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O B J E T I V O 

La porcicultura ha adquirido 

gran importancia para nuestro país debido a que la demanda 

de carne aumenta día a día. Se cuenta con las condiciones 

necesarias para satisfacer esta demanda del mercado interno 

y aún para exportar •. Según reportes de la Organizaci6n para 

la Agricultura y la Alimentaci6n (FAO), en 1977 México pos~ 

ía 11,986,000 cabezas de ganado porcino, siendo el 7° país 

productor entre los principales a nivel mundial. En el mi~ 

mo año se produjeron 451,000 toneladas de carne de cerdo y 

se exportaron 1,649 toneladas, con lo que nuestro país ocup6 

el lugar No. 23 entre los productores y exportadores de caL 

ne de cerdo (7,9). 

Sin embargo, existe un factor 

limitante para la productividad de nuestra industria porcÍcQ 

la: es la enfermedad del c61era porcino, que ataca a esta 

especie en cualquiera de sus razas y a cualquier edad, provQ 
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cando una mortalidad del 95% al 10~/o en las piaras atacadas, 

lo cual ocasiona anualmente grandes pérdidas econ6micas 

( 4 , 5 , 9 , 18) • 

Para proteger a los animales contra 

esta grave enfermedad se emplean diversas vacunas elaboradas 

a base de virus modificado mediante pases en su hospedador 

natural, en hospedadores no naturales, o en cultivos de cél~ 

las de cerdo, ya sea en forma independiente o alternada. 

Estos pases, en alto número, hacen que el microorganismo 

pierda su patogenicidad, conservando su poder inmunogénico 

(5,22). 

Antes de salir al mercado, cada lQ 

te de vacuna es sometido a una serie de pruebas para garant~ 

zar la calidad y la efectividad del producto. La prueba más 

importante es la llamada prueba de potencia, que consiste en 

la inmunizaci6n de un lote de cerdos susceptibles al c6lera 

porcino, con diluciones de la vacuna. Posteriormente estos 

cerdos se inoculan con virus pat6geno, con el fin de comprQ 

bar que la vacuna contiene suficiente material antigénico 

para inducir un título de anticuerpos protector. Para la 

realizaci6n de esta prueba se requiere un mínimo de treinta 
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días y resulta costosa debido a los animales empleados, su 

alimentaci6n, instalaciones y personal que los atiende. 

Además pueden presentarse variaciones en los resultados a 

causa del estado físico de los animales, como la existencia 

de infecciones secundarias, tensi6n (stress) por manejo, 

susceptibilidad de cada lote de cerdos, etc •• Finalmente 

presenta un grave riesgo de difundir el virus pat6geno que 

se emplea en esta prueba. 

Este trabajo tiene como objetivo 

estudiar la posibilidad de introducir un nuevo método para 

garantizar la potencia de la vacuna contra el c6lera porcino 

por medio de una prueba de laboratorio que es más rápida, más 

econ6mica, igualmente confiable y que evita la diseminaci6n 

de la enfermedad. Colateralmente se investigan los títulos 

de anticuerpos que es capaz de estimular la vacuna. 
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C A P I T U L O I 

G E N E R A L I D A D E S 

I.l. COLERA PORCINO 

El cólera porcino es una enfeL 

medad infecciosa aguda, específica del cerdo, altamente corr 

tagiosa y mortal en un elevado porcentaje, cercano al lory/o. 

Las pérdidas que ocasiona a la porcicultura nacional se elQ 

van anualmente al orden de miles de millones de pesos, por 

lo que se le considera el problema más grave en este campo 

( 5, ó, 9 1 16) • 

Entre los nombres con que se 

conoce esta infección en otros países se encuentran el de 

"swine fever" (Inglaterra), "hog cholera" (EoEoU.Uo), 

"peste du porc" (Francia), "peste suina" (Italia) y 

"schweinepest" (Alemania) (18,22). 
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La enfermedad no ha podido ser tran~ 

mitida a otras especies animales y en el cerdo produce una 

septicemia generalizada acompañada de degeneración de las p~ 

redes de los vasos sanguíneos pequeños, lo que ocasiona la 

aparicióh de hemorragias en órganos y tejidos tales corno nQ 

dulos linfáticos, pleura peritoneo, mucosa intestinal, larin 

ge, tejido subcutáneo y piel. Son frecuentes las inflarnaciQ 

nes cardíacas y gástricas, infartos en la periferia del bazo 

y también leucopenia. Durante los períodos de epidemia se 

acompaña de muy alta mortalidad (5,8,20,22). 

ETIOLOGIA 

La enfermedad es causada por un v~ 

rus clasificado dentro del grupo Mixovirus, mide 22-44 nanQ 

metros de diámetro, posee simetría helicoidal, su nucleoide 

está compuesto por RNA y su cubierta es de lípidos. Fue d~ 

mostrado por primera vez por Deschweinitz y Dorset en 1903 y 

se le incluyó en esa época en el grupo Tortor, con el nombre 

de Tortor suis. Este virus pasa fácilmente los filtros Be~ 

kefeld y Charnberland (5,8,20,22). 

