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DECISION DE LA COMISION
de 26 de mayo de 2003
por la que se aprueba un manual de diagnéstico de la peste porcina africana

[notificada con el niimero C(2003) 1696]

(Texto pertinente a efectos del EEE)

(2003/422/CE)

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,
Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Europea,

Vista la Directiva 2002/60/CE del Consejo, de 27 de junio de
2002, por la que se establecen disposiciones especificas de
lucha contra la peste porcina africana y se modifica, en lo que
se refiere a la enfermedad de Teschen y a la peste porcina afri-
cana, la Directiva 92/119/CEE (!), y, en particular, el apartado 3
de su articulo 18;

Considerando lo siguiente:

(1) Segtn la Directiva 2002/60/CE, es necesario establecer
uniformemente procedimientos de diagnédstico, métodos
de muestreo y criterios de evaluacién de los resultados
de las pruebas de laboratorio con fines de confirmacion
de la peste porcina africana.

(2) Segtin dicha Directiva, el laboratorio comunitario de
referencia de la peste porcina africana debe coordinar,
en consulta con la Comisién, los métodos empleados en
los Estados miembros para el diagnéstico de la enfer-
medad, con medios como la organizacién periddica de
pruebas comparativas y el suministro de reactivos de
referencia a nivel comunitario.

(3)  El virus de la peste porcina africana no se considera un
peligro para la salud humana.

4 Recientemente se han elaborado pruebas de laboratorio
p
que permiten la rdpida confirmacién de la peste porcina
africana.

(5)  La experiencia obtenida en la lucha contra la peste
porcina africana en los dltimos afios ha permitido selec-
cionar los procedimientos de muestreo y los criterios de
evaluacién de los resultados de las pruebas de labora-
torio mds adecuados para el diagnéstico correcto de esta
enfermedad en diferentes situaciones.

(6)  Por tanto, es pertinente aprobar el manual de estableci-
miento de dichos procedimientos y criterios.

(7) Los laboratorios nacionales de diagndstico deben quedar
autorizados para modificar las pruebas de laboratorio
establecidas o para utilizar pruebas diferentes, siempre
que se pueda demostrar la equivalencia de su sensibilidad
y especificidad.

(8)  Las medidas previstas en la presente Decision se ajustan
al dictamen del Comité permanente de la cadena alimen-
taria y de sanidad animal.

(') DO L 192 de 20.7.2002, p. 27.

HA ADOPTADO LA PRESENTE DECISION:

Articulo 1

1.  Queda aprobado el manual de diagnéstico de la peste
porcina africana que figura en el anexo.

2. Los Estados miembros velardn por que la confirmacion de
la peste porcina africana se efectie siguiendo los procedi-
mientos, métodos de muestreo y criterios de evaluacién de los
resultados de las pruebas de laboratorio establecidos en el
manual y basados en los elementos siguientes:

a) la deteccion, en el examen clinico o en la autopsia, de signos
y lesiones de la enfermedad;

b) la deteccion del virus, su antigeno o su genoma en muestras
de tejidos, 6rganos, sangre o excrementos de los cerdos;

¢) la demostracion de una respuesta de anticuerpos especificos
en muestras de sangre.

3. No obstante lo dispuesto en el apartado 2, los laborato-
rios nacionales de diagndstico recogidos en el anexo IV de la
Directiva 2002/60/CE podran introducir modificaciones en las
pruebas de laboratorio contempladas en el manual o utilizar
pruebas diferentes, siempre que pueda demostrarse que su
sensibilidad y su especificidad son equivalentes.

Si se aplican pruebas modificadas o diferentes, su sensibilidad y
especificidad deberdn evaluarse en el contexto de las pruebas
comparativas periddicas organizadas por el laboratorio comuni-
tario de referencia en relacion con la peste porcina africana.

Articulo 2
La presente Decision serd aplicable a partir del 1 de julio de
2003.

Articulo 3

Los destinatarios de la presente Decisién serdn los Estados
miembros.

Hecho en Bruselas, el 26 de mayo de 2003.

Por la Comision
David BYRNE

Miembro de la Comisién
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ANEXO

MANUAL DE DIAGNOSTICO DE LA PESTE PORCINA AFRICANA

Capitulo

Introduccion, objetivos y definiciones

1. Con objeto de disponer de procedimientos uniformes de diagndstico de la peste porcina africana (en lo sucesivo, «a

PPA»), en el presente manual:

a,

se determinan directrices y condiciones minimas en relacién con los procedimientos de diagnéstico, métodos de
muestreo y criterios para la evaluacién de los resultados de los exdmenes clinicos, autopsias y pruebas de labora-
torio con vistas al diagnéstico correcto de la PPA ();

=

se establece el minimo de requisitos de bioseguridad y de normas de calidad que deben observarse en los laborato-
rios de diagndstico de la PPA y en el transporte de las muestras;

e}
~

se establecen las pruebas de laboratorio que han de utilizarse para el diagnéstico de la PPA y las técnicas de labo-
ratorio para la tipificacién genética de las cepas aisladas del virus de la PPA.

. El presente manual se dirige principalmente a las autoridades encargadas de la lucha contra la PPA; por tanto, se

centra en los principios y aplicaciones de las pruebas de laboratorio y en la evaluacién de sus resultados, mds que en
el detalle de las técnicas de laboratorio.

3. A efectos del presente manual, ademds de aplicar las definiciones contenidas en el articulo 2 de la Directiva 2002/60/

CE, se entenderd por:

a) «explotacién sospechosa», toda explotacion porcina en la que se encuentren uno o mds cerdos sospechosos de
estar infectados con el virus de la PPA, o una explotacién de contacto segtn se define en la letra k) del articulo 2
de la Directiva 2002/60/CE;

b) «subunidad epidemioldgica» o «subunidady, el local, recinto o terreno circundante en el que se mantengan grupos
de cerdos dentro de una explotacion, de tal manera que el contacto entre ellos, directo o indirecto, sea frecuente,

pero que, al mismo tiempo, se mantengan separados de otros cerdos de esa misma explotacion;

¢) «erdos en contacto, los cerdos que hayan vivido en una explotacién, durante los dltimos 21 dias, en contacto
directo con uno o mds cerdos sospechosos de estar infectados con el virus de la PPA.

Capitulo 11

Descripcion de la PPA, con especial atencion al diagndstico diferencial

A. INTRODUCCION

1. La PPA es una enfermedad provocada por un virus ADN dotado de envoltura y que pertenece al género Asfivirus,
de la familia Asfarviridae. Las distintas cepas de virus de la PPA presentan diferencias de virulencia, aunque no
pueden sefalarse diferentes genotipos.

2. El virus de la PPA es muy estable en las excreciones de cerdos infectados, en los cuerpos de cerdo y en las carnes
frescas de cerdo, asi como en algunos de los productos derivados de carne de cerdo. Para garantizar su inactiva-
cion en el ambiente deben utilizarse desinfectantes adecuados.

3. La principal via natural de infeccién de los cerdos en Europa es la buconasal, por contacto directo o indirecto con
cerdos infectados, o por ingestién de piensos contaminados con el virus. Sin embargo, en las dreas en que hay
vectores (3, la transmisiéon mediante estos vectores tiene un papel muy importante en la persistencia y propaga-
cion del virus. La PPA puede propagarse asimismo por contacto indirecto con materiales contaminados y por
picaduras de insectos, que transportan mecanicamente el virus de la PPA. Es asimismo posible la transmision de la
enfermedad a través del esperma de verracos infectados.

4. Si bien el periodo de incubacién en los animales oscila entre cinco y 15 dias, en condiciones de campo los
sintomas clinicos pueden no manifestarse en una explotacion hasta transcurridas varias semanas desde la intro-
ducci6n del virus, o incluso mds si se trata de cepas del virus poco virulentas.

