SECCION 3.8.

SUIDAE

CAPITULO 3.8.1.

PESTE PORCINA AFRICANA(INFECCION POR EL
VIRUS DE LA PESTE PORCINA AFRICANA)

RESUMEN

La peste porcina africana (PPA) es una enfermedad infecciosa de los cerdos domeésticos y salvajes
de todas las razas y edades causada por el virus de la PPA (VPPA). Los sindrome clinicos varian
desde hiperagudos hasta agudos, subagudos o crénicos, en funcién de la virulencia del virus. La
enfermedad aguda se caracteriza por fiebre elevada, hemorragias en el sistema reticuloendotelial y
una mortalidad alta. Se ha observado que determinadas garrapatas blandas del género
Ornithodoros, en concreto O. moubata y O. erraticus, son reservorios y vectores de transmision del
VPPA. El virus esté presente en las glandulas salivares de las garrapatas y transmite a nuevos
hospedadores (suidos domésticos o salvajes) cuando estas se alimentan. Se puede transmitir por
via sexual entre garrapatas, por via transovarica a los huevos o por via transestadial a lo largo de
toda la vida de la garrapata.

El VPPA es el inico miembro de la familia Asfarviridae, género Asfivirus.

Los procedimientos de laboratorio para el diagnéstico se clasifican en dos grupos: deteccién del
virus y serologia. La eleccién de las pruebas que se han de realizar en funcién de la situacion de la
enfermedad y de la capacidad de diagnéstico del laboratorio en la zona o pais.

Identificacion del agente: El diagnéstico de laboratorio debe enfocarse al aislamiento del virus
mediante la inoculacion de leucocitos de cerdo o cultivos de médula 6sea, la deteccion del
antigeno en hisopos o cortes de tejidos congelados por la prueba de la inmunofluorescencia
directa y/o la deteccion del ADN gendmico por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) o una
PCR en tiempo real. Las PCR son unas técnicas excelentes, muy sensibles y especificas, rapidas
para la deteccion del VPPA y muy utiles en muchas circunstancias. Es especialmente Util si los
tejidos no son los apropiados para el aislamiento del virus y la deteccion del antigeno.

En casos dudosos, el material se pasa en cultivos celulares de leucocitos y se repiten los
procedimientos descritos anteriormente.

Pruebas seroldgicas: Los cerdos que sobreviven a la infeccion natural generalmente desarrollan
anticuerpos contra VPPA 7-10 dias después de la infeccion, y estos anticuerpos persisten durante
largos periodos de tiempo. Cuando la enfermedad es endémica o cuando un brote inicial esta
causado por una cepa de baja o moderada virulencia, la investigacion de nuevos brotes debe
incluir la deteccién de anticuerpos especificos en el suero o en los extractos de los tejidos
enviados. Para la deteccion de anticuerpos, se dispone de varios métodos, como el
enzimoinmunoanalisis (ELISA), la inmunofluorescencia indirecta (IFA), la prueba de la
inmunoperoxidasa indirecta (IPT) y la prueba de la inmunotransferencia (IBT).

Requisitos para las vacunas: Actualmente no existe vacuna para la PPA.
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A. INTRODUCCION

La distribucién actual de la peste porcina africana (PPA) abarca mas de 50 paises de tres continentes (Africa,
Asia y Europa); la enfermedad fue introducida en Georgia, lugar desde el cual se propag6 a paises vecinos,
como Rusia. Desde ahi, la PPA se distribuyé hasta paises de Europa del este y se extendié hacia occidente
alcanzando la Unién Europea en 2014. Desde entonces, se ha seguido propagando por Europa hacia occidente
y hacia el sur. En todos estos paises, ambos hospedadores (el cerdo doméstico y el jabali) han resultado
afectados por la enfermedad. En agosto de 2018, la Republica Popular de China notificd su primer brote de PPA,
y a continuacién se propagé por Asia.

El virus de la PPA (VPPA) es un virus de ADN con envoltura grande y complejo, de morfologia icosahédrica.
Actualmente, esta clasificado como miembro Gnico de la familia Asfaviridae, género Asfivirus (Dixon et al., 2005).
Se han identificado més de 60 proteinas estructurales en particulas viricas intracelulares (200 nm) (Alejo et al.,
2018). Se han identificado méas de cien proteinas asociadas a infeccién en macréfagos porcinos infectados, y al
menos 50 de estas reaccionan con sueros de cerdos infectados o recuperados (Sanchez-Vizcaino & Arias,
2012). El genoma del VPPA, de ADN lineal bicatenario, comprende entre 170 y 193 kilobases (kb) y contiene
entre 150 y 167 marcos abiertos de lectura con una regién central conservada de unas 125 kb y terminaciones
variables. Estas regiones variables codifican 5 familias de multigenes que contribuyen a la variabilidad del
genoma del virus. Se ha secuenciado todo el genoma de varias cepas de VPPA (Bishop et al., 2015; Chapman et
al., 2011; De Villiers et al., 2010; Portugal et al., 2015). Diferentes cepas de VPPA difieren en su capacidad para
causar enfermedad, pero actualmente so6lo hay un serotipo reconocido del virus detectable mediante las pruebas
de anticuerpos.

La epidemiologia molecular de la enfermedad se investiga por secuenciacion del extremo 3’ terminal del marco
abierto de lectura B646L que codifica la proteina principal de la capsida p72, lo cual permite diferenciar hasta
24 genotipos distintos (Achenbach et al., 2017; Boshoff et al., 2007; Quembo et al. 2018). Con el fin de distinguir
subgrupos entre distintos VPPA estrechamente relacionados, se lleva a cabo un andlisis de las secuencias de
repeticion en tdndem (TRS) situadas en la regién variable central (CVR) del gel B602L (Gallardo et al., 2009;
Lubisi et al., 2005; Nix et al., 2006) y en la region intergénica entre los genes I73R e 1329L, en el extremo
derecho del genoma (Gallardo et al., 2014). Se ha comprobado que otras regiones génicas, como la E183L, que
codifica la proteina 054, la CP204L, que codifica la proteina p30, y la proteina codificada por el gen EP402R
gene (CD2v), constituyen herramientas Utiles para determinar la presencia del VPPA de distintos lugares y, a
partir de ahi, rastrear la propagacion del virus.

Los virus de la PPA producen una serie de sindromes que oscilan entre la enfermedad sobreaguda y aguda y la
cronica, asi como infecciones subclinicas. Los cerdos son la Unica especie de animales domésticos que resulta
infectada de forma natural por el VPPA. Los jabalies y los cerdos salvajes también son susceptibles a esta
enfermedad, mostrando signos clinicos y tasas de mortalidad similares a las observadas en cerdos domésticos.
Por el contrario, los cerdos salvajes de Africa, tales como el jabali africano facoquero (Phacochoerus
aethiopicus), el potamoquero (Potamochoerus porcus) y el cerdo gigante de bosque (Hylochoerus
meinertzhageni), son resistentes a la enfermedad y muestran pocos o ningun signo clinico. Estas especies de
cerdos salvajes actian como reservorios del VPPA en Africa (Costard et al., 2013; Sanchez-Vizcaino, et al.,
2015).

El periodo de incubacion es, por lo general, de 4-19 dias. Las cepas mas virulentas producen una enfermedad
hemorragica sobreaguda o aguda caracterizada por fiebre elevada, pérdida de apetito, hemorragias cutaneas y
de los 6rganos internos, y muerte a los 4-10 dias, algunas veces incluso antes de que se observen los primeros
signos clinicos. Las tasas de mortalidad pueden alcanzar el 100%. Las cepas menos virulentas producen signos
clinicos leves — fiebre ligera, reduccion del apetito y decaimiento — que pueden confundirse facilmente con
muchos otros trastornos de los cerdos y no llevar a la sospecha de PPA. Las cepas avirulentas y no
hemadsorbentes pueden causar una infeccién subclinica no hemorragica y seroconversion, pero algunos
animales pueden desarrollar lesiones delimitadas en los pulmones o en la piel en areas con salientes 6seos y
otras zonas susceptibles a los traumatismos.

La PPA no puede distinguirse de la peste porcina clasica (PPC) ni mediante la exploracion fisica y mediante el
examen postmortem, y ambas enfermedades deben tenerse en cuenta en el diagnéstico diferencial de cualquier
sindrome febril agudo y hemorragico en el cerdo. Las septicemias bacterianas también pueden confundirse con
la PPAy la PPC. Para distinguir entre estas enfermedades son esenciales las pruebas de laboratorio.