Los agentes físicos y químicos afe~ 
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tan al virus en la siguiente forma (4,16,20): 

Temperatura.-

A bajas temperaturas el virus es muy estable: 

a -40°C puede sobrevivir hasta 7 años 

a -ll°C sobrevive durante 4 años. 

El virus se inactiva a las siguientes temperaturas: 

a 55°C en 30 minutos 

a 60°C en 10 minutos 

a 72°C en 60 minutos, en sangre seca • 

.J2li.-

pH alcalinos inactivan fácilmente al virus 

pH ácidos prolongan su actividad 

pH de 1.4 o de. 13 inactivan al virus en una hora 

pH de 5.0 a 5.5 son los ideales para conservar su virulencia. 

Desinfectantes.-

Cresol al 2% inactiva al virus en 60 minutos 

Hidr6xido de sodio al 3% en combinaci6n con lechada de cal 

al 2% lo inactivan en 25 minutos 

Fenal al 0.5% preserva al virus por largos períodos. 
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Otrn~ aaen~~s--

El encurtido de carnes en vinagres, el salado y el ahumado 

preservan al virus hasta por seis meses; la putrefacci6n lo 

destruye en cinco días, excepto al alojado en la médula 6sea, 

donde puede sobrevivir hasta quince días. Los rayos solares 

lo destruyen rápidamente en condiciones naturales, mientras 

que los rayos ultravioleta producidos por lámpara lo inact~ 

van después de un período más o menos largo. En condiciones 

naturale~, en corrales abiertos, el virus sobrevive de dos 

a cuatro días. 

El virus del c6lera porcino es su~ 

ceptible de variaci6n tanto en su poder patogénico corno en 

su poder antigénico, ya sea debido a métodos artificiales 

como la modificaci6n en hospedadores no naturales o en cult~ 

vos de tejidos, o bien, debido a condiciones naturales en el 

campo. 

TRANSMISION (5,6,16,20) 

El virus se transmite fácilmente y 

con rapidez de dos maneras principalmente: 

a).- Por contacto directo con secreciones nasales y oculares, 
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orina, heces y semen de animales enfermos. 

b) .- Indirectamente, a través de ropa, zapatos, equipo, 

costales de alimento,~parásitos, insectos, pájaros 

silvestres, va9unación inadecuada, contacto de susceQ 

tibles con animales recién vacunados, alimentación con 

escamocha, etc. 

Experimentalmente el virus puede 

transmitirse a cerdos susceptibles por inyección parenteral 

de suspensiones de órganos triturados o sangre de animales 

enfermos. 

VIAS DE ENTRADA (5,6,16) 

Las vías de entrada para el virus 

del cólera porcino son el aparato respiratorio y el útero 

cuando las hembras gestantes se vacunan o exponen a un cont~ 

gio. 

PATOGENESIS (5,6,16) 

El virus del cólera porcino es alt~ 

mente invasivo y se localiza en la sangre a las 24 horas de 
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su entrada al organismo y se disemina al infectar los luecQ 

citos circulantes. El máximo desarrollo se alcanza en 6-8 

días y es en este período cuando se observan los primeros 

síntomas, aunque ésto es variable y depende de la virulencia 

de la cepa infectante y de la susceptibilidad de cada cerdo. 

Este virus difiere de la mayoría 

de otros agentes infectantes en relación con los leucocitos 

circulantes, pues los destruye y detiene su producción, eu 

centrándose cuentas bajas, menores de 7,000 leucocitos por 

milímetro cúbico. Esta característica puede emplearse corno 

ayuda al diagnóstico, aunque no siempre es útil ya que si el 

animal está infectado por otro germen la cuenta será normal 

o alta. 

Los primeros tejidos infectados y 

afectados son los del sistema reticuloendotelial: al necrQ 

sarse los capilares y haber extravasación de sangre se prQ 

ducen las hemorragias múltiples que se observan al examen 

postrnortern. 

El microorganismo es capaz de atr~ 

vesar la barrera placentaria e infectar el nuevo organismo, 
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reproduciéndose libremente gracias al fen6meno de tolerancia 

inmunol6gica, originando diversos efectos prenatales como 

momificaci6n, malformaciones, lesiones generalizadas, nac~ 

mientas prematuros, abortos y mortinatos. 

SIGNOS CLINICOS {5,6,16) 

Debido a los cuadros clínicos que 

caracterizan a esta enfermedad se reconocen dos tipos de CQ 

lera porcino: 

1.- C6lera porcino clásico 

2.- C6lera porcino atípico 

l.- C6lera porcino clásico. 

El cuadro incluye postraci6n de los 

animales al iniciarse la enfermedad, seguida de falta 

de apetito, marcada elevaci6n de la temperatura corpQ 

ral, abundante secreci6n ocular y conjuntivitis. Se 

observa hiperemia de la piel con enrojecimiento de la 

trompa, orejas, abdomen y cara interna de los muslos. 

