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Aislamiento viral e identificacion del virus
de la peste porcina africana en monocitos
periféricos

1. Aislamiento e identificacion del virus

1.1 MATERIALES Y REACTIVOS

e Animal donante: cerdo doméstico o jabali (Sus scrofa).

e Desfibrinador mecanico.

e Papel adsorbente.

e Crondmetro.

e Tubos de 50ml.

e Incubadora de CO2 (+0,5%)/ 37+3°C.

e (Camara de contador [THOMA o NEUBAHUER o caracteristicas similares].

e Tubos Eppendorfde 1,5ml.

e Congelador <-10 °C.

e Congelador <-70 °C.

e Frigorifico 43 °C.

e Pipetas de vidrio o plastico para volimenes de 1-25 ml.

e Guantes de latex o nitrilo.

e Cabina de flujo laminar clase Il.

e Placade cultivo celular de 96 pocillos de fondo plano [NUCLONTM Surface, NUNC
o similares caracteristicas].

e Pipeta multicanal de 50-300 I.

e Microscopio de cultivo celular invertido de contraste de fase.

e Medidor de pH (0,01 UpH).

e Pipetboy acu o equivalente.

e Incubadora con agitador 37£22C.

e Frasco de vidrio estéril de 250 ml y 500 ml.

e Pipetas monocanal 1-10 pl.
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e Pipetas monocanal 10-100 pl.

e Pipetas monocanal 10-200pul.

e Pipetas monocanal 200-1000pl.

e Centrifuga de mesa con refrigeracion 42C, Megafuge 1.0R [rotor Heraeus #7570
o de caracteristicas similares].

e \Vortex.

e Cloruro de Amonio NH4CI [Ref.: 1.01145.1000 (Merck) o caracteristicas
similares]. Almacenar a 49C.

e Solucion salina tamponada con fosfato (PBS 1x) en comprimidos [Ref.: 524650-1
(CALBIOCHEM) o caracteristicas similares]. Conservar a temperatura ambiente.

e Colorante de Tirk. [Ref.: 1.09277.0500 (Merck) o caracteristicas similares].
Conservar a temperatura ambiente.

e Control positivo: Aislado de HAD positivo al virus de la PPA. Almacenar a £ -702C

I
o

Figura 1. Desfibrinador mecanico.
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1.2 METODOLOGIA:

1.2.1 EXTRACCION Y CULTIVO DE LEUCOCITOS:

Obtencidn de sangre desfibrinada procedente de un cerdo o jabali donante:

©)
@)

Sedar al animal.

Introducir la aguja con la que se realizard la extraccion al tubo que
conecta con el desfibrinador, previamente puesto en marcha (Figura 1).
Realizar la extraccion de sangre a través del seno venoso oftalmico.

Una vez finalizada la extraccién sanguinea, dejar la sangre durante 30
minutos dentro del desfibrinador con las aspas girando.

Preparacion de placas:

©)

Reactivos:
= Solucidn de lisis de eritrocitos: Cloruro de Amonio NH4Cl, estéril al 0.83%

(8.3gr de NH4Cl en 1 litro de agua destilada).

= Solucidn salina tamponada con fosfato: (PBS 1X, pH +2): Se pueden usar

directamente los comprimidos (1 comprimido en 1 litro de agua destilada) o
fabricarlo de la siguiente manera:

CINa- 8gr
CIK 0.2gr
PO4H,K 0.2gr
POsHNa; 1.15gr
Agua destilada 1 litro

Descartar el codgulo de fibrina que ha generado el desfibrinador.
Alicuotar la sangre que se encuentra en el desfibrinador en tubos de
50ml, estériles y dentro de una cabina de flujo laminar.

Centrifugar durante 30 minutos a 2.500rpm, sin freno.

Obtendremos tres fases: suero (medio de cultivo para los leucocitos),
una fina capa blanca de leucocitos y una tercera fraccion de eritrocitos.
Traspasar el suero a un bote de 250ml estéril y lo utilizaremos en el dltimo
paso como medio de cultivo.

Traspasar los eritrocitos a un tubo de 50ml y guardar a 42C.

Traspasar los leucocitos a un tubo de 50ml y anadir 3 volumenes de
solucion de lisis de eritrocitos.

Incubar en hielo durante 15 minutos.

Centrifugar a 2.000 rpm durante 15 minutos, con freno.

Descartar el sobrenadante, con cuidado y afiadir, de nuevo, 3 volumenes
de la solucidn de lisis de eritrocitos.
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o Incubar en hielo durante 15 minutos.

Centrifugacion a 2.000 rpm durante 15 minutos, con freno.

o Descartar el sobrenadante. Si el pellet contiene aln eritrocitos, realizar
uno o dos lavados con PBS 1X (las centrifugaciones seran a 2.000rpm
durante 10 minutos)

o Resuspender el pellet de leucocitos con 10ml del suero recogido
anteriormente.

o Realizar el recuento leucocitario y ajustar la suspension de leucocitos a
una concentracion final 107 leucocitos/ml, para ello utilizar la solucién de
Turk (5 pl de suspensién de luecocitos + 495 pl de solucién de Turk).

o Distribuir los leucocitos en placas de 96 pocillos, 200 pl por pocillo
(300.000 células/pocillo).

o Incubar a 37°C con 5% de CO2 durante 3-4 dias.

o

1.2.2  INOCULACION DE MUESTRAS Y CONTROLES:

Pasados 3-4 dias, realizar una dilucién de los eritrocitos 1/100 en PBS 1X e
inocular en cada pocillo 20 pl de la dilucién.

Realizar una dilucidn 1/10 de cada muestra en el propio pocillo a ensayar (20
ul/pocillo)

Inocular 8 pocillos por muestra, dejando 8 pocillos libres entre muestra y
muestra para evitar contaminaciones.

Inocular el control positivo y control negativo.

Sellar las placas con Parafilm.

Incubar la placa de 96 pocillos a 37°C con 5% CO2 durante 5-7 dias para
comprobar la presencia de hemadsorcién (HAD) o efecto citopatico (CPE).

1.3 ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS:

Los pocillos inoculados se deben observar diariamente en el microscopio
para revisar la presencia o no de hemadsorciones (HAD) y/o efecto
citopatico.

La primera observacion se puede realizar a las 14-16 horas después de la
inoculacién.

Para la comprobar la presencia de HAD se deben agitar suavemente las placas
antes de ser observadas al microscopio.

El periodo de observacién debe prolongarse hasta comprobar la presencia de
HAD o efecto citopatico hasta 7 dias después de la incubaciéon de muestras.
Tras los 7 dias, se realiza la extraccién de genoma viral y PCR a tiempo real
del sobrenadante del cultivo de leucocitos de la placa.
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- Recogida de 10 pl de la muestra o matriz bioldgica y se realiza un nuevo pase
en una nueva placa con cultivo leucocitario ya preparado.

- Este procedimiento se lleva a cabo un total de tres veces, obteniendo asi tres
pases sucesivos de la muestra ambiental o matriz bioldgica en un cultivo de
leucocitos.

Figura 2. Hemadsorcién.
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