(') Ala hora de determinar el niimero de muestras que tomar para las pruebas de laboratorio, se atenderd también a la sensibilidad de las

pruebas que vayan a realizarse. Si la sensibilidad de la prueba no es muy elevada, el nimero de animales de los que se tomen muestras
serd superior al indicado en el presente Manual.

(%) Segun se definen en la letra ) del articulo 2 de la Directiva 2002/60/CE.
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5. Pueden darse formas agudas, subagudas y crénicas de la PPA, en funcién principalmente de la virulencia del virus.

6. En los cerdos que se recuperan clinicamente de una infeccion, la viremia persiste durante un periodo de 40 a 60
dias, durante el cual los cerdos son portadores del virus. Se ha aislado el virus de la PPA en cerdos portadores
hasta a los seis meses de la infeccion.

B. FORMA AGUDA

1. La aparicion de fiebre elevada (mds de 40 °C) suele ser el primer signo clinico de enfermedad, junto con depresion,
anorexia, respiracion acelerada y dificil, y secreciones nasales y oculares. Los cerdos presentan movimientos
descoordinados y se apifian unos con otros. Las cerdas pueden abortar en cualquier fase de la gestacion. Algunos
cerdos pueden tener vomitos y estrefiimiento, mientras que otros pueden sufrir diarreas hemorrdgicas. Aparecen
zonas subcutdneas congestionadas o hemorrdgicas, especialmente en las extremidades y las orejas. Puede haber
una fase de coma antes de la muerte, que ocurre en el plazo de uno a siete dias tras la aparicién de los signos
clinicos. La tasa de morbimortalidad dentro de una explotacion puede llegar al 100 %.

La autopsia revela un sindrome hemorrégico tipico, con congestion generalizada del cuerpo, liquido hemorragico
en las cavidades tordcica y abdominal, bazo oscuro y dilatado, ganglios linfiticos hemorrdgicos que parecen
codgulos sanguineos, especialmente los ganglios linfaticos renales y gastrohepdticos, petequias en los rifiones (en
las pirdmides medulares y corticales y en la pelvis renal), peritoneo, mucosa gdstrica e intestinal y corazén (en el
epicardio y en el endocardio), hidrotérax y petequias en la pleura.

2. En general, la forma aguda de la peste porcina cldsica presenta un cuadro clinico y anatomopatolégico muy pare-
cido al de la peste porcina africana. De producirse, las hemorragias en la piel y en las orejas se detectan bastante
facilmente y hacen sospechar la presencia de peste porcina cldsica o africana en su forma aguda, ya que son pocas
las demds enfermedades que provocan lesiones semejantes.

Debe considerarse también la posible presencia de peste porcina africana en su forma aguda cuando existan
sospechas de erisipela, sindrome reproductor y respiratorio del ganado porcino, intoxicacién cumarinica, pirpura
hemorrdgica, sindrome multisistémico de caquexia posdestete, dermatitis porcina y sindrome de nefropatia,
salmonelosis o pasteurelosis o cualquier sindrome entérico o respiratorio que curse con fiebre y no responda al
tratamiento con antibidticos.

C. FORMAS SUBAGUDAS

Las formas subagudas de la enfermedad son mds frecuentes en zonas endémicas. La infeccion subaguda se caracteriza
por fiebre fluctuante, depresién y neumonfa. La muerte puede producirse por insuficiencia cardfaca. Las lesiones
correspondientes a la forma subaguda son similares a las de la forma aguda, pero mds leves. Las lesiones caracteris-
ticas son grandes hemorragias en los ganglios linféticos, rifiones y bazo, junto con congestién y edema pulmonar, asi
como, en ciertos casos, neumonia intersticial.

. FORMAS CRONICAS

Las formas crénicas de la enfermedad son raras. En ellas pueden observarse infecciones bacterianas secundarias.
Como los signos clinicos de la PPA crénica son bastante inespecificos, deben tenerse en cuenta otras muchas enfer-
medades a la hora del diagnéstico diferencial. El aumento de la temperatura corporal no se observa obligatoriamente
en todos los animales, pero en una explotacién infectada puede detectarse fiebre al menos en algunos cerdos.

Entre los sintomas clinicos de la PPA pueden encontrarse problemas respiratorios, abortos, artritis, necrosis o tlceras
cutdneas cronicas, sin parecido con el cuadro clinico tipico de las infecciones con el virus de la PPA. Las lesiones
pueden ser minimas o incluso nulas. Las observaciones histopatoldgicas se caracterizan por linfadenomegalia y esple-
nomegalia, pleuritis y pericarditis fibrinosa, y neumonia infiltrada. También se han descrito casos de necrosis caseosa
focal y de mineralizacién de los pulmones.

Capitulo I1I

Directrices sobre los criterios principales que deben tenerse en cuenta para el reconocimiento de una explotacion como

explotacion sospechosa de PPA

1. La decision de reconocer una explotacién como explotacién sospechosa se tomard en funcién de las siguientes obser-

vaciones, criterios y motivos:

a) observaciones clinicas y anatomopatoldgicas en cerdos; las principales observaciones clinicas y anatomopatold-
gicas que deben tenerse en cuenta son las siguientes:
— fiebre con morbimortalidad en cerdos de todas las edades,

— fiebre con sindrome hemorrdgico; petequias y equimosis, especialmente en los ganglios linfaticos, rifiones,
bazo (que estd dilatado y oscuro, especialmente en las formas agudas) y vejiga urinaria, asi como dlceras en la
vesicula biliar;
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b) observaciones epidemioldgicas; las principales de ellas que deben tenerse en cuenta son las siguientes:

— si los cerdos han estado en contacto directo o indirecto con una explotacién porcina de la que se haya demos-
trado que ha estado infectada con el virus de la PPA,

— si una explotacién ha entregado cerdos de los que se haya demostrado posteriormente que estaban infectados
con el virus de la PPA,

— si se han inseminado artificialmente cerdas con esperma de origen sospechoso,
— si ha habido contacto directo o indirecto con jabalies de una poblacién afectada por la PPA,
— si los cerdos se mantienen al aire libre en una zona en la que haya jabalies infectados con PPA,

— si se ha alimentado a los cerdos con residuos alimenticios y existe la sospecha de que tales residuos no hayan
sido tratados de manera que se inactive el virus de la PPA,

— si puede haber habido exposicion, por ejemplo debido a la entrada de personas en la explotacion, o a trans-
portes, etc., procedentes de explotaciones infectadas o sospechosas de estar infectadas con el virus de la PPA,

— si hay presencia de vectores en la zona de la explotacién.

2. En cualquier caso, una explotacién debe considerarse como explotacién sospechosa si se ha planteado la sospecha de
presencia de peste porcina cldsica en la explotacién debido a observaciones clinicas o anatomopatoldgicas, sin que las
investigaciones clinicas, epidemioldgicas y de laboratorio hayan llevado a la confirmacion de esta enfermedad ni a la
identificacién de otros agentes o causas de enfermedad en dicha explotacion.

Capitulo IV

Procedimientos de comprobacién y muestreo

A. DIRECTRICES Y PROCEDIMIENTOS DE EXAMEN CLINICO Y MUESTREO DE CERDOS PRESENTES EN EXPLO-
TACIONES SOSPECHOSAS

1. Los Estados miembros velardn por que se lleven a cabo los exdmenes clinicos, el muestreo y las investigaciones de
laboratorio pertinentes en las explotaciones sospechosas para confirmar o descartar la presencia de PPA, de
acuerdo con las directrices y procedimientos establecidos en los puntos 2 a 6 que figuran a continuacién.

Independientemente de la adopcion de las medidas contempladas en el apartado 2 del articulo 4 de la Directiva
2002/60/CE en la explotacion correspondiente, dichas directrices y procedimientos se aplicardn asimismo en caso
de enfermedad siempre que la PPA entre en consideracion para el diagnéstico diferencial. Quedan incluidas aqui
las ocasiones en que los signos clinicos y el patron epidemioldgico que se observen en los cerdos sugieran una
probabilidad muy baja de presencia de PPA.