Al principio de la enfermedad exi~ 
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te constipación, seguida de diarrea amarillo-grisácea 

y vómito. Al final, los animales muestran paso vacilan 

te y paresia del tren posterior. 

El cólera porcino típico es una en 

ferrnedad aguda con curso de lO a 20 días en promedio, 

la morbilidad es muy alta y la mortalidad del 95% al 

100'/o. 

2.- C6lera porcino atípico. 

Es producido por cepas ví~icas de 

baja virulencia que se han modificado en el campo o 

que son de origen vacunal y que han revertido a la vir~ 

lencia. El cuadro es variable y puede observarse lo s~ 

guiente: 

a) Mioclonia congénita, conocida también corno trernor 

congénito, "cerdos brincadores" o "cerdos bailarines~ 

Se manifiesta en cerdos al nacimiento y se caract~ 

riza por temblores generalizados, debilidad y pérd~ 

da del equilibrio. 
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Cuando durante la gestaci6n se aplica una vacuna a 

base de virus modificado se observa momificaci6n, 

micrognatia, ascitis y otras lesiones y deformidades. 

b) C6lera agudo en recién nacidos. Es común que los 

recién nacidos y madres no vacunadas mueran de CQ 

lera porcino asintomático agudo. Este problema se 

observa asociado a infecciones por cepas de baja v~ 

rulencia de origen no vacunal que infectan a la m~ 

dre. Los signos de la enfermedad se observan s6lo 

en los lechones al realizar la necropsia. 

e) C6lera postvacunal de baja patogenicidad. Se pr~ 

senta de lO a 15 días después de inmunizar cerdos 

con vacunas obtenidas en cultivos celulares porc~ 

nos, manifestando signos de la enfermedad que se 

agrava por la existencia de infecciones bacteri~ 

nas secundarias que responden favorablemente a la 

terapia antibi6tica. 

LESIONES MACROSCOPICAS (5,6,16) 

El cuadro patol6gico del c6lera po~ 
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cino es el de una enfermedad septicémica, caracterizado por 

hemorragias petequiales y equimosis de intensidad variable. 

La severidad de las lesiones deperr 

de básicamente del curso de la enfermedad, la susceptibil~ 

dad de los cerdos, la fuente de infección, tipo de cepa vír~ 

ca, vía de infección, época del año, condictones de crianza 

de los animales, exposición a infecciones secundarias, etc. 

Las lesiones encontradas en diversas 

estructuras son: 

- En piel se aprecia eritema que se vuelve cianótico a roed~ 

da que la circulación sanguínea se hace más lenta. 

-Hay crecimiento y edema de los ganglios linfáticos. Po~ 

teriormente se presentan congestión y hemorragias perifér~ 

cas. Los ganglios más frecuentemente afectados son los 

\ 
cervicales, los crurales y los inguinales. 

- En las tonsilas existe agrandamiento, en los pulmones hay .. : 

bronconeumonía o congestión y en ocasiones se observa p~e~ 
\ 

resía por infecciones se<¡mndarias y en eriglotis y laringe 

se observan escasas petequias. 

- El corazón se encuentra blando, con congestión en miocardio 
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y hemorragias petequiales o equimosis. Con frecuencia hay 

hidropericardio. 

- Las lesiones del riñón son la más características del cól~ 

ra porcino y ocurren como hemorragias en forma de abundan 

tes petequias localizadas en la superficie renal, dando la 

apariencia de''huevo de guajolote". 

- El fundus del estómago puede estar marcadamente hemorrág~ 

co y congestionado. Los intestinos muestran enteritis e~ 

tarral y en intestino grueso a la altura de la válvula ileQ 

cecal se encuentra la "iilcera botonosa", que es elevada y 

formada de capas concéntricas; esta lesión es consecuencia 

de infartos y se considera de gran valor diagnóstico. 

- Generalmente el hígado se observa congestionado y aument~ 

do de volumen. La vesícula biliar puede estar contraída 

o distendida y con una lesión similar a iilcera y en ocasiQ 

nes presentar petequias. 

- En bazo hay infarto o infartos en su borde, lo cual es e~ 

si patognomónico del cólera porcino. 

- Las lesiones en cerebro son congestión y hemorragias. 

- Debido a un desequilibrio del metabolismo calcio-fósforo 

se interrumpe el crecimiento de los huesos, reflejándose 

en la línea de unión epifisiaria costocondral de las cost~ 

llas quinta a novena. La lesión es un ensanchamiento de 
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la línea de uni6n entre el hueso y el cartílago, que es más 

marcada a medida que el proceso tiende a la cronicidad. 

LESIONES MICROSCOPICAS (5,6,16) 

La lesión primordial es producida 

en los endotelios vasculares y consiste en una degeneraci6n 

hidrópica