialmente equipado en
virologia.

Por otra parte, los cerdos enfermos o muertos, como consecuencia de la ino-
culacidén experimental, han servido de multiplicador del virus, lo que nos pro -
porciona un material de exdmen en perfecto estado de conservacién y rico en
virus, lo que nos permitird aplicar las técnicas mis exigentes.

Este diagndstico es imprescindible para la deteccidn del primer (os) foco
(0s), en un pais no experimentado con el diagndstico "in vitro".

Estas consideraciones incitan a aconsejar a todos los paises amenazados, en
posesidn o no de una buena estructura para el estudio de la virologia, a mante
ner y cuidar en permanencia un lote de unos veinte cerdos hiperinmunizados u
otro lote ligeramente superior de cerdos ciertamente sensibles al virus de la
P.P.C. Los responsables sanitarios de cada pais juzgardn, por ellos mismos, de
las ventajas que representa este embrién de diagndstico.

Es indudable, aque si solamente se cuenta con este sistema de diagndstico
para combatir la enfermedad, las posibilidades se verian rdpidamente desborda-
das, por lo que es necesario preveer la continuacién de este diagndstico, si por
desgracia su positividad dejara entrever una continuacién.

Entre los diferentes métodos propuestos por los laboratorios especializa -
dos, se encuentran con mis frecuencia:
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Precipitacién en Agar
Difusién radial
Fijacién del complemento

- Inmunofluorescencia sobre los drganos
- Hemadsorcién sobre el cultivo de leucocitos

De todos ellos, el que ha sido frecuentemente empleado por mis paises y
con el mejor resultado es la Hemoadsorcidn sobre cultivo de leucocitos o test

de Malmquist y Hay, pues corresponde a estos dos cientificos estadounidenses
el honor de haberla sefialado por primera vez.

La técnica presenta como ventajas: Sensibilidad, rapidez relativa, especi-
ficidad, reproductibilidad y la experiencia adquirida, en casi veinte afios de
lucha ininterrumpida contra la P.P.A.

Tiene como principal inconveniente, el carecer de laboratorios provistos
del dispositivo necesario para el cultivo de tejidos., aunque en el caso del
cultivo de leucocitos este dispositivo este reducido a su minima expresién.

Fue empleada en Francia, Italia y Cuba. Es empleada igualmente en Espafia
y Portugal, pero desgraciadamente en estos paises el diagndstico por Had, fue
oconocido un afio después de la aparicién de los primeros focos

Brasil, Santo Domingo y Cerdefia la emplean igualmente para hacer frente a
la epizootia, que sufren en estos momentos.

Tiene su base cientifica en las propiedades fundamentales del virus, que
se sefialaron en el capitulo "Poder patdgeno experimental".

Su especificidad se basa en el hecho de que ninguno de los otros virus
porcinos produce la formacién de hemoadsorcidn, en el cultivo leucocitario.

¢En qué consiste este cultivo ?
Para los detalles técnicos ver anexo.
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F1 cultivo consiste en aislar de la sangre o de la médula 8sea del cerdo,
los leucocitos que serén cultivados en presencia de suero de cerdo, hasta que
su transformacién morfolbgica nos indique que los macrdfagos asi obtenidos,
son plenamente aptos para recibir el virus.

El cultivo de leucocitos no es, en el sentido clisico del término, un
verdadero cultivo celular, puesto que por cultivo entendemos la multipliacidn
in vitro de las células, que se traduce en la formacidén de un tapiz de célu -
las en los cultivos estacionarios.

En el caso del cultivo de leucocitos se trata de una supervivencia de las
células seguida de una transformacién de un cierto nimero de entre ellas, sin
que la multiplicacién mitStica sea observada en los cultivos. Asi a la obser-
vacién al microscopio el cultivo de leucocitos no se presenta como un tapiz
continuw, sino como una serie de célular individualizadas, perfectamente
aisladas unas de otras, lo que sorprende la primera vez a los habituados a la
observacién del tapiz celular clasico.

i{Qué células se cultivan ?

El cultivo se realiza a partir de los leucocitos mononucleados. lLos leuco-
citos polinucleares degeneran y se separan del cultivo en las primeras 48 horas,
los linfocitos y monocitos, superan esta fase y se transforman en células con
una cierta semejanza morfoldgica, a las células blisticas de las que se tomaron
origen, células que faltas de otro nombre mejor, llamaremos macrofagos.

La transformacidn se realiza gradualmente, en los 3-4 primeros dias de cul
tivo, y morfolégicamente consiste en un aumento del tamafio total de la célula,
aumento que se debe principalmente al citoplasma. Asi el linfocito, que habi -
tualmente tiene un tamafio de 10 micras y un citoplasma apenas visible, se trans
forma en una célula de 30-50 mnicras de didmetro, sin un gran aumento del
nicleo.
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CELULA INFECTADA
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La flexibilidad de la membrana del citoplasma hace que el cultivo sea
muy polimorfo, las células adotan formas variadas entre redondeadas y fusifor-
ms.

Las células transformadas poseen un alto poder fagocitario, y en general
no tienen tendencia de reunirse entre ellas, salvo si un cuerpo extrafio esti
presente de modo accidental en el cultivo, por ejemplo una brizna de algoddn,
lo que hace que los macrofagos se volicen hasta recubrirla en su totalidad.

Las células con dos o mis nicleos aumentan a medida que pasa el tiempo de
cultivo, por lo que son frecuentes al 5-6 dias de cultivo, células que presen-
tan 8 nficleos y mis y que reciben el nombre de células polinucleadas gigantes.
Con una frecuencia menor y en la fase final del cultivo, pueden aparecer célu-
las de tipo sinthicial, en las que una masa citoplasmitica, de bordes impreci-
sos, alberga centenas de niicleos.

La contaminacidén fibroblastica es posible, pues durante la sangria la
aguja puese aspirar células conjuntivas, asi con cardcter excepcional, se pue-
den observar en los cultivos las colonias de fibroblastos con su tipico aspec-
to en forma de huevo frito, con la parte central necrosada. los fibroblastos
no son naturalmente sensibles a la multiplicacién del virus de la P.P.A.

Para el trabajo de diagndstico, los cultivos no se cambian de medio, y en
estas condiciones la degeneracidén senil de las células se sitla alrededor de
12 - 15 dias. La degeneracidn esti precedida de una fuerte vacualizacidn del
citoplasma y de picnosis nuclear.

¢ Oué alteraciones produce la multiplicacién del virus en el macréfago, que
puedan ser observadas al microscopio ?

Si observamos el cultivo "en fresco", o sea sin coloracidén, podemos obser-
var la hemoadsorcién y dos o tres dias despues un fuerte efecto citolitico.
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IMAGENES DE HAD

Observacién en fresco. (sin coloracidén)
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Sobre el cultivo fijado y tefiido por los colorantes ordinarios (tipo
coloracidén de Giemsa) podremos observar ademis, las alteraciones nucleares
y la inclusidn de tipo acidofilo que presenta el citoplasma.

IMAGEN DE HAD
Observacidn después de la coloracién con
Giemsa
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¢ Como se puede realizar el diagndstico de rutina ?

Tres tubos de cultivo se inoculan a partir de cada muestra, los tubos se
observan diariamente por ocho dias. la presencia de Had seguida dos o tres
dias después de la destruccidn del cultivo es un signo inequivoco de la presen
cia y multiplicacién del virus de la P.P.A.

Como la vida del cultivo es de 12-15 dias, es necesario realizar la inocu-
lacién tan pronto como la transformacién de haya realizado (2-4 dias) para
disponer de un periodo de observacién {itil de ocho dias.

Los cultivos que se destruyen, si haber presentado Had antes que los testi
gos no inoculados, serdn objeto de subcultivos que permitirdn la aparicién de
la hemoadsorcién o una lectura negativa durante ocho dias.

la presencia de gérmenes de contaminacién, se revela generalmente por la
turbidez del medio de cultivo, la siembra del sobrenadante sobre medios bacte-
rioldgicos nos confirmard que la lysis es debida a bacterias contaminantes.

In el inbculo, pueden igualmente existir substancias tdxicas para el culti
vo, debidas en la mayoria de los casos a transformaciones producidas por la
putrefaccién, generalmente estas substancias no ejercen su accién téxica a
nivel del segundo sub-cultivo, por lo que con cierto retraso, el diagndstico
puede continuarse en un gran nimero de casos.

Pero de modo general, en los dos Qltimos casos (fuerte contaminacién
bacteriana o toxicidad del indculo) es preferible empezar el anilisis a partir
de otra muestra de la misma procedencia, y en mejor estado de conservacidn,
pues la experiencia demuestra que se gana mis tiempo al establecer el diagnds-
tico de la explotacidén procediendo de esta manera, que ensayando de esterili -
zar un indculo fuertemente contaminado. Por otra parte el cultivo de leucoci -
tos es muy sensible a la accidn de los antibidticos, por lo que evitareros
sus concentraciones excesivas.
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Por {iltimo nos podemos encontrar, en ausencia de Had, con un efecto de
lisis reproductible v en ausencia de contaminaciones bacterianas. Fn este ca-
so la lisis puede estar motivada por la multiplicacién de un virus P.P.A. o
por el virus de la Enfermedad de Aujeszky.

Fn efecto, sabemos que con carécter excepcional se pueden encontrar
cepas de P.P.A. aisaldas del campo que no presentan de forma momentinea (o
aCn mads excepcionalmente, de forma definitiva) el fendmeno de Had. Por otra
parte, conocemos aue el virus de la enfermedad de Aujeszky se multiplica en el
cultivo de leucocitos, produciendo una lisis, en ausencia de Had.

£si en estos casos debemos proceder a un diagndstico diferencial entre
P.P.A. y Enfermedad de Aujeszky. Para ello disponemos de las técnicas siguien

tes:

VIRUS DE 1A ENFERMEDAD DE VIRUS DE LA
AUJESZKY P.P.A.
Inoculacién al conejo ' Tnoculacién al cerdo y blsqueda
Seroneutralizacidon en cultivos
de tejidos
Inmunofluorescencia en cultivo Inmmunofluorescencia en cultivos
de leucocitos de leucocitos

Ver detalles técnicos en anexos.

Insistimos sobre el caracter excepcional de las cepas que han perdido de-
finitivamente la propiedad de formar hemoadsorciones, y recordemos, que si la
Had puede estar momentdneamente inhibida, la multiplicacidn de muestras
ayuda a resclver esta dificultad, en un minimo de tiempo.

Pesumiremos esta técnica de Fad diciendo que es las mis segura, después de
la reproduccidn experimental de la enfermedad, sobre la que presmnta la ventaja

e —— el
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de tiempo y economia.

En determinados casos, ambas técnicas pueden complementarse; asi, si
hemos inoculado un cerdo con un material sospechoso v el animal responde con
aumento de temperatura, la inoculacidn al cultivo de leucocitos de unas gotas
de sangre del animal febril, es suficiente para poder establecer un diagndsti-
co de P.P.A. con un ahorro de tiempo evidente, con relacidén a la evolucidn
completa de la enfermedad experimental.

Una vez dominados estos dos diagndsticos (reproduccién de la enfermedad
y test de herpadsorcidn), empezaremos a interesarnos en un tercero, que es el
diagndstico por inmunofluorescencia.

Es un buen método de diagnéstico que une la observacién de las lesiones
celulares producidas por la multiplicacién del virus, a la especificidad de la
reaccién antigeno anticuerpo, basado en la coloracién. Como el antigeno de ba-
se, estd representado por la inclusidn citoplasmatica, su lectura e interpreta
cibén es relativamente facil, como en el caso de la rabia o de otras enfermeda-
des en las que el antigeno se presenta en forma de inclusién y no de colora -
cién difusa.

Si hemos considerado este método en tercer lugar es por dos razones:

. la primera, porque aplicada directamente a las muestras, pierde en
seguridad lo que gana en precocidad.

. la segunda, porque aplicada a través del cultivo de leucocitos,
solamente serd necesaria en caso de ausencia de Had, que es por si
sola suficiente para establecer el diagndstico.

Fn general es necesario un equipo en microscopio ultravioleta v un
suninistro regular de globulinas marcadas.

La base cientifica de la inmunofluorescencia es la siguiente:

Visualiza la reaccidn antigeno-anticucrpo.
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F1 antigero estd representado por la inclusidn citopldsmica, producida
por la rultiplicacién del virus. El anticuerpo es producido por el animal
convalesciente, o inoculado experimentalmente con un virus ¢ébil poder patd-

geno.

los anticuerpos se conjugan a un fluorocromo, llamado isotiocianato de
fluoresceina I.T.C.F. Que emite una luz fluorescente cuando se le ilumina de
pequefia longitud de ondas, como es la luz ultravioleta.

Si la unidn antifeno anticuerpo se realiza, la observacidén a la luz ul -
travioleta revela la presencia de luz fluorescente sobre las inclusiones de
las células infectadas. Fn ausencia de antigeno la luz fluorescente no se ma-

nifiesta.

Cuerpo de Inclusidn.
Segunda fase de organizacidén del cuerto de inclusidn, observado en

inminofluorescencia.
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Los detalles técnicos y graficos explicativos se encuentran en los
anexos.

Si obervamos en forma seriada la multipliacién del virus P.P.A. sobre una
célula por I.F. podemos diferenciar tres tiempos:

1. la fluorescencia se localiza en forma pulverulente, en una determinada
zona del citoplasma.

2. la fluorescencia se presenta bien delimitada sobre la inclusién.
3. la fluorescencia se visualiza de manera intensa sobre todo el citoplas-

ma.

Estos tres tiempos corresponden a los que ya habiamos observado, por la
coloracién ordinaria y es el segundo tiempo el que se identifica con la forma -
cién del cuerpo de inclusién y el que mas garantias ofrece, bajo el punto de
vista diagndstico, tanto por la facilidad de la lectura, como por su especifi-
cidad.

La técnica de I.F. puede aplicarse en el diagndstico en dos momentos
diferentes:

1. Sobre las muestras recibidas y en especial sobre los cortes de
amigdalas.

2. Sobre el cultivo de leucocitos infectados con el inbculo prepara
do a partir de las primeras muestras recibidas.

la técnica de coloracidn puede realizarse indistintamente de dos formas
diferentes que reciben el nombre de I.F. Directa (cuando los anticuerpos P.P.A.
van directamente conjugados al I.T.C.F.0 o I.F. Indirecta ( aue precisa dos
tiempos de coloracién: en el primero se realiza el contacto antigeno-suero
anti P.P.A. no marcado : en el segundo se evidencia esta reaccién por la accidn
de un suero anti-suero marcado). Detalles técnicos y gréficos en anexos.




58

Un laboratorio de patologia porcina, debe continuar en paralelo a reali -
zar el diagndstico de la P.P.C. y para ello ¢qué hacer una vez que hemos aban
donado el diagndstico por reproduccidn experimental de la enfermedad, sobre el
cerdo?

En un primer tiempo podriamos continuar realizando el diagndstico por ino
culacién al conejo, otro diagndstico podria hacerse mis tarde empleando la
Inmunofluorescencia, montando asi sumultineamente la técnica para la P.P.A. y
para la P.P.C.

El diagndstico de la P.P.C. por inoculacién al conejo, fue descrito por el
Profesor Thomas del Institut National de Recherches Veterinaires de Uccle,
Bruxelas, Bélgica, y ha sido aplicado en gran escala por el servicio de diag-
ndstico de la P.P.C. del Laboratoire Central de Recherches Vétérinaires d'Al-
fort, Francia.

Tiene su base cientifica en el hecho siguiente:
Detalles técnicos y graficos explicativos en anexos.

La inoculacién intravenosa al conejo de ciertas cepas del virus de la P.P.
C., llamadas hipertermizantes, producen en el animal la elevacidn de la tempe-
ratura en mis de un grado centigrado durantes veinticuatro horas, 1o que es
facilmente detectable.

Basindose en estas observaciones el método de diagndstico consiste en:

Inocular el material problema en la vena auricular del cenejo.
. Tomar su temperatura tres veces por dia durante siete dias.

Inocular un virus hipertermizante en la vena del mismo animal.

Tomar la temperatura tres veces por dia durante siete dias.

Los diferentes tipos de respuesta y su interpretacidn se resumen en el

siguiente cuadro.
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1%*Inoculacién 2%* Tnoculacién Diagrdsti
Material sospechoso Virus hipertermizante 1agnostico
No hipertermia Mo hipertermia P.P.C.
No hipertermia Hipertermia Ausencia de P.P.C.
Hipertermia No hipertermia Presencia de un virus
lapinizado, en el ma-
terial sospechoso.
Hipertermia Hipertermia Ausencia de P.P.C..

Contaminacidn vacte -
riana del material
sospechoso.

Esta técnica es de realizacién simple, y presenta un alto mirgen de seguri-
dad. Por otra parte permite la identificacién de las cepas lapinizadas (tipo
chino u otras), que pueden aislarse en el cerdo como consecuencia de una vacu -
nacidn.

Sus inconvenientes estin ligados al factor tiempo, pues la respuesta positi
va pide de 9 - 12 dias y la negativa 1u4 dias.

la técnica de Inmunofluorescencia se aplica de forma aniloga que para la
P.P.A.: sobre cortes efectuados sobre las muestras recibidas (en especial las
amigdalas), o sobre el virus pasado por el cultivo de tejidos, en este caso se
emplea la linea de rifidn de cerdo PK 15, especialmente seleccionada por su
sensibilidad a la multiplicacién del virus de la P.P.C.
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La multiplicacién del virus de la P.P.C., se manifiesta por una fluores -
cencia generalizada del citoplasma, el nicleo no retiene el colorante. A par—
tir de la primera célula infectada, las células vecinas se infectan por conta
gio, dando origen a placas de infeccidn de 10-20 células.

Los detalles técnicos y los esquemas explicativos se encuentran en los
anexos.

En resumen, la metodologia a seguir, para un pais que partiendo de cero y
quisiera montar un dispositivo de diagndstico, que cubriera a la vez P.P.C. y
la P.P.A., seria:

P.P.A. P.P.C.
ler. tiempo Prueba de inmunidad cruzada
2do. tiempo Had, sobre el cultivo Inoculacién al
de leucocitos conejo
3er. tiempo Inmunofluorescencia Inmunofluorescencia
a. sobre érganos a. sobre érganos
b. sobre cultivo de b. sobre cultivo
leucocitos de PX 15

La literatura ha sefialado un hecho que hemos podido comprobar personalmen
te, y que tiende a mostrar la necesidad de emplear simulténeamente el diagnds
tico de las dos enfermedades. Fste hecho es el aislamiento de los dos virus
sobre el mismo érgano de un mismo animal. Este hecho es raro pero existe.
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Diagndstico por deteccién de anticuerpos.

El virus de la P.P.A. es un virus dotado de un alto poder antigénico, en
contacto con el cerdo provoca la produccidn r@pida y en concentraciones relati
vamente elevadas de toda clase de anticuerpos, salvo camo ya mencionamos, los
anticuerpos seroneutralizantes y protectores.

El diagndstico por deteccidn de anticuerpos es posible, relativamente pre-
oz, puede realizarse por diversas técnicas.

Generalmente es un diagndstico retrospectivo, que se aplica una vez pasado
el momento critico de la onda epizootica. En el primer tiempo de la invasidén
viral, los esfuerzos se concentran en la deteccidn del virus y en la eliminacién
de los focos activos. Una vez que esta politica dé sus frutos y que la canti -
dad de focos activos esté en disminucién, o momentineamente eliminada es el me
jor momento para proceder a los anilisis seroldgicos, que segiin los cascs nos
confirmarén la desaparicién del virus, o sefialarn la presencia de supervivien
tes a la enfermedad, 0 sea, la existencia de portadores sanos en la mavoria de
los casos.

El diagndstico por deteccidn de anticuerpos es del mayor interés y se rea-
lizard en los Laboratorios habilitados, 1o mis rapidamente posible-

Entre las diferentes técnicas que pueden ser aplicadas destacan:

Inhibicién de la hemoadsorcién I.H.A.D.
Fijacidn del complemento F. de C.
Precipitacidén en agar P.A.
Inmmno-electro-osmo-foresis I.E.0.F.
Enzyma linked inmunosorbent assay ELISA
Inmunofluorescencia indirecta I.F.I.

Inmuno-peroxidasas I. P.
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Entre todas ellas la que ofrece el mayor coeficiente de seguridad en el mo-
mento actual es la Immunoflucrescencia Indirecta, por lo que ha sido designada
camo técnica de referencia.

los anticuerpos inhibidores de la HAD se presentan en forma tardia y en
bajas concentraciones 1lo que hacen que la técnica de THAD, se emplee mis camo
técnica de investigacidén que para la préictica del diagndstico. En investiga-
cibnes empleada ya que segin la mayoria de los autores, es la finica técnica se-
roldgica capaz de establecer diferencias emtre los dos serotipos existentes del
virus. Sus condiciones técnicas y esquemas explicativos se encuentran en el
anexo.