En paises libres de PPA donde se sospecha su presencia, el diagnéstico de laboratorio debe dirigirse al
aislamiento del virus realizando una inoculacion de cultivos de leucocitos o médula ésea de cerdo, la deteccion
del ADN gendémico mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) o la deteccion del antigeno en
hisopos o cortes de tejidos congelados por la prueba de la inmunofluorescencia directa (FAT). Actualmente, la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es la técnica mas sensible y permite detectar ADN de VPPA desde
estadios muy tempranos de la infeccién en tejidos y en muestras de sangre y suero tomadas con acido
etilendiaminotetraacético (EDTA). La PCR es especialmente U(til si las muestras enviadas no son adecuadas para
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el aislamiento del virus y la deteccién de antigeno debido a que han sufrido putrefaccion. Los cerdos que se han
recuperado de infecciones agudas, subagudas o cronicas generalmente exhiben una viremia durante varias
semanas, haciendo de la PCR una herramienta muy util para la deteccion de ADN del VPPA en cerdos
infectados con cepas de virulencia baja 0 moderada. Se recomienda el aislamiento del virus mediante la
inoculacion de cultivos de leucocitos o de médula ésea de cerdos y la identificaciébn por pruebas de
hemadsorcion (HAD) como pruebas confirmativas cuando la PPA da positivo en otros métodos, sobre todo
cuando se trata de brotes primarios o de un caso de PPA.

Dado que no existen vacunas disponibles, la presencia de anticuerpos del VPPA es indicativa de una infeccion
previa y, como los anticuerpos se producen desde la primera semana de la infeccién y persisten durante largos
periodos, constituyen unos buenos marcadores para el diagnostico de la enfermedad, sobre todo en las formas
subagudas y crénicas.

Desde el punto de vista de la epidemiologia, la PPA es compleja, con patrones de infeccion en Africa y Europa.
La PPA tiene lugar por ciclos de transmision en los que intervienen cerdos domésticos, jabalies, suidos africanos
salvajes y garrapatas blandas (Sanchez-Vizcaino et al., 2015). En regiones donde estan presentes las
garrapatas blandas Ornithodorus, la deteccion del VPPA en estos reservorios de la infeccion contribuye a un
mejor entendimiento de la epidemiologia de la enfermedad. Esto es muy importante para establecer programas
de control y de erradicacion eficaces (Costard et al., 2013).

La PPA no es una enfermedad zoondtica y no afecta a la salud publica (Sanchez-Vizcaino et al., 2009).

El VPPA debe manipularse al nivel de biocontencion adecuado, que vendra determinado por un andlisis del
riesgo segun lo establecido en el Capitulo 1.1.4 Bioseguridad y biocontencion: Norma para la gestion del riesgo
bioldgico en los laboratorios veterinarios y en las instalaciones de los animales.

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Tabla 1. Métodos analiticos disponibles y su propésito

Propésito
Determinar la Determinar el
Demostrar ) : . L
Método Demostrar ; - Confirmar prevalencia de | estado inmunitario
. ausencia de Contribuir a las . - )
ausencia de . A o casos la infeccion — en animales
infeccién en infeccion en politicas de clinicos vigilancia en el concretos o en
- animales erradicacion o ;
la poblacién sospechosos rebarfio/ poblaciones tras la
concretos s
manada vacunacion
Identificacién del agente
Aislamiento
del n/a n/a ++ +++ ++ n/a
virus/prueba
HAD!
FAT n/a n/a ++ ++ + n/a
ELISA para la
deteccion de + ++ + + + n/a
antigeno
PCR. ++ ++ ++ ++ ++ n/a
convencional
. PCR en +++ +++ +++ +++ +++ n/a
tiempo real

1 Dado que ciertas cepas actuales del virus de la PPA no son hemadsorbentes, los resultados negativos en la HAD deben
confirmarse mediante otras pruebas, como la PCR.
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Propésito
Determinar la Determinar el
Demostrar . . . .
Método Demostrar ; - Confirmar prevalencia de | estado inmunitario
> ausencia de Contribuir a las ) Z .
ausencia de . - o casos la infeccion — en animales
: - infeccién en politicas de Py L .
infeccién en ; ST clinicos vigilancia en el concretos o en
- animales erradicacion o .
la poblacién sospechosos rebafio/ poblaciones tras la
concretos o
manada vacunacion
Deteccidn de respuesta inmunitaria
ELISA +++ +++ +++ + +++ n/a
IPT* +++ +++ +++ + +++ n/a
IFAT* +++ +++ +++ + +++ n/a
IBT* ++ ++ ++ + ++ n/a

Clave: +++ = método recomendado, validado para este propdsito; ++ = método idéneo pero que puede precisar una posterior
validacion; + = puede utilizarse en algunas situaciones, pero el coste, la fiabilidad y otros factores limitan mucho su aplicacion;
— = no adecuado para este propo6sito; n/a = no aplicable.

HAD = hemadsorcion; FAT= inmunofluorescencia; ELISA = enzimoinmunoanalisis; PCR = reaccion en cadena de la
polimerasa; IPT= inmunoperoxidasa indirecta; IFAT = inmunofluorescencia indirecta; IBT = inmunotransferencia.
*Método recomendado como prueba seroldgica confirmativa.

1. Ildentificacion del agente

Cuando se sospecha de PPA, se deben enviar al laboratorio las siguientes muestras: sangre con anticoagulante
(EDTA para PCR, heparina 0 EDTA para aislamiento del virus), suero y tejidos, principalmente bazo, ganglios
linfaticos, médula 6sea, amigdalas, y rifién. Durante el transporte, estas muestras deben mantenerse tan frias
como sea posible, pero sin congelarlas. Cuando llegan al laboratorio, si el proceso de analisis se retrasa, se
guardan a —70°C. Como no siempre es posible mantener la cadena de frio, se pueden enviar las muestras en
solucidn salina con glicerol; esto puede reducir ligeramente la probabilidad de aislar el virus, pero podria facilitar
la llegada de los envios al laboratorio para poder confirmar un brote.

1.1. Aislamiento del virus

1.1.1. Preparacion de la muestra

i)  Se preparan suspensiones de los tejidos triturando trozos de 0,5-1,0 g en un mortero con
arena estéril y afladiendo 5-10 ml de una solucion salina tamponada o medio de cultivo
de tejidos que contenga antibiéticos. Como alternativa, las muestras se pueden preparar
poniendo los tejidos en tubos que contengan tamp6n o medio y perlas o esquirlas
estériles y homogeneizando a continuacion con un homogeneizador.

i)  Se clarifican las suspensiones mediante una centrifugacién a 1.000 g durante 5 minutos.
Se utiliza el sobrenadante para el aislamiento del virus.

1.2. Prueba de la hemadsorcion

La prueba de la hemadsorcion (HAD) (de Leodn et al., 2013) estd basada en el hecho de que los
eritrocitos porcinos se adhieren a la superficie de los monocitos o macréfagos porcinos que estan
infectados por el VPPA, y que la mayoria de cepas del virus tienen un fenotipo HAD. Un resultado
positivo en las pruebas HAD es definitivo para el diagnostico de la PPA. Se ha aislado un pequefio
numero de virus “no hemadsorbentes”, en gran parte atenuados o avirulentos, aunque algunos
producen PPA aguda tipica. La prueba se realiza inoculando sangre o una suspension de tejidos de
animales sospechosos a cultivos primarios de leucocitos preparados a partir de sangre de cerdos
nunca antes infectados o en cultivos celulares de macréfagos alveolares. Es fundamental llevar a cabo
todos los procedimientos de una forma tal que se impida la contaminacion de los cultivos.

1.2.1. Procedimiento analitico en cultivos primarios de leucocitos

i) Se recoge el volumen necesario de sangre de cerdo fresca desfibrinada.

i)  Se centrifuga a 700 g durante 30 minutos y se recogen las células de la capa leucocitaria.
Se afaden 3 volimenes de cloruro de amonio al 0,83% a los leucocitos obtenidos. Se
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mezcla e incuba a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se centrifuga a 650 g
durante 15 minutos y se retira cuidadosamente el sobrenadante. Se lava el sedimento en
un medio o en solucion salina tamponada con fosfato (PBS).

i) Se resuspenden las células a una concentracién de 10— 107 células/ml en un medio de
cultivo de tejidos que contenga un 10-30% de suero porcino y antibidticos. Para evitar la
hemadsorcion inespecifica, el medio debe contener suero o plasma del mismo cerdo del
gque se obtienen los leucocitos. Si se analiza un gran volumen de muestras, l0s sueros
homélogos pueden reemplazarse por un suero que se haya identificado como capaz de
evitar la formacioén de auto-rosetas inespecificas en un pre-analisis.

iv) Se distribuye la suspension celular en placas de 96 pocillos con 200 pl por pocillos
(300.000 células/pocillo) y se incuba a 37°C en una incubadora humidificada y con un 5%
de CO:.. Este procedimiento también se puede realizar en alicuotas de 1,5 ml en tubos de
160 x 16 mm, que se incuban inclinados (5-10° respecto a la horizontal) a 37°C.