En todos los demds casos en que se sospeche que uno o mas cerdos estdn infectados con el virus de la PPA, se
adoptardn en la explotacién sospechosa correspondiente las medidas contempladas en el apartado 2 del articulo 4
de la Directiva 2002/60/CE.

En caso de sospecha de presencia de PPA en cerdos que se encuentren en un matadero o en un medio de trans-
porte, se aplicardn asimismo, mutatis mutandis, las directrices y procedimientos contemplados en los puntos 2 a 6
siguientes.

2. Cuando un veterinario oficial visite una explotacion sospechosa para confirmar o descartar la presencia de PPA:
— se comprobardn los registros sanitarios y de produccién de la explotacion, en caso de que se disponga de tales

registros; se efectuard una inspeccion de cada subunidad de la explotacion para seleccionar los cerdos que se
vayan a someter a examen clinico.

El examen clinico incluird la medida de la temperatura corporal y se hard principalmente con los cerdos o grupos
de cerdos siguientes:

— cerdos enfermos o anoréxicos,

— cerdos que se hayan introducido recientemente desde focos confirmados o desde otros lugares de origen
sospechosos,

— cerdos mantenidos en subunidades visitadas recientemente por visitantes externos que hubieran estado en
contacto estrecho y reciente con cerdos infectados o sospechosos de PPA, o en relacién con los cuales se

hubieran detectado otros contactos de riesgo especial con un posible lugar de origen del virus de la PPA,

— cerdos que ya hayan sido objeto de muestreo y pruebas seroldgicas en relacion con la PPA, en caso de que los
resultados de tales pruebas no permitan descartar la presencia de PPA, y cerdos en contacto con ellos,

— cerdos que se hayan recuperado recientemente de una enfermedad.
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Si la inspeccion de la explotacion sospechosa no revela la presencia de los cerdos o grupos de cerdos contem-
plados en el parrafo anterior, la autoridad competente, sin perjuicio de otras medidas que puedan aplicarse en la
explotacion de acuerdo con la Directiva 2002/60/CE y teniendo en cuenta la situacién epidemioldgica:

— realizard mds exdmenes en la explotacién correspondiente de acuerdo con el punto 3 siguiente, o

— velard por que se tomen muestras de sangre para andlisis de laboratorio de los cerdos que se encuentren en la
explotacién correspondiente; en tal caso, se utilizardn como referencia los procedimientos de muestreo esta-
blecidos en el punto 5 siguiente y en el punto 2 de la letra F, o

— adoptard o mantendrd las medidas establecidas en el apartado 2 del articulo 4 de la Directiva 2002/60/CE, a
la espera de que se realicen nuevas investigaciones en la explotacién correspondiente, o

— descartard la sospecha de presencia de PPA.

. Cuando se haga referencia al presente punto, el examen clinico de la explotacién correspondiente se realizard con

cerdos seleccionados aleatoriamente en las subunidades en las cuales se haya detectado, o se sospeche que pueda
haber, riesgo de introduccién del virus de la PPA.

El nimero minimo de cerdos que se examinen deberd permitir la deteccion de fiebre en estas subunidades con
una confianza del 95 % si se da con una prevalencia del 10 %.

. Si en una explotacion sospechosa se detectan cerdos muertos o moribundos, se realizardn las autopsias, preferen-

temente al menos de cinco de ellos y en particular de los cerdos:
— que muestren signos muy evidentes de enfermedad antes de la muerte,
— que presenten fiebre elevada,

— recién muertos.

Si estos exdmenes no ponen de manifiesto ninguna lesion que sugiera la presencia de PPA pero, debido a la situa-
cién epidemioldgica, se considera necesario proceder a mds investigaciones:

— se realizard un examen clinico, segin se contempla en el punto 3, y una toma de sangre, segin se contempla
en el punto 5, en la subunidad en que estuvieran los cerdos muertos o moribundos,

— podran realizarse las autopsias de 3 o 4 cerdos que estuvieran en contacto, especialmente si muestran signos
clinicos.

Independientemente de la presencia o ausencia de lesiones indicativas de PPA, se tomardn muestras de los 6rganos
o tejidos de los cerdos que se hayan sometido a autopsia, a fin de realizar con ellas pruebas virolégicas de acuerdo
con el punto 1 de la letra B del capitulo V. Estas muestras se tomardn preferentemente de cerdos recién muertos.

Cuando se realicen autopsias, la autoridad competente velard por que:

— se tomen las medidas higiénicas y precauciones necesarias para evitar la propagacién de cualquier enfer-
medad,

— los cerdos moribundos se maten de forma humanitaria, con arreglo a la Directiva 93/119/CEE del Consejo, de
22 de diciembre de 1993, relativa a la proteccion de los animales en el momento de su sacrificio o
matanza ('), modificada por el Reglamento (CE) n° 806/2003 (2).

. Si en una explotacién sospechosa se detectan otros signos clinicos o lesiones que puedan sugerir la presencia de

PPA, pero la autoridad competente considera que estas observaciones no son suficientes para confirmar un foco
de PPA y que, por tanto, han de realizarse pruebas de laboratorio, serd necesario tomar muestras de sangre, para
estas pruebas de laboratorio, de los cerdos sospechosos y de otros cerdos de cada subunidad en que se encuentren
los cerdos sospechosos, de acuerdo con lo siguiente:

a) el nimero minimo de muestras que se tomen para las pruebas seroldgicas ha de permitir la deteccién de una
seroprevalencia del 10 % en la subunidad correspondiente con una confianza del 95 %;

b) el niimero de muestras que se tomen para las pruebas viroldgicas se ajustard a las instrucciones de la autoridad
competente, que tendrdn en cuenta la gama de pruebas que puedan realizarse, la sensibilidad de las pruebas de
laboratorio que se vayan a utilizar y la situacién epidemioldgica.

(') DO L 340 de 31.12.1993, p. 21.
() DO L 122 de 16.5.2003, p. 1.
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6. Si, tras el examen realizado en una explotacion sospechosa, no se detectan signos clinicos ni lesiones que sugieran
la presencia de PPA, pero la autoridad competente considera que han de realizarse mds pruebas de laboratorio
para excluir la posibilidad de PPA, servirdn de referencia las instrucciones de muestreo contempladas en el punto
5.

PROCEDIMIENTOS DE MUESTREO EN UNA EXPLOTACION CUANDO SE MATEN CERDOS PREVIA CONFIR-
MACION DE LA ENFERMEDAD

1. Para poder determinar c6mo se ha introducido el virus de la PPA en una explotacién infectada y el periodo trans-
currido desde dicha introduccién, cuando, de acuerdo con la letra a) del apartado 1 del articulo 5 de la Directiva
2002/60/CE, se maten cerdos en una explotacion tras la confirmacién de un foco, se tomardn aleatoriamente
muestras de sangre de los cerdos cuando se maten, a fin de someterlas a pruebas seroldgicas.

2. El ndmero minimo de cerdos de los que deben tomarse muestras ha de permitir la deteccién de una seropreva-
lencia del 10 % en cada subunidad de la explotacién con una confianza del 95 % (').

Las muestras destinadas a las pruebas viroldgicas se ajustardn a las instrucciones de la autoridad competente, que
tendrdn en cuenta la gama de pruebas que puedan realizarse, la sensibilidad de las pruebas de laboratorio que se
vayan a utilizar y la situacién epidemioldgica.

En las zonas en que se haya demostrado previamente la presencia de vectores infectados con el virus de la PPA,
deberdn tomarse también conjuntos adecuados de garrapatas blandas para someterlas a las pruebas viroldgicas, de
acuerdo con las instrucciones de la autoridad competente y con el anexo III de la Directiva 2002/60/CE.