Como el principio de la inmunoflucrescencia ya ha sido descrito, nos limi-
taremos a sefialar las particularidades de su aplicacién en la blsqueda de anti-
cuerpos.

En primer lugar, el soporte del antigeno en un cultivo celular clisico, ya
que la presencia de un tapiz confluente facilita la lectura de las inclusiones,
el virus es en consecuencia una cepa adaptada al sistema celular elegido, puesto
que esponténeamente el virus se multiplica solamente sobre el cultivo leucocita-

rio.

las células propuestas por el laboratorio de referencia, son las de las 19~
neas de rifion de mono M.S. En nuestro laboratorio estas lineas se acamodaron fa-
cilmente a nuestras condiciones de trabajo, ya que poseenun buen rendimiento ce-
lular y las células presentan una forma poligonal con un gran citoplasma, lo que
permite una facil identificacidén del cuerpo de inclusién inducido por la multipli-
cacién del virus adaptado. estas ventajas determinaron la adopcidén del sistema en
nuestro laboratorio para el trabajo cotidiano. Sefialaremos igualmente que la mar-
cha técnica a seguir es la llamada indirecta, que se realiza en dos tiempos.
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. En el primero se ponen en contacto el virus indicado con el suero de
cerdo a analizar.

. En el segundo se pone en contacto un suero antiglobulinas de cerdo
marcado con el I.T.C.F., sobre la resultante del primer tiempo. la

~ presencia de anticuerpos en el suero problema se traduce por la pre-
sencia de fluopescencia sobre el antigeno viral.

Las globulinas pueden estar marcadas con otras substancias diferentes de
los fluorocromos, asl se han empleado con este fin ciertas enzimas, como la
peroxidasa, 1o que ha dado origen a una técnica aniloga en su principio, pero
diferente en su relacién que es la Inmunoperoxidasa.

La coloracién ordinaria de la peroxidasa, oue revela la presencia de la
reaccidn antigeno-anticuerpo, es visible al microscopio de luz incandescente
que. constituye la principal ventaja del método.

Sus principales limitaciones en relacién con la I.F.I. son:

. Superior complejidad de manipulaciones.

. Observacién mis delicada, pues es mis ficil detectar una luz verde
sobre un fondo negro, que un color marrdén sobre fondo amarillo.

. Mayor dificultad de encontrar los reactivos en el comercio.

Basados en el mismo principio, deteccidén de la unidén antigeno-anticuerpo por
la presencia de una enzima, revelable por coloracién, se ensaya de aplicar el
método FLISA (Enzyme-Linked-Inmunosorbent-Assay).

Este método, que se aplica corrientemente en el estudio de otros virus,
estd en periodo de adaptacidn experimental en el caso del virus que nos ocupa.
El antigeno es el virus de la P.P.A. purificado y concerntrado. Fl soporte del
antigeno es material plastico, 1o que evita el empleo del cultivo de tejidos
en la manipulacién de la reaccién. la técnica se realiza en tres tiempos:
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. In el primero se ponen en contacto el antigeno conocido y el suero
problema.

. Fn el segundo, se hace actuar el suero antiglobulinas cerdo, marcado
con la enzima.

. In el tercero, se colorea la enzima.

La lectura se realiza con un espectro-colorimetro, que en una doble lec -
tura nos indica la diferencia existente entre la reaccién testigo y aquella en
la aue la reaccibén se ha realizado.

De forma general, la técnica precisa de un espectro-colorimetro que suele
ser caro, pero tiene la ventaja de poder tratar un gran nimero de suero por
unidad de tiempo, en realidad lo que se opone a su empleo en la practica dia-
ria, es cue presenta una positividad por exceso, posiblemente debida a una
imperfecta purificacién del antigeno, porlo que un cierto nimero de investiga
ciones se realizan en el momento actual en este sentido.

Basado en la presencia de anticuerpos precipitantes se pueden emplear
dos modalidades técnicas:

Precipitacién en Agar - Ouchterlony

Is una técnica poco sensible, sobre todo en razdn de la escasa elaboracidn
del antigeno empleado. la unién antigeno-anticuerpo se realiza por difusidn
exponténea, lo que precisa un cierto tiempo y una cierta concentracién de reac

tivos®, estos inconvenientes se eliminan con el empleo de la Inmuno-electro-
’ np.

osmo-foresis.
Detalles en Anexo.

* Basado en el mismo principio el Dr. Pan y Coll U.S.A. propone el
método de Difusién radial para la identificacién viral. la placa
de agar lleva incorporado el suero control anti-P.P.A., asi alre
dedor de la cpula donde se deposita el indculo Droblema, se for
ma en caso de p031t1v1dad un anillo de prec1p1tac1on mis O menos
intenso seglin la riqueza en virus del antigeno.-
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La unidén antigeno anticuerpo se ve acelerada por el paso de la oorriente
eléctrica a través de la placa de agar, sobre un aparato de electroforesis,
que constituye el {nico aparato especial que interviene en la reaccién.

Su mayor inconveniente es la preparacidén de antigenos suficientemente con-
centrados y purificado, pues como en el caso de ELISA, la técnica adolece de

un exceso de positividad.

la I.E.0.F., ha pasado la fase experimental, ha sido y es empleada en los
paises contaminados, habiéndose revelado como una buena técnica para preselec-
cionar los sueros.

En efecto, como en las condiciones actuales su defecto es un exceso de
positividad, se la emplea en asociacién con la I.F.I. de la siguiente manera:

Negativo......... Respuesta negativa

’
SUERO PROBLEMA ---> I.F.O.F. { Negativo -respuesta
negativa.

Positivo - I.F.I4

Positivo -respuesta
- positiva
-

Es decir, los sueros positivos en I.F.0.F., se repasan en I.F.I. para
controlar su positividad.
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la Fijacién de Complemento.

El método es universalmente conocido para insistir en sus bases cientificas
o en sus maltiples modalidades técnicas. I'xiste la posibilidad de emplearla,
pero en la préctica se ve limitada por tres inconvenientes mayores:

. E1 poder paracorplementario del suero de cerdo.

. la complejidad de preparacién del antigerno.

. Detecta {inicamente los anticuerpos precoces, 1o que la hace poco
practica para la deteccidén de enfermos crénicos, supervivientes
O portadores sanos.

La inhibicién de la Hemoadsorcidn.

Se trata de una técnica de investigacidén que no se emplea en el diagndstico
cotidiano.

Los anticuerpos que detecta impieden la unién del hematie al leucocito in -
fectado, 1o que produce la inhibicidn del fendmeno de Had, (las otras manifesta
ciones de la multipliacién viral, degeneracidén nuclear, incluisién y lisis, se
presentan normalmente), la inhibicidén se produce a condicién de que el virus y
el suero empleados, pertenezcan al mismo tipo seroldgico. Ya hemos sefialado que
es la {inica técnica capaz de establecer diferencias seroldgicas entre los virus
de la P.P.A. Esta particularidad, descrita por Malmquist, permitid comprobar
que las epizootias portuguesas de 1957 y de 1960 tenian como origen dos cepas
seroldgicamente diferentes.

Antes de cerrar el capitulo de diagndstico seroldgico, repetiremos que como
el virus induce la formacidn de un gran nimero de anticuerpos en concentracidn
y tiempo suficientes, una gran cantidad de técnicas o de modalidades técnicas
pueden ser empleadas, desde las mis simples a las mids elaboradas.

Ante esta amplia gama de posibilidades, la prudencia sugiere el empleo de
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un esquema simple que haya hecho sus pruebas frente a la enfermedad, y con
un coeficiente de seguridad elevado y demostrado. Tal es el caso de la I.F.I.,
que debe ser considerada como la técnica de referencia para el diagndstico
seroldgico de la P.P.A.

Esta técnica puede estar precedida, para la seleccién de sueros, de la
I.E.O.F. en las condiciones indicadas anteriormente. Este scrining podrd ser
igualmente realizado, en un futuro prdximo por la técnica ELISA, cuyos resulta-
dos experimentales son superiores a los de la I.E.O.F.

Aparte la seguridad las ventajas del empleo de la I.F.I., para un laborato-
rio que se monta son las siguientes: '

- FEmpleo del mismo material que para el diagndstico por identifica-
cién viral.

- la lectura e interpretacidn son las mimsmas que para el diagndsti
co por identificacién viral.

- las globulinas marcadas necesarias para la reaccidn son ficiles
de preparar y no necesitan manipulaciones con material infeccioso;

por otra parte se las encuentra ya preparadas en el comercio inter
nacional, en condiciones convenientes de conservacibén y precio.

El Gnico inconveniente, para este supuesto laboratorio que empiece a equipar
se en estas técnicas, seria la incorporacién al trabajo de una linea celular
y de una cepa de virus a ella adaptada. En este caso un ahorro de tiempo y de
material se consigue con la mediacidn del laboratorio de referencia, que puso
a punto la técnica v conserva uniformes las calidades de sus reactivos.
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VIII  PRONOSTICO

Considerado individualmente, la enfermedad tiene un prondstico "muy
grave", dado su indice natural de mortalidad. Fn las evoluciones mis benignas
el prondstico es el mismo ya que el animal recuperado continla albergando el
virus, que va a terminar por causarle la muerte después de un periodo de por -
tador variable.

Considerado colectivamente el prondstico es, igualmente desesperado; pues-
to que en ninglin caso, una explotacién porcina que ha tenido contacto con el
virus de la P.P.A., (y por leve que haya sido el episodio clinico), podria
considerarse como una explotacidn sana y en consecuencia rentable. Solamente,
la renovacidn total y completa de los animales, después de una severa desinfec
tacién de local y materiales, podri restituirse a la explotacién una economia
rentable.

IX TRATAMIENTO

No existe ninglin agente quimioterapelitico capaz de impedir la multipli-
cacidn del virus de la P.P.A. en el organismo del cerdo.

la brevedad del capitulo tradicionalmente dirigido a los colegas veteri
narios que practican la clinica porcina, incita a completarle con la mencidn
de algunas orientaciones de tipo higiénico-sanitarias, especialmente dirigidas
a aquellos que ejercen en un pais recientemente contaminado.

- Ante una piara de cerdos sospechosa de padecer la peste porcina,
las intervenciones terapelticas son inltiles e incluso contraindi-
cadas. Si se trata de la P.P.A., la intervencién no aporta ningin
auxilio a los animales. Si se trata de la P.P.C. es tarde para

aplicar la vacunacidn y los sueros que eventualmente pudieran
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aplicarse tienen el triple inconveniente de ser caros, su eficacia
estd condicionada al grado de evolucién de la enfermedad y pueden
estar contaminados con el virus de la P.P.A., lo que contribuye a
diseminar la enfermedad.

- Al realizar una intervencidén terapetica o al practicar una vacu
nacién es necesario tener mucho cuidado con el empleo de frascos
multidosis, y en ningin caso emplear el mismo frasco en dos granijas
diferentes. Esto obligard a veces a destruir el exceso de medicamen
to o de vacuna, antes de salir de la explotacidn.

- lavarse las manos, cambiarse de blusa, limpiar las botas, antes
de entrar en una explotacién, es una precaucién minima a cumplir.

- Antes de salir de la explotacién es necesario esterilizar el mate
rial que ha sido utilizado, empleando de preferencia la ebullicién,
los termdmetros serén esterilizados con lejfa y aclarados abundante
mente con agua. |

En el interior de la granja, antes de practicar las autopsias nece-
sarias, es conveniente elegir para ello un lugar facilmente esteri-
lizable y preveer el modo de destruir los restos de la autopsia- en
general son enterrados y una buena prictica es regarlos abudantemente
con cresyl u otro desinfectante de olor fuerte que haga a la carne
inconsumible, con el objeto de evitar desenterramientos por parte

de animales domésticos o salvajes.

Si se emplea la sosa calistica para enterrar los animales, cuidar de
recubrirlos con suficiente de este producto antes de afiadir tierra
a la fosa.

De manera general, es necesario cuidar todos los detalles que derivan de
la higiene elemental, sin miedo a caer en exageranciones, para evitar asi que
los veterinarios sean acusados de contribuir a la propagacién de la enfermedad.
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X PROFILAXIS

La profilaxis se establece una vez estudiadas e interpretadas la obser-
vaciones virolégicas, clinicas y epidemioldgicas.

Clasicamente se divide en:

1 Profilaxis Médica, que tiene como finalidad la proteccién inmunold -
gica de los animales.

2 Profilaxis Sanitaria, que estudia el conjunto de medidas higienico -
sanitarias que se oponen a la aparicidn y diseminacién de la enfermedad.

1 Profilaxis Médica

la profilaxis médica toma su base en la irnmunidad.

la inmunidad puede ser activa, inducida en el animal por la introduccibn
del virus; o pasiva provocada por la inveccidn de anticuerpos.

Ademds, la inmmunidad activa puede ser natural, si el virus que la causa se
encontrara en el medio externo, o provocada si la induccién es la consecuencia
de una inoculacidn experimental.

Tal es el caso de la vacunacidn, cuya finalidad es producir una inmunidad
activa y prowcada, a partir de un virus que ha perdido su poder patSgeno pero
que conserva su poder antigeno.

La manifestacién mis aparente y controlable de la vacunacién, a nivel del
laboratorio, es la aparicidn de anticuerpos en el suero del animal, y entre los
diferentes anticuerpos asi producidos, los que juegan el papel mis importante
son los protectores, que se pueden identificar "in vivo" por las técnicas in -
munoldgicas e "in vitro" por las seroldgicas.
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. Ila inmunidad del virus de la P.P.A.

la inoculacién del virus de la P.P.A., produce en el cerdo un estado in-
munitario que puede constatarse por la aparicién de anticuerpos especificos en
el suero.

Esta respuesta tiene como originalidad la ausencia de anticuerpos protecto
res,y la inoculacidén viral va seguida, en un plazo mis o menos breve, de la
muerte del animal.

Durante el periodo de tiempo que va de la inoculacién a la muerte el ani -
mal manifiesta un estado de resistencia a la inoculacidén de una segunda cepa
viral de agresividad superior a la inicial. Asi la inoculacién de una cepa de
virulencia modificada, va seguida de la proteccidén frente a la cepa homdbloga
plenamente virulenta.

Se considera como virus homdlogo, el virus patdgeno del que se partid para
realizar la modificacién, por oposicidén a virus heterologo que es el aislado
en focos que difieren geograficamente.

Los estudios realizados a partir de estos animales, tienden a demostrar
que la resistencia asi lograda, se realiza siempre en presencia del virus que
la provocd, lo que indica los estados de resistente y de portador.

Sin embargo, en una (ltima serie de experiencia, los resultados obtenidos
parecen indicar que en animales protegidos experimentalmente y en ausencia de
reinfeccién, el virus podria desaparecer del organismo en un plazo de 6 a 9 me-
ses, pasados los cuales, el animal vuelve a ser sensible al virus, aunque con -
serva una serologia positiva.

La obtencién de cepas modificadas es relativamente ficil, para un laborato-
rio de virologia, y los pases seriados por un sistema celular son suficientes
para lograr una vez la fase de adaptacidén superada, la modificacién del poder
patdgeno. De una manera general la inoculacién de estas cepas se revela peligro
sa e ineficaz.
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Peligrosa, porque el poder patdgeno persiste disminuido pero presente,
lo que acaba por producir la muerte del animal.

Ineficaz, ya que como el poder antigeno no se modifica, el animal no
producird los anticuerpos protectores deseado y solamente resistird a la agre
sibén viral por la presencia del virus que puede ser eliminado en no importa
qué momento con las consecuencias epidemioldgicas que esta situacién conlleva.

Fl virus de la P.P.A. no ha presentado inmunidad cruzada con ninguno de
los virus ensayados, lo que impide pensar en una vacuna heterologa.

Los agentes inactivantes, después de aplicar los protocolos adecuados, lo-
gran anular el poder patSgeno del virus, pero la inoculacidn al cerdo del pro
ducto inactivado no le protege frente al virus patégeno ni homSlogo-ni hetero-
logo. .

la inmunizacién pasiva tampoco es realizable por la ausencia de anticuerpos
protectores en el suero de los animales convalescientes.

De forma general existen dos ejes principales de investigacidén para la ob-

tencidén de una vacuna.

- la primera consiste en el estudio sistemitico de las cepas aisladas de
las diferentes epizootias, para tratar de detectar una mutacidn exponténea.

- la segunda consiste en fraccionar el virus, para poder estudiar el poder
antigeno de cada una de estas fracciones.

Desafortunadamente es necesario cerrar el capitulo de Inmunizacién o Pro-
filaxis Médica con la constatacidn de un fracaso casi total, con unas perspec
tivas moderadamente optimistas y a largo plazo
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2 Profilaxis Sanitaria

Delante de la imposibilidad de poder aplicar la profilaxis médica, la lucha
ocontra la enfermedad solamente puede realizarse a través de la Profilaxis Sani-
taria.

Se trata de una profilaxis posible y eficaz, como lo demuestran los ejemplos
de Francia, Italia, Cuba, etc., pero no siempore ficil de aplicar, pues conside-
raciones diversas pueden limitar su total aplicacidn. Fntre otras:

- Consideraciones de tipo epizootioldgico, debidas a la extensién que puede
tomar la enfermedad sobre todo si evoluciona en forma inaparente.

- Consideraciones de tipo econdmico, que enfrentan los gastos ocasionados
por la profilaxis y las pérdidas producidas por la enfermedad. Fn el contexto
econdmico debemos tener presente que las pérdidas causadas por la P.P.A., son
dificiles de valorar, sobre todo en lo que se refiere al comercio exterior, que
se pudiera ver afectado no solamente en lo que respecta al cerdo y productos
derivados.

- Consideraciones de tipo politico-social que no dejan nunca de aparecer
cuando se trata de aplicar la profilaxis sanitaria.

- Consideraciones de tipo financiero, en lo que concierne la movilidad de
créditos e indemnizaciones en un momento determinado.

Una vez superadas todas estas consideraciones hay que abordar los problemas
de la profilaxis con la decisidn y los medios necesarios para realizar las ope -
raciones répida y rigurosamente.

las autoridades sanitarias y veterinarias, responsables de la defensa de la
cabafia nacional y encargadas de impedir la entrada de la P.P.A., o eventualmente
de eliminarla, deben estar en posesién de un plan de lucha contra la P.P.C.,
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puesto que una vez controlada esta enfermedad, la lucha contra la primera
se ve grandemente facilitada.

Ademis se debe conocer lo siguiente:

- E1 censo porcino.

- la distribucidn de los cerdos en las diferentes regiones, para poder de -
terminar las zonas de mayor concentracidn sobre las que se ejercerdn las medi -
das mis rigurosas (Zonas de alto riesgo).

- Los circuitos comerciales, que podrén determinar el emplazamiento de las
eventuales barreras sanitarias.

- localizacién y frecuencia de ferias y mercados.

- E1 control y eximen sistemitico de los sacrificios realizados en los
mataderos y frigorificos.

De modo general, cuando se proyecta la profilaxis de una pais, de una re -
gidén natural, o de una propiedad privada, hay que estudiar de manera "a profon-
di" los tres pardmetros siguientes:

Defensa de los animales sanos.
Identificacién de los animales enfermos.
Destruccién de los animales enfermos y de los agentes de diseminacién.

A. Defensa de los animales sanos.

En un pais indemne: Equivale a la defensa de las fronteras del pais. Asi
se ejercerd una defensa sanitaria del mis alto nivel sobre:

. Los cerdos importados o en trénsito por el pais.

. Mercancias, maletas y pasajeros procedentes o habiendo transitados
por paises contaminados.

. Destruccién inmediata y sistemitica de los restos de la comida ser
vida en los transportes aéreos, maritimos o terrestres, con procedencia
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o escala en paises contaminados.
. la prohibicién de importar de paises contaminados, productos
derivados del cerdo, asi como productos terapefiticos de ori-
gen porcino o a &l destinados.

. Aplicar un sistema cuarentenario sobre los animales importados.

En un pais contaminado: la lucha por la defensa del animal sano es mis
facil en razdn del libre comercio existente al interior de cada pais, pero la
aplicacién de ciertas medidas de tipo general, pueden ser la base de una poli-
tica sanitaria coherente.