Nota: Para el diagnostico rutinario, solo los cultivos de 2—4 dias son lo bastante sensibles.

v) Pasados 3 dias, se inoculan tres tubos o placas de pocillos afiadiendo 0,2 ml/tubo o
0,02 ml (dilucion final de 1/10)/por pocillo de muestras preparadas. Se aconseja inocular
en los cultivos diluciones 1/10 y 1/100, y esto es particularmente importante cuando el
material procedente del campo se encuentra en malas condiciones.

vi) Se inoculan cultivos control positivos con virus hemadsorbente. Son esenciales los
controles negativos no inoculados para controlar la posibilidad de hemadsorcion
inespecifica.

vii) Se aflade a cada tubo 0,2 ml de una preparacion reciente de eritrocitos de cerdo al 1% en
solucion salina tamponada. En el caso de las placas de 96 pocillos, se afiaden 0,02 ml de
eritrocitos de cerdo al 1% por pocillo.

viil) Se examinan diariamente al microscopio los cultivos durante 7-10 dias para comprobar si
presentan efecto citopéatico (ECP) y hemadsorcion.

ix) Lectura de los resultados

La hemadsorcion consiste en la unién de muchos eritrocitos porcinos a la superficie de las
células infectadas. En ausencia de hemadsorcion, un ECP basado en la reduccion del
numero de células adherentes puede deberse a citotoxicidad del in6culo, al virus de la
enfermedad de Aujeszky o a VPPA no hemadsorbente, lo cual puede detectarse mediante
FAT en el sedimento celular o mediante la PCR (véase méas adelante). Si no se observa
cambio, o si los resultados de la inmunofluorescencia o de PCR son negativos, el
sobrenadante se subcultiva hasta 3 veces en cultivos nuevos de leucocitos. Todas las
cepas deben confirmarse por PCR y secuenciacion.

1.1.3. Aislamiento del virus en células de médula 6sea porcinas

En los casos en los que no se puede contar con un suministro fiable o constante de sangre de
cerdo desfibrinada para la prueba HAD, pueden utilizarse cultivos de células de médula 6sea
primarios como sistema de cultivo alternativo para el aislamiento del VPPA. Las células
infectadas se detectan mediante FAT indirecta. La ventaja de este método de deteccién es que
no esta afectado por el fenotipo HAD. Este método también puede emplearse utilizando
cultivos primarios de leucocitos o de macrofagos alveolares porcinos aplicando los
procedimientos descritos arriba y sustituyendo la deteccién mediante la prueba HAD por la
deteccidn con eritrocitos de cerdo mediante la prueba FAT.

1.1.3.1 Procedimiento analitico en cultivos primarios de células de médula 6sea

i)  Se siembra un frasco de cultivo tisular de 25 cm? con 5 x 107 células/ml empleando
un medio de cultivo que contenga un 12,5% de suero fetal bovino (FCS) y
antibiéticos, y se incuba a 37°C durante 3 dias.

ii)  Los medios se retiran con cuidado. Dado que la monocapa puede resultar facilmente
perturbada, puede ser necesario centrifugar los medios (1000 g, 3 minutos) para
recuperar células desprendidas si se ha producido una perturbacion importante de la
monocapa. Se inocula el frasco con 1 ml de muestra problema y se incuba 1 hora a
37°C.

iii) Se retira el inéculo y se lava con cuidado la monocapa con PBS. Se lleva a cabo un
paso mas de centrifugacién del indculo y el PBS si durante este paso se han retirado
cantidades importantes de células.
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iv) Se aflade medio nuevo al frasco y se incuba durante 5-7 dias a 37°C en una
incubadora humidificada con un 5% de CO:..

v)  Se recoge el sobrenadante del cultivo celular transfiriéndolo a un tubo de centrifuga,
se centrifuga para eliminar los detritos celulares y se congela a —70°C para
conservarlo o para un posterior subcultivo.

vi) Se puede llevar a cabo una tincion de antigenos del VPPA con anticuerpos
fluorescentes en las células infectadas procedentes del frasco que hayan sido
secadas sobre un portaobjetos de microscopio cargado positivamente. Primero, se
raspan las células de la superficie del frasco empleando un raspador de células
estéril. Se transfiere una alicuota a un tubo de centrifuga y después se hacen
precipitar las células con una centrifugacion a 1000 g durante 3 minutos.

vii) Se vuelve a suspender el precipitado celular en 1 ml de medio de cultivo celular o
PBS y se depositan 300 pl en un porta, se secan al aire y se fijan con acetona
durante 10 minutos a temperatura ambiente.

viii) Se lavan los portas sumergiéndolos 3—4 veces en PBS nuevo, a continuacion se
tiien con inmunoglobulina anti VPPA conjugada a isotiocianato de fluoresceina
(FITC) a la dilucion recomendada o pre-titulada, durante 1 hora a 37°C en una
camara himeda.

ix) Los portas control positivo y negativo se fijan y tifien del mismo modo.

X)  Se lavan los portas sumergiéndolos 3-4 veces en PBS nuevo, se montan las células
teflidas en PBS/glicerol, y se examinan en un microscopio optico vertical de luz
ultravioleta con barrera adecuada y filtros de excitacion.

xi)  Lectura de los resultados

Las muestras problema son positivas si se observa fluorescencia citoplasmatica
especifica en células de médula ésea porcinas inoculadas.

1.2. Deteccién de antigeno mediante la prueba de la inmunofluorescencia

Se puede utilizar FAT como un método adicional para detectar antigeno en tejidos de cerdos
sospechosos en el campo o inoculados en el laboratorio. La FAT positiva, junto con signos clinicos y
lesiones compatibles, puede proporcionar un diagnéstico provisional de la PPA. También puede
emplearse para detectar el antigeno del VPPA en cultivos de leucocitos donde no se ha observado
HAD y poder asi identificar cepas no hemadsorbentes de virus. También distingue entre el ECP
producido por VPPA y por otros virus, como el virus de la enfermedad de Aujeszky o por un inéculo
citotéxico. Sin embargo, es importante observar que, en enfermedades subagudas y cronicas, la FAT
tiene una sensibilidad muy reducida. Esta reduccion en la sensibilidad puede estar relacionada con la
formacion de complejos antigeno-anticuerpo en los tejidos de los cerdos infectados que bloquean la
interaccion entre el antigeno del VPPA y el conjugado de anticuerpo detector (Sanchez-Vizcaino &
Arias, 2012).

1.2.1. Procedimiento analitico

i) Se preparan cortes congelados o frotis por impronta de tejidos problema, o se extiende el
sedimento celular de los cultivos de leucocitos inactivados en portas, se secan al aire y se
fijan con acetona durante 10 minutos a temperatura ambiente.

i)  Se tifien con inmunoglobulina anti-VPPA conjugada con isotiocianato de fluoresceina
(ITCF) a la dilucion recomendada o pre-titulada, durante 1 hora a 37°C en una cdmara
humeda.

iii) Se fijan y tifien preparaciones control positivas y negativas de forma similar.

iv) Se lavan por inmersion cuatro veces en PBS fresco y aséptico, se montan los tejidos
tefiidos en PBS/glicerol, y se examinan al microscopio de luz ultravioleta con proteccién
adecuada y filtros de excitacion.

v) Lectura de los resultados

Los tejidos son positivos si se observa una fluorescencia granular especifica y
citoplasmica en el tejido paracortical de drganos linfoides o en los macréfagos fijados en
otros érganos, o en cultivos de leucocitos inoculados.
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1.3. Deteccién del genoma virico por la reaccion en cadena de la polimerasa

Se han desarrollado técnicas de PCR utilizando cebadores de una regiéon muy conservada del genoma
para detectar e identificar una amplia gama de cepas pertenecientes a todos los genotipos viricos
conocidos, incluyendo virus no hemadsorbentes y cepas de baja virulencia. Se ha comprobado que las
técnicas de la PCR que se utilizan son particularmente Utiles para identificar ADN virico en tejidos de
cerdos que son inadecuados para el aislamiento de virus o la deteccién de antigeno debido a que han
sufrido putrefaccién o cuando hay buenas razones para sospechar que el virus puede haberse
inactivado antes de que las muestras hayan llegado al laboratorio. Debido a la alta sensibilidad y alta
especificidad, junto con la posibilidad de una aplicaciéon de alto rendimiento, la PCR es un método
recomendado para el cribado y la confirmacion de los casos sospechosos.

Se han descrito varios métodos de PCR en tiempo real convencional (Aglero et al., 2003; Basto et al.,
2006; Fernandez-Pinero et al., 2013; King et al., 2003; Tignon et al., 2011) y existen varios kits
comerciales de PCR para la deteccion del VPPA. También se han descrito técnicas de RT-PCR
daplex para la deteccion simultanea y diferencial del VPPA y del VPPC (Aglero et al., 2004; Haines et
al., 2013). Todo protocolo de PCR que se utilice debe haber sido validado para el uso en cuestion,
segln lo establecido en el Capitulo 1.1.6 Principios y métodos de validacion de las pruebas de
diagnéstico de las enfermedades infecciosas y el Capitulo 2.2.3 Desarrollo y optimizacion de pruebas
de deteccion de acido nucleico para mas detalles sobre las técnicas de PCR.