3. Sin embargo, en caso de focos secundarios, la autoridad competente podrd apartarse de lo establecido en los
puntos 1 y 2 anteriores y adoptar otros procedimientos de muestreo, teniendo en cuenta la informacion epide-
mioldgica ya disponible sobre el lugar de origen y el medio de introduccién del virus en la explotacién y la
posible propagacion de la enfermedad a partir de la explotacion.

PROCEDIMIENTOS DE MUESTREO CUANDO SE MATEN CERDOS COMO MEDIDA PREVENTIVA EN UNA
EXPLOTACION SOSPECHOSA

1. Para poder confirmar o excluir la presencia de PPA y obtener informacion epidemiolégica adicional, cuando, de
acuerdo con lo establecido en la letra a) del apartado 3 del articulo 4 o en el apartado 2 del articulo 7 de la Direc-
tiva 2002/60/CE, se maten cerdos como medida preventiva en una explotacion sospechosa, se tomarén, siguiendo
el procedimiento establecido en el punto 2, muestras de sangre para realizar pruebas seroldgicas, asi como mues-
tras de sangre para realizar pruebas viroldgicas.

2. Las muestras se tomardn principalmente:

— de cerdos con signos o con lesiones observadas en la autopsia que indiquen la presencia de PPA, asi como de
cerdos en contacto con ellos,

— de otros cerdos que puedan haber estado en contacto de riesgo con cerdos infectados o sospechosos, o que
sean sospechosos de haberse contaminado con el virus de la PPA; las muestras de estos cerdos se tomardn de
acuerdo con las instrucciones de la autoridad competente, que tendrdn en cuenta la situacion epidemioldgica.

Por otra parte, se tomaran aleatoriamente muestras de cerdos procedentes de cada una de las subunidades de la
explotacion (3. En tal caso, el nimero minimo de muestras que deben tomarse para realizar pruebas seroldgicas
ha de permitir la deteccién de una seroprevalencia del 10 % en la subunidad correspondiente con una confianza
del 95 %.

El tipo de muestras que se tomen para las pruebas virologicas y las pruebas que se efectiien se ajustardn a las
instrucciones de la autoridad competente, que tendrdn en cuenta la gama de pruebas que puedan realizarse, la
sensibilidad de estas pruebas y la situacién epidemioldgica.

(") No obstante, si se ha aplicado la excepcién contemplada en el apartado 1 del articulo 6 de la Directiva 2002/60/CE, el muestreo debe

hacerse en las subunidades de la explotacién en las que se hayan matado cerdos, sin perjuicio de otros exdmenes y muestreos que se
efecten con los cerdos restantes de la explotacion, los cuales se realizardn de acuerdo con las instrucciones de la autoridad compe-
tente.

Sin embargo, si la autoridad competente ha limitado la aplicacién de la matanza preventiva s6lo a la parte de la explotacion en que se
encontraban los cerdos sospechosos de estar infectados o contaminados con el virus de la PPA, de acuerdo con la letra a) del apartado
3 del articulo 4 de la Directiva 2002/60/CE, el muestreo debe referirse a las subunidades de la explotacion en que se haya aplicado
esta medida, sin perjuicio de otros exdmenes y muestreos que se lleven a cabo con los restantes cerdos de la explotacién, de acuerdo
con las instrucciones de la autoridad competente.
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D. PROCEDIMIENTOS DE COMPROBACION Y MUESTREO ANTES DE QUE SE CONCEDA LA AUTORIZACION
PARA TRASLADAR CERDOS DESDE EXPLOTACIONES SITUADAS EN ZONAS DE PROTECCION O VIGILANCIA
Y EN CASO DE QUE ESTOS CERDOS SE SACRIFIQUEN O MATEN (ARTICULOS 10 Y 11 DE LA DIRECTIVA
2002/60/CE)

1. Sin perjuicio de lo dispuesto en el segundo pdrrafo de la letra f) del apartado 1 del articulo 11 de la Directiva
2002/60/CE, para que pueda autorizarse el traslado de cerdos desde explotaciones situadas en zonas de proteccion
o vigilancia de acuerdo con el apartado 3 del articulo 10 de dicha Directiva, el examen clinico que ha de realizar
un veterinario oficial debera:

— llevarse a cabo en las 24 horas anteriores al traslado de los cerdos,

— ajustarse a lo dispuesto en el punto 2 de la letra A.

2. En caso de cerdos que se vayan a trasladar a otra explotacién, ademds de las investigaciones que hayan de reali-
zarse de acuerdo con el punto 1 anterior, se llevard a cabo un examen clinico de cerdos de cada subunidad de la
explotacion en que se encuentren los cerdos que se vayan a trasladar, incluida la medida de la temperatura de
parte de ellos.

El niimero minimo de cerdos que se examinen deberd permitir la deteccion de fiebre en estas subunidades con
una confianza del 95 % si se da con una prevalencia del 10 %.

3. En caso de cerdos que se vayan a trasladar a un matadero, a un centro de transformacién o a otro lugar para su
matanza o sacrificio, ademds de las investigaciones que hayan de realizarse de acuerdo con el punto 1 anterior, se
llevard a cabo un examen clinico de cerdos de cada subunidad en que se encuentren los cerdos que se vayan a
trasladar. Cuando se trate de cerdos de mds de tres o cuatro meses de edad, este examen incluird la medida de la
temperatura de parte de los cerdos.

El niimero minimo de cerdos que se examinen deberd permitir la deteccion de fiebre en las subunidades corres-
q p
pondientes con una confianza del 95 % si se da con una prevalencia del 20 %.

4. En el momento en que se sacrifiquen o maten los cerdos contemplados en el punto 3, deberdn tomarse muestras
de sangre para realizar pruebas seroldgicas, o muestras de sangre o de érganos como las amigdalas, el bazo o los
ganglios linfaticos para realizar pruebas viroldgicas, de cerdos procedentes de cada una de las subunidades a partir
de las cuales se hayan trasladado cerdos.

El nimero minimo de muestras que se tomen deberd permitir la deteccién, con una confianza del 95 %, de una
seroprevalencia o una prevalencia del virus del 10 % en cada subunidad.

El tipo de muestras que se tomen y las pruebas que se efectiien se ajustardn a las instrucciones de la autoridad
competente, que tendrdn en cuenta la gama de pruebas que puedan realizarse, la sensibilidad de estas pruebas y la
situacion epidemioldgica.

5. Sin embargo, si al matar o sacrificar los cerdos se observan signos clinicos o lesiones en la autopsia que sugieran
la presencia de PPA, no obstante lo dispuesto en el punto 4 anterior, se aplicardn las disposiciones sobre muestreo
contempladas en la letra C.

6. La excepcion contemplada en el apartado 5 del articulo 10 y en el apartado 4 del articulo 11 de la Directiva
2002/60/CE podrd concederse si las autoridades competentes garantizan que también se aplica un programa
intensivo de muestreo y pruebas a los grupos de cerdos que deben someterse a comprobaciéon o muestreo segin
los puntos 2, 3 y 4 anteriores. En el contexto de dicho programa, el niimero minimo de muestras de sangre que
deben tomarse ha de permitir la deteccién de una seroprevalencia del 5 % en el grupo correspondiente de cerdos
con una confianza del 95 %.