Asi se tomarén toda clase de medidas que contribuyan a:

. la difusidn del conocimiento de las zonas contaminadas.
. la generalizacién de la vacunacién contra la P.P.C., con
prohibicién absoluta de emplear aquellas en las que intervino
el cerdo para su preparacién.
. Prohibir el empleo de los sueros de origen cerdo, con fines
terape(iticos o profilécticos
. Realizar un inventario de los ectopardsitos del cerdo.
. Fstudiar los desinfectantes y los métodos de desinfeccién v
deseinsectacidn aplicables a locales y vehiculos.
. Controlar el origen de los animales en ferias y mercados.
. Controlar mataderos, frigorificos y fibricas de alimentos que
utilicen el cerdo o sus productos como materia prima.
. Prohibir el vagabundaje de todas las especies animales en gene
ral y del cerdo en particular.
. Prohibir el empleo de los restos de la comida para la alimenta
cién del cerdo.
. F1 legistador podrd reservarse el derecho de autorizar el empleo de a-
paratos de esterilizacién indicando las condiciones de aplicacién y control para
su uso.
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Fr una proriedad: las medidas de orden general dictadas por las auto-
ridades sanitarias, deberén ser completadas por cada pripietario con aquellas
cue se adapten a su explotacidn.

Asi vigilard:
. 71 origen de los cerdos que deba introducir en la explotacin.
Corpraréd solarente animales de origen conocido, - los someterd

a una cuarentena de al menos diez dias, antes de dispersarlos
en la propiedad.

. F1 origen de los alirentos, de los que deberd conocer su pro -
cedencia y composicidn exactas.

. Cuicdard los contactos indirectos con sus animales, camo lo son
vehiculos de transporte, embalajes, sacos, etc.

. Cuicdard cue las cochiGgueras estén corpletamente cercadas, pro-
hitiendo el paso de personas o animales. las puertas de entrada
deberén estar provistas de un sistema de desinfeccidn tanto
para el personal como para los vehiculos.

. F1 personal encargado de los animales, ser@ otjeto de una cuida
dosa seleccidr, en la cue aparte de los conocimientos profesio-
nales se valorardn sus reflejos "higiénicos", asi como la
ausencia de cortactos con otros animales fuera de la explotacion.

la otservancia ce estas reglas sanitaries sirples, es suficiente para
exclicarnos por cué en el irtericr de ura zona contarminada hay explotaciones

qQue no sor atacacas por la enfermedad.

B Tclentificacion de los anirales erferros.

la icertificacién de los animales enfermcs corienza en el campo y termi-
na er el laicre*crio de diagndstico.
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El conocimiento de las formas que la enfermedad puede presentar y un
cierto grado de sensibilizacién a su aparicién, son las condiciones que deter-
minardn que el propietario alerte rdpidamente al veterinario, que a su vez
tomard las muestras a enviar al laboratorio, con lo que se inicia el proceso
administrativo profilictico.

En epidemiologia, minimizar el tiempo transcurrido entre la presentacidn
de la enfermedad y la implantacidén de las primeras medidas sanitarias, es una
de las claves del éxito.

El laboratorio de diagndstico es el elemento indispensable para la iden
tificacién del virus, y en razdn de esta importancia un cierto nimero de consi
deraciones serdn desarrolladas.

En primer lugar serin tratados los laboratorios internacionales, antes de
abordar el capitulo de la instalacidn de los laboratorios nacionales,para faci
litar su presentacién dividiremos los laboratorios internacionales en tres
categorias: Laboratorios de Referencia, Laboratorios de paises, que por sufrir
o haber sufrido la enfermedad practican un diagndstico cotidiano, y Laborato -
rios de paises que sin haber sufrido la enfermedad estin autorizados por sus
autoridades a trabajar ocon el virus de la P.P.A.

Laboratorios de Referencia.

Son los depositarios del capital cientifico de la P.P.A.

Conservan y estudian las cepas virales aisladas en las diferentes epi -
zootias, producen y estudian cepas modificadas, conservan y estudian los sue -
ros correspondientes, unifican las técnicas de diagndstico, procuran los anti-
gernos y los sueros necesarios para la aplicacién de técnicas, etc.

El laboratorio de Referencia Oficialmente reconccido es el lLaboratorio
Nacional de Espafia, antiguamente conocido con el nombre de Patronato de Biolo-
gia Animal, y cuya direccién y delimitacién actual es:
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Instituto Macional de Investigacions Agrarias
Departamento de Virologia Animal

Frbajadores Yo. 68

Madrid, Fspafia.

En razén de su proximidad con los recientes focos de América Central
y del Sur, es igualmente interesanta anotar la direccién del Laboratorio
Veterinario de Estados Unidos, que tanto ha contribuido al estudio del virus
y a las técnicas de diagndstico.

Plum Island Animal Disease Center
P.0. Box 8u8

Greenport. long Island.

New York 119u4

U.S.A.

Entre los laboratorios que han empleado o emplean en sus pals las
técnicas de estudio y diagndstico de la P.P.A. citaremos:

laboratorio Nacional de Investigagao Veterinaria
Estrada de BRenfica 701
P. Lisboa 4

Portugal.

Laboratoire Central de Recherches Veterinaires
22, rue Pierre Curie

94703 Maisons Alfort Cedex

Francia.

Instituto Zooprofilattico Sperimentale dell'Umbia e della Marche
Via S. Costanzo 14

I. 06100 Perugia

Italia.
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En Latinoamérica, mencionaremos el laboratorio cubano, cuya actividad
fue decisiva en la errmadicacién de la enfermedad en 1971.

Centro Nacional de Investigaciones Cientificas
Universidad de la Habana
Cuba.

Es necesario afiadir a esta lista la meritoria labor realizada por el:

Instituto de Microbiologia

Universidad Federal do Rio de Janeiro

Rio de Janeiro

Brasil.

que ha asegurado competente y eficazmente el periodo de transicibén situa-
do entre la aparicién de la enfermedad en el pais hasta 1982, fecha en la que
el Laboratorio del Ministerio de la Agricultura se hace cargo de estos trabajos.

LANARA

Pedro Leopoldo

Minas Gerais

Brasil.

Otros laboratorios que estdn o han estado autorizados a manipular el vi -
rus de la P.P.A., en paises que nunca fueron afectados por la enfermedad son los
Laboratorios Nacionales de:

Canadi, Investigaciones Veterinarias, Hull
Inglaterra, Investigaciones de Virus Veterinarios, Pirbright
Rusia, Investigaciones Viroldgicas y Microbioldgicas.

Referente a los Laboratorios Nacionales y mis concretamente a su crea -
cidén, tres evidencias ocupan el prirer plano:

- Fs evidente que cada pais debe tener su propio laboratorio.
- Es evidente que sus responsables deben ser veterinarios.
- Fs evidente que debe depender directamente de la estructura de
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Defensa Zoo-Sanitaria del Ministerio de la Agricultura.

La enfermedad siendo exclusivamente veterinaria y la profilaxis a
aplicar cubriendo el conjunto del territorio nacional, sirve de justificacibn
a estas evidencias.

Durante la fase conceptual,un cierto nimero de criterios deben ser obje-
to de un estudio previo:

-Cantidad de laboratorios.
-Proteccién del medio.
-Personal.

-Protocolo de Diagndstico.

Cantidad de Laboratorios.
Hasta ahora todos los paises han empleado en su lucha contra la enferme-
dad un solo laboratorio, tnicamente Italia, en razdn de su estructura sanitaria

pre-existente, empled a este fin mis de uno de sus Laboratorios Zooprofilicti -
ms.

De modo general, un sdlo laboratorio deberd ser suficiente, si las mues-
tras le llepan de todos los puntos del pais en buenas condiciones y si su capa-
cidad de trabajo puede absorber la cantidad de muestras necesarias para la
buena marcha de la profilaxis nacional.

Proteccién del medio.

Deberdn proyectarse las barreras necesarias para lograr un miximo de
aislamiento entre el laboratorio y el medio exterro.

Fstas barreras se establecerdn con una doble intencién:

- Del exterior al interior, para defender el trabajo de las contami-
naciones procedentes del exterior.

- Del interior al exterior, para impedir la salida de gérmenes que
puedan ser el origen de nuevos focos.
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Los dos tipos de barreras son importantes, pero daremos una preferen-
cia al segundo con respecto al primero, asi, cambio de ropa, ducha, tratamien-
to de aguas residuales, incineracidén del material contaminado,etc., deben
estar presentes en la mente del organizador.

Personal.

Debe tener las calidades necesarias para responder ante el pais y ante
la cammidad internmacional del diagndstico y del estudio de una de las enfer-
medades de mayor repercusidn econdmica de nuestros dias.

la trilogia de base exigible a este personal es: coampetencia, vocacién
e integridad.

Protocolo de Diagndstico.

la introduccién del virus en un pais no infectado, debe normalmente se-
guir tres fases: la primera de invasibn, la segunda de control de la enfer-
medad y la tercera de erradicacibn del virus; lo que puede permitir una se-
cuencia del empleo de las técnicas de diagndstico.

1. Fase de invasidn, diagndstico de los primeros focos; empleo de la téc-
nica de inoculacién al cerdo hiperinmunizado contra la P.P.C.

2. Fase de contro; empleo de la criotamia de los focos agudos y de la
HAD en todos los casos.

3. Fase de erradicacibn; se afiade al dispositivo precedente la IF sobre
el cultivo de leucocitos y la IFI para la deteccibén de animales portadores del
virus. Si durante este periodo la cantidad de sueros a analizar supera la ca-
pacidad de la IFI, se podrd introducir una técnica descriminatoria cualitativa
(scrining) tal que IEOF o ELISA, estando bien entendido que mientras estas téc-
nicas sigan en fase experimental, los resultados positivos obtenidos con ellas
deberén ser obligatoriamente confirmados por la IFI antes de ser considerados
camo especificos de la P.P.A.
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Es decir, el protocolo a adoptar debe obedecer a un razonamiento anilogo
al que preside el trabajo de los bomberos; asi en un primer tiempo hay que lo -
calizar el fuego, luego combatirle impidiendo su extensién y por Gltimo elimi -
nar las brasas que pudieran avivarle o dar origen a nuevos focos.

Diagndstico; medidas sanitarias y encuestas serolégicas se adaptan per -
fectamente, en este orden a esta secuencia, por lo que resulta "chocante" el
uso exclusivo de la serologia en la primera fase de la lucha, puesto que hace
perder el factor rapidez ya que sus primeros positivos no serén detectado hasta
los siete dias de evolucidn de la enfermedad y sobre los eventuales sobrevivien
tes. Esta prlctica debe considerarse como un grave error estratégico.

C Destruccién de la Animales Fnfermos.

La rapidez en la eliminacidn de los primeros focos de una pais es la
mejor garantia de eficacia para la profilaxis sanitaria. Asi un procedimiento
que a primera vista puede parecer honeroso, se revela como altamente econdmico.

la eliminacién de los focos no puese improvisarse y debe ser estudiada
y preparada en sus menores detalles antes de que la necesidad imponga su apli -
cacién.

Los puntos mis importantes del estudio a realizar se encuentran en las
respuestas a las siguientes preguntas:

¢Qué animales debemos eliminar ?

{Coro lograr la colaboracidén de los propietarios ?
¢Como definir el foco ?

{Cémo realizar su destruccidn ?

¢Cémo reponer el capital cerdo ?

1.¢Qué animales debemos eliminar ?
Desde el punto de vista higiénico-sanitario una sola respuesta es
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posible; es necesario eliminar todos los animales relacionados con un
foco de enfermedad.

las necesidades econdmicas del pais, pueden aconsejar la adopcibn de
una medida menos dristica y en ese caso serén eliminados todos los animales en-
fermos con manifestaciones clinicas (incluida la fiebre) serén destruidos- los
otros serén sacrificados, esterilizados y consumidos localmente.

2. ¢Chmo lograr la colaboracidén del propietario?

En general, las campafias sanitarias basadas en el sacrificio de los
animales, el propietario resiste la eliminacién de éstos ya que lo tama camo un
ataque a sus intereses y bajo el efecto de este trauma su primera reaccidn es
la de no colaborar con la campafia, evitando asi al miximo la declaracidn de la
enfermedad.

la falta de colaboracidén entre propietarios y sanitarios es fatal para
la profilaxis, siendo el propietario en definitiva la principal victima, pues
la agresién viral por leve que sea anula la rentabilidad de la explotacidn.

El propietario debe estar informado y tenido al corriente de los peli-
gros que corre y hace correr, a fin de que pueda adoptar una actitud responsa-
ble y consciente, que le incite a aplicar rigurosamente las medidas de profi-
laxia generales.

Por otra parte, cuando un foco es identificado, es necesario que la eli-
minacién de los animales se realice rdpida y rigurosamente sin provocar dramas
de tipo econdmico-social, por los que en un sistema de indemnizaciones debe
estar completamente estudiado.

la profilaxis por sacrificio funcionard de una manera vilida si las
indemnizaciones son justas y su pago se realice sin demora.
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Asi desde la aparicibn de los primeros focos el sacrificio y la indem-
nizacién pueden intervenir de forma inmediata. la tergiversacién en los prime
ros casos tienen un efecto altamente nocivo para la declaracidn de lo siguien
te:

La colaboracién de los propietarios se obtiene por la trilogia:

- Informacién.
- Concertacién.
- Indemnizacién.

las dos primeras a realizar antes de la aparicidén de la enfermedad a
fin de poder aplicar la tercera con la rapidez necesaria. )

3.(Como definir el foco ?

. Seglin el cBdigo Zoo-Sanitario Internacional, editado por la OIE (Office
Internacional des Epizooties, 12 rue de PRONY, Paris, Francia), "el foco desig
na la explotacién agricola, asi como sus locales y anexos, en los que ha apa -
recido una de las enfermedades inscritas en la Lista A", la P.P.A. estd inclui
da en esta lista.

Si por razones diversas el foco no puede delimitarse de esta manera, se
considera como foco la parte del territorio en la que segin las condiciones
locales, no se puede garantizar que los animales receptibles o no, no hayan po
dido tener un contacto directo con los enfermos o sospechosos que en ella se
encuentren.

I'n el caso particular de ciertas regiones africanas, el foco esti repre
sentado por la superficie de un dieciseisavo de grado cuadrado en el que la
enfermedad se presentd. Considerdndose como un sblo foco los diferentes casos
que puedan presentarse al interior de esta area.

(Un grado= 111120 metros. 1/16 grados = 6945 metros; asi el foco repre-
sentaria el punto central de un cuadrado de 7 kildmetros de lado).
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Fn general en los casos de explotaciones porcinas irtensivas, la apari-
cién de la enfermedad da lugar a la creacidn de tres zonas:

- Zona Central o foco.
- Zona de Prohibicidn.
- Zona de Observacidn.

La zona central esti fomada por la explotacidn afectada v sus dependen-
cias.

las otras dos zonas se disponen en forma de anillo a su alrededor con
una profundidad respectiva de dos y ocho kildmetros como miniro.

Fn la zona central se procederid de la manera siguiente:

Visita de los animales.
Pecogida y envio de muestras al laboratorio.

Censo de identificacidén de los animales.
Inmovilizacién de los animales.

Prohibicidn de sacar de la zona otras especies animales y objetos
de la explotacidn.

En la zona de prohibicién se procederd a:

- Visita de los animales.

- Cel'lSO.

- Inmovilizacién.

En la zona de observacién:

- Visitas periddicas.

El resultado de los andlisis del laboratorio determinarid la supresidn de

estas medidas o el sacrificio de los animales de la zona central y la suspersién
de ferias y mercados de las otras dos zonas, asi como toda manifestacidén de
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tipo a favorecer la diseminacién de la enfermedad.

4 ¢Como realizar la destruccidn del foco ?

Si los resultados de los anilisis realizados en el laboratorio muestran
la presencia del virus de la peste porcina africana, las autoridades zoo-sani-
tarias determinarén, las modalidades del sacrificio, el lugar donde se realiza
rd y las vias de acceso a este lugar.

Tres modalidades de sacrifio son las mis frecuentemente adoptadas:

- Sacrificio y destruccidn de los cadiveres al interior de la ex-
plotacién afectada.

- Sacrificio en la explotacidn y destruccién en las industrias
especializadas.
- Sacrificio y destruccidn en las industrias especializadas.

En el primer caso, el sacrificio se realizard con un minimo de efusidn
de sangre y en una zona de la finca lo mis pequefa posible. La destruccidn de
los cadiveres se realizard por incineracidn, seguida de enterramiento; o por
enterramiento directo pero en este caso se intercalard entre los cadiveres capas
de sosa calstica- esta capa debe alcanzar por lo minimo un metro antes de
cubrir con la tierra. El conjunto deberi ser recubierto de gruesas piedras que
impedir@n que los animales salvajes intenten un desenterramiento.

En el sepundo cado, el sacrificio se realizard en la finca, como se in-
dica anteriormente, y los cadiveres se trasladaran en "containers" hermética -
mente cerrados hasta las industrias de transformacidn, las cuales debidamente
autorizadas, procederén a su conversidn en grasas, jabones, harina de hueso,
etc.



87

En el tercer caso las autoridades designardn el matadero donde se reali-
zarén los sacrificios en funcidn de su proximidad con el foco, su capacidad y
garantias de desinfeccidn, indicando igualmente las vias de acceso y las horas
de trénsito. Los animales son transportados vivos- en condiciones tales que sus
excreciones no puedan verterse durante el trayecto. los caddveres serdn destrui
dos por el sistema previsto para los decomisos del matadero. Es indudable que
durante el tiempo que dura el sacrificio, las actividades normales del matadero
estardn suspendidas y no comenzardn hasta después de . haberse realizado las de-
sinfecciones oportunas.

la destruccién del foco solamente se termina después de la desinfeccidn.

Se empleardn desinfectantes con actividad comprobada frente al virus de
la P.P.A., de forma general sosa calstica, lejia, formol y fenol son activos,
como igualmente los radicales iodo y ortho-fenil-fenol.

La desinfeccién, que generalmente es realizada por las industrias compe
tentes debidamente autorizadas, se divide en cuatro operaciones:

1- Inrediatamente después del sacrificio, dejar actuar el desinfectan-
te sobre la zona contaminada.

2- Limpieza de la zona, con eliminacidn de estiécol, restos de comida,
utensilios, etc., las paredes y el suelo se lavarén abundantemente para elimi-
nar la sangre u otros restos gue pudieran quedar adheridos.

3- Dejar actuar el desinfectante nuevamente sobre las superficies asi
limpiadas.

Y- Lavado abundante con agua.

Proceder al mismo tiempo a una desinfectacidn de los locales. la pruden
cia recomienda repetir los tiempos 3 y 4 dias antes de la introduccién de nuevos
animales.
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5 ¢Como y cudndo reponer los cerdos ?

El plazo mds corrientemente propuesto es de tres meses después de la
eliminacidén del foco con la desinfeccién de los locales. En zonas muy indus
trializadas, con instalaciones protegidas y ficilmente desinfectables, este
periodo puede ser reducido a dos meses.

Una prictica recomendable, consiste en introducir en la explotacién un
mes después de realizada la desinfeccidn, un grupo de cinco cerdos. Estos
cerdos deben estar perfectamente identificados y vacunados contra la P.P.C.
(1a vacunacidn debid realizarse entre uno y nueve meses antes de la introduc
cidn de los animales, que serdn observados durante dos meses transcurridos
los cuales un test seroldgico por IFI puede ser realizado, y en todo caso la
enfermedad, la muerte o la desaparicidn de uno de estos animales, obliga a re
comenzar el proceso, pero sin las consecuencias dramiticas que hubiera tenido
la repoblacidn total.

.Antes de cerrar el capitulo de la Profilaxis, pasaremos en revista al
gunas consideraciones de tipo general.

Fl anteriormente mencionado Cédigo Sanitario de la OIF., considera que
un pais esti exento ce la P.P.A., cuando "Se ha podido establecer que la enfer
medad no ha existido en los Gltiros tres afios". "Este plazo se reduce a seis
meses, si el sacrificio sanitario fue aplicado en el pais afectado".

Fn el mismo cbdigo, el periodo de incubacidén, con relacién al comercio
internacional, estd fijado en seis semanas.

La experiencia ha demostrado que la aplicacién rigurosa de estas medi-
das es suficiente para eliminar la enfermedad durante su periodo de invasidn.
Pero su eficacia es menor cuando la enfermedad se ha implantado desde hace
cierto tiempo, ya que las presiones econdmicas, sanitarias y sociales que las
medidas imponen no pueden mantenerse a un nivel suficientemente alto de forma
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indefinida, v la profilaxis se reduce poco a poco a la constatacién de
la enfermedad.

En el contexto mundial tres modelos profildcticos confirman esta opinidn,

1- Paises en los que persiste la enfermedad:

Peninsula Ibérica y Brasil. In los dos casos las medidas sanitarias
tuvieron dificultades para ser aplicadas de forma eficaz en la primera fase de
invasién, asi la Peninsula Ibérica no disponia en 1960 de ninguno de los métodos
de diagndstico que actualmente existen, y Fspafia y Portugal, vieron extenderse
la enfermedad antes de poder aplicar un diagndstico eficaz, que tuvo el mérito
indudable de trasponer ciertos conocimientos experimentales (como la FAD.) a la
lucha sobre el terreno a gran escala. Fstos paises, pagando asi un enorme tribu-
to a la enfermedad, han legado al mundo entero un arsenal de técnicas coheren -
tes y precisas que ncspermiten hoy, detectar y eliminar rédpidamente la enferme-
dad.