Se describen tres métodos validados de PCR (Aguero et al., 2003; Fernandez-Pinero et al., 2013; King
et al.,, 2003) que consisten en un procedimiento de preparacion de la muestra seguido del
procedimiento analitico. Estos procedimientos sirven de modelo general y como punto de partida para
protocolos de PCR. Las condiciones Optimas de reaccion (tiempos de incubacidon y temperatura,
modelos y suministradores de equipos, concentraciones de los reactivos para la prueba, como
cebadores y dNTPs) pueden variar, de modo que primero deben comprobarse las condiciones
descritas.

1.3.1. Procedimiento de preparacion de la muestra

Existen kits de extraccion de ADN para la preparaciéon del molde apropiado para la PCR
dependiendo de la muestra que se vaya a analizar, y pueden ser adecuados para su uso. En
las publicaciones citadas, se ofrecen los correspondientes detalles (Aguero et al., 2003;
Fernandez-Pinero et al., 2013; King et al., 2003), asi como en los métodos actuales de los
Laboratorios de Referencia (véase la Tabla de la Parte 4 de este Manual Terrestre). La
deteccién del VPPA se puede llevar a cabo paralelamente a la del VPPC (véase el Capitulo
3.8.3 Peste porcina clasica para conocer los métodos moleculares de deteccion del VPPC).

Se pueden procesar diferentes muestras para el andlisis por PCR, tales como sobrenadantes
de cultivo celular, sangre con EDTA, suero y tejidos homogeneizados. Los hisopos de sangre
pueden ser Utiles como muestras de jabalies salvajes.

Para los 6rganos y las muestras de tejidos, se debe preparar primero un homogenado del
material al 1/10 en PBS estéril 1x y centrifugar después a 12.000 g durante 5 minutos. Se
extraen los &cidos nucleicos del liquido sobrenadante resultante. Algunas veces es
recomendable procesar una dilucién de sobrenadante al 1/10 en paralelo (por ejemplo, si el
homogenado de érganos tiene un aspecto turbio y/o se sospecha de exceso de contenido en
ADN gen6mico).

Muestras control para el paso de la extraccion de ADN: en cada ciclo de extraccion de acido
nucleico debe incluirse al menos un control positivo y uno negativo. Las muestras de control
positivo deben ser suero, sangre en EDTA u homogenados de tejido al 1/10 (el mismo tipo de
tejido que el de las muestras problema) positivos al VPPA. Es muy recomendable que el control
positivo se prepare de tal forma que tenga un limite de deteccion cercano al de la técnica para
monitorear el rendimiento del procedimiento de extraccion de ADN (por ejemplo, que dé un
ciclo umbral [Ct] de 32+2 en la PCR en tiempo real). El control negativo puede consistir en
agua o sangre, suero o homogenado de tejido en EDTA negativos para VPPA. Se procesan los
controles paralelamente a las muestras problema. La calidad de la preparacion del &cido
nucleico puede afectar a la efectividad de la amplificacion mediante PCR.

Para la extraccion del ADN, deben seguirse las instrucciones del fabricante. Por Gltimo, se lleva
a cabo la elucién del &cido nucleico, preferiblemente empleando agua de grado molecular (que
permitird recuperar tanto ADN como ARN, por si se requiere comprobar tanto la presencia del
VPPA y del VPPC). El ADN eluido debe utilizarse de inmediato o conservarse a -20 °C hasta su
uso.
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1.3.2. Amplificacion por PCR mediante PCR convencional (Agiiero et al., 2003)

El conjunto de cebadores del VPPA descrito en este procedimiento puede combinarse con un
conjunto de cebadores especifico para el VPPC en un método de RT-PCR muiltiple que permite
la deteccion simultanea y diferenciada de ambos genomas del virus en una Unica reaccion

(Aguero et al., 2004).

Muestras control para el paso de amplificacion del ADN: en cada ejecucion de la PCR, debe
incluirse al menos un control positivo y un control negativo. El control positivo debe consistir en
2 ul de ADN positivo para el VPPA. Es muy recomendable que el control positivo se sitle cerca
del limite de deteccién de la PCR con el fin de comprobar el rendimiento del procedimiento de
amplificacion del ADN (por ejemplo, de tal forma que dé un valor Ct de 32+2 en la PCR en
tiempo real). El control negativo debe consistir en 2 pl de agua estéril sin nucleasa o ADN

extraido de sangre, suero o0 homogenado de tejido en EDTA negativos para el VPPA.

1.3.2.1. Soluciones reserva

i)  Agua estéril sin nucleasa.

i) Puede comprarse ADN polimerasa de arranque en caliente, Tampén Il para PCR, y

cloruro de magnesio.

iii) Puede comprarse también la mezcla de nucleétidos para PCR, que contiene cada una de

las ANTP a una concentracion de 10 mM.

iv) Cebadores a una concentracion 20 pmoles/pl: Secuencia del Cebador 1, 5-AGT-TAT-
GGG-AAA-CCC-GAC-CC-3’ (cebador directo); Secuencia del Cebador 2, 5- CCC-TGA-

ATC-GGA-GCA-TCC-T-3’ (cebador inverso).

v)  Tampon de carga 10x xileno cianol al 0, 2%, azul de bromofenol al 0,2 %, glicerol al 30%.

vi) Tampon TAE (50x) para el gel de agarosa: Tris base (242 g); acido acético glacial

(57,1 ml); EDTA 0,5 M, pH 8,0 (100 ml); agua destilada (hasta 1 litro).

vii) Solucién de agarosa al 2%: existe a la venta agarosa adecuada para preparar una

solucion al 2% en tampon TAE 1x.

viii) ADN marcador de peso molecular: existe a la venta una escala de 100 pares de bases.

ix) Existe a la venta tincion de intercalado de ADN bicatenario

1.3.2.2. Protocolo de la PCR convencional

i) Se prepara para cada muestra la mezcla primaria de reaccion para PCR en un tubo estéril
de microcentrifuga de 1,5 ml para el nUmero de muestras a analizar y se cuenta como

minimo una muestra adicional.

ii) Se prepara la mezcla para reacciéon PCR hasta un volumen final de 25 pl por muestra,
afadiendo los siguientes reactivos a las concentraciones finales indicadas: tampon de
PCR 1x, cloruro de magnesio 2 mM (puede incluirse en el tampo6n de PCR), mezcla de las
dNTP, cada una a una concentracion final de 0,2 mM, cebador PPA-1, 20 pmol/ul (0,25 pl,
concentracion final de 0,2 uM), cebador PPA-2, 20 pmol/pl (0,25 pl, a una concentracion
final de 0,2 uM), 0,625 U de ADN polimerasa hot-start y agua destilada sin nucleasa o

estéril.

iii) Se afiaden 23 pl de mezcla de reaccion de PCR al numero necesario de tubos de PCR de

0,2 ml.

iv) Se afiaden 2 pl del molde de ADN extraido a cada tubo de PCR. Se incluye un control de
reaccion positivo (2 pl del ADN del VPPA) y un control de reaccién negativo (2 pl de agua

destilada) para cada ejecucion de la PCR.

v)  Se colocan todos los tubos en un termociclador automatico y se desarrolla el siguiente

programa:

Un ciclo a 95°C durante 10 minutos.

40 ciclos a 95°C durante 15 segundos, 62°C durante 30 segundos y 72°C durante

30 segundos.
Un ciclo a 72°C durante 7 minutos.

Se mantiene a 4°C.
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Nota: El programa de termociclado puede variar segun la ADN polimerasa que se utilice,
pero las condiciones indicadas arriba sirven como referencia y es el programa establecido
en el procedimiento original (Agtiero et al., 2003).

vi) Al finalizar el programa, se retiran los tubos de PCR y se afiaden 2,5 pl de tampén de
carga 10x a cada tubo.

vii) Se ponen todas las muestras en gel de agarosa al 2% en tampo6n TAE 1x que contenga
tincion de intercalado de ADN (la concentracion idénea dependera de cada colorante,
deben seguirse las instrucciones del fabricante).

viii) Se afiade el ADN marcador a un pocillo en cada gel.
iX) Se ejecuta el gel a un voltaje constante de 150-200 voltios durante unos 30 minutos.

X)  Se examina el gel con luz UV o azul. En una muestra positiva, se presentara una banda
definida que debe co-migrar con el producto de la PCR del control positivo. Se calcula el
tamafo de los productos de la PCR en las muestras problema y en el control positivo
respecto al marcador de ADN estandar. El producto de la PCR del control positivo tiene
un tamafio de 257 pares de bases. No deben verse bandas en el control negativo.