E. PROCEDIMIENTOS DE COMPROBACION Y MUESTREO EN EXPLOTACIONES EN RELACION CON UNA REPO-
BLACION

1. Cuando se repongan cerdos en una explotacién de acuerdo con el apartado 3 del articulo 13 de la Directiva
2002/60/CE, deberdn seguirse los procedimientos de muestreo siguientes:

— se tomardn muestras de sangre cuando hayan pasado al menos 45 dias desde la reposicion de los cerdos,

— en caso de que se repongan cerdos testigo, se tomardn aleatoriamente muestras de sangre para efectuar
pruebas serologicas de un nimero de cerdos que permita la deteccién de una seroprevalencia del 10 % en cada
subunidad de la explotacion con una confianza del 95 %,

— en caso de repoblacion total, se tomardn aleatoriamente muestras de sangre para efectuar pruebas serologicas
de un ntmero de cerdos que permita la deteccion de una seroprevalencia del 20 % en cada subunidad de la
explotacion con una confianza del 95 %.
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2. Cuando se repongan cerdos en una explotacion de acuerdo con el apartado 4 del articulo 13 de la Directiva

2002/60/CE, deberdn seguirse los procedimientos de muestreo siguientes:
— se tomardn muestras de sangre cuando hayan pasado al menos 45 dias desde la reposicion de los cerdos,

— en caso de que se repongan cerdos testigo, se tomardn aleatoriamente muestras de sangre para efectuar
pruebas seroldgicas de un nimero de cerdos que permita la deteccién de una seroprevalencia del 5 % en cada
subunidad de la explotacién con una confianza del 95 %,

— en caso de repoblacion total, se tomardn aleatoriamente muestras de sangre para efectuar pruebas seroldgicas
de un ndmero de cerdos que permita la deteccién de una seroprevalencia del 10 % en cada subunidad de la
explotacion con una confianza del 95 %.

Después, cuando hayan pasado al menos 60 dias desde la repoblacion total, deberd repetirse el procedimiento
establecido en el tercer guién anterior.

. Tras una reposicion de cerdos, la autoridad competente velard por que, en caso de cualquier enfermedad o muerte

de los cerdos de la explotacion por causas desconocidas, los cerdos correspondientes se sometan inmediatamente
a pruebas para detectar la presencia de PPA.

Estas disposiciones serdn aplicables hasta que se suspendan en la explotacion correspondiente las restricciones de
los movimientos de los cerdos contempladas en las letras a) y b) del apartado 3 y en el apartado 4 del articulo 13
de la Directiva 2002/60/CE.

F. PROCEDIMIENTOS DE MUESTREO EN EXPLOTACIONES DE LA ZONA DE PROTECCION ANTES DE LA
SUSPENSION DE LAS RESTRICCIONES

1. A fin de que las medidas contempladas en el articulo 10 de la Directiva 2002/60/CE puedan suspenderse en una

zona de proteccion, en todas las explotaciones de la zona:

— deberd realizarse un examen clinico de acuerdo con los procedimientos contemplados en los puntos 2 y 3 de
la letra A,

— deberdn tomarse muestras de sangre para realizar pruebas seroldgicas como se indica en el punto 2 siguiente.

. El nimero minimo de muestras de sangre que se tome ha de permitir la deteccion de una seroprevalencia del

10 % en cerdos de cada subunidad de la explotacion con una confianza del 95 %.

Sin embargo, la excepcion prevista en el apartado 5 del articulo 10 y en el apartado 4 del articulo 11 de la Direc-
tiva 2002/60/CE podré concederse sélo si la autoridad competente garantiza que el niimero de muestras de sangre
tomadas permite la deteccion de una seroprevalencia del 5% en cada subunidad de la explotacién con una
confianza del 95 %.

G. PROCEDIMIENTOS DE MUESTREO EN EXPLOTACIONES DE LA ZONA DE VIGILANCIA ANTES DE LA
SUSPENSION DE LAS RESTRICCIONES

1. A fin de que las restricciones contempladas en el articulo 11 de la Directiva 2002/60/CE puedan suspenderse en

una zona de vigilancia, deberd realizarse un examen clinico en todas las explotaciones de la zona en conformidad
con los procedimientos establecidos en el punto 2 de la letra A.

Por otra parte, se tomardn muestras de sangre para realizar pruebas seroldgicas de cerdos:
— de toda otra explotacién en que la autoridad competente considere necesario proceder a un muestreo,

— de todos los centros de recogida de esperma.

. Cada vez que se tomen muestras de sangre para realizar pruebas serologicas en explotaciones situadas en la zona

de vigilancia, el ndmero de tales muestras deberd ajustarse a lo establecido en la primera frase del punto 2 de la
letra F.

Sin embargo, la excepcion prevista en el apartado 5 del articulo 10 y en el apartado 4 del articulo 11 de la Direc-
tiva 2002/60/CE podrd concederse solo si la autoridad competente garantiza que se toman muestras de sangre,
para realizar pruebas seroldgicas, en cada una de las explotaciones situadas en la zona. El ndmero minimo de
muestras de sangre que se tome ha de permitir la deteccion de una seroprevalencia del 5 % en cada subunidad de
la explotacién con una confianza del 95 %.
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H. SEGUIMIENTO SEROLOGICO Y PROCEDIMIENTOS DE MUESTREO EN ZONAS EN QUE SE SOSPECHE O SE

A.

HAYA CONFIRMADO LA PRESENCIA DE PPA ENTRE JABALIES

. En caso de seguimiento seroldgico de jabalies en zonas en que se sospeche o se haya confirmado la presencia de

PPA, deberdn definirse previamente el tamafio y la zona geogréfica de la poblacién que se vaya a muestrear, a fin
de definir el nimero de muestras que tomar. El tamafio de la muestra deberd establecerse en funcién del nimero
estimado de animales vivos y no en funcién del nimero de animales abatidos.

. Si no se dispone de datos sobre el tamafio y la densidad de la poblacién, la zona geografica dentro de la cual se

han de tomar las muestras deberd delimitarse teniendo en cuenta la presencia continua de jabalies y la existencia
de obstdculos naturales o artificiales que impidan eficazmente el amplio y continuo movimiento de los animales.
Cuando no se den tales circunstancias, o en caso de zonas grandes, se recomienda delimitar zonas de muestreo de
unos 200 km?, en las que pueda vivir normalmente una poblacién aproximada de entre 400 y 1 000 jabalies.

. Sin perjuicio de lo dispuesto en la letra c) del apartado 2 del articulo 15 de la Directiva 2002/60/CE, el ntimero

minimo de cerdos de los que se tomen muestras dentro de la zona delimitada de muestreo deberd permitir la
deteccion de una seroprevalencia del 5 % con una confianza del 95 %. Con este objetivo, deberdn tomarse mues-
tras de al menos 56 animales dentro de cada zona delimitada.

. La recogida de muestras para efectuar pruebas viroldgicas de jabalies abatidos o encontrados muertos deberd ajus-

tarse a lo dispuesto en el punto 1 de la letra B del capitulo V.

Cuando se considere necesario proceder al seguimiento virologico de los jabalies abatidos, se efectuard principal-
mente con animales de menos de un afio de edad.

. Todas las muestras que se envien al laboratorio irdn acompafiadas del cuestionario contemplado en la letra h) del

apartado 3 del articulo 16 de la Directiva 2002/60/CE.

Capitulo V

Criterios y procedimientos generales para la recogida y transporte de muestras

CRITERIOS Y PROCEDIMIENTOS GENERALES

1. Antes de efectuar el muestreo de una explotacién sospechosa, serd necesario preparar un plano de la explotacion

y delimitar las subunidades epidemioldgicas de la misma.

2. Cada vez que se considere que podria ser necesario proceder a un nuevo muestreo de cerdos, todos los animales

de los que se tomen muestras se marcardn inequivocamente de forma que sea ficil tomar nuevas muestras de los
mismos.

3. Todas las muestras deberdn enviarse al laboratorio acompafiadas por los documentos apropiados, de acuerdo con

los requisitos establecidos por la autoridad competente. Estos documentos contendrdn datos sobre los antece-
dentes de los cerdos de que procedan las muestras y sobre los signos clinicos o las lesiones observadas en la auto-
psia.

En caso de cerdos mantenidos en explotaciones, deberd incluirse informacion clara sobre la edad, la categorfa y la
explotacion de origen de los cerdos de que procedan las muestras. Se recomienda que, junto con la marca inequi-
voca de identificacion, se registre la ubicacion en la explotacion de cada cerdo utilizado en el muestreo.