Diferente es el caso de Brasil, en el que una campafia de contestacién
indiscriminada frente al diagnSstico seroldgico, junto con el empleo de la
vacuna inactivada con cristal violeta (1) para combatir los numerosos focos de
la P.P.C. presentes, hizo que la enfermedad se instalara con manifestacions sub-
agudas en el sur del pais, regién de mixima concentracidén porcina.

Fn todos estos casos los recursos aplicados y la rapidez de actuacidn
manifestados por las autoridades respectivas no lograron el éxito que merecian,
por las causas antes expuestas.

1- Cientificos brasilefios de la Universidad Federal de Rio de Janeiro y del
Ministerio de la Agricultura, pudieron constatar la supervivencia del virus
de la P.P.A., después de la inactivacién del virus de la P.P.C. por accién
del Cristal Violeta, lo que pudo contribuir a la extensidén de la enfermedad.
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Tn el romento presente, la erradicacidén en estos paises precisa esfuer-
zos suplementarios como la blisqueda incesante de reservas del virus, a través
de encuentas seroldgicas realizadas en forma global sobre una regién o a par -
tir de focos declarados. Una gran labor a realizar para que los resultados sean
de acuerdo con la voluntad manifestada por las autoridades sanitarias.

2- Paises de gran densidad porcina que han erradicado la enfermedad:

F1 dispositivo de diagndstico y las medidas administrativas de profi
laxis sanitaria, habiendo respondido como se esperaba, la enfermedad fue erra-
dicada, en un plazo inferior a un afio y durante el periodo de invasién: tres
veces en Imancia, y dos veces en Italia y en Cuba.

3- Paises de pequefia densidad porcina que han erradicado la enfermedad:

Malta, Santo Domingo y proximamente Haitti.

la cantidad de cerdos, relativamente baja en estos paises, hizo
realizable una profilaxis de "stamping out total". Fn estos casos una vez cons-
tatada la presencia de la enfermedad asi como la posibilidad de eliminar la ca-
bafia porcina, el diagndstico no tiene otro interés que la anécdota.
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Cerraremos el capitulo de la Profilaxis, con un breve resumen de

los factores de contagio frente a un acto sanitario simple que

tiende a neutralizarlo.

CONTAGIO

DETENSA

Cerdos: Introduccién

. Cuarentenas

Liritar las compras a granajas de estado sanitario

de enfermos conocido,

. Realizar las compras con control veterinario.
Ornithod . Conocimiento del parasito.

. Desinfectacidn periodica de locales.

. No er'plear restos de comidas
Alimentacidn (incluso si la leglslacmn tolera su empleo después

de esterilizacidn al autoclave)

BEnplear alimentos compuestos de origen conocido.
(una garantla suplementama se obtiene si en la
composicién del piesno no entran proteinas de ori -
gen cerdo)

Otras especies animales

. La explotacién debe estar cercada de manera que

pueda impedirse la entrada de otros mamiferos.

. las porquerizas deben estar dotadas en puertas y

ventanas de un sistema que impida la entrada a to -
da clase de animales.

. F1 vagabundeo de animales domésticos debe estar pro

hibido en el interior de la explotacidn.

Utensilios destinados a las
cochiqueras

. Desinfeccién antes de introducirlos definitivamente

en los locales.

Transportes

. Limitarlos al minimo indispensable.
. Desinfeccidn de los vehiculos
. Descargarlos en &reas alejadas de los animales.
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A

. No poner nunca el embalaje de origen en contacto
con los animales.

Bnbalajes .

. Si es posible hacerse librar con doble embalaje,
eliminando el exterior antes de introducirlo a la
finca.

Personas:

Personal de la finca

Mo debe tener, al exterior de la finca, ningin
* contacto con otros cerdos.

Representantes de
Comercio.

. Sin acceso a los animales.

Compradores

. Desinfeccién del calzado.

. Acceso a los animales cubiertos por un guardapolvo,
expresamente destinado a esta finalidad por el pro-
piletario.




ANEXOS






ANEXO I

Cultivo de Tejidos.

Elementos de base :

Composicién de las principales soluciones
tamponadas.

PBS.

Hank's

Earle

Solucién de Rojo de Fenol

Antibibticos y fungicidas

Medio de cultivo MEN.

Medio de cultivo de Leucocitos de cerdo.
Solucidn de Cristal-Violeta

Solucidén de Tripsina-Versene

Cémaras de recuento celular
Conservacién de células de NitrSgeno
Liquido.

Solucién Alsever.






95

CULTIVC DI TEJIDOS

F1l cultivo de tejidos es la base de la independencia del
diagndstico de las enfermedades virales en general y de la
P.P.A, en particular.

Fs necesario que cada pais disponga de una estructura ca-
paz de realizarlo cotidianamente, en dependencias del Minis-
terio de Agricultura y a cargo de profesionales veterinarios,
que reunan la doble ventaja de los conocimientos técnicos y
de su formacién fisio-patoldgica, que son indispensables para
la interpretacién de los resultados.

Tl cultivo de tejidos estd dividido en tres anexos:
1- En el primero se describen las soluciones y medios de
cultivo necesarios para su preparacidn.

2- Fn el segundo las técnicas apropiadas para realizar los
cultivos mencionados en la monografia.

3- Fn el tercero, las técnicas de observacién y las colora
ciones mas empleadas.
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Composicidén de las principales Soluciones Salinas Tamponadas

PBS HANK'S FARLT

ClNa 8'00 8'00 6'8
C1K 0'20 o'u0 o'uo
%
Clzca anhidro 0'10 0'1y 0'20
2 H20 0'13 0'19 0'27
C12Mg (6 H20) 0'10 0'10 —_——
%
POuHN'a2 2 H20 1'15 0'06 ——
12 H20 2'30 0'12 - -
POMHZNa —_— ——— 0'125
SOuMg (7 H20) —— 0'10 0'20
POuH2K 0'20 0'06 ———
Glucosa _— 1'00 1'00
C03Hna 0'35 2'20

* Segln el producto disponible.
La concentracién estd indicada en gramos por litro.
La preparacidén de cada una de estas soluciones se detalla en las piginas
siguientes.
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P. B. S.
Phosphate Buffered Saline.

Preparar en el orden indicado las soluciones madres siguientes:

A- Clm €86 0000000000000 00 00000000000 8'00 gI‘SO
ClK 0000t 00000000000 000000 OCRCELELIOIOIIES 0'2 "

1] "
mumz teesccccc e 2H20 s esesecee 115

Pou}lzk ® e 0000000000000 00000000 0'20 "
AgLB 0000000000000 0000000000 200 CcC.

B- C12Ca eo000cc0 e Anhidm LRI IR I N ) 0'1 g‘
Cl2% 0 080 00000 (6 H20) e o 00 00 00 0'1 "
Ag‘.la. St eess s st srses 0t 00ss 00 200 CcC.

En autoclave las dos soluciones se esterilizarén por separado.
De no ser asi, mezclar y esterilizar por filtracién.

Se puede preparar diez veces concentrado.

Conservacién a u4°C.
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Solucién de FANK'S

Preparar en el orden indicado, las soluciones madres siguientes:

A- Clbh ©0 00000 0000000000 000000000 OCRIOEOEIEOEOEOEOEONNOEOIEOIOTS 100 &\S
ClK © 0000000000000 0 0000000000000 0000COCIOCIOSLOIEOCET 5

Soubg 00000 scs00 000 (7 H2O )Qooolconnno'oo 2-5 "
Ag‘-a © 6006800000000 000 0E0000C00OOCEOICOCEORNOGIEOEOGIOIEOTOEOOIOGTEOEES 500 CCQ

B- PouHNaz................. (2H20) 060000000 0'75 g!"S.

!
mqux © 060600000000 0000000006000 0000000000000C0OGE 075
M‘-’a ® © 00 0 0000000000000 0000000000 CRLOOSOIOIOENNIOCE 500 CC.

C- Cl2c‘a- © 00 0000000000000 000000000 COLEOIOLIORROLOIOGIOITOGIOTES 1'75 g‘s.

Ws 00o'ooooootooolootooooonoo‘noosooooonoo'o 200 CC.

D- Gl‘msa © 00 00 000000000000 000 000000000 OOOGOGCCES 3 20 g’SO
Aglm © 00606006060 00600000000 000000 00000000000 0s000 100 CCC

E- NaHCO
M‘Ja @00 000000000000 00000000000 s0000OOOCOCOE 100 CcC.

'
3 ® 00000000000 0s0eees000000000OOSCEOIRNOGTCTTTE 1“ mo

Mezclar estas soluciones en las proporciones siguientes:

Solucidén A seeeeveeeses. 40 cec.
" | [
" C trenennnneass 20 "
" Dieeeesscnecaes 5 "
" P 22 "
" de Rojo Ferol a 1%; ....... 1'6 cc.

Completar con agua hasta un litro y esterilizar por filtracidn.
cidn a u°C.

Conserva-
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En caso de conservacién prolongada, la solucién E se afiadird solamente
en el momento del empleo.
Se puede preparar diez veces concentrado.

Solucién de FARLFE

Preparar las soluciones siguientes:

A- Clh]a e ee0esesev s LRI S A A S I A R 6'8 gI‘S.
C].K sec0cescso e @0 ece0ecssccsrssveccs e 0"4 "
1 1 ! "
muP#zbh ® 6 @ 000000 (2 }020) 0 00000000 Olu
Gl‘msa % 000 00 00 6 © 0. 0000 0000000 %0000 1'0 "
B- C12Ca ® @ 0 2 0000 0900 OO OO0 OO PSSO OSOEOSNOSEDS 0'2 "
C12}m ® 0 0 000 e e oo (6 H2o ) ® ® 90 0 09 00 o0 0'17 "

Disolver en 60 cc. de agua.

Mezclar A y B, completar a 1000 cc. de agua, esterilizar por filtracién.

Afadir 100 cc. de agua conteniendo 2'2 gramos de bicarbonato, previamen-
te esterilizado al autoclave.
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Solucién de Rojo de Fenol
Se afiade a los medios de cultivo como indicador de pH.

A pH = 7 , da un color rojo anaranjado.
A pH &cido, amarillo-naranja.
A ph alcalino, rojo violeta.

Preparacibn:
Se usard la solucién a 1% preparada de la siguiente forma:

Rojo de Fenol (soluble en alcohOl) eieeevceesssess 1 gr.
Sosa Mormal, en cantidad suficiente para disolverlo

que debe ser Inferior @ .svevecescscseseascscscsenses 1 CC.
Agua cesccssessessrssecscsccscs ceeseesssssassss 100cc.

Disolver el colorante en la sosa con la ayuda de un mortero.

Esterilizar en autoclave.

De forma general se afiade 1'6 cc. del colorante asi preparado, litro por
medio.




Antibidticos y fungicidas mis empleados en el cultivo

Antibiético  Solucibn a preparar Cantidad a afiadir
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celular.

Concentracién en

al medio el medio

Penicilina G.

Sédica 100.000 U./1 cc. 1cc./ litro 100 U./cc.
Sulfato de

Estreptomicina 100.000 pg/1 cc. 1 cc./litro 100 pg/cc.
Aureomicina 10.000 pg/1 cc. 5 cc./litro 50 pg/cc.
Kanamicina 50.000 pg/1 cc. 1 cc./1litro 50 pg/ce.
Cloramfenicol 10.000 pg/1 cc. 1 cc./litro 10 pg/cc.
Tetraciclina 10.000 pg/1 cc. 1 ce./litro 10 pg/ce.
Bacitrina 10.000 pg/1 cc. 1 cc./litro 10 pg/ce.
Colimicina 500.000 pg/1 cc. 1 cc./ litro 500 pg/cc.
Fungicidas

Fungizona

(Arphoteracina B.) 5.000 pg/1 cc. 1 cc./litro 5 pg/cc.
*Micostatina

(Nistatina) 50.000 U/ cc. 0'S cc./litro 25 U /cc.

* la Nistatina es poco soluble en agua, por lo que se emplea bajo la forma
de suspensidn que es necesario agitar fuertemente antes de usarse.

La férmula de antibidtico mis frecuentemente usada en cultivo de tejidos

tiene la preparacién siguiente:

PeniCiliMG. %diw ®0 0600000000000 090000000
Sl.llfato de DStPeptOTniCim 000000000000 000000000

2.000.000 U.
1 gr.



102

Solucidn de Hank's 0 de P.B.S. teecevescocenens 50 cc.

Agitar hasta dilolver.

Repartir en ampollas de 1 a 5 cc.

Conservar a 20°C.

Una vez congeladas, su validez es de tres dias.

Para su uso afiadir 0'S cc. por 100 cc. de medio, con lo que se logra una

concentracién final de antibiéticos de 200 U. de penicilina y 100 ug. de es -

treptomicina.

M. E. M.

(Eagle's Minimun Essential Medium)

Es el medio de cultivo mis corrientemente empleado en el cultivo de toda

clase de células. Su preparacidén es suficientemente compleja para preferir los
preparados comerciales; sin embargo mencionaremos su composicidén de manera a po-
der suplementar este medio, si un determinado tipo de células 1lo necesita.

*%lucién Sa-lim de m‘le (o de M'S) ® 9 80 9 ° 00 00000 9 0000000 1liuo.

* Aminoacido : (grs./litro)

Arginina ........ veee. 0'126
Cistind ..eeeeeeeces .
Tirosind «..eeeee e
Cistidina .veceeeneese .
Glutamind ...... ceeaes
Iso-leucing .eceeeeens
?litaminas: (grs./litro)
Cloruro de Colina ....
Acido Fdlico ..... cees
Inositol .eeveevenns .o

Leucina ..... cessesesess 070524
LiSinNA seeececscncaes .. 0'073
Methionina ...eeeve0v.e.. 0'015
Fenil Alanind «..ceceees 0'033
Treonind ..ceeceses eee. 01046
Triptofano ....ceeevees. 0'010
Valina ...c.e. ceeeceass 07047
Pantotenato cilcico..... 0'001
Piridoxal .e.eceeseee... 0'001
Riboflavind «.eecee..... 0'0001

ﬂ‘.ia]’nira S 0 060 ® 00 28 000000 0'001
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I 8

Medio de Cultivo para Leucocitos de Cerdo.
Habitualmente estid formado por dos corponentes:

Solucidén Salina Fosfatada.
Suero de Cerdo.

Solucién Salina Fosfatada.

Como solucidn salina fosfatada, se emplea indiferentemente las soluciones
de Fank's o de Farle.

Suero de Cerdo.

Todos los sueros son susceptibles de utilizacién para la preparacién del
medio, pero se ha observado que el suero de cerdo donador de los leucocitos es
mis favorable para el desarrollo del cultivo, y evita por la misma ocasién, los
fenSmenos de hemoaglutinacién de hematies, que con cardcter raro, pueden presen
tarse en caso de emplear un suero de un cerdo perteneciente a un grupo sangui -
neo diferente.

Para ello:
- Si se emplea la técnica de sedimentacidn espontinea (Francia).
F1 tubo de centrifuga, que se llend de sangre sin anticoagulante en el
momento de la sangria, se deja en reposo durante el tiempo necesario a las mani
pulaciones del aislamiento de los leucocitos.

In este intérvalo, la sangre coagula, y al final de las operaciones el tu
bo se centrifuga a 2000 r. p. m., durante 20 minutos para separar el sedimento
(coagulo) del sobrenadante (suero).

Il sobrenadante se recoge en la pipeta y se mezcla en proporcidn variable
a la solucién salina empleada.
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- Si se emplea el cultivo a partir de la médula 8sea (Portugal).
El cerdo es sangrado completamente y la sangre recogida estérilmente.
La sangre coagula expontineamente v el suero es recogido después de

una centrifugacidén y afadido a la solucidn salina en proporciones variables.

Fn general, los limites de la proporcién de suero a afadir a la solu-
cidén salina, oscilan entre 20 y 100 por ciento. Ffectivamente, los leucocitos
pueden cultivarse en presencia de suero de cerdo puro, pero en la prictica la
cantidad utilizada oscila alrededor de 50 por ciento.

Los leucocitos- siendo muy sensibles a la accidn de los antibidticos,
su proporcidn en el medio final serd de :

Penicilina 100 U y Estreptomicina 100 u grs.

Solucidén de Cristal Violeta

La solucidén de Cristal Violeta se emplea frecuentemente como medio de diso -
lucién en los recuentos de células nucleadas.

Reactivos.-
Disolver por orden en 100cc. de agua desionizada:

2'1 Grs. de Acido Citrico
0'1 grs. del colorante Cristal Violeta.
Agitar hasta disolver.

Técnica.- Fn el romento del recuento mezclar 0'4 cc. de suspensién celular,
con 0'1 cec. de la solucidn colorante. Mezclar bien.
Interpretacién.- las células vivas toman el colorante, aue se manifiesta por

una coloracidn violeta en el niicleo que se ve rodeado de un citoplasma claro.

Solamente se contarédn este tipo de células en el momento del recuento.
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Solucidn de Tripsina-Versene
Empleada para realizar los pases de los tapices de las lineas celulares.

Preparar en el orden indicado, las soluciones madres siguientes:

A" Cll\h e ev es 0000000 s 0000000000 0000000000 8'00 &‘So
ClK €0 000000 e s0se0c00csr s 0000 0’“‘0 "
| "
mu‘mh2 c.oc"500000.00000.000(12 1120)0'00 012

] "
POuH2K eeee00s0e0ec0 0t e eecevccs e 006

Gll.msa oooooo e csc0ces et secsesr o @eees s 1’00 "
%ipSirﬁ 1/250 ®0 00 e00s 00000 et 0000000 e 2'50 "
. versene e 0000000000000 0000000000 ©ee s e0s 00 0'20 "

Ag‘.la e 00 000000 0000000000000l OEOEGEOOLEOGLETOGE 800 CC.

B" CO3I‘D“a @0 e00ccesc0ceecees et ot L N N Y 1’” &‘So

M‘-’a © 0000000000000 00000 000000000000 CCOTSES 100 CC.

Afadir 72 cc. de B a A.

Mecir el pF, y dejarle a 7'3-7'S, por adicién de unas gotas de B.
Corpletar hasta un litro de agua.

Fsterilizar por filtracién

Congelar a 20°C.
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Cémaras de Recuento Celular.

Las dos mis frecuentemente empleadas son:

- Camara de Thoma.

Estd formada por un cuadrado de 1mm de lado. Cada lado estd dividido en 20
partes iguales por rayas, cuyo cruzamiento determina 400 cuadros. la superficie
de cada quinto cuadro estd dividida por una raya suplementaria al objeto de fa-
cilitar la lectura.

Cada uno de los 4-0 cuadros tiene 1/20 rm de lado, lo que representa una
superficie de 1/400 nmz, que multiplicada por 1/10 de altura nos di un vol{men

por cuadro de 1/4000 m3.

La solucién madre del cultivo a valorar se puede diluir antes de introducir
la en la cdmara, y un cierto niamero de cuadros es objeto de lectura, la canti -
dad total de células por m de la suspensién madre se calcula de la siguiente

manera:
Cantidad de células contadas x Dilucidn realizada x 4000
Células =

Cantidad de cuadros contados.

THEOMA
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- Camara de Malassez.

Fl cruce de las rayas determina 100 rectangulos de una superficie de 1/20

2, a los que una altura de 1/5 mm confieren un volimen de 1/100 rtm3

mm

3

Fl total de células contadas en los 100 cuadros equivale al total de célu -
las existentes en un milimetro cuibico, y no queda mis que multiplicar esta ci -

fra por la dilucidn para obtener la cantidad de células existentes en un m de
la suspensidn madre.

MALASSEZ
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Conservacién de Células en Nitrogeno Liquido -170°C.

Reactivos. Dimetil sulfo-oxide

Técnica de congelacidn:

Tripsinar el tapiz celular.
lavar abundantermente las células resultantes.
Preparar el medio de congelacién.
Medio de cultivo con 10% de dimetil sulfo-6xido
esterilizado por filtracidn.
Suspender 2.000.000 de células por cc. de este
medio.
Repartir en ampollas de congelacidén a razdn de
1 cc. por ampolla.
Pasar las ampollas a 4°C durante cuatro horas.
Pasar las ampollas a 30°C durante treinta minutos.
Inmerger las ampollas en el nitrdgeno liquido.

Técnica de descongelacién:

Descongelar la ampolla répidamente por inmersién

en el banomaria a 37°C.

Pasar el contenido de la ampolla a un frasco de cul
tivo de 60 cc. ( 30 an? de superficie de cultivo).
Completar con el medio de cultivo habitual hasta 8
cc.

Cambiar el medio a uno y tres dias.