1.3.3. Procedimiento 1 de PCR en tiempo real (King et al., 2003)
1.3.3.1. Soluciones reserva

i)  Agua estéril libre de nucleasa u otra agua estéril apropiada y mezcla primaria de reaccion
para PCR (2x).

i)  Se preparan los cebadores a una concentracion de 50 pmoles/ul: Secuencia del Cebador
1, 5-CTGCT-CATGG-TATCA-ATCTT-ATCGA-3’ (cadena positiva); Secuencia del
Cebador 2, 5-GATAC-CACAA-GATC(AG)-GCCGT-3’ (cadena negativa).

iii) Se incluye una sonda de hidrélisis marcada con fluorescencia a una concentracion de
5 pmoles/ul:  (5'-[6-carboxi-fluoresceina (FAM)]- CCACG-GGAGG-AATAC-CAACC-
CAGTG-3’-[6-carboxi-tetrametil-rodamina (TAMRA)]).

1.3.3.2. Amplificacién por PCR

i)  Se prepara para cada muestra la mezcla de reaccion de PCR que se describe abajo, en
un tubo estéril de microcentrifuga de 1,5 ml. Se prepara la mezcla primaria para el nimero
de muestras a analizar y contando una muestra adicional.

Agua estéril o libre de nucleasa (7,5 pl); mezcla base de reaccion para PCR 2x (12,5 pl);
cebador 1, 50 pmoles (1,0 pl); cebador 2, 50 pmoles (1,0 pl); sonda marcada con
fluorescencia, 5 pmoles (1 pl).

i) Se afiaden 22 pl de mezcla de reaccion de PCR a un pocillo de una placa de reaccion
Optica por cada muestra a analizar.

iii) Se afiaden 3 pl del molde extraido de ADN o de un control de extraccion en blanco, y se
cubre bien con una tapa.

iv) Se centrifuga la placa durante 1 minuto en una centrifuga adecuada para mezclar el
contenido de cada pocillo.

v)  Se coloca la placa en un sistema de deteccion de secuencias para amplificacion por PCR
(maquina de PCR en tiempo real equipada con canal de fluorescencia FAM) y se
desarrolla el siguiente programa:

Un ciclo a 50°C durante 2 minutos.
Un ciclo a 95°C durante 10 minutos.
Cuarenta ciclos a 95°C durante 15 segundos, 58°C durante 1 minuto.

Nota: Si no se dispone de termociclador especifico para este fin, se puede utilizar un
termociclador ordinario y analizar los productos de PCR por lectores de fluorescencia a
punto final o, alternativamente, por electroforesis en un gel de agarosa al 1,5%. Se espera
un producto de 250 pb.

vi) Lectura de los resultados

Se asigna un valor de ciclo umbral (Ct) a cada reaccion de PCR a partir de un andlisis de
todas las representaciones graficas de amplificacion (una grafica de la sefial de
fluorescencia frente al nUmero de ciclos). Las muestras problema negativas, los controles
negativos no infectados o los controles de extracciéon en blanco deben tener un valor Ct
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1.3.4.

>40,0. Las muestras problema positivas y los controles positivos deben tener un valor
C1<40,0 (las muestras fuertemente positivas tienen un valor C1<30,0).

Las modificaciones de este protocolo empleando distintos kits comerciales de amplificacion
pueden aportar rendimientos de la PCR incluso mayores, pero estos kits de amplificacion
deben estar totalmente validados antes de ser utilizados. Ferndndez-Pinero et al., 2010
validaron una maodificacion de esto empleando un protocolo de amplificacién rapida para fines
de diagnéstico (se puede consultar el protocolo detallado en Fernandez-Pinero et al., 2013).

Procedimiento 2 de PCR en tiempo real (Fernandez-Pinero et al., 2013)

Se ha comprobado que este método de PCR en tiempo real presenta la maxima sensibilidad en
la deteccion de ADN del VPPA en fases muy tempranas de la infeccion y en animales
infectados de forma cronica, en los cuales el nivel de viremia suele ser bastante bajo
(Fernandez-Pinero et al., 2013; Gallardo et al., 2015a).

1.3.4.1. Soluciones reserva
i)  Agua estéril sin nucleasa.

i)  Existen varios kits comerciales de PCR en tiempo real (los kits que se escojan deben
estar validados para su uso con fines de diagndstico).

iii) Los cebadores se preparan a una concentracion de 20 pmol/ul: cebador ASF-VP72-F
secuencia 5-CCC-AGG-RGA-TAA-AAT-GAC-TG-3' (cebador directo); cebador ASF-
VP72-R secuencia 5-CAC-TRG-TTC-CCT-CCA-CCG-ATA-3’ (cebador inverso).

Note: el codigo de nucledtidos, R = A+G posicién de bases mixta.

iv) Existe a la venta y lista para usar una sonda de hidrélisis marcada (10 pmol/ul, marcada
con tincion indicadora FAM) (véase Fernandez-Pinero et al., 2013 para més informacion).

Nota: si no es posible disponer de la sonda especifica, puede sustituirse por la siguiente sonda
estdndar empleando una concentracién y unas condiciones de reaccion idénticas: (5-[6-
carboxy-fluorescein  (FAM)]-TCC-TGG-CCR-ACC-AAG-TGC-TT-3-[silenciador de agujero

negro (BHQ)])
1.3.4.2. Amplificacién por PCR

Muestras control para el paso de amplificacion del ADN: en cada ejecucion de la PCR debe
incluirse al menos un control positivo y un control negativo. La muestra de control positivo debe
ser ADN positivo para el VPPA. Es muy recomendable que el control positivo esté cercano al
limite de deteccion de la PCR para comprobar el rendimiento del procedimiento de
amplificacion del ADN (por ejemplo, que dé un valor de Ct de 32+2 en la PCR en tiempo real).
El control negativo debe ser 2 pl de agua estéril sin nucleasa.

i) En un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, se prepara la mezcla para reaccion PCR
describa abajo para cada muestra. Se prepara la mezcla para reaccion a granel para el
namero de muestras que se analizaran, y como minimo una adicional.

ii) La mezcla de reaccion de PCR consiste en: agua destilada sin nucleasa o estéril (7 ul),
mezcla primaria 2x (10 ul), cebador ASF-VP72-F, 20 pmol/ul (0,4 pl), cebador ASF-VP72-
R, 20 pmol/ul (0,4 pl), sonda de hidrélisis marcada con fluorescencia, 10 pmol/pl (0,2 pl).

iii) Se afiaden 18 pl de la mezcla de reaccion de PCR al nUmero necesario de tubos Opticos
de PCR de 0,2 ml.

iv) Se afiaden 2 pl del molde de ADN extraido a cada tubo de PCR. Se incluye un control
positivo (2 ul de ADN de VPPA) y un control negativo (2 pl de agua destilada) en cada
ejecucion de la PCR.

v)  Se colocan todos los tubos en un termociclador de PCR en tiempo real (equipado con
canal de fluorescencia FAM) y se ejecuta el siguiente programa:

Un ciclo a 95°C durante 5 minutos.

45 ciclos a 95°C durante 10 segundos, 60°C durante 30 segundos. Se programa la
obtencidn de fluorescencia en el canal FAM al final de cada ciclo.

Nota: El programa de incubacion puede variar segin la ADN polimerasa que se utilice,
pero el indicado sirve como norma general y es el establecido en la publicacion del
procedimiento original (Fernandez-Pinero et al., 2013).
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vi) Lectura de los resultados

El punto en el que la medicién de la fluorescencia es superior a la sefial de fondo y
alcanza el nivel detectable se denomina ciclo umbral (Ct), y viene determinado
automaticamente por el software del equipo de PCR. Sera el nivel de fluorescencia a
partir del cual una muestra se considerara positiva.

En una muestra positiva, se obtendra una curva de amplificacion en forma sigmoidea
siempre que el Ct sea <40. Las muestras que den un Ct 238 deberan considerarse
ambiguas si se observa un grafico sigmoideo, y en estos casos debera repetirse el
analisis para confirmar el resultado. Las muestras negativas mantendran el perfil de
fluorescencia por debajo del nivel de fluorescencia de fondo y el quipo no indicara valor
Ct.

Las muestras que den un valor Ct >40 pueden considerarse negativas a no ser que los
resultados de las técnicas de serologia o la informacion epidemiologica indiquen la
posibilidad de una infeccién por el VPPA. En este caso, el andlisis debera repetirse para
confirmar el resultado negativo de la PCR.

1.4. Enzimoinmunoanalisis de deteccién de antigeno

Como método alternativo, puede llevarse a cabo un ELISA de deteccién de antigeno, pero su
sensibilidad es muy inferior a la de la PCR o la HAD, no debe utilizarse como método Unico para la
deteccién del virus y los resultados deben confirmarse con una PCR o una HAD. Existe un kit
comercial para su uso con muestras de sangre, bazo o ganglios linfaticos porcinos, de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. Este kit consiste en un ELISA tipo sandwich de doble anticuerpo. La
placa esta recubierta por un MAb especifico de la proteina de la cdpsida del virus que se une al VPPA
en las muestras positivas. Tras el lavado, se afiade un segundo MAb especifico de un epitopo distinto
de la proteina de la cépsida y conjugado a peroxidasa. La unién de este segundo anticuerpo al
antigeno capturado se detecta al afiadir el sustrato apropiado.