B. RECOGIDA DE MUESTRAS PARA LAS PRUEBAS VIROLOGICAS

1. Para la deteccion del virus de la PPA, de su antigeno o de su genoma, a partir de cerdos muertos o matados, las

muestras mds adecuadas son los tejidos de las amigdalas, ganglios linfaticos (gastrohepdticos, renales, submandibu-
lares y retrofaringeos), bazo, rifiones y pulmones (!). En caso de cuerpos autolisados, la muestra recomendada serd
un hueso largo completo o el esternén.

. De los cerdos que presenten fiebre u otros signos de enfermedad se tomardn muestras de sangre con anticoagu-

lante o de sangre coagulada, de acuerdo con las instrucciones de la autoridad competente.

(") Se recomienda tomar también muestras del ileon, ya que pueden ser ttiles para el diagndstico de la peste porcina cldsica.
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C. TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS

1. Se recomienda que todas las muestras:
— se identifiquen adecuadamente,
— se transporten y conserven en recipientes estancos,

— se mantengan fras en frigorifico; sin embargo, cuando se espere que las muestras tarden mds de 48 horas en
llegar al laboratorio, habrd que ponerse en contacto con éste para obtener instrucciones respecto a las condi-
ciones de temperatura mds adecuadas durante el transporte,

— se entreguen al laboratorio lo antes posible,

— se mantengan frias en un recipiente con acumuladores de frio o con hielo seco,

— de tejidos u drganos se coloquen por separado en recipientes de pldstico, que serdn precintados y etiquetados
adecuadamente; después deberdn ponerse en recipientes mds grandes y rodearse de suficiente material absor-

bente que las proteja de los golpes y absorba las eventuales fugas,

— siempre que resulte posible, sean transportadas directamente al laboratorio por una persona competente de
forma répida y fiable.

2. El exterior del envase deberd ir etiquetado con la direccion del laboratorio receptor y en ¢l figurard de forma
destacada el rotulo siguiente:

Material patolégico animal — Perecedero — Frdgil — No abrir fuera de un laboratorio de PPA.

3. El responsable del laboratorio receptor de las muestras serd informado a su debido tiempo de la llegada de las
mismas.

4. Para el transporte aéreo de muestras al laboratorio comunitario de referencia de la PPA ('), el paquete habrd de
etiquetarse de acuerdo con las normas de la IATA.

Capitulo VI

Principios y utilizacion de las pruebas viroldgicas y evaluacion de sus resultados

A. DETECCION DEL ANTIGENO VIRICO

1. Prueba de inmunofluorescencia directa (PIFD)

La prueba se basa en la deteccién microscopica de antigenos del virus en frotis de impresién de finas criosecciones
de material de 6rganos procedentes de cerdos sospechosos de estar infectados con el virus de la PPA. Se detectan
antigenos intracelulares utilizando anticuerpos especificos conjugados con ITF (}). En el citoplasma de las células
infectadas aparecen cuerpos o granulos de inclusion fluorescentes.

Los 6rganos adecuados son los rifiones, el bazo y diferentes ganglios linfiticos. En caso de jabalies, puede utili-
zarse asimismo un frotis de células de médula ésea si sus drganos no estdn disponibles o estdn autolisados.

La prueba puede realizarse en el plazo de dos horas. Como las muestras de érganos sélo pueden obtenerse de
animales muertos, su valor con fines de cribado es limitado.

Se trata de una prueba muy sensible para casos de PPA aguda. Con las formas subagudas o crénicas, la PIFD
presenta una sensibilidad tan sélo de alrededor del 40 %, debido probablemente a la presencia de complejos
antigeno-anticuerpo que bloquean la reaccién con el anticuerpo conjugado de la PPA. La confianza en el resultado
de la prueba puede verse limitada si la tincion es dudosa, especialmente cuando no se tiene bastante experiencia
con la realizacién de la prueba o si los érganos estudiados estdn autolisados.

2. ELISA para la deteccidn del antigeno

El antigeno virico puede detectarse asimismo aplicando técnicas ELISA, pero sélo se recomienda en relacion con
las formas agudas de la enfermedad, por su baja sensibilidad en presencia de complejos antigeno-anticuerpo. La
sensibilidad de la prueba ELISA de deteccion del antigeno debe ser suficiente para dar resultado positivo con
animales que presenten signos clinicos de PPA aguda. En cualquier caso, se recomienda utilizar esta prueba s6lo
como «prueba de rebafios» y junto con otra prueba viroldgica.

(") El laboratorio comunitario de referencia tiene una licencia abierta para recibir muestras con fines de diagnéstico y cepas aisladas de
virus de la PPA a partir de cualquier otro Estado miembro. Si la muestra procede de fuera de la Unién Europea, podra pedirse a este
laboratorio, antes del transporte, una copia del permiso de importacion para adjuntarlo en un sobre pegado al exterior del paquete.

(3 Isotiocianato de fluoresceina.
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B. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DEL VIRUS CON LA PRUEBA DE HEMADSORCION (PHA)

. El aislamiento del virus se basa en la inoculacién de material de la muestra en cultivos celulares primarios sensi-

bles de origen porcino, de monocitos y macréfagos. Las mejores muestras para el aislamiento del virus de la PPA
son los leucocitos y la sangre completa obtenidos de muestras de sangre no coagulada o de los 6rganos contem-
plados en el punto 1 de la letra A. Si el virus de la PPA estd presente en la muestra, se replicard en las células y
producird un efecto citopdtico caracteristico en las células infectadas.

. La PHA se recomienda para identificar cepas de virus de PPA debido a su elevada sensibilidad y especificidad. La

PHA se basa en la capacidad del virus de la PPA para replicarse en macréfagos de cerdo e inducir la hemadsorcion
en presencia de eritrocitos de este animal. Alrededor de los macréfagos infectados se forma una roseta caracteris-
tica de eritrocitos. Sin embargo, es posible que un pequefio niimero de cepas de campo del virus de la PPA no
induzca la hemadsorcion, aunque si produzcan efectos citopdticos. Estas cepas pueden identificarse especifica-
mente aplicando la PIFD a los sedimentos de los cultivos celulares o mediante la reaccién en cadena de la polime-
rasa.

. El aislamiento del virus se presta mds a la investigacién de muestras de un pequefio nimero de animales que a la

vigilancia a gran escala. El procedimiento de aislamiento del virus exige mucho trabajo y de uno a tres dias antes
de proporcionar resultados. Puede ser necesario hacer otros dos pases por cultivos celulares para detectar el virus
si estd presente en la muestra solo en pequefia cantidad. Esto puede hacer que la investigacion se prolongue hasta
10 dias antes de la obtencién de un resultado final. Las muestras autolisadas pueden ser citotoxicas para el cultivo
celular y limitar asi su utilidad.

. Se recomienda efectuar el aislamiento y la identificacion del virus mediante la PHA como prueba de referencia

para la confirmacién de un resultado positivo anterior obtenido con una prueba ELISA, reaccién en cadena de la
polimerasa o PIFD. También se recomienda cuando ya se haya confirmado la presencia de PPA por otros métodos,
especialmente si se trata de un caso o foco primario de PPA.

Para la caracterizacién de los virus y la epidemiologia molecular pueden utilizarse virus de la PPA aislados en
macréfagos de cerdos.

. Todas las cepas de virus de la PPA aisladas de todos los focos primarios, casos primarios en jabalies o casos en

mataderos o medios de transporte deben ser caracterizadas por un laboratorio nacional de referencia de los
Estados miembros o por cualquier otro laboratorio autorizado por el Estado miembro correspondiente o por el
laboratorio comunitario de referencia, segtin lo dispuesto en la letra E.

En cualquier caso, estas cepas de virus deben enviarse inmediatamente al laboratorio comunitario de referencia
para su coleccién de virus.