Tapiz completo, generalmente en 7 dias.
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13

Solucidén conservadora de Hematies.

Solucidn de ALSEVER.

Composicién:
GlUCOSA ceeevcessscrnncescsess 2'05 Grs.
Citrato Trisddico (2 H)0) ..... 0'8 "
Cloruro S6diCO cevevessnesceess 042 M
Acido CItricO .eeeeevecccnes .o. 0'0S5 "
Agua destilada ....ece000e0e0s00. 100 cc.

Esterilizacién por filtracidn.

Técnica a emplear para la conservacién de hematies.

Se mezcla a partes iguales la solucién de Alsever y la sangre desfibrinada.
Agitar suavemente y conservar a 4°

En el momento de utilizar los hematies:

- Centrifugar a 1000 r.p.m. durante 10 minutos para eliminar la solucidn.
- lavar varias veces en el medio de cultivo a emplear.

- Realizar una suspensién final de hematies de 1-2%.



ANEXO TII

Cultivo de Tejidos.
Técnicas de Cultivo:

1- Cultivo de la Linea PK 15

2- Cultivo de la Linea VERO

3- Cultivo de Leucocitos de Cerdo

L- A partir de sangre: Por Sedimentacién
5- A partir de sangre: Por desfibrinacién
6- A partir de Médula Osea.
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IT 1

Cultivo de la linea de rifion de cerdo P.K. 15

Reactivos:
Solucién de Tripsina Versene

Medio de cultivo. Earle + 0'5% de lactoalbumina + 10% de suero
de ternera.

M.E.M. + 10% de suero de ternera.

Técnica de Cultivo:

A partir del tapiz de un frasco de 250 cc.

lavar el tapfz celular 2 o 3 veces con PBS. (sin Ca ni Mg)
Afiadir 5 cc. de la solucidén de tripsina Versene y dejar

actuar de 10 a 20 minutos.

Una vez el tapiz separado del vidrio y las células aisladas,
neutralizar la accidén de la Tripsina Versene, afiadiendo 0'S cc.
de suero de termera.

Centrifugar a 1000 r.p.m. durante 10 minutos.

Remover el sedimento y suspenderlo en el medio de cultivo.

Coeficiente de multipliacidn:

Tres veces la superficie inicial.
Formacién de una tapiz confluente:

Tres dias.
Ritmo de tripsinaciones:

Dos veces por semana, para la conservacién de la linea.
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II 2
Cultivo de la Linea de Rifidn de Mono VERO

Reactivos:
Solucién de Tripsina -Versene
Medio de Cultivo MEN + 5% de suero fetal de ternera.

Técnica:
A partir de un frasco de cultivo de 250 cc.
Lavar la capa con una solucidn salina tamponada.
Lavar la capa celular con 5 cc. de tripsina-versenes
Dejar actuar 2 minutos, 5 cc. de tripsina versene.
Tirar el sobrenadante, dejando solamente sobre el tapiz unas
gotas de la solucidn.
Dejar actuar 5 minutos a 37°
Remover la capa celular con la pipeta y resuspender las célu-
las en el medio de cultivo.

Coeficiente de multipliacidn:
Cuatro veces la superficie inicial.
Formacién de una capa celular confluente:
Tres dias.
Ritmo de tripsinacidn:

Una vez por semana, para la conservacién de la linea.
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Cultivo de Leucocitos de Cerdo.

El cultivo de leucocitos, base del diagndstico de la P.P.A., por aislamien-
to e identificacidn viral, tiene caracteres propios que la diferencian de los
cultivos de tejidos clisicos.

Es un cultivo en el que las células (Monocitos y linfocitos) se transforman
sin miltiplicarse.

la transformacién se visualiza por un aumento de la superficie celular y por
una inversién del coeficiente niicleo/citoplasma.

la ausencia demultiplicacidn se constata porla falta de mitosis en el culti-
vo, 1o que hace que el cultivo se presente como un conjunto de células aisladas
y no formando una capa confluente al que nos tienen acostumbrados los cultivos
de tejidos clésicos.

La transformacién y supervivencia de estas células es Sptima en presencia de
un medio compuesto de 100% de suero de cerdo, aceptable a 50% es solucidn de
Hank's, y siendo la concentracién minima indispensable de 20% de suero en esta
solucidén; cifras muy superiores al 10 - 12 % de suero a afiadir al medio de los
cultivos clasicos.

la transformacidén se realiza de 48 a 72 horas de cultivo y la vida media de
éste es de 12 a 14 dias, sin necesidad de cambiar de medio de cultivo, lo que
deja como dias utilizables para la inoculacidén los comprendidos entre 3 y 6
post incubacién, lo que premite ocho dias de observacidén necesaria para los
casos negativos.

Todo laboratorio que se ocupe de virologia porcina, debe conocer su prepara -
cién pues este cultivo permite la multiplicacidn de los virus reponsables de las
tres virosis mis importantes de la patologia porcina: PPA. con HAD Y ECP;
Aujeszky: con ECP. PPC. sin manifestaciones aparentes.
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IT 4

CULTIVO DE LEUCOCITOS

Técnica de Sedimentacién Espontinea (Francia)

Material:

Cerdo de 20 a 40 kilos, raza y sexo indiferente.

Agujas hipodérmicas de 1'5/150 (calibre interno/longitud en mm.)

Jeringa de 30-50 cc.

Tubo de centrifuga de 250 cc. de capacidad

Tubos de sedimentacion 20/200

Centrifuga

Tubos de cultivo 16/160

Cémara para recuento celular.

Anticoagulante - Heparina (sin conservador) dosificada a 5000 U.I. por cc.
Edta (Versene) solucién de 200 miligramos por 10 cc. de
agua.

. Medio de cultivo.

Método:

Sangrar el cerdo con la aguja hipodérmica, en la vena cava anterior o en
la confluencia del golfo de las yugulares para recoger: 30-50 cc. de sangre en
la jeringa,en la precedente hemos introducido el anticoagulante (heparina o
versene) en la proporcién de un cc. por cada 10 cc. de sangre a recoger.

- 200 cc. de sangre, sin adicidén de anticoagulante sobre el tubo de
centrifugacién (1).

Pasar la sangre con anticoagulante de la jeringa al tubo de sedimentacidn
(20 cc. por tubo), llevar el tubo a la estufa a 37°C donde se le dejard en re -
poso, oon una inclinacidén de 45°

1- Los 200 cc. de sangre completa contenidos en el tubo de centrifuga,
van a servir a la preparacién del medio de cultivo.
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. Medir el 1imite de la sedimentacién de los hematies cada cinco minu -
tos y construir un grafico anotando la sedimentacién en mm. sobre el eje de
ordenadas, y el tiempo en fracciones de cinco minutos sobre el eje de abscisas.

. Sobre el grafico asi construido, podemos ver que la sedimentacidn se
realiza de forma regular durante varios munutos y que a un momento dado la cur-
va manifiesta una inflexién. En este momento se recoge el sobrenadante de la
sedimentacidn, que estd formado por una fase 1liquida el plasma con anticoagu -
lante, y células en suspensidn: Leucocitos, plaquetas v algunos hematies.

. Centrifugar a 3000 revoluciones por minuto, durante 10 minutos.

. Tirar el sobrenadante (plasma y plaquetas)

. Resuspender el sedimento en la solucién de Fank's (o de Farle) y

volver a centrifugar elimando de nuevo el sobrenadante.

. Repetir esta operacidén dos o tres veces.

. Resuspender el sedimento en una cantidad arbitraria de medio de culti-
vo y proceder al recuento celular.

. Completar con medio de cultivo hasta obtener una suspensidén celular
final de 2 - 5 x 10° (dos a cinco millones de leucocitos) por cc. de medio de
cultivo (2)

. Repartir en tubos de virologia, agitando constantemente,a razdn de
2 cc. por tubo.

. Llevar los tubos a la estufa a 37°C, y dejarlos en reposo.

. Observarlos diariamente hasta la transformacién.

2- En la préctica, a partir de 50 cc. de sangre con anticoagulante se
obtienen 200 cc. de suspensidn celular, suficientes para una serie
de cultivo de 100 tubos.
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IT S

CULTIVO DE LEUCOCITOS

Técnica de Desfibrinacién (Espafia)

Material:
Cerdo de 60-100 Kilos
Mesa de contencidn
Agujas hipodérmicas de 1'5/150 (calibre interior por longitud en rmm.)
Tubo de goma de transfusién sanguinea.
Aparato de transfusién sanguinea.
Aparato de desfibrinacién mec&nica,
Tubos de centrifuga de 250 cc. de capacidad.
Centrifuga.
Tubos de cultivo 16/160 mm.
Camara de recuento celular.
Solucidén de Hank's o de Earle.

Método:

. Tomar de la vena cava anterior, o del golfo de yugulares, 1000 cc. de
sangre a través de un aparato de transfusién y depositarla en el desfibrinador
mecanico.

. Accionar las palas del desfibrinador hasta completar esta accidn.

. Pasar la fase liquida, a través del aparato de transfusién, sobre los
tubos de centrifuga.

. Centrifugar a 2500 r.p.m. durante 20 minutos.

. Tres zonas se diferencian: Superior, liquida, formada por el suero.

Media, sblida, grisicea, compuesta por los
leucocitos.

Inferior, sblida, roja, compuesta por los
hematies.
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. Recoger el suero para la formacién del medio de cultivo.

. Con una pipeta, aspirar la capa gris, recogiendo al mismo tiempo
una pequefia cantidad de hematies, necesarios para el test de HAD.

. Calcular los leucocitos asi obtenidos, suspenderlos en el medio de
cultivo a razén de 4-6x10° por cc.

. Pepartir en agitacién permanente , a razdn de 2 cc. por tubo de cultivo.

Fsta técnica presenta la ventaja de proporcionar una gran cantidad de tubos
que se obtienen en circuito cerrado, al abrigo del aire, lo que evita las conta-
minaciones por manipulacidn.
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IT 6
CULTIVO DE LEUCOCITOS

A partir de la Médula Osea (Portugal)

Material:
Cerdo de 7 a 30 dias.
Tubos de centrifugacidn
Material de diseccidn
Solucién de Hank's o de Earle
Filtros de gasa estéril
Centrifuga
Tubos de cultivo.
Cémara de recuento celular.

Método:

. Dejar el cerdo en ayunas durante 24 horas.
. Sangria exhaustiva en la que se recoge estérilmente la sangre para la

preparacién del medio de cultivo.

. Realizar la diseccibn para aislar los huesos largos.

. Cortar y retirar estérilmente, la parte dsea de las epifisis.

. Retirar mecanicamente la médula roja, sirviéndose de un bisturi o
cucharilla cortante.

. Cortar la médula roja, aislarla, cortar trozos pequefios y suspenderlos
en solucién de Hank's o de Earle, agitando fuertemente para liberar las
células del tejido de soporte.

. Filtrar a través de la gasa estéril.

. Centrifugar a 2000 r.p.m. durante 10 minutos

. Tirar el sotrenadante.

. Susperder el sedimento de centrifugacién en el medio de cultivo.
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. Realizar un recuento celular y ajustar la suspensidn a 3x10° células
por cc. de medio de cultivo.

. Repartir en agitacidén constante en los tubos de cultivo a razdn de
2 cc. por tubo.

. LLevar a la estufa a 37°C vy dejar en reposo.

. Cbservacién diaria hasta la transformacién.



ANEXO III

Cultivo de Tejidos
Coloracidn, observacidn:

1- Coloracibén de Giemsa

2- Coloracidn de Feulgen

3- Coloracidén de Acridina - Orange
4- Inmuno-Fluorescencia

5- Preparacién de Suero irmune P.P.A,
6- Extraccidén de IgG del Suero
7- Conjugacién al iso-tio-cianato de
fluoresceina
8- Glicerina Tamponada
9- Microscopio de luz Ultravioleta
10- Luz transmitida
11- Esquema
12- Luz reflejada

13- Esquema
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IIT 1

COLORACICN DE GIFMSA

Reactivos: Colorante de Giemsa

Gima en mlvo ® 9 © 0 0 0 O 0O " e OO 0O 0'75 &s’
b‘:etaml pm ® 0 00 0 0 0o ® 0 0 0 00 @0 75 cc‘
Glicerina Pura ...... ceesssssssss 25 cc.

Técnica de coloracidn:

Secar la preparacién a la corriente de aire templado.
Fijar con alcohol metilico 10 minutos.

Secar la preparacidn a la corriente de aire templado.

Dejar actuar el colorante, preparado en el momento de

su uso por mezcla de 1-2 gotas de colorante por cc. de
agua, 30 minutos.

Lavar con agua del grifo.
Secar.
Montar.

Resultado:

Los nicleos de las células aparecen de color rojizo, los cito-
plasmas azulados.
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IIT 2
COLORACION DE FEULGEN

* Acido Osmico: Atencidn a sus vapores, pues es un tdxico violento.
* Acido Clorhidrico, normal.

82'5 cc. de &cido puro de 1'29°de densidad
1000 cc. de agua.
* Reactivo de Schiff.

Fuchsina diamante Geygy «..ceoveeeeess 1 Gr.
pgm 9 00 90 0000 00 008000 0000000 .'000000200 CC.

Disolver en caliente, enfriar y afiadir:
Bisulfato de Sodio en solucién a 30%.. 3 cc.

Dejar reposar durante una hora y afiadir:

Acido clorhidrico M ceeesees 20 cec.
El reactivo asi preparado se decolora en menos de 24 horas, adoptando un
color amarillo pdlido, si conserva una coloracidn rojiza o rosicea debe eliminar
Se'

Conservacidén a 4°C, bien tapado.

*Solucidén Sulfurada.
Bisulfito de sodio (1liquido comercial).. 10 cc.
Acido clorhidrico N. ...ceeeceeessssss.. 10 cC.
BPUA  tiiieisscessccesssecasessasesssss200 cC.
Técnica de coloracidn:

Fijacién en vapores de dcido &smico a 2%, 30 sepundos
(en caso de dificultad fijar con Carnoy, 20 minutos)
Peposo de 24 horas en alcohol etilico a 95°
Hidrolisis en dos tiempos
a- ficcibn del Ac. clorhidrico N. a 25°C durante un minuto
b- Accidén del Ac. clorhidrico a 60°C, durante quince minutos.
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Parar el proceso de hidrolisis por inmersidén en agua a 4°C

Dejar actuar el reactivo de Schiff durante 1 hora 30 minutos.
Decolorar por la accidén de tres bafos sucesivos, cada uno de 10
minutos en la solucidén sulfurada, preparada en el rmomento de uti-
lizacidn.

Lavado abundante en agua corriente.

Secar y montar.

Resultado:

Los depdsitos de DN cromaticos o virales aparecen coloreados en rojo-
violeta (Feulgen positivos).
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IIT 3

COLORACION POR ACRIDINA ORANGE.

Reactivos:
Fijador de Carnoy Acido acético glacial ...... 100 cc.
Alw}bl etiliw ® e 90 000 o0 50 &.

Solucién citrato tamponada a pH = 4'2

Acido citrico cecesecess 5'25 Grs.
L ”

mul-mz (12 H.zo) o 00 000000 10 00

Agm ® 00 0 0 O 000 PO O PO GO OOOSOES 500 CC

Solucidn colorante

Orange de acridima +e..e.... 0'05 Grs.

Técnica de coloracibn:

Fijar con Carmoy 10 minutos

Lavar tres veces con la solucidn citrato

Dejar actuar la solucién colorante 5 minutos

La solucidén colorante se diluye en el momento de

emplearla de la siguiente forma:

Solucién colorante ........ 1 cc.

Solucién Citrato ........... 9 cc.

Lavar tres veces con la solucibén citrato.

Montar la preparacién en la misma solucién.

Resultado:
Los niicleos y otros depdsitos de DN presentan una fluorescencia amari-

lla y el ARN. presenta una fluorescencia roja, cuando las preparaciones se obser
van al microscopio de fluorescencia.
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ITT 4

IMMUMNC FLUORESCENCIA.

Fs la técnica complementaria de la hemoadsorcién en el diagndstico viral
y la técnica de referencia en el serolégico.

De alto valor especifico, aporta la sensibilidad necesaria que hace de
ella la técnica de referencia en serologia.

Su interpretacién es univoca, puesto que la fluorescencia se localiza en
el viroplasma consecutivo a la multiplicacidén viral en el citoplasma celular.

Es evidente aue necesita un microscopio de luz ultravioleta, pero el am -
plio espectro de aplicacién de esta técnica hace que este microscopio forme
parte del equipo de hase de un laboratorio de virologia moderno, ya que aplican-
do la técnica indirecta sobre el cultivo de tejidos- y con solamente un conjuga-
do por especie animal, puede diagnosticarse una amplia gama de enfermedades vira
les, parasitarias o bhacterianas.

Es, con la sero-neutralizacién en otras enfermedades, la técnica mis
fiable a emplear para la identificacidn viral y los estudios serolégicos.
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IIT 5

Preparacién de Suero Inmune P.P.A.

A partir de cerdos de 25 a 30 kilos.
De preferencia animales SPF. o al menos que no tengan anticuerpos con -
tra las virosis mis importantes del cerdo.

Fn razén del material virulento a inocular los animales se mantendrdn

en las condiciones mis rigurosas de aislamiento.

De manera general se puede emplear el protocolo de inmunizacién siguien
te:

D : Via intramuscular; 5 cc. de virus modificado
D+ 21 : " " 5 cc. de virus patdgeno
D+ 51 :  Via intraperitoneal;

250cc. de virus patdgeno.

D + 81 : Via intraperitoneal;
250cc. de virus patdgeno.

D + 100 : Sangria-

Es necesario que el virus modificado y el virus patdgeno empleado, sean
homdlogos (aislados del mismo foco).-
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IIT 6

EXTRACCION DE IA Y GLOBULINA A PARTIR DEL SUERO DE CFRDO.

Material:

Suero ce Cerdo
Agitador magnético
Centrifuga
Liofilizador
Tubo de dialisis
Solucién saturada de sulfato de amonio:
- Disolver, aproximadamente 750 grs. de sulfato de amonio (SOu(NHu)z)
en 1000 cc. de agua desionizada.
- Mantener en agitacidn magnética 2 a 3 dias.
- Dejar reposar para eliminar la sal no disuelta.
- Afiadir al sobrenadante una solucidn de sosa normal (40 grs. por
litro de agua), hasta obtener un PF de 7'0.
Solucidén fosfatada a PF=6'3 (0'0175 M.)
- Preparar las soluciones madres siguientes:
a- Fosfato potasico (POFK) wevevnnnnn.a. 2'38 grs.
Agua desionizada ....ccccceececcassss. 1000 cc.
b- Fosfato disbdico (PO,FMa,) 21,0 ...... 1'SE grs.
Agua desionizada ceeieecessscssssssses 500 cc.
Mezclar 773 cc. de la solucidn a, y 227 cc. de la solucidn b.
Tomar el PH: ei es inferior a €'3 afadir de la solucidr a.
si es superior a 6'3 afiadir de la solucidn b.
Fasta ajustar bien el P' a 6'3.
Solucidn deci-normal de cloruro de hario.
Preparacién de la colurna de DFAF. -celulosa-
lavar varias veces el polvo de DFAF.-celulosa en una solucién
de sosa semi-rormal (20 grs. en un litro de arua)

Lavar con agua hasta obtener un sobreradante lirpio.
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lavar con la solucidn fosfato PH=6'3, hasta que el sobrenadante
llegue a este FH.

Torar una columna de cromatografia de un cn. de didmetro, y de-
positar la DFAE-celulosa, a razdn de una altura de 10 cm. por
cada 5 cc. de suspensidn a pasar.

lavar una (ltima vez la columna, asi preparada, con la solucidn
fosfato PH=6'3.

Conservar la columna, hasta el momento de su empleo a 4°C, con
un exceso de solucidén fosfato er su parte superior.

Método:

Depositar 30 cc. de suero de cerdo a 4°C.- en un tubo de centrifuga de
capacidad superior a 100 cc. provisto de una barra magnética.

Agitando lentamente, para evitar la produccidn de espuma, anadir gota a
gota 30 cc. de la solucidén saturada de sulfato de amonio a u4°C.

Continuar la agitacién 30 minutos.

Dejar en reposo toda la noche a 4°C. ( minimo cuatro horas)

' Centrifugar 15 minutos a 3000 r.p.m.

Tirar el sobrenadante y disolver el precipitado en 3 cc. de agua.

Pasar a un tubo de dialisis y dializar frente a la solucién fosfato

Pt'=6'3.

Carbiar cada seis horas el liquido de dialisis, hasta que no queden tra-
zas de sulfato de amonio (si al afiadir unas gotas de cloruro de bario se forma
una nube blanauecina es aue aun gueda amonio).

Centrifugar el contenido del tubo de dialisis durante 15 minutos a 2000
r.p.m.