2. Pruebas serolégicas

Las pruebas seroldgicas son las pruebas de diagndstico mas utilizadas debido a su simplicidad, su coste
relativamente bajo y el hecho de que requieren equipo e instalaciones poco especializados. En el caso del
diagndstico de la PPA, esto es especialmente relevante porque no existe ninguna vacuna comercial contra el
VPPA, lo cual significa que la presencia de anticuerpos anti-VPPA siempre indica infeccién. Ademas, los
anticuerpos anti-VPPA aparecen poco después de la infeccion (7—10 dias) y persisten durante varios meses o
incluso afios. Los cerdos domésticos y los jabalies infectados por cepas virulentas normalmente mueren antes de
que aparezca respuesta inmunitaria humoral especifica. En las zonas con una infeccion por el VPPA bien
establecida, donde también circulan cepas del virus atenuadas y poco virulentas, la deteccion seroldgica es
crucial para la identificacion de animales recuperados y con infecciones asintomaticas. No existen anticuerpos
totalmente neutralizantes.

La mas utilizada es el ELISA (Gallardo et al., 2015b; Sanchez-Vizcaino, 1987), que es adecuado para examinar
suero o plasma. Las muestras que den positivo en el ELISA deben confirmarse mediante otras pruebas, como la
IFAT o la inmunotransferencia (Gallardo et al., 2015b; Pastor et al., 1989). Normalmente no se detectan
anticuerpos en cerdos infectados con VPPA virulentos, ya que mueren antes de que eso se produzca. En cerdos
infectados con virus de la PPA de baja o moderada virulencia se producen anticuerpos. Se ha validado una
prueba para realizar en la propia explotacion (prueba de flujo lateral) destinada a la deteccion de anticuerpos, y
se esta comercializando.

Recientemente, se han llevado a cabo estudios extensos para evaluar la especificidad y la sensibilidad de las
pruebas seroldgicas de deteccion de la PPA en distintos escenarios epidemioldgicos de Africa y de Europa.
Estos estudios han incluido las cepas del genotipo Il del VPPA actualmente circulantes en Europa del este y en
Africa oriental que presentan mas variabilidad. Los resultados han mostrado que las pruebas recomendadas por
la OIE para certificar a los animales antes de los desplazamientos (véase la Tabla 1) permiten detectar la
presencia de anticuerpos contra el VPPA en todas las situaciones epidemioldgicas evaluadas, con exactitud y
con una sensibilidad adecuada (Gallardo et al., 2013; 2015b).

Cuando la PPA es endémica, la confirmacion de casos sospechosos de enfermedad puede realizarse mediante
una prueba serologica estandar (ELISA), combinada con una prueba seroldgica alternativa (IFAT, IPT, IBT) o una
prueba de deteccién del antigeno. En algunos paises, mas del 95% de los casos positivos se han identificado
mediante una combinacion de pruebas IFA y FAT.

Debe destacarse que cuando los cerdos se infectan por cepas avirulentas o de baja virulencia, las pruebas
serolégicas pueden ser el Unico modo de detectar a los animales infectados.
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2.1. Enzimoinmunoanalisis

El ELISA es una prueba directa que permite detectar anticuerpos contra el VPPA en cerdos que han
sido infectados por virus con una virulencia baja o moderada. Actualmente, se dispone de varios kits
comerciales de ELISA basados en un formato de competicion o indirecto para la deteccion de
anticuerpos contra el VPPA y validados para su uso en distintas situaciones epidemioldgicas. Una
alternativa mas barata consiste en preparar un antigeno soluble para utilizarlo en un ELISA indirecto, y
mas adelante se describe el procedimiento para usar este antigeno soluble.

Se recomienda llevar a cabo una segunda prueba confirmativa, como la IBT, la IFAT o la IPT,
descritas mas adelante, en casos de resultado dudoso o de un resultado positivo cuando se sospecha
gue los sueros se han conservado de forma deficiente.

2.1.1. Preparacién del antigeno para el ELISA

El antigeno para ELISA se prepara a partir de células infectadas cultivadas en presencia de
suero porcino (Escribano et al., 1989).

i)

i)

ii)

iv)

v)

Vi)

viii)

Se infectan células MS (células estables de mono) a una multiplicidad de infeccion de
10 con virus adaptado, y se incuban en un medio que contenga un 2% de suero porcino.

Se recogen las células a las 36—48 horas de la infeccion, cuando el ECP es extenso. Se
lavan con PBS, se precipitan a 650 g durante 5 minutos, se lava el sedimento celular con
sacarosa 0,34 M en Tris/HCI 5 mM, pH 8,0, y se centrifuga para sedimentar las células.

Se realizan los pasos (iii) a (v) en hielo:

Se resuspende el sedimento celular con sacarosa 67 mM en Tris/HCI 5 mM, pH 8,0
(1,8 ml por recipiente de 175 cm?) y después de 5 minutos se deja con agitacion durante
10 minutos.

Se afiade el detergente no i6nico Nonidet-P40 a una concentracion final de 1% (p/v) y se
deja 10 minutos (con agitacion cuando hayan pasado 5 minutos) para lisar las células.

Se aflade sacarosa a una concentracion final del 64% (p/p) en Tris/HCI 0,4 M, pH 8,0, y
se centrifuga a 1.000 g durante 10 minutos para sedimentar los nucleos.

Se recoge el sobrenadante y se afiade EDTA (concentracion final 2 mM), beta-
mercaptoetanol (concentracion final 50 mM) y NaCl (concentracién final 0,5 M) en Tris/HCI
0, 25 mM, pH 8,0, y se incuba durante 15 minutos a 25°C.

Se centrifuga a 100.000 g durante 1 hora a 4°C sobre una capa de sacarosa al 20% (p/p)
en Tris/HCI 50 mM, pH 8,0.

Se extrae la banda situada inmediatamente por encima de la capa de sacarosa y se utiliza
como antigeno en el ELISA. Se guarda a —20°C.

2.1.2. Procedimiento del ELISA indirecto (Pastor et al., 1990)

i)

i)

ii)

iv)

v)

Vi)

vii)

Se antigenan la(s) microplaca(s) de 96 pocillos para ELISA afiadiendo a cada pocillo
100 I de la dilucion recomendada o pre-titulada del antigeno en tampdn
carbonato/bicarbonato 0,05 M, pH 9,6.

Se incuban a 4°C durante 16 horas (toda la noche) y a continuacién se lavan cinco veces
con Tween 20 al 0,05% en PBS, pH 7,2.

Se diluye el suero problema y los sueros control positivo y negativo a 1/30 con Tween 20
al 0,05% en PBS, pH 7,2, y se afladen 100 pl de cada diluciéon de suero por duplicado a
pocillos de la(s) placa(s) antigenizada(s).

Se incuban las placas a 37°C durante 1 hora (de modo opcional, en un agitador de
placas) y se lavan después cinco veces con Tween 20 al 0,05% en PBS.

Se afladen a cada pocillo 100 pl del conjugado proteina-A/peroxidasa de rabano (Pierce)
a la dilucion recomendada o pre-titulada en Tween 20 al 0,05% en PBS.

Se incuban las placas a 37°C durante 1 hora y se lavan después cinco veces con Tween
20 al 0,05% en PBS.

Sustrato: Se afiaden 200 pl de sustrato DMAB/MBTH a cada pocillo preparado del
siguiente modo:
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El volumen necesario por placa es de 10 ml de solucion DMAB 80,6 mM + 10 ml de
solucion MBTH 1, 56 mM + 5 ul de H20: al 30%.

a) Preparacion del substrato DMAB/MBTH

DMAB - Acido 3-Dimetilaminobenzoico (SIGMAD-0787); MBTH — 3-Metil-2-
benzotiazolinona hidrazona hidrocloruro monohidrato (IGMA M-8006).

b)  Solucion DAMB 80,6 mM

Se disuelven 13,315 g de acido DAMB en 1.000 ml tampén fosfato 0,1 M, pH 7
(5,3 g de KH2PO4, 8,65 g de Na2HPO4 hasta completar 1000 ml en agua destilada)
mediante agitacion continua durante 1 hora a temperatura ambiente, ajustando el pH
a 7 con NaOH (5 M). Se filtra a través de un embudo.

¢) Solucién MBTH 1,56 mM

Se disuelve 0,3646 g de MBTH en 1.000 ml tamp6n fosfato 0,1 M, pH 7 (5,3 g de
KH2PO4, 8,65 g de Na2HPO4 hasta completar 1000 ml en agua destilada) mediante
agitacion constante durante 1 hora, ajustando el pH a 6,25 con acido clorhidrico
concentrado. Se filtra a través de un embudo.

El substrato se puede preparar en forma de soluciones reserva, distribuidas en alicuotas y
mantenidas a —20°C. Se mezclan las soluciones DMAB y MBTH (1:1) inmediatamente
antes de usar y se afiade la cantidad requerida de H202 al 30%.