C. DETECCION DEL GENOMA VIRICO

1. La reaccién en cadena de la polimerasa (RCP) se aplica a la deteccion del genoma virico en muestras de sangre,

suero, tejidos u 6rganos. Mediante esta reaccion se amplifican pequefios fragmentos de ADN virico hasta obtener
cantidades detectables. Utilizando cebadores de una region muy conservada del genoma puede detectarse una
amplia gama de cepas pertenecientes a todos los genotipos conocidos del virus, con inclusién de virus no hemad-
sorbentes y de cepas de escasa virulencia. Como esta prueba sélo detecta una secuencia de genoma del virus, la
RCP puede dar resultado positivo incluso aunque no se detecte ningtin virus infeccioso por aislamiento del virus
(por ejemplo, en tejidos autolisados o en muestras procedentes de cerdos convalecientes o de cerdos que se hayan
recuperado y convertido en clinicamente normales).

. La RCP puede emplearse con un nimero limitado de muestras seleccionadas cuidadosamente de los animales

sospechosos. Es el método recomendado con muestras de érganos que sean citotoxicas, por lo que no serfa
posible someterlas a pruebas de aislamiento del virus (por ejemplo, muestras de jabalies).

. Constituyen un buen material de muestra para la RCP los 6rganos indicados para el aislamiento del virus y el

suero. También pueden analizarse por RCP los homogeneizados de garrapatas.

. La RCP puede realizarse en un solo dia de trabajo. Requiere un equipo apropiado de laboratorio, instalaciones

aparte y un personal adiestrado. Tiene la ventaja de que no es necesario replicar en el laboratorio el virus infec-
cioso. La RCP es muy sensible, pero se pueden producir ficilmente contaminaciones que originan falsos resultados
positivos. Por tanto, son imprescindibles unos procedimientos estrictos de control de calidad.
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D. PRUEBAS VIROLOGICAS RECOMENDADAS Y EVALUACION DE LOS RESULTADOS

Las pruebas viroldgicas son fundamentales para confirmar la PPA.

El aislamiento del virus y la PHA deben considerarse como las pruebas viroldgicas de referencia y utilizarse como
pruebas de confirmacién cuando sea necesario. Se recomiendan particularmente en caso de que unos resultados posi-
tivos obtenidos con la PIFD o con la RCP no estén relacionados con la deteccion de signos clinicos o lesiones patolé-
gicas, y en cualquier otro caso dudoso.

Sin embargo, es posible confirmar un foco primario de PPA si se han detectado en los cerdos correspondientes signos
clinicos o lesiones patoldgicas y han dado resultado positivo al menos dos pruebas distintas de deteccion del
antigeno, del genoma o de anticuerpos con muestras tomadas del mismo cerdo sospechoso.

Es posible confirmar un foco secundario de PPA si, ademds de la relacion epidemioldgica con un caso o foco confir-
mado, se han detectado en los cerdos correspondientes signos clinicos o lesiones patoldgicas y ha dado resultado
positivo una prueba de deteccion del antigeno, del genoma o de anticuerpos.

Un caso primario de PPA en jabalies puede confirmarse por el aislamiento del virus o si han dado resultado positivo
al menos dos pruebas de deteccién del antigeno, del genoma o de anticuerpos. Pueden confirmarse otros casos de
PPA en jabalies de los que se haya encontrado una relacién epidemioldgica con casos confirmados previamente si ha
dado resultado positivo una prueba de deteccion del antigeno, del genoma o de anticuerpos.

E. CARACTERIZACION GENETICA DE CEPAS DEL VIRUS DE LA PPA

1. La caracterizacion genética de cepas del virus de la PPA se consigue determinando los perfiles de enzimas de
restriccion y las secuencias nucleotidicas de porciones del genoma virico. La similitud de estos perfiles de restric-
cién o secuencias con los ya obtenidos de cepas de virus aisladas anteriormente puede indicar si un brote de la
enfermedad se debe a un virus que responde a un modelo molecular europeo o africano.

La caracterizacién genética de las cepas aisladas del virus de la PPA reviste la mayor importancia para mejorar el
conocimiento que se tiene de la epidemiologia molecular de la PPA y de la variacién genética de los virus. Los
datos moleculares permiten la clasificacién de las nuevas cepas aisladas y proporcionan informacién sobre su
posible origen.

2. Si la caracterizacion molecular del virus no puede realizarse dentro de un breve plazo en un laboratorio nacional
ni en algin otro laboratorio autorizado para realizar el diagndstico de la PPA, la muestra original o la cepa aislada
se enviard lo antes posible al laboratorio comunitario de referencia para su caracterizacién molecular.

Los datos sobre andlisis con enzimas de restriccion y sobre secuenciacion de las cepas de virus de la PPA de que
dispongan los laboratorios autorizados para el diagndstico de esta enfermedad deberdn enviarse al laboratorio
comunitario de referencia a fin de que esta informacion se introduzca en la base de datos que lleva dicho labora-
torio.

La informacion incluida en esta base de datos estard a disposicion de todos los laboratorios nacionales de refe-
rencia de los Estados miembros. Sin embargo, a efectos de publicacion en revistas cientificas, previa peticion del
laboratorio correspondiente, el laboratorio comunitario de referencia velard por la confidencialidad de estos datos
hasta que estén publicados.

Capitulo VII

Principios y utilizacion de las pruebas seroldgicas y evaluacion de sus resultados

A. PRINCIPIOS BASICOS Y VALOR PARA EL DIAGNOSTICO

1. La deteccién de anticuerpos especificos de la PPA se recomienda en relacién con las formas subagudas y crénicas,
asi como con la realizacién de pruebas a gran escala y con programas de erradicacion de la PPA, por diversos
motivos:

i) en el cerdo infectado se producen rdpidamente anticuerpos, los cuales se suelen detectar en muestras de suero
de estos cerdos cuando han pasado de siete a diez dias desde la infeccion;

ii) no se dispone de vacunas contra la PPA, lo que significa que la induccién de anticuerpos especificos contra la
PPA sélo se debe a la infeccion con el virus de esta enfermedad;

iii) la larga duracién de la respuesta de anticuerpos; en cerdos que se han recuperado de la enfermedad pueden
detectarse anticuerpos especificos a niveles elevados durante muchos meses o incluso durante toda la vida de
algunos de estos cerdos.
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Sin embargo, durante las diez primeras semanas de vida es posible detectar en lechones anticuerpos de origen
materno, especificos contra el virus de la PPA. La semivida de los anticuerpos maternos en lechones es de unas
tres semanas. Es muy poco probable que tengan origen materno los anticuerpos contra la PPA encontrados en
lechones de mds de tres meses.

2. La deteccién de anticuerpos contra el virus de la PPA en suero o plasma exudado de los 6rganos presentados se
lleva a cabo como ayuda al diagnéstico de esta enfermedad en explotaciones sospechosas, para establecer la fecha
de introduccién de la infeccién en caso de un foco confirmado y con fines de seguimiento y vigilancia.

La localizacién de cerdos seropositivos en la explotacion puede dar informacion valiosa sobre la manera y el
momento de la introduccién en ella del virus de la PPA.

Sin embargo, debe realizarse una evaluacion precisa de los resultados de las pruebas seroldgicas teniendo en
cuenta todas las observaciones clinicas, viroldgicas y epidemioldgicas, en el marco de la encuesta que se realice en
caso de sospecha o confirmacién de la presencia de PPA, de acuerdo con el articulo 8 de la Directiva 2002/60/
CE.

B. PRUEBAS SEROLOGICAS RECOMENDADAS

1. Las pruebas preferidas para la confirmacion seroldgica de la PPA son la ELISA, la de inmunofluorescencia indi-
recta (PIF]) y la de inmunotransferencia (borrones).