Pecuperar el sobrenadante y controlar su pureza por electroforesis o
inmuno-electroforesis.

Si aln quedan alb(rminas, o una fuerte proporcidén de globulinas, comple -
tar con solucién fosfato a 30 cc. y repetir la precipitacidn desde el principio,
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hasta 1la purificacidn conveniente. 0 bien, pasar el sobrenadante por
la columa DFAF-celulosa.
Eliminar el exceso de solucidn fosfato de la parte superior de la colum

Depositar la solucidén dializada y centrifugada.

Depositar 50 cc. de solucidn fosfatada a PH=6'3 por cada 5 cc. de suspen
sidn dializada.

Recoger el liquido de elucidn-

Una vez la purificacién terminada, por uno de los dos sistemas anteriormen-
te descritos, liofilizar el liquido obtenido y pesar el polvo resultante de
la operacién.

Este polvo estd compuesto en su mayor parte, de Y Globulina Porcina.

Si hemos precipitado un suero normal de cerdo, podemos emplear las y globu -
linas para la inmunizacidén de conejos, obteniendo asi sobre este animal un suero
anti-y globulinas porcinas. Este suero podrd ser a su vez precipitado v conjuga-
do al isotiocianato de fluoreceina, obteniéndose asi las globulinas conjugadas
a emplear en la técnica I.F.I.

Si hemos precipitado un suero de cerdo anti P.P.A., conjugaremos directamen-
te las y globulinas asi obtenidas al ITCF. que serdn empleadas en la técnica de
IF. directa.
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IIT 7

CONJUGACION DE Y GLOBULIMAS AL TSO-TIO-CTIANATO DF FLUCORFCFINE

Material:

Agitador magnético.
Centrifuga.

Tubo de dialisis
Columna de Sephadex.

Preparar una columa de cromatografia, de un centimetro de difme -
tro, llenarla a tres cuartos de su altura con una suspensidén de Sephadex C 50
grano fino, que ha sido lavada varias veces PH=7'2,

lavar la columa asi preparada, hasta que su salida arroje un

Pi=7'2.

Fasta el momento de su tulizacidn la columna puede guardarse a
l"’oCo

A todo lo largo de las manipulaciones necesariamente la parte su
perior del gel de sephadex estari bien cubierta de P.B.S.

Solucién fisioldgica.
8.5 pgrs. de cloruro de sodio en un litro de agua.
Solucidn carbonato-bicarbonata FH=9'S 0'5 M

Preparar las soluciones siguientes:

a- Carbonato sbdico (CO;HNa) «.uvennn 2'1 grs.
APUA  seiieeiernnnnnnnnns ceeeesccnes eees 50 cc.

b- Bicarbonato sbdico (C0415a2) .......... 2'65 grs
APUQ  tvivieieeteentconeccenccnnscsnssons 50 cc

Mezclar a y b, controlar el FH.

- si es inferior a 9'S afiadir ur poco sol. de bicar
benato.

- si es superior a 9'5 afiadir un poco sol. de carbo
nato
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P.B.S. PH= 7'2
Isotiocianato de fluoresceina
Polvo de higado de cerdo.

Cortar el higado en pedazos finos y triturarlo.

Ahadir cuatro veces su volimen de acetona y agitar 30 minutos.

Centrifugar a 3000 r.p.m. durante 15 minutos.

Eliminar el sobrenadante de acetona.

Afiadir cuatro veces el volimen de sedimento de centrifugacién,

de solucidén fisioldgica. Agitar.

Centrifugar a 3000 r.p.m. durante 15 minutos. Tirar el sobrena
dante.

Repetir el lavado en solucidn salina, hasta que el sobrenadan-

te no tenga trazas de hemoglobina.

Madir cuatro veces el volimen de la sedimertacidén de centri -

fugacidn de acetona.

Agitar, centrifugar.

Dejar secar a 37°C. Fsta operacién puede acelerarsc si la reali
zamos debajo de una campana de vacio.

Pasar a un mortero y reducir a polvo.

S1 no quedan trazas de grasa, conservar a 4°C.

S1 quedan trazas de grasa, volver a empezar.

Método:
Pesar 30 miligraros de polvo de v globulinas.
Disolverlas en 2'5 cc. de solucidén fisioldgica.
Pesar un miligraro de ITCF v disolverlo en 0'5 cc. de solucién Carlonato-
bicarbonato.
Mezclar v agitar las dos soluciones a 4°C. durante una noche. (miniro
cuatro horas)
Una vez se realice la conjugacidn, es necesario eliminar el exceso de
fluorocromo para ello disponeros de dos procedimientos:
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a- Nalisis seguida de adsorcidén en polvo de higado.

b- Cromatografia en Cephadex.

a- Dialisis:
Pasar las globulinas a un tubo de dialisis.
Dializar frente a P.P.S., adicionado de una sustancia
hidrofila (tipo NDowex o Carbovax)
Cambiar el agua de dialisis cada seis horas, hasta que
no contenga trazas de fluoresceina.
Afadir al liquido dializado, cien miligramos de polvo
de higado de cerdo por cc.
Agitar 30 minutos de 4°C.
Centrifugar 2000 r.p.m. durante 15 minutos
Recoger el sobrenadante, afiadir cien miligramos de polvo
de higado por cc. y repetir la operacidn, salvo que la
centrifugacién se hard a 10.000 r.p.m., durante 30 minu-
tos.
Pecoger el sobrenadante, distribuirlo en pequefas frac -
ciones (0'25 a 0'S ce.)

Conservar a 30°C.

b- Cromatografia por Sephadex:

Afadir la mezcla globulina mas TTCF a la columna de Se -
phadex.

Una vez introducida en el gel, afadir PPS. de forma que
la parte superior de la columa no esté nunca seca.

A medida que la filtracidn se realiza, veremos diferen -
ciarse cuatro zonas, que de abajo a arriba son:

1- 7ona Blanca, que corresporxie al PRS de lavado.

2- Zona amarilla, aue corresponce a las globulinas marcadas
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3. Zona blanca que corresponde al PBS de lavado.

4. Zona en anillo amarillo, que corresponde al ITCF,
no conjugado.

la salida de un ligero color amarillo por la extremi-

dad de la columa nos indica el momento de empezar a

recoger el liquido de filtracibén, el paso del color

amarillo a incoloro,marcaré el final de la recogida.

Repartir el liquido asi recogido en pequefias fracciones.

Conservar a 30°C. '

Determinacién de la dilucidn a utilizar:

Aplicar diferentes diluciones cel conjugado asi obtenido sohre células
infectadas a objeto de determinar la mixima dilucién compatible con la lec-
tura correcta de la inclusidn citoplasmica.

las diluciones del conjugado se realizan en todos los casos en PBS.

Recordemos que las globulinas anti-cerdo, marcadas con el TICF, se

encuentran facilmente en el comercio nacional o intermacional, generalmente
liofilizadas lo que asegura su conservacién a precios interesantes.
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IIT 8
GLICERINA TAMPONADA A pH 7'2

Para el montaje de preparaciones a observar por luz ultravioleta.

Preparar las soluciones siguientes:

a- TFosfato disédico .... (POFNa,)... 12 H,0... 35'83 grs.
Aga ® ® 0 00 00 00000 0000000 OOOEOSEOSEOSEEOSEOSLS " 100 cc'

Fsta solucibén, por estar proxima a saturacidn se debe conser-
var a 37° C. Si cristaliza, se puede redisolver al bafio Maria.

b- Fosfato monopotasico (POHK ) wevvnnnneennns 13'62 grs.
Ag‘]a ® o0 00 000 ® © 0 060000600000 000000 100 cc'

Mezclar:

SOIUCION @ ceeevreccansescasses 17'5 ce.
Solucidn b tieeeeirrecnnseeeess  1'S ce.
ABUA  tevececrcccsssssecsnsess 475 '0 cec.
Glicerind .eeececscecss ceesess 500'0 cc.

Ajustar el pH entre 7'2 y 7'5 afiadiendo la solucidén a si se revela mis
4cido, o solucibén b si revela mas alcalino.
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ITT 9
MICROSCOTIA DE LUZ ULTRPAVIOLETA.

Generalidades:

Ciertas substancias cuardo reciben una luz ultravioleta, violeta o
azul (luz de excitacidn), emiten una luz con una longitud de onda superior
(luz de emisidn).

©i la luz de emisidn persisten una vez apagada la luz de excitacién,
la substancia se llame fosforescente.

Si la luz de emisidn desaparece al apagarse la de excitacidn recibe
el nombre de fluorescente.

Fntre otras sulistancias de propiedades fluorescentes, se encuentran
los 1lamados TLUOROCROMOS y entre estos los mis utilizados son: F1 Orange de

Acridina (NA.) v el Iso-Thio-Cianato cde Tluoresceina (TTCT.)

Tl NA, se erplea en coloraciones directas sobre todo por su capacidad

de tefiir selectivarente el APY. de color rojo y el ADN de coler amarillo.

Fl TTCF se erplea en irruno-fluorescencia, una vez conjugado a los
- -, [ -, . » .
anticuerpos, para revelar asi la uridn antigeno-anticuerpo cuando esta tiene

lugar.

Fn virologia la manifestacién de la fluorescencia o de la jrmuno-fluo-
scencia rrecisa un ricroscopio adecuado que recibe el nombre genérico de

Micrescopio de fluorescencia, o de luz ultravioleta.

Ixisten dos tipos rrincipales de microsconios de fluorescencia:
Tn uro la luz atraviesa la preparacidn, en el otro la luz se refleja

en la preparacién. Luz transmitida y reflejada respectivamente.

I'n todos los casos la fuente luminosa es una lampara de mercurio a
alta presién de 50 o 200 %#. (L). La ldmpara estd protegida por un portaldmpara

(PL) para evitar los riesgos consecutivos a su eventual explosidn.
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Su caracteristica principal es la de emitir una luz muy viva y rica
en rayos de pequefia longitud de onda (esta emisién puede producir quemaduras en
la cdrnea en caso de mirarlas directamente o por reflexidn de mosaicos, espejos
o superficies metilicas).

la l3mpara tiene una vida media de 200 horas, al cabo de las cuales
continGa emitiendo luz., pero es menos rica en pequefias ondas por 1o que es inu-
tilizable para la finalidad deseada.
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ITI 10

MICROSCOPIO , POR TRANSMISION

Fn el que la luz de excitacidn atraviesa la preparacién.

Fl rayo luminoso emitido por la lampara, pasa a través de un porta-fil
tros (PF) en el que se colocard por orden:

Un filtro anticalorifico (FC), que absorbe los rayos infra-rojos, evi -
tando asi que el calor pueda dafiar los otros filtros.

Un filtro de exitacidén (FF), que va a absorber la totalidad del espectro
luminoso, salvo los ravos de pequefia longitud de onda (ultravioleta, violeta y
azul), que son los rayos de excitacidn necesarios.

F1 filtro de excitacién, mis corrientemente empleado en virologia, es
el llamado BG.12 de 1'5 a 3 mm. de espesor. Fste filtro selecciona una luz de
exitacién azul (400 rm) indicada para el TTCF. Otros filtros, equivalentes, po-
drén ser empleados, a condicidn de seleccionar longitudes de ondas alrededor
de 300 a 500 rm. Asi el filtro interferencial 470 nm es de los mejores filtros,
para este tipo de observaciones.

La luz de excitacién (LEx), es dirigida hacia un condensador de fondo
obscuro (C) que va a actuar de dos maneras:

-Haciendo converger los rayos luminosos, sobre la preparacién.

-Desviando estos rayos, de manera que no entren directamente en el objeti

vo, lo que da a la preparacidn el fondo obscuro que contrastari con la

luz emitida por el fluorocromo.

Fay dos tipos principales de condensadores en fondo obscuro:

- A irmersidén, que precisa una gota de aceite de inmersién entre la
lentilla del condensador y la parte inferior de la preparacidn,
su apertura nurmérica es de 1'20
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- A seco, muy practico paara el trabajo de diagndstico que precisa
de objetivos de mediano aumento (10, 25 o 40). Su apertura numéri-
ca es de 0'80.

Una vez concentrada sobre la preparacidén (P) la luz de excitacibn se
dispersa sin entrar en el objetivo, después de haber iluminado el fluorocromo.

El fluorocromo iluminado emite una luz de una longitud de onda supe-
rior (LFm) que es recogida por el objetivo (Ob).

Los objetivos apocromiticos y acromiticos pueden ser utilizados, sien
do los mas frecuentemente empleados, en diagndstico, los Planos Acromiticos.

Entre el objetivo y los oculares, la luz emitida atravesard un filtro
llamado de parada (FP), este filtro tiene por misién eliminar los posibles res-
tos de luz de excitacidn por lo que protege la cdrnea del observador y hace mis
profundo el fondo obscuro. Es un filtro de color amarillo, con un poder de ab -
sorcidn opuesto al del filtro de excitacidn, (si el filtro de excitacidén dejd

pasar 470 nm, se debe emplear un filtro de parada de 470 mr).

Por Giltimo, la luz emiticda v filtrada llega al ocular (Oc), que serd
de aumentos redio ( x 8 ; x 10), pues un ocular mis potente atenuaria la luz
fluorescente, cuya intensidad es inversamente proporcional a los aurentos del
ocular.
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IIT 12

MICROSCOPIO , POR REFLEXION.

En el que la luz de excitacién se refleja en la preparacidn.

El rayo luminoso emitido por L, atraviesa el filtro anticalorifico FC,
antes de penetrar en el tubo del microscopio donde encontrard un bloque en el
que se localizan : F1 filtro de Excitacidn FE, un espejo selectivo (M) y el
filtro de parada FP.

En este orden el rayo luminoso atraviesa primero el filtro de excitacién
que va a retener todo el espectro salvo las pequefias ondas, transformindose asi
en luz de excitacidn.

A continuacidén la luz llega al espejo que reflejard solamente las ondas
pequefias, permitiendo el paso de las grandes. En estas condiciones la luz de
excitacidén es reflejada hacia el objetivo.

El objetivo Ob. va a servir de condensador, por lo que le seleccionare -
mos entre aquellos de mayor apertura numérica. Después de atravesarle la luz
de excitacién LEx, llega a la preparacidén P, ilumina el fluorocromo y se trans-
forma en luz emitida LBn, que es recogida por el objetivo y reenviada al espejo,
que podrd atravesar en razdn de su longitud de onda superior.

Eliminados los restos de pequefias ondas que pudieran restar por la accidn
del filtro de parada, la luz emitida llega al ocular (Oc) donde forma la imdgen.

Fl sistema tiene sobre el precedente la ventaja de poder utilizar objeti
vos de gran aumento.

Para un diagndstico de rutina los dos sistemas son adecuados.

Actualmente ciertos microscopios utilizan camo filtro de excitacidén un
filtro llamado interferencial, este filtro refleja las grandes ondas luminosas
en vez de absorberlas camo hacen los filtros clisicos.
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localizacibn
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Ganglios
Corazdn
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Intestinos
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Muestras enviadas al laboratorio:
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ANEXO IV

Diagndstico:
1- Ficha para la demanda de anilisis
2- Muestras
3- Preparacidén de Indculos

Diagndstico Experimental sobre animales:
y- Por inoculacién al cerdo
(Diferencial P.P.A / P.P.C.)

5- Por inoculacién al conejo
(P.P.C.)
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VI

Muestras

Anflisis viroldgicos:
Muestra:

Amigdala, bazo, rifion, ganglios y sangre tomada sobre animales
febriles.

Condiciones de la toma:

Asepsia en la autopsia, que se prwacticara' sobre agonizantes
sacrificados o muertos en las {ltimas doce horas. Fl minimo de muestras
a enviar serd el correspondiente a la autopsia de cuatro animales.

Anilisis seroldgicos:

Muestra:
Suero,

Condiciones de la muestra:

Recogido sobre animales convalescientes de la enfermedad. F1 mi-
nimo de muestras a enviar es de 20, después de aplicar la férmula
N-20 en caso de control seroldgico. .
T
Envio al laboratorio:

In todos los casos, el envio se realizard por el camino mis répi
do, bajo la proteccién del frio (4°), y en un embalaje herméticamente
cerrado. la muestra debe estar acompafnada por la ficha de demanda de
andlisis, debidamente llenada.
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DIAGNOSTICO DE 1A P.P.A.

Preparacidén de Indculos:

A partir de sangre heparinada, realizar una dilucién a 1/10 en solucién
Salina Tamponada tipo P.B.S., Hank's o Earle.
A partir de visceras:
- Aislar de la muestra un trozo de aproximadamente 4 grs. .
- Cortarlo en finos pedazos.
- Mezclarlo con cuatro veces su voliamen con solucidén P.B.S., Hank's o
Earle.
- Triturar el tejido:
a la mano : Mortero

Tembroeck
Potter, etc.
Triturador
Eléctrico: Thurrax
Turmix, etc.

En caso de emplear un triturador eléctrico, procurar que la cimara de tritu-
racién no se caliente en exceso, con la consiguiente pérdida de virus. Para ello
conservar las cimaras antes de uso en el congelador a 20°C., y sumergirla en un
bafio de agua helada durante la trituracidn.

- Centrifugar el material triturado a 4000 r.p.m. durante 15 minutos.
Recoger el sobrenadante.
Afiadir una concentracién final de antibidticos por cc.

Penicilina ....... 3000 U.
Estreptomicina.... 3 mg.
Dejar reposar 2 horas a temperatura de laboratorio, o toda la noche a

yecC.

Realizar un control bacterioldgico por siembra en agar y caldo.
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El inSculo asi obtenido, representa el macerado a 20% del &rgano elegido, y
puede dividirse en dos fracciones de aproximadamente 10 cc. cada una. la primera
servird para su uso immediato, la segunda se conservard a 20°C, para su estu -
dio posterior si se considera necesario.
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DIAGNOSTICO DIFERENCIAL P.P.A./P.P.C.

Reproduccidn experimental de la enfermedad

Base cientifica: la ausencia de inmunidad cruzada entre las dos pestes.
Material:

Cerdo Hiper-irnmune P.P.C.
Protocolo de inmunizacidn:

J 0 - Vacunacién
J 21 = Recuento de vacunacidén

Jys - Inoculacidén de prueba con virus patSgeno P.P.C. (la cepa de
la P.P.C., elegida como virus de prueba debe ser altamente virulenta, y
la ddsis inoculada, suficiente para producir la muerte del cerdo, como
lo demostraran los testigos no vacunados e inoculados al mismo tiempo
con la misma ddsis).

J, - Repetir la inoculacidn de prueba cada 2-3 meses.

Cerdo receptible P.P.C.

Cerdo no vacunado.

Este criterio no es por si solosuficiente para declarar un cerdo
receptible a la P.P.C., la mejor técnica actual para conocer su recep-
tibilidad es un exfmen de anticuerpos, con resultado negativo. En ausen
cia de este eximen emplearemos cerdos no vacunados, nacidos de madre no
vacunada, y con hermanos habiendo servido y sucumbido, como testigos de
las inoculaciones de prueba durante la hiper-inmumnizacidn.

Inbculo:

Preparado como descrito en el anexo.
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Método:

Los cerdos destinados a la hiper-inmmizacidén estarén alojados sepa -
radamente de los cerdos receptibles, hasta el momento de efectuar la inoculacidn
diagndstico.

Una vez preparado el indculo, meter en una caja con garantia de ais -
lamiento, un cerdo receptible y un cerdo hiper-inmune.

Inocular a cada animal 1-2 cc. de indculo en los misculos del cuello,
detrds de la oreja.

Tomar diariamente la temperatura por la mafiana y por la tarde.

Observar clinicamente los animales todos los dias, durante 3-4 sema -
nas, anotando las alteraciones que presenten.

A la autopsia, por muerte o sacrificio, anotar las lesiones y guardar
muestras.

Lectura e interpretacidn

Cerdo Sensible Cerdo Hiper-Inmune Agente Causal
+ 0 P . P L] C .
+ + P L] P QA .
0 0 Tomar muestras para
otros anilisis si
necesarios.

+ - Reproduccién de la enfermedad.
0 - No reproduccidén de la enfermedad.
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DIAGNOSTICO PESTE PORCINA CIASICA P.P.C.

Técnica de Inoculacién al Conejo (Bélgica)

Base cientifica:
Fl conejo inoculado con el virus de la peste porcina clisi-

ca, adquiere un estado de proteccidén- que se manifiesta por la inhibicién de la
fiebre, consecutiva a la inoculacién 7 dias después, de una cepa lapinizada hi-
pertemizante, del mismo virus P.P.C.

Material:

Conejos raza comin (de preferencia el blanco ordinario), sexo indiferente

peso de 2 a 3 kilos, y de menos de un afio.
Virus hipertermizante.

Suspensidn a 10 por ciento de bazo y sangre, de conejos sacrificados en el
acmé térmico producido por la inoculacién intravenosa de una cepa hipertermizan-
te (tipo "china").