Como alternativa, se puede utilizar ortofenilendiamina (OPD) al 0,04% en lugar de
DMAB/MBTH. Se prepara en tampén fosfato/citrato, pH 5,0, a razén de 10 pl/25 ml. Se
afiaden 100 pl de sustrato a cada pocillo. Nota: cuando se utiliza el sustrato OPD, el
numero de falsos positivos aumenta.

viii) Se incuba a temperatura ambiente durante aproximadamente 6-10 minutos (antes de que
el control negativo empiece a presentar color). El tiempo necesario para la aparicion del
color dependera de la temperatura del substrato en el momento de afiadirlo a los pocillos
y de la temperatura ambiente.

ix) Se detiene la reaccion afiadiendo a cada pocillo 100 pl de acido sulfarico 3 N.

X)  Lectura de los resultados: Los sueros positivos tienen color palido, (amarillo en el caso del
sustrato OPD, azul en el caso del sustrato DMAB/MBTH), visible a simple vista, pero para
asegurarse de identificar todos los sueros positivos, es necesario leer por
espectrofotometria la absorbancia de cada pocillo a 600-620 nm (en el caso del sustrato
DMAB/MBTH) o0 a 492 nm (en el caso del sustrato OPD) en un lector de ELISA. Utilizando
el sustrato DMAB/MBTH, la prueba se valida cuando el valor medio de absorbancia del
control positivo es mas de cuatro veces el valor medio de absorbancia del control
negativo. Utilizando el sustrato OPD, se considerara positivo todo suero que tenga un
valor de absorbancia superior a dos veces el valor de absorbancia medio del suero control
negativo en la misma placa.

Para interpretar correctamente los resultados, es necesario calcular el PUNTO DE
CORTE que permite diferenciar entre resultados negativos, dudosos y positivos. El punto
de corte se establece mediante la siguiente ecuacion:

PUNTO DE CORTE = suero negativo de Densidad Optica x 1 + suero positivo de
Densidad Optica x 0,2.

a) Los sueros con una densidad optica inferior al PUNTO DE CORTE — 0.1 pueden
considerarse negativos.

b) Los sueros con una densidad oOptica superior al PUNTO DE CORTE + 0,1 pueden
considerarse positivos.

c) Los sueros con una densidad éptica entre el PUNTO DE CORTE Y * 0,1 pueden
considerarse dudosos y el resultado tendra que confirmarse mediante IPT, IFAT o
IBT.

Este ELISA indirecto se ha mejorado y validado y tiene una mayor sensibilidad que la obtenida con el
procedimiento previo cuando se utilizan muestras de suero obtenidas en fases tempranas de la
infeccion, lo cual se ha conseguido ajustando el tiempo de incubacion, las temperaturas de incubacién,
los tampones, las concentraciones del antigeno y las muestras, asi como el tipo y concentracion del
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2.2,

conjugado y el sustrato (Fernandez-Pacheco et al., 2016). De forma resumida, los sueros problema y
control se diluyen a 1/10 en tampén de bloqueo (PBS que contenga un 0,05% de Tween 20, un 2% de
leche desnatada y un 2% de suero porcino normal), y se deja como blanco un pocillo de la placa de
ELISA que actia como pocillo control (100 pl de tampén de bloqueo). Los sueros se incuban 2 horas a
37+2°C en un agitador de placas. Se mantiene el conjugado pre-titulado a una dilucién de trabajo
(intervalo sugerido de 1:5000-1:20000 de proteina A, 1 mg/ml) durante 45 minutos a 37+2°C en el
agitador de placas. Por Ultimo, se utiliza un sustrato nuevo, afiadiendo 100 pl/por pocillo de solucién
sustrato (ABTS [acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazol-6-acido sulfénico]) e incubando 30 minutos a
temperatura ambiente en la oscuridad. La reaccién se detiene afiadiendo 100 pl/pocillo de solucion de
parada (dodecilsulfato de sodio al 1%) y los resultados se obtienen a una longitud de onda de 405 nm.
Para la interpretacién de los resultados, la prueba se valida cuando la media de la densidad éptica
obtenida en el blanco (ODblank) es <0,250. El valor de corte (VCO) es la media de la OD NC
(densidad éptica del control negativo) x 2. El valor de corte indice (ICO) definira el resultado y se
calcula como ICO = (Od media de la muestra)/VCO. Las muestras de suero con un ICO <1 se
consideran negativas, con un ICO >1 1,25, dudosas, y con un ICO >1,25, positivas.

Prueba de la inmunoperoxidasa indirecta (IPT)(Gallardo et al., 2015b)

La IPT es una técnica de inmunocitoquimica en células fijadas util para determinar la formacion de
complejos anticuerpo-antigeno a través de la accion de la enzima peroxidasa. En este procedimiento,
se infectan células de rifion de mono verde Africano (Vero) o MS con cepas del VPPA adaptadas a
estos cultivos celulares. Las células infectadas se fijan y se utilizan como antigenos para determinar la
presencia de los anticuerpos especificos contra la PPA.

La IPT debe utilizarse como una prueba confirmativa para sueros procedentes de zonas libres de PPA
gue son positivos en el ELISA, y para sueros de zonas endémicas que dan resultados dudosos en el
ELISA. Dada su superior sensibilidad y su rendimiento, es la mejor prueba para analizar muestras de
sangre, liquidos o tejido exudado (Gallardo et al., 2015b).

2.2.1. Preparacién de placas de 96 pocillos recubiertas con VPPA fijados adaptados

i) Se subcultivan células MS o Vero a una proporcién de 1:2 y se distribuye la suspension
celular diluida en el nimero necesario de microplacas de 96 pocillos (area de
crecimiento/pocillo 0,32 cm?).

ii)  Se incuban durante 24 horas (Vero) o 48 horas (MS) a 37+3°C en una incubadora
humidificada con un 5% de CO: para lograr una placa con un 80-90% de confluencia.
Tras una incubacion de 24 o 48 horas, el medio de los cultivos celulares de las placas de
96 pocillos se decanta con cuidado.

iii) En otro frasco, se prepara la dilucion apropiada (en medio de cultivo sin FCS) del VPPA
adaptado para inocular con una m.d.i (multiplicidad de infeccién) de 0,025 a 0,05.

El factor de dilucién se calcula empleando la siguiente formula:

0.7 x titulo virico x volumen

Factor de dilucion = ] ] ]
Numero de células x m.d.i

iv) Se inoculan las placas con 100 pl del in6culo/pocillo y se incuban a 37+3°C en una
incubadora humidificada con un 5% de COz:

a) 18+1 horas en el caso de las placas con células Vero infectadas.

b) 24+1 horas en el caso de las placas con células MS infectadas: en este caso, tras
2 horas a 37+3°C, se completa el volumen hasta 200 ul con medio +4% FCS
(concentracion final del 2% SFBi).

v)  Se fijan las células: los inéculos se eliminan mediante succién por vacio y las hojas de
células infectadas por el VPPA se fijan con una solucién fria que contenga metanol al 70%
y acetona al 30% durante 8+2 minutos a temperatura ambiente. Por Gltimo, las placas se
lavan con PBS 3-5 veces durante 5 minutos cada una, en el agitador de placas.

vi) Las placas de IPT fijadas y secadas se puede utilizar directamente o bien conservarse a
<-10°C.
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2.2.2. Procedimiento de la IPT

i) Se mantienen las placas de IPT para el VPPA a temperatura ambiente (18—25°C) durante
30 minutos tras la descongelacion.

i)  Paso de bloqueo: Se bloquean las placas afiadiendo 100 pl/pocillo de solucién de bloqueo
(PBS/Tween 20 0,05%, pH 7,2 [+0,2]/leche al 5%). Se incuban 1 hora a 37+2°C sobre el
agitador de placas.

iii)  Preincubacién de la muestra: En otra placa de microtitulacion de 96 pocillos, se diluyen a
1/40 las muestras (sueros, sangre, liquido o tejidos exudados) y los controles (positivo,
limite y negativo) en solucién de blogqueo (PBS/Tween 20 0,05%, pH 7,2 [£0,2]/leche al
5%) que contenga SFB al 2%. Se afiaden 100 pl por pocillo y se incuba 1 hora a 37+2°C
sobre el agitador de placas.

iv) Incubacién de la muestra: Tras 1 hora, se desecha la solucién de blogueo de las placas
de IPT para el VPPA y se afiaden 100 pl por pocillo de las muestras pre-incubadas y los
controles. Se incuban durante 45 minutos a 37+2°C sobre el agitador de placas.

v) Paso de lavado: Se lava tres veces con 100 pl/por pocillo de PBS 1x durante 5 minutos a
37+2°C sobre el agitador de placas.

vi) Se afiaden 100 pl de conjugado de proteina A con peroxidasa por pocillo diluido a 1/5000
en solucién de bloqueo. Se incuba durante 45 minutos a 37+2°C sobre el agitador de
placas.

vii) Paso de lavado: Se lava tres veces con 100 pl/por pocillo de PBS 1x durante 5 minutos a
37+2°C sobre el agitador de placas.

viii) Se afiaden 50 pl/pocillo de solucion sustrato y se incuban 5-10 minutos a temperatura
ambiente (18-25°C).