La calidad y la eficacia del diagndstico seroldgico realizado por los laboratorios nacionales deben comprobarse
periédicamente en el dmbito de la prueba comparativa entre laboratorios organizada regularmente por el labora-
torio comunitario de referencia.

2. La prueba ELISA es la més fiable y til para estudios seroldgicos a gran escala. Se basa en la deteccion de anti-
cuerpos contra el virus de la PPA ligados a las proteinas viricas, las cuales se unen a una fase sélida mediante la
adicién de un conjugado de proteina A con una enzima, que produce una reaccién coloreada visible en presencia
del sustrato adecuado.

3. Los laboratorios nacionales deben efectuar regularmente un control de calidad respecto a la sensibilidad y la espe-
cificidad de cada lote de reactivos de ELISA, utilizando el grupo de sueros de referencia proporcionado por el
laboratorio comunitario de referencia. En este grupo se incluirdn:

— sueros de cerdos en la fase inicial de infeccién por el virus de la PPA (antes de que hayan pasado 17 dias desde
la infeccion),

— sueros de cerdos convalecientes (después de que hayan pasado 17 dias desde la infeccion).

La técnica ELISA utilizada para el diagndstico seroldgico de la PPA debe detectar todos los sueros de referencia
procedentes de cerdos convalecientes. Todos los resultados obtenidos con los sueros de referencia deben ser repro-
ducibles. Se recomienda que también se detecten todos los sueros positivos de la fase inicial. Los resultados obte-
nidos con los sueros de referencia procedentes de cerdos en la fase inicial de la infeccién dan una indicacién de la
sensibilidad de la prueba ELISA.

4. La PIFI es una técnica rapida con un grado elevado de sensibilidad y de especificidad para la deteccion de anti-
cuerpos de la PPA, tanto de sueros como de exudados de tejidos. Se basa en la deteccion de anticuerpos de la PPA
que se unen a una monocapa de células MS infectadas con un virus adaptado de la PPA. La reacciéon antigeno-
anticuerpo se detecta por medio de una proteina A marcada con fluoresceina. Las muestras positivas presentan
fluorescencia especifica cerca del niicleo de las células infectadas.

La combinacién de las pruebas de IFD y de IFI para estudiar muestras de 6rganos, sangre y exudados, tomadas de
animales que muestren signos clinicos de PPA, puede permitir la confirmacién rdpida y fiable de la enfermedad.

5. La prueba de inmunotransferencia es una técnica muy especifica y sensible basada en el uso de tiras de nitrocelu-
losa que contiene proteinas viricas como antigeno. La reaccion especifica antigeno-anticuerpo se detecta mediante
adicién de un conjugado de proteina A con peroxidasa en presencia de un sustrato adecuado. Es muy util someter
a esta prueba los sueros que no den resultado claro en la prueba ELISA.

Capitulo VIII

Requisitos minimos de seguridad de los laboratorios de PPA

1. Los requisitos contemplados en el cuadro 1 deberdn cumplirse en cualquier laboratorio en que se amplifique el virus
de la PPA por replicacién en cultivos celulares. Sin embargo, las autopsias, el tratamiento de tejidos para la PIFD o la
RCP y la serologia con antigeno inactivado podrdn llevarse a cabo con un nivel inferior de contencién, siempre que
se cumplan los requisitos minimos del cuadro 1, se aplique una higiene bésica y se proceda a la desinfeccion tras las
actividades, con la eliminacién segura de los cuerpos, tejidos y sueros.
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2. Los requisitos establecidos en el cuadro 2 deberdan cumplirse en todos los laboratorios en que se inocule a animales el

virus de la PPA.

3. Todas las existencias de virus de la PPA se mantendrdn en lugar seguro, sea congeladas o liofilizadas. Cada una de las
ampollas deberd estar rotulada claramente, y se llevardn registros completos de las existencias de virus junto con las
fechas y resultados de las comprobaciones del control de calidad. Se llevardn asimismo registros de los virus afiadidos
a las existencias, con datos sobre su origen, y de los virus enviados a otros laboratorios.

4. Se recomienda que la unidad de bioseguridad para el trabajo con el virus de la PPA cuente con zonas auxiliares en
que no se manipule este virus. Se deberd disponer de estas zonas para la preparacion del material de vidrio y de los
medios de cultivo, el mantenimiento y la preparacién de cultivos celulares no infectados, el tratamiento de sueros y
las pruebas seroldgicas (salvo las que utilicen virus vivos de la PPA), asi como labores administrativas.

Cuadro 1

Principios de contencidn biolégica apropiada para los laboratorios de diagndstico

Requisitos minimos Requisitos adicionales

Entorno general

Presion atmosférica normal. Presion atmosférica normal. Filtracion

sal iales limi - HEPA sencilla a la salida del aire.

alas especiales limitadas a procedimientos

definidos. Salas especiales, utilizadas exclusivamente
para el diagndstico de la peste porcina
clasica o de la PPA.

Tratamiento térmico o quimico de los
efluentes potencialmente contaminados,
para inactivar el virus de la PPA.

Vestimenta de laboratorio

Vestimenta exterior especial utilizada sélo | Cambio completo de ropa a la entrada.
en la unidad de virus de la PPA. Vestimenta de laboratorio utilizada sélo

Guantes desechables para todas las mani- | " la unidad de virus de la PPA.

pulaciones de material infectado. Guantes desechables para todas las mani-

Vestimenta exterior esterilizada antes de | PUiaciones de material infectado.

sacarla de la unidad, o lavada a alta | Vestimenta esterilizada antes de sacarla de
temperatura dentro de ella. la unidad, o lavada a alta temperatura
dentro de ella.

Control del personal

Entrada a la unidad permitida sélo a | Entrada a la unidad permitida sélo a
personal designado y formado. personal designado y formado.

Lavado y desinfeccion de manos al salir de | Lavado y desinfeccién de manos al salir de
la unidad. la unidad.

Prohibicién de que el personal visite los | Prohibicion de que el personal visite los
locales de los cerdos durante las 48 horas | locales de los cerdos durante las 48 horas
siguientes a su salida de la unidad. siguientes a su salida de la unidad.

Equipo

Cabina de seguridad bioldgica (clase I o 1I) utilizada para todas las manipulaciones de
virus vivos. La cabina debe disponer de filtracién HEPA doble a la salida del aire.

Todo el equipo necesario para las actividades del laboratorio debe estar disponible en la
zona especial del laboratorio.

Cuadro 2

Requisitos de bioseguridad para los locales de los animales de laboratorio

Requisitos

Entorno general

Ventilacién controlada con presion negativa.
Filtracién HEPA sencilla a la salida del aire.
Instalacion de fumigacién o descontaminacién completa al final de la prueba.

Tratamiento térmico o quimico (incluida la incineracion) de todos los efluentes con resi-
duos sdlidos y liquidos, para inactivar el virus de la PPA.
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Requisitos

Vestimenta de laboratorio

Cambio completo de ropa a la entrada.

Vestimenta esterilizada antes de sacarla de la unidad, o lavada a alta temperatura dentro

de ella.

Control del personal

Entrada a la unidad permitida sélo a personal designado y formado.
Dejar la ropa dentro antes de ducharse. Ducha completa a la salida de la unidad.

Prohibicién de que el personal visite los locales de los cerdos durante las 48 horas
siguientes a su salida de la unidad.

Equipo

Todo el equipo necesario para las actividades con animales debe estar disponible en la
unidad.

Todos los materiales deben esterilizarse al sacarlos de la unidad o, en caso de muestras
de animales, ponerse con un doble envoltorio dentro de un envase estanco cuya super-
ficie se desinfecte para el transporte al laboratorio de la PPA.

Animales

Todos los animales han de sacrificarse antes de salir de la unidad, las autopsias deben
llevarse a cabo dentro de la zona de bioseguridad y los cuerpos han de incinerarse al
término del examen.