En estas condiciones, la suspensidn viral posee 10° désis hipertermizan -
tes conejo 50 por ciento por cc. y se conserva sin pérdida de titulo a 70°C.

Virus a diagnosticar.

InSculo preparado cano se indica en el anexo, centrifugado a 20.000 r. p.
m. durante 30 minutos (1).

Método:

.Dia 0 - Inocular en la vena marginal de la oreja 1 cc. del indculo
a diagnosticar.

1- El indculo centrifugado a 4000 r.p.m. puede inocularse por la via intra-
peritoneal, a 4 - 5 cc. de suspensidn.
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.Dias 1 a7 - Tomar la temperatura rectal, tres veces por dia (8
12 y 16 horas).

. Dia 7 - Inocular por via intravenosa 1 cc. de virus hiper-
termizante conteniendo aproximadamente 199 dbsis
hipertermizante conejo 50%.

. Dias 8 a 11 - Tomar la temperatura tres veces por dia como se in-
dica.

Lectura de interpretacidn.

la lectura se realiza por el estudio de los graficos de temperatura. la
hipertermia es la elevacidén de la temperatura de al menos un grado. la tempera-
tura normal media de un conejo es aproximadamente de 39°C, por lo que considera
mos como hipertermia las temperaturas iguales o superiores a 40°C. la presencia
de la hipertermia es generalmente breve (un dia), y suele estar precedida por
una temperatura ligeramente elevada entre 32 y 40°5.

Fl cuadro siguiente, resume la interpretacidn:

Primera inoculacidn 7 Segunda inoculacién Interpretacidn
Virus a diagnosticar dias Virus hipertermizante

Presencia del viru

Ausencia de P.P.C.

Ausencia de Hipertermia en primer indculo

Fipertermia
Ausencia de virus
Presencia de P.P.C.

Hipertermia en primer indculo

N

Presencia de virus
P.P.C.
Hipertermia (hipertermizante)

en primer indculo

Ausencia de

Presencia de

Hipertermia Ausencia de virus
P L] P . C L

en primer indculo

Presencia de
Hipertermia




ANEXO V

Diagndstico Experimental sobre Cultivo de Tejidos

Identificacidén Viral:

1- 1If. sobre los érganos

2- Hemoadsorcidn

3- If. sobre el cultivo de
Leucocitos.

4- Gel-Precipitacidn
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DIAGNOSTICO POR IDENTIFICACION VIRAL

Inmmnofluorescencia aplicada sobre los érganos recibidos

Material:

Criostato

Conjugado fluorescente monoespecifico P.P.A. Ver anexo.
Acetona refrigerada a 20°C.

P.B.S. a PH=7'2. Ver anexo

Glicerina Tamponada- Ver anexo.

Microscopio de fluorescencia. Ver anexo.

Método:

Realizar a partir de los drganos recibidos, y de preferencia de las amig-
dalas, cortes al criostato. Si no se dispone de este aparato, se puede ensayar
pero con rendimiento inferior, la realizacidén de calcos o impresiones directamen
te sobre el portaobjetos.

Secar.

Fijar a la acetona refrigerada durante 10 minutos.

Aplicar unas gotas de conjugado fluorescente de manera a cubrir la prepa-
racién.

Dejar actuar a 37°C., en cimara himeda, durante 30 minutos.

lavar con P.B.S. al menos tres veces, diez minutos cada vez.

Montar el cubreobjetos con glicerina tamponada.

Léctura o interpretacidn.
la lectura se realiza al microscopio de luz fluorescente.
la positividad se manifiesta por : presencia de fluorescen:.ia sobre la
inclusién del citoplasma, en ausencia de fluorescencia sobre el nicleo.
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DIAGNOSTICO DE IA P.P.A. POR IDENTIFICACION VIRAL.

Test de Malmquist y Hay - Hemoadsorcién HAD

Base cientifica:

La multiplicacién del virus de la P.P.A. sobre el cultivo de leucocitos
se manifiesta, cuando las células se examinan en "fresco", por la aparicidn de
la hemoadsorcién (FAD), seguida 48 - 72 horas después de una lisis celular
(IC1)

Reactivos:
Tubos de virologia de 16/160 con cultivo de leucocitos de 2 - 5 dias.
Inoculums. macerado de érganos al 20% en P.B.S. (sin Ca ni Mg)

Técnica:

Inocular tres tubos por muestra, a razdn de 0'2 cc. por tubo.
. Observar diariamente los tubos al microscopio ordinario.

Para realizar una lectura correcta es necesario: Al coger el tubo, hacer-
lo girar varias veces sobre su eje longitudinal, para separar sin brusquedad,
los hematies sedimentados de los leucocitos adheridos a la pared del tubo. Colo-
car el tubo en el microscopio de manera que el cultivo se encuentre a la minima
distancia de la lente frontal del objetivo.

Resultado:

La presencia del virus se traduce por la aparicién de una o varias coro -
nas de hematies que se adhieren a la periferia de un cierto nimero de leucocitos.

La HAD, se presenta en funcidén de la concentracién viral en el indculo
entre 8 horas y 8 dias. la cantidad de HAD aumenta con el tiempo hasta que el
EC1 pone un término al cultivo.

la ausencia de HAD y ECl denuncia la ausencia de virus en el material
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inoculado.
La presencia del EC1 en ausencia de HAD, motiva:

a- la aplicacién de la Inmunofluorescencia sobre el sedimento celu -
lar-

b- F1 paso del sobrenadante a otros cultivos, sobre los que se reali
zard la lectura en la forma descrita y con los mismos criterios
de interpretacién.
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DIAGNOSTICO POR IDENTIFICACION VIRAL

Inmunofluorescencia Aplicada sobre el Cultivo de Leucocitos

Material:

Leucocitos cultivados sobre cubreobjetos al interior de tubos tipo
"Leighton", inoculados y no inoculados, que servirén de testigos.

Acetona refrigerada a -20°C.

Conjugado fluorescente monoespecifico P.P.A.

P.B.S. a pH = 7'2

Glicerina tamponada.

Microscopio de fluorescencia.

Método:

. Es necesario preveer, en caso de diagndstico de ausencia de virus al
menos ocho tubos testigos no inoculados.

. Veinticuatro horas después de la inoculacidén y cada veinticuatro horas
siguientes, se tomard un cubreobjetos con cultivo inoculado y un cubre-
objetos con cultivo no inoculado- que se secarén al aire templado y se
fijarédn a la acetona refrigerada a -20°C.

. E1 resto de operaciones, lectura e interpretacién son los mismos que
los indicados en el anexo.

VARTANTE PROPUESTA POR EL LABORATORIO DE REFERENCIA

DE MADRID ESPARA.

Esta variante tiene la ventaja de poder realizar a partir de un mismo tubo
de cultivo, las observaciones necesarias para el diagndstico por HAD y por IF.
y se ha revelado de una gran utilidad para el diagndstico de cepas que dan una
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HAD débil o de aquellas que no la dan.

A partir de los tubos preparados para la observacidén de la HAD. (tres tu -
bos de virulogia por muestra) y durante su observacién cotidiana se puede pre-
sentar el caso en que aparezca un efecto citopitico en ausencia de imigenes de
HAD. En este caso entra en aplicacién la variante propuesta de la manera si -
guiente:

Agitar moderadamente el tubo, al objeto de desprender el miximo de
células.

Recoger el sobrenadante y mezclarle a cuatro veces su volimen de
P.B.S. o de Sol. Hank's.

Centrifugar a 1000 r.p.m. durante 15 minutos.

Tirar el sobrenadante, realizar un frotis con las células del
concentrado de sedimentacidn.

Secar.

Fijar a la acetona refrigerada, durante diez minutos.

Secar.

El resto de la técnica, lectura o interpretacidén, son los expues
tos en el anexo.
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Precipitacién en Agar (Ouchterlony)

Aplicacidn a la identificacidn viral.
Material:

- Solucién Tampon Fosfato 0'01 M.  pH=7'2
a— Clm ® 8 060 000 ¢ 000000 00 00 87'675 m.

Agua desmineralizada .... 1000 cc.
b- POuHNa2 1 HZO) ceseses SU'SY grs,
POuH2Na (anhidrido) .... 15'94 "

Agua desmineralizada .... 1000 cc.
Mezclar 800 cc. de a con 160 cc de b.
Completar con 8 litros de aguas desmineralizada
- Agar Noble Difco
Placas de Reaccidn:

Preparar una solucién de Agar a 1'5 % en tampon fosfato.
Depositar 12 cc. en una placa de petri de 10 cm. de didmetro
las placas asi preparadas pueden conservarse a 4°, durante
una semana.
Para su uso:

Preparar cuatro rosetas de siete alveolos cada una. Un alveo
1o central rodeado de seis equidistantes. Cada alveolo mide 7
milimitros de diimetro y esti separado del central de 4 mm..

Antigeno:
Fragmento de drganos a examinar, finamente triturados.
Suero:

Control positivo y negativo, inactivados a 56° durante 30 minutos.
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Técnica:

- Colocar en el pocillo central un antigeno control positivo.
- Colocar los antigenos a examinar en los alveolos 1, 3y S
- Dejar difundir una hora.

- Colocar el suero control positivo en los alveolos 2 y 4.

- Colocar el suero control negativo en el alveolo 6.

- Dejar a temperatura ambiente en cmara himeda.

- Leer a : 16, 24, 36, 48 y 72 horas.



ANEXO VI

Diagndstico Experimental

Deteccidn de Anticuerpos:

Irmuno-Fluorescencia-Indirecta (IFI)
Preparacién del Antigeno Soluble
Inmuno-Flectro-Osmo-Foresis (IFOF)
Fnzema-Linked-InmunoSorben-Assay
(ELISA) )

Inhibicién de la Hemoadsorcidn (IHAD)
Inmuno-Difusién-Radial (IDR)
Fijacién de Complemento (FdC)
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DIAGMOSTICO DE IA P.P.A DFTECCION DF ANTTCULFRPOS

Inmunofluorescencia Indirecta IIT

Reactivos:

Antigeno. Cubre-objetos sobre los que se cultiva las células de la linea
MS., son inoculados con el virus de la P.P.A., adaptado a este sistera celular.

Fijar estas preparaciones cuando los cultivos de control indiquen la apa-
ricidén del efecto citolitico, lo que suele ocurrir entre 2 y 3 dias de post-ino-
culacién. la fijacidn se realiza por accidn de la acetona pura a -20°C, durante
diez minutos. Fl antigeno asi fijado puede emplearse inmediatamente o conservar-
se a -20°C.

Técnica de Reaccién.

Lavar el cubre=objeto antigeno varias veces en PBS. y secar al aire tem -
plado.

Depositar unas gotas de la dilucidn a 1/10 del suero problema, de manera
que todo el cultivo quede cubierto.

Dejar reposar 30 minutos a 37°€. en ambiente himedo.

Llavar tres veces, durante 10 minutos cada una, en PBS.

Recubrir la preparacién con unas gotas de globulina antiglobulina de cer -
do, marcada con isotiocianato de fluoresceina.

Dejar en reposo 30 mints. a 37 °C en ambiente himedo.

Lavar tres veces con PBS. durante 10 minutos cada vez.

Montar con glicerina tamponada.

Observar al microscopio fluorescente.

Resultado:

la presencia de fluorescencia, sobre la inclusidn citoplasmitica, indica

la presencia de anticuerpos especificos de la P.P.A. en el suero analizado.
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Recordaremos que la IFI es el test de referencia en serologia de la P.P.A.
y que es posible utilizarla a gran escala segiin la técnica miniaturizada v au -
toratizada puesta a punto por el Laboratoire Central d- Recherches Veterinaires
d'Alfort.

Vvl 2

Antigeno Soluble

Es el antigeno cue se emplea tanto para IFOF como pare FLTSA.
Preparacidn:

Cultivo de células Vero monoestratificado.

Tnocular el virus adaptado en la proporcién de 2/1

lFejar dos horas en contacto a 37¢

Ahadir el medio de cultivo, adicionado de dos por ciento de suero de
ternera.

Incubar a 37°

Cuando el efecto citopitico se generaliza, recoger todas las células del
cultivo, si es necesario por tripsinacidn.

Centrifugar a 100 g. durante 20 minutos.

Resuspender el sedimento en dos veces su volimen de PBS.

Sonicar tres veces durante ur minuto a 50 W.

Centrifugar a 45000 g., durante 45 minutos.

F1 sobrenadante asi obtenido es el antigeno soluble; que filtrado o no
por milipore serd sometido a una titulacidén frente a la técnica a emplear,
para determinar la désis de trahajo.
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Inmuno-Electro-Osmo-Foresis  IFOF

Base cientifica:
La formacién de lineas de precipitacidn, por la unidén antigeno-anticuer-
po, se ve acelerada por el paso de la corriente eléctrica.

Material v reactivos:

Equipo de electroforesis, capaz de producir una corriente eléctrica de
por lo menos 400 voltios.
Antigeno P.P.A,
Tampén Veronal-Acetaro a pH=8'6
Barbital s6diCO .evvevceccsecscsesss 9 grs.
Acetato s8diCO ...ieviiiiiiciiinnees 6"
APUA  L.iiiiiiecieienieseseseasss.=1000 cc.
Ajustar a Pii=8'6 por adicidén controlada de unas gotas de C1F normal
fgar a 0'6 %
Tampdn veronal-acetato ............330 cc.
AZUR  reeneeneeneeesneenaenesnsss. 660 cc.
Pasar la mezcla por bafio Maria hasta que el agar se presente como un
licuido uniformemente transparente.
Repartirlo en fracciones adecuadas a los soportes de electroforesis.
Conservacidn a 4°C.

Técnica.

Fundir el apar en el bafio Maria
Cubrir €l soporte de electroforesis, de una capa de agar de 1 - 3 mm. de
espesor, la capa debe ser uniforme y no contener burbujas de aire.
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Fstabilizar el agar por un reposo de no menos dos horas, en atmdsfera
himeda.

Practicar los pocillos de la reaccidén, con la ayuda de un sacabocados
de 0'3 ams.

Cada reaccidén antigeno-anticuerpo precisa de dos pocillos, que deben
estar separados de 1 c¢m. en el mismo sentido que el paso de la corriente eléctri
ca.

Depositar una gota de antigeno en el pocillo mds préxiro al electrodo
positivo.

Depositar una gota de suero en el pocillo mis préximo al electrodo
negativo.

Llevar el soporte a la cuba de electroforesis, y segin las caracteris
ticas de cada aparato, manipular para hacer pasar una corriente de 400 W durante
30 minutos. |

La lectura se realiza a los 30 minutos. los casos dudosos serén relei-
dos después de una estancia de 4 y 24 horas, en solucién de cloruro de sodio a
2%.

Resultado:

la positividad estd representada por la presencia de una linea de preci -
pitacién entre el pocillo antigeno y el pocillo anticuerpo.
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VI u

Enzyme Linked InmunoSorbent Assay ELISA

Soluciones a preparar:

- Solucién Carbonato-Bicarbonato para la

C03m2 6000 c0e0 000000 OCIOOOe00

Coslm ® 0 0 00 0 0600000000000 00000

N3m ® 0 0 0 0000 00 00 0000 P00
Agua desmineralizada

- Solucidn para lavar

mee!] 20 ® 00 0000 00 00 000000 000000
Solucibén Salina Fisioldgica a 0'85%..
Conservar a 4°

dilucién del antigero.

1'59

2'93

0'20
1000

0'S
1000

- Solucién para diluir sueros y conjugados

CJ-m 0 0000000000 PsOOLOOT OGO D
Cll( LI RC R B B ] e0 000000 o000 ec s

PoquK © 00 0000000000000 00000000 e

mqurh eo 0 ('12 I{2O) 0 000000000

N3m 900 6000000000000 000000000

Tween 20 ® 0 0 000 0 000 000 0000 ORSONIOPOE
Agua demineralizada ....cecoecvecenns
pH= 7'4. Conservar a 4°

8'00
0'30
0'20

2'90
0'20

0'50
1000

Grs.

"

cc.

"
"

"
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- Solucién para diluir el revelador o substrato

Diluir 2'14 gramos de acido citrico en 100 cc. de agua.
Diluir 3'S4 gramos de fosfato disédico (2 H,0) en 100 cc.
de agua, mezclar ambos y completar a 400 cc. con agua
desmineralizada.

- Solucidn reveladora o substrato

A treparar en el momento del empleo.

0.P.D. (0. Fenileno diamina) .....e..... 20 miligramos
Solucién para diluir el revelador ...... 50 cc.

Agua oxigenada a 30% ....cc.ie000000000 20 microlitros.

- Solucién de Acido Sulfirico 3N para finalizar la reaccién.

Elementos de la Reaccidn:

- Antigeno, antigeno soluble

- Suero, sueros a analizar y control positivo y negativo.

- Conjugado; globulinas IgG anti Globulinas de cerdo conjugadas
a la peroxidasa.

- Revelador o substrato, 0. Fenilenodiamina

Material:

- Placas en poliestireno, de 96 alveolos Tipo M-129 B Dynatech.
- FEl material para cargar las placas, realizar las diluciones,
etc., puede ser a uso (nico o automitico.
- La lectura, que puede realizarse directamente por diferencia
de intensidad de color, gana en seguridad con el empleo de un
espectro-fotdmetro especialmente creado para la lectura de estas
placas. (Multieskan Titertek)
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Sensibilizacidén de las placas:

- Diluir el antigeno soluble a la dilucidén de trabajo en la
solucidn carbonato-bicarbonato.

- Depositar 100 microlitros por alveolo.

- Dejar bien horizontalmente durante una noche a 4°

- TIvitar las evaporaciones.

- Lavar cuatro veces con la solucidn de lavado a 4°

- Secar.

- las placas asi preparadas y bien cerradas se pueden conser-
var unos tres meses en el frigorifico.

Protocolo de la Reaccidn:

Los sueros a analizar se diluyen a 1/20 en la solucidén Tween pH=7'4
Introducir 100 microlitros de estas diluciones en cada alveolo. Fl
nimero de alveolos por suero depende de las disponibilidades en
antigero.

Dejar una hora a 379 evitar la evaporacidn.

Lavar cuatro veces con la solucidn de lavado.

Introducir 100 microlitros de Conjugado a la dilucidn de trabajo
empleando como diluidor la solucidén adecuada.

Dejar una hora a temperatura de laboratorio

Lavar cuatro veces.

Introducir 100 microlitros de substrato en cada alveolo y dejar
10 minutos a temperatura de laboratorio.

Irenar la reaccidén afiadiendo 100 microlitros de Acido Sulfirico

3 N en cada alveolo.

Dejar 5 minutos a la temperatura de laboratorio.
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Interpretacién:

La presencia de anticuerpos en los sueros analizados se detecta
por una coloracidén marrdn-rojiza en los alveolos positivos, los alveolos nega-
tivos presentando un color mds amarillento.

Si la lectura se realiza a través de un espectro fotdmetro, es
conveniente utilizar un filtro de 492 nandmetros.

Nota:

Una monografia elaborada por el grupo de trabajo creado para este efec-
to, por el Mercado Comin Furopeo, serd publicada proximamente.

la monogrefia describe las técnicas empleadas asi como los estudios
con ellas realizados por los laboratorios Macionales de: Madrid; Tspafia,
Lisboa; Portugal, Pirbright; Inglaterra y Alfort; Francia.

La monografia fue realizada bajo la direccidn del Dr. J.M. Sanchez Viz-
caino, inrurdlogo del Lahoratorio de Referencia de Madrid, y junto a los Labo-
ratorios citados fueron asociados en diferentes ncmentos los trabajos de los
laboratoiios de Fanover; k. F. A. y Perugia; Jtalia.-
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VI §

Tipificacién del antigeno o de los anticuerpos P.P.A.

Inhibicidn de la Hemoadsorcidn I.HAD

Base cientifica:

La eliminacién de los hematies de la Had. producida por la rultiplica -
cién del virus de la P.P.A., no impide la reproduccién del fendmeno en presencia
de nuevos hematies.

En la técnica descrita los hematies se destruyen por intermedio de un
choque osmbtico.

Reactivos:

Cultivo de leucocitos de 3-5 dias

Virus de una cepa controlada.

Solucién salina al 4 por mil.

Suspensidén al 1% de hematies del animal al origen del cultivo (cerdo
donador).

Medio de cultivo conteniendo suero de cerdo donador.

Técnica:

Inocular una serie de tubos de cultivo.

Observar los tubos hasta que aproximadamente, el 60% de las células
presenten Had.

Tirar el medio de cultivo.

Lisar los hematies por adicién de 2'00 cc. de la solucidn salina al U
p. mil que se dejardn en contacto 1 - 2 minutos.

Afadir 2 cc de medio de cultivo, al que se afiaden 0'2 cc. de suero
problema.