Solucion sustrato: La solucion sustrato debe prepararse cuando vaya a utilizarse. Se
mezclan 300 pl de solucion reserva en 5 ml de tampon acetato + 5 pl de H202 (este
volumen se recomienda para una placa de 96 pocillos).

a) Solucién reserva (20 mg/comprimido de AEC (3-amino-9-etilcarbazol) en 2,5 ml de
dimetilformamida (mantener a 4 £3°C en la oscuridad).

b) Tampédn acetato: 74 ml de solucion A + 176 ml de solucion B. Conservar a
temperatura ambiente. Caduca a los 6 meses.

1.  Solucion A: &cido acético glacial 0,2 N (1,155 ml de acido acético en 100 ml de
agua). Conservar a temperatura ambiente.

2. Solucion B: acetato de sodio 0,2 M (2,72 g [+0,05] de AcNa tri-hidratado en
100 ml de agua). Conservar a temperatura ambiente.

ix) Afadir PBS 1x a razén de 100 pl/por pocillo para detener la reaccion.

X) Lectura de los resultados: En los pocillos con muestras positivas para la PPA, se
observara una coloracién citoplasmatica roja intensa en las células infectadas por el
VPPA. La coloracion citoplasmatica roja se interpreta como resultado positivo para la PPA
y Su ausencia como resultado negativo.

En ciertas situaciones de muestras obtenidas de animales vacunados contra otras
enfermedades, se puede observar un ligero fondo con una coloracion roja inespecifica en
los pocillos. En estos casos, las muestras deben analizarse respecto a células no
infectadas en paralelo con células infectadas.

2.3. Prueba de la inmunofluorescencia indirecta

Esta prueba (Sanchez-Vizcaino, 1987) debe utilizarse como prueba confirmativa para sueros de zonas
consideradas libres de la PPA y que den un resultado positivo en el ELISA, y para sueros de zonas
endémicas que den un resultado ambiguo en el ELISA.

2.3.1. Procedimiento analitico

i) Se prepara una suspension de células de rifion porcino o de mono infectadas por el VPPA
a una concentracién de 5 x 10° células /ml, se esparcen gotas pequefias en portas, se
secan al aire y se fijan con acetona a temperatura ambiente durante 10 minutos. Los
portas se pueden guardar hasta su uso a —20°C.

ii)  Se inactivan los sueros problema por calor a 56°C durante 30 minutos.

Manual Terrestre de la OIE 2019 15



Capitulo 3.8.1. - Peste porcina africana (infeccion por el virus de la peste porcina africana)

ii)

Vi)

vii)

Se afladen a los portas de células infectadas, y a los de células control no infectadas,
diluciones apropiadas de los sueros problema y de los sueros control positivo y negativo
en solucién salina tamponada. Se incuban durante 1 hora a 37°C en una camara himeda.

Se lavan los portas por inmersion cuatro veces en PBS limpio y fresco y después con
agua destilada.

Se afiaden a todos los portas diluciones recomendadas o predeterminadas de anticuerpos
anti Ig de cerdo conjugados con ITCF o de proteina-A conjugada a ITCF. Se incuban
durante 1 hora a 37°C en una camara himeda.

Se lavan los portas por inmersion cuatro veces en PBS limpio y fresco y después con
agua destilada, se montan con PBS/glicerol, y se examinan en un microscopio de luz
ultravioleta con filtros adecuados de barrera y de excitacion.

Lectura de los resultados: El suero control positivo debe ser positivo sobre células
infectadas y todos los otros controles deben ser negativos antes de la lectura de la
prueba. Los sueros son positivos si los cultivos infectados muestran fluorescencia
especifica.

2.4. Prueba de la inmunotransferencia (Pastor et al., 1989)

Esta prueba debe utilizarse como alternativa a la IFA y la IPT para confirmar resultados dudosos con
sueros determinados. Proporciona resultados adecuados en el caso de muestras débilmente positivas
en la deteccion de anticuerpos contra la PPA a partir de la segunda semana post-infeccién. Se han
determinado proteinas viricas que inducen anticuerpos especificos en cerdos. Estos polipéptidos se
han colocado en tiras de antigeno y se ha demostrado que, en la prueba de inmunotransferencia,
reaccionan con anticuerpos especificos a partir de los 9 dias tras la infeccion.

2.4.1. Preparacion de tiras de antigeno

2.4.2.

2.4.3.

)

i)

ii)

Se preparan proteinas viricas citoplasmicas solubles como se describe para la
preparacion de antigeno para ELISA en el apartado B.2.1.

Se realiza una electroforesis en geles de acrilamida/N,N’-dialiltartardiamida (DATD) al
17% con estandares e peso molecular adecuado.

Se transfieren las proteinas a membranas de nitrocelulosa de 14 x 14 cm? mediante
electroforesis a una corriente constante de 5 mA/cm en tampén de transferencia (metanol
al 20% en glicina 196 mM, Tris/HCI 25 mM, pH 8,3).

Se secan las membranas y se marca el lado en el que se pasaron las proteinas por
electroforesis.

Se corta una tira desde el borde del filtro y se realiza inmunotransferencia por el
procedimiento que se describe mas adelante. Se identifica la region que contenga
proteinas de 23-35 kDa comparando con los estandares de peso molecular sometidos
paralelamente a la prueba, y se corta esta region en tiras de 0,5 cm de ancho. Se marca
cada tira por el lado por el que se pasaron las proteinas por electroforesis.

Estas tiras, de aproximadamente 4 cm. de longitud, constituyen las tiras de antigeno utilizadas
en inmunotransferencia y contienen proteinas con las que reaccionaran los anticuerpos de los
sueros de cerdos enfermos y convalecientes. En algunos cerdos estos anticuerpos persisten
durante toda la vida.

Preparacién de la solucién del sustrato cloranaftol

Esta solucién debe prepararse inmediatamente antes de ser utilizada.

i)

i)

ii)

Se disuelven 6 mg de 4-cloro-1-naftol en 2 ml de metanol y se afiade lentamente esta
solucién a 10 ml de PBS mientras se agita.

Se elimina por filtracién en papel de filtro Whatman No. 1 el precipitado blanco que se
forma (opcional).

Se afaden 4 ul de H20: al 30%.

Procedimiento analitico

Las tiras de antigeno deben mantenerse con la cara marcada hacia arriba durante el proceso
de la inmunoreaccion.
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i) Se incuban las tiras con antigeno en tampén de bloqueo (leche en polvo desnatada al 2%
en PBS) a 37°C durante 30 minutos con agitacion continua.

i)  Se preparan diluciones a 1/40 de los sueros problema y de los sueros control positivos y
negativos en tampén de bloqueo.

iii)  Se incuban las tiras con antigeno en el suero apropiado a 37°C durante 45 minutos con
agitacion continua. Se incuba una tira de antigeno con el suero control positivo y otra con
el suero control negativo. Estas dos tiras son los controles. Se lavan cuatro veces con
tampon de bloqueo; el lavado final debe durar 5 minutos con agitacién continua.

iv) Se afiade a todas las tiras con antigeno el conjugado de proteina-A/peroxidasa de rabano
a la dilucion recomendada o pre-titulada (generalmente a una dilucién de 1/1000) en
tampon de bloqueo. Se incuba a 37°C durante 45 minutos con agitaciéon continua. Se
lavan cuatro veces con tampoén de bloqueo; el lavado final debe durar 5 minutos con
agitacion continua.

v) Se prepara la solucion de substrato, se afiade a las tiras con antigeno y se incuba a
temperatura ambiente durante 5-15 minutos con agitacion continua.

vi) Se detiene la reaccién con agua destilada cuando las bandas de proteina sean lo
bastante oscuras.

vii) Lectura de los resultados: Los sueros positivos reaccionan con mas de una proteina virica
en la tira con antigeno; deben tener un modelo proteico similar y con la misma intensidad
que las tiras de antigeno tefiidas con el suero control positivo.

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS

Actualmente no hay ninguna vacuna comercial contra la PPA.
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NB: Existen Laboratorios de Referencia de la OIE para la Peste porcina africana (puede consultarse la lista
actualizada en la Tabla de la Parte 4 de este Manual Terrestre o en la pagina web de la OIE,
http://www.oie.int/es/nuestra-experiencia-cientifica/laboratorios-de-referencia/lista-des-laboratorios/) Por favor,
contacte con los Laboratorios de Referencia de la OIE para mas informacion sobre las pruebas de diagnéstico,
los reactivos y las vacunas para la Peste porcina africana.

NB: ADOPTADO POR PRIMERA VEZ EN 1990; ULTIMAS ACTUALIZACIONES ADOPTADAS EN 2010.
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