Dejar en contacto 1 hora a 37°C.
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Afadir 1 - 2 gotas de la suspensién de hematies.
Dejar sedimentar los hematies durante 1 hora a 37°C.
Lectura.

Resultado:

la presencia de anticuerpos inhibidores de la Had., se manifiesta por
la ausencia de esta Had. con relacidén a los tubos testigos tratados de la misma
manera, con suero negativo.

OCbservacién:

la técnica se aplica de la misma manera para tipificar un virus, si la
reamizamos en presencia de un suero control de origen desconocido.
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VI 6

Inmuno-Difusién Radial

Risqueda de anticuerpos.

Material:

Placas de Petri 6 Cms.
Agarosa al 8% en tampdn Veronal de fuerza idnica 0'033
/ntigeno, el mismo empleado para la IFOF.

Tampdn Veronal:
Barbital sédico ceseecseaseasasses 13'38 QGrs.
Acetato sbdico eeeeees 3HO ..., g'g3 "
Agua desmineralizada ceeeeesescncans . 1500.00 cc.
Para su empleo mezclar una parte de este tampdn (0'1 de fuerza idnica)
con dos partes de agua desmineralizada.

Técnica:

Mezclar 3 cc. de agarosa con un cc. de antigeno, agitar bien.

Cubrir la placa de Petri, con los cuatro cc. de la mezcla.

Una vez solidificada la agarosa, abrir tantas clipulas como se necesiten,
con didmetro de 3 mm.

Llenar las cpulas con los sueros problemas.

Dejar reposar en atmdsfera himeda a temperatura de laboratorio.

JLectura:
Con luz indirecta a 4, 18, 24, 48, 72 y 96 horas.
Interpretacidn:

La formacidén de un anillo de precipitacidn alrededor de la ciipula, sefia-
la la presencia de anticuerpos en el suero.
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FIJACION DE COMPLEMENTO
Blsqueda de anticuerpos.
Flementos de la reaccidn:

1- Antigeno,

Extracto de bazo al eter-acetona: Se recoge el bazo de un cerdo
muerto de la infeccidn experimental de P.P.A., evolucidn aguda.

Triturar 10 grs. de bazo en 20 cc. de eter- acetona aa.

Agitar a 4°C, durante toda una noche.

Centrifugar a 2000 r.p.n. durante 15 minutos

Tirar el sobrenadante.

Exterder el sedimento en una placa de petri, y dejar evaporar el

eter-acetona.

Suspender el polvo asi obtenido, en 20 cc. de solucidn salina ( 9 p

mil).

Agitar a 4°C durante una noche

Centrifugar a 1000 r.p.m. durante 15 minutos

Tirar el sobrenadante.

Extender la sedimentacidén en una placa de petri, y dejar evaporar

el éter-acetona.

Suspender el polvo asi obtenido, en 20 cc. de solucidn salina

(9 p mil)

Agitar a 4°C., durante una noche.

Centrifugar a 1000 r.p.m. durante 15 minutos.

El sobrenadante es el antigeno.

Titulacién del Antigeno:
Fsta mezcla contiene: Dilucién del Suero control formolado 0'4 cc

Nilucién del antigeno o2 "
Suero normal de ternera 1/160 o2 "

Complemento 2 U. 100% o'2 "
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Preveer testigos del suero y de la mezcla antigeno-suero ternera.
Dejar toda la noche a 4°C.

Dejar 15 minutos a 37°C.

Afadir 0'2 cc de hematies sensibilizados

Dejar una hora a 37 °C'

Dejar sedimentar a u4°C.

Lectura:

Se suele utilizar el antigeno diluido a 1/4, 8, 16, 32- 64 y 128

El suero control a 1/10, 20, 40, etc.

La dilucién mis elevada de antigeno que fija el complemento con la dilu=
cidén mis alta de suero es el titulo, o unidad del antigeno. En la reaccidn
se suelen emplear dos désis de antigeno.

Se conserva a 60°

2-Suero Problerma.

Inactivar a 56°C., durante 30 minutos.

Afadir 0'2 cc. de formol ( a 1/72) por cada cc. de suero, a fin de eli -
minar su poder procomplementario.

Incubar a 37°C, durante 45 minutos.

Preparar diluciones de razdén 2 en tampdn veronal Ca. y Mg.

Para su uso se emplearan las tres diluciones siguientes, 1/10, 20 y u40.

Suero Ternera.

Se seleccidnan sueros de ternera de débil actividad anticomplementaria.
Mezclar 15 cc. de suero fresco de ternera, con 1 cc. de gléhulos rojos
de carnero lavado.

Dejar reposar a 4°C., durante 45 minutos.

Centrifugar a 1000 r.p.m. curante 15 minutos.

kecoger el suero.

Conservar a 60°C.
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Estas operaciones tienen por objeto eliminar un posible poder hemoli-
tico del suero de termera.

Para la reaccidén se suele emplear 0'2 cc. de la dilucidén 1/160 en
Tampdn Veronal.

4- Complemento.

Se utilizan 2 U. hemoliticas 100 % , en un volimen -e 0'2 cc. de
tampdn Veronal.

5- Sistema hemolitico.

Suspensién de hematies de carnero, lavados y recogidos a 2%.
Mezclar con igual volimen de herolisina diluida.

En la reaccidén se emplean 0'2 cc. conteniendo 4 unidades hemoliticas.
Técnica
Mezclar los elementos de la reaccidén en las siguientes proporciones:

Dilucién del Suero Problema, 1/10, 20, y 40....000.... O0'4 cc.

Dilucién del Antigeno Cerecennes Ceescecsaaaas ceees. Q'2 M

Suero Normal de Termera diluido a 1/160 ....ceeveeee.. 0'2 "

Complemento ( 2 U H 100%) ...... B A

Sistm Hamlitim ® 0 0 0. 000 % 0 000 00 000 000 o o 00 00 ® 000 0 00 0'2 "
Protocolo.

Dejar los cuatro primeros reactivos toda la noche a 4°C.
Dejar 15 minutos a 37 °C

Anadir el Gltiro reactivo (sistema hewolItico)

Dejar 1 hora a 37°C.

Dejar a 4°C, hasta sedimentacidr completa de hematies
Lectura.



ANEXO VII

1- Titulo de una suspensidn viral.

2- Método de Peec & “uench.

3- Método de Spearman § Karber

4L- Ajustamiento de Ddsis por unidad de
Volimen.

5- Cilculo de Diluciones.
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VIIT 1

Titulo de una suspensidn Viral

Los andlisis cuantitativos virales tienen por objeto valorar la cantidad de

material virulento que tiene una suspensidn, en funcidén de un cardcter viral.

Segiin el efecto valorado el titulo puede ser diferente, por lo que es nece-
sario indicar el pardmetro que ha de servir a la valoracibén. Asi la ddsis infec
tante sobre el aniral puede ser infectante a la ddsis irfectante sobre cultivo
de tejidos, y sobre la dbsis calculada por efecto citolitico, puede ser diferen
te a la observada por inmunofluorescencia.

Es igualmente necesario expresar la unidad en la que se realiza la valora -
cibén la ddsis 100 p. cien es diferente de la ddsis 50 p. cien. Fs necesario in-
dicar el volimen de suspensidn al que hace referencia la respuesta.

Es necesario recordar que la concentracién se expresa con un exponente loga
ritmico positivo, y la dilucién con un negativo. Si en un cc. hemos detectado
10000 désis su expresidn es 10&'0’ o hay una désis en la dilucidn 107*'0,

La unidad mis empleada en virologia es la D 50 por cier, es decir la ddsis
o dilucidn que aplicada sobre un conjunto de animmales o tubos responde con 50
por cien de positivos y 50 por cien de negativos.

Supongamos que hemos inoculado diez tubos para cada una de las diluciones
1672 (1/100_, 107> (1/1000) y 10™" (1/10000) y que hemos observado los resulta-
3, 5 tubos positivos, v ‘10-u, 0
positivos, la désis 50 por cien corresponde a la dilucidn 1073,

dos siguientes: 10-2, 10 tubos positivos, 10

Pero si la observacidn de la dilucidn 10-3, hubiera presentado tres positi-
vos y siete negativos, la ddsis 50 por cien estaria situada entre 1072 (respues
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ta 100 por cien positiva) y 1073 (respuesta 30 por cien positiva).

F1 cilculo exacto de la dilucidén que presenta una désis 50 por cien preci -
sa un cilculo estadistico que generalmente se realiza por uno de los dos métodos

siguientes: "Reed &€ Muench" y "Spearman & Xarber'", que se describen en los ane-
xos 2y 3.
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VIT 2

METODO DE REED &€ MUENCH
Determinacién del titulo de una suspensién viral.

Ejemplo:
A partir de una suspensién viral, hemos realizado una serie de diluciones
de razén 10, que se extienden de 1071 a 10°° (1/10 a 1/1000 000).

Con cada dilucidén se han inoculado 10 tubos de cultivo celular, a razdn
de 0'2 cc. por tubo. Al cabo del periodo normal de lectura, los resultados obte-
nidos se resumen en el cuadro siguiente, segin la expresion habitual: Cantidad
de tubos positivos por dilucidén / cantidad de tubos inoculados por dilucidn.

Diluciones -1 -2 -3 -4 -5 -6
Resultados 10/10 10/10 8/10 6/10 4/10 0/10
Tubos positivos 10 10 8 6 ) 0
Tubos negativos 0 0 2 4 6 10

A la vista de estos resultados procedemos a calcular los "totales acumila-

" . .
dos" de la siguiente forma: ; o positivos se acumilan sobre las diluciones mis

bajas ( adicidén de derecha a izquierda). Los negativos se acumulan sobre las
diluciones mis elevadas ( adicién de izquierda a derecha).

-1 -2 -3 -4 -5 -6
Totales positivos 38 28 18 10 ) 0
Totales negativos 0 0 2 6 12 22
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A partir de estas acurulaciones establecemos una nueva relacién positivo/
total, a partir de la cual calcularemos el tanto por ciento de positividad para

cada dilucién;

-1 -2 -3 -4 -5 -6
Positivo / Total 38/38 28/28 18/20  10/16  4/16 0/22
% Positividad 100 100 90 62'5 25 0

La dilucién donde se encuentra el punto 50% de positividad se encuentra
entre -4 (62'5) y -5 (25%).

Para calcular exactamente el intervalo entre estas dos diluciones, aplica-

mos la formula: : ; i i
50 - % immediatamente inferior a 50% x Log. de la ra-

% inmediatamente _ % inmediatamente zén de la dilu -
superior a 50 % inferior a 50%  cibn.
50 - 25
x 1= 0'666
62'S - 25

la cifra asi obtenida se resta de la dilucién en la que la mortalidad es
irmmediatamente inferior a 50%
5 -0'666 = 4'333

_u!
Fs decir el punto 50% de la dilucibén se encuentra en la dilucidn 10 47333
]
0 1o que es igual que el titulo del virus es de 10* 333 pgsis 508 por 0'2 cc.

Lo expuesto se puede resumir en un solo cuadro de la siguiente forma:
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Diluciones -1 -2 -3 -l -5 -6
Resultados 10/10 10/10 8/10 6/10 4/10 0/10
Positivos 10 10 8 6 y 0
Negativos 0 0 2 L 6 10

Totales acumulados
Positivos 38 28 18 10 Y 0
Negativos 0 0 2 6 12 22
Positivo/Total 38/38 28/28 18/20 10/16 y/1€ 0/22
Percentaije (%) 100 100 a0 62'S 25 0
50 - 25
x 1 = 0'666 5'000 - 0'666 = 4'333
]
62's - 25 q074'333

Para poder aplicar el método, son necesarias al menos las siguientes

condicicnes siguientes:

- Oue la cantidad de tubos inoculados por dilucidn sea la misma.

- Cue los resultados se distribuyan de una forma normal.

- Cue la respuesta 0 y 100 por ciento estén presentes.
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VII 3

METODO DE SPEARMAN & KARBER.

Presenta un cierto nimero de ventajas sobre el método de cllculo de Reed y
Muench, y entre otras la facilidad de cilculo del ecart tipo, lo que permite
valorar las fluctuaciones del titulo, con error admitido del 5%.

Ejemplo:
Tomaremos el mismo ejemplo que nos sirvid para explicar el método
Reed y Muench, a partir del cual estableceremos el siguiente cuadro:

Diluciones -1 -2 -3 -4 -5 -6
Resultados 10/10 10/10 8/10 6/10 4/10 0/10
Tubos positivos 10 10 8 6 4 0
Tubos negativos 0 0 2 y 6 10
% Positividad 100 100 80 60 40 0
% Negatividad 0 0 20 40 60 100

A partir de este cuadro calculamos en primer lugar el Titulo del virus, apli-
cando la fdrrula siguiente:

Iog. de la dilucin 50% = (D;p;- —— * (1 (Z—“{:— ) ) x -1

En esta férmula:

Digg = la {iltima dilucidén que presenta 100% de positividad (2)



= Logaritmo del factor de dilucidén (log. de 10 = 1)
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r
Z = Suma de términos
TP

= Total de tubos positivos en cada dilucién comprendidad entre
100 y 0 % de positividad.

T = Total de tubos inoculados en cada dilucidén.

Asi tenemos que:

Dilucidn 50%

1

6
(- 5+ AQC-q5-+ 350* 157* 01

(1's + 2'8) x -1
43

10

10

413

8

n

) x4

Y sobre el mismo cuadro podemos calcular la fluctuacidn de este titulo, si
aplicamos la férmula siguiente:

‘ 2
Fluctuacidn =\/ -éi— P x %0 x 2

Fn la que %P y %Q son los tantos por cientos de positividad y negatividad

respectivamente.

Ast: 12

10-1

0'111 x 0'64 = 0'071; 0'071 = 0'26

Por lo que 1la fluctuacién del titulo del virus seria:

4'3 + 2 x 0'26 entre -3'78 y 4!

82.

x (0'8 x0'2) + (0'6 x0'u) + (0'y x 0'6) =
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Ajustamiento de una cantidad de désis por unidad de volémen

Es frecuente que en una reaccidn seroldgica, o en la impculacidn del animal,
nos vearos en la necesidad de ajustar un cierto nimero de désis, en un ciert:

vol{men.

Para lograrlo anlicaremos la férmula siguiente:

El logaritmo del titulo de la suspensién viral menos el logaritmo de la db -
sis deseada, es igual al logaritmo de la dilugidn a realizar.

Ejemplo:
21
Tenemos una suspensidn viral con un titulo de 10 3 635, y queremos
preparar una suspensién con 200 ddsis infectantes por cc.

Log. de 200

2'3

3'635 - 2'3 = 1'335; cuyo antilogaritmo es 21'62

Es decir, la dilucidén 1/21'62 contiene 200 ddsis infectantes por cc.

En la préctica, podremos realizar la dilucibn directamente

1 cc. de la suspensidn de origen + 20'62 de diluyente.
o bien partiremos de la dilucién 1/10 (10-1), sobre la que realizaremos
la dilucién 1/2'162.-
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VIT 5

Cilculo de una Dilucidn

\'
Se obtiene por la aplicacidén de la férmula : D =

C
D = Dilucidn deseada
C = Cantidad a diluir
V = Voldmen deseado.

Ejemplo: para preparar 80 cc. de una dilucién 1/50 de cloruro de Sodio.
D=50 ; V=80;C=x. 50z=--20_= 1'6
X
Tomaremos 1'6 gr. de ClNa en 80 cc. de agua para cumplir las condiciones

pedidas.

Obtencién de una dilucidn a partir de otra dilucién

DiluciOn que tenemos . o ecgo4 que

Por aplicacién de la férmula : B3 Tuin que Guerends

debemos tomar de la dilucidn que tenemos y que es necesario completar con el di-
luyente hasta la unidad.

Ejemplo: 1. 4ilucién 1750, preparada como precedente descrito, queremos

transformarla en una dilucién a 1/100.

50
—— = 0'5 Tendremos que tomar 0'5 cc. de la dilucién 1%50 y
100
completarle a 1 cc. para obtener la dil. 1/100 pedida.
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Obtencidn de una dilucidn por mezcla de dos diluciones

Se formard una X en la que consideraremos cinco puntos; a, b, ¢, d y-e.
a b
\ /
c
VAN
d
a y b son las diluciones que tenemos, consideradas en tanto por ciento

estas diluciones pueden ir desde 0% en caso de producto puro, al 100% en caso
del diluyente.

c representa el $ deseado.

e= a-c3y d=Db-c. Representan respectivamente las cantidades de
bydea para mezclar.

Ejemplo:

Tenemos dos diluciones una a 15 % y otra a 10% y queremos obtener una a
12%.

\/
/\

1a dilucibn a 12% se obtiene mezclando 2 cc. de 15% a 3 cc. de 10%.
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Diversos:

Ornithodorus;

VIII

Clasificacién
Ciclo Evolutivo
Imigen de Perfil
Imagen Dorsal
Imigen Ventral
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234

Braco Forte M.
la PPA en Portugal.

Rodriguez E.M.
Experiencias de laboratorio durante la campafia de erradicacién de la
PPA en la Repiblica Dominicana.

Paula Lyra, T.M. de
la PPA en Brasil.

Simeo R.E.
Epizootiologia de la PPA en 1980 y su erradicacién en Cuba.

Balbo S.M.
Epizootiologia y profilaxis de la PPA en Malta.

Paula Lyra, ™. de, Matos Pavez, M., Moraes Andrade, C. de
Estudio seroldgico en PPA realizado sobre la poblacién porcina
del Sur de Brasil.

Vigario J.D. y Col.
Estudios experimentales de portadores en PPA.

Ordas, A., Sanchez-Botija, C., Diaz, S.
Estudios epidemioldgicos de la PPA en Espafia,

Wilkinson P.J., Wardley, R.C., Williams, S.M.
Estudios en cerdos infectados con el virus del la PPA (Malta)

Thomson G.R., Gainaru M., Lewis A., Biggs H., Nevill, E. Pypekam H. van
der, Olivier J., Gerber L., Esterrhuysen J., Bezuidenhout D., Condy J.
Relaciones entre el virus de la PPA, el cerdo salvaje y el ornithodoros
en Africa del Sur.

Sanchez Vizcaino J.M., Ordas A., Salvador E., Crowter J., Carnero R,
Castro Portugal, F.

Estandarizacién de la técnica ELISA para la deteccidn de los anticuerpos
del virus de la PPA.



235

Costes C., Carnero R.
Titulacién de anticuerpos por Inmmoflucrescencia indirecta en microtécnia.

Lombard M., Rey A., Favre H., Carnero R,, Costes C,
Método para la produccidn de virus PPA en célula Vero cultivada en micro-

portadores.

Hess, W.R.
Estudio del virus de la PPA en cultivos de células de artropodos.

Moura J.F. y Col.
Estudio de la ultra-estructura del virus de la PPA, su multiplicacién
in vivo en el ganglio linfatico.

Gayot G., Costes C., Carnero R.
PPA, estudio de los radicales iodados sobre el virus.

Wardley R.C., Wilkinson P.J.
The effect of ASF virus on mitogen-driven assays.

Norley S., Wardley, R.C.
Camplement-mediated lysis of ASF virus infected cells.

Mebus C., McVicar JW., Dardiri, A.H.
Comparison of the pathology of high and low virulence ASF virus infections.

Sanchez-Vizcaino, J.M., Mebus C.A., McVicar J.W., Valero F.
Cell-mediated immunity studies on normal and gnotobiotic pigs after
inoculation with different field strains of ASF virus.

Ruiz-Gonzalvo F., Carnero M.E., Bruyel, V.
Respuesta :mmunologlca del cerdo a la particula viral ASF parc:La]mente ate-
nuada y su resistencia a las particulas virulentas hamblogas y heterdlogas.

Bommeli E., Kilm U., Ehrensperger F.
Preliminary study on immunisation of pigs against ASF.



236

Castro Portugal F.L. y Col.
Estudio inmmoldgico de algunos polipéptidos del virus ASF.

Tabares E., Fernindez M., Salvador E., Carnero M.E.
Proteinas inducidas por el virus de la PPA, estudio inmunoldgico de la
proteina VP. 73.

Salas M.L., Kuznar J., Vifiuela, E.
Sintesis ARN por el virus de la PPA.

Wesley R.D., Pan I,C.
Differentiation of Vero cell-adapted ASF virus isolated by restriction
endonuclease analysis.

Talavera A., Almendral J.M., Ley V., Vifiuela E.
Clonning and mapping of restriction fragments from ASF virus DNA.

Becker, Y.
Recambinant DNA technology and its possible application to ASF research.

las publicaciones referentes a la Sesidn Plenaria del Office International
des Epizooties que se celebrd en mayo de 1982, son de gran interés por tener
un dia dedicado a PPA.

Las publicaciones podrdn solicitarse a:

O0.I.E.
12 rue de Prony
Paris 17, FRANCIA.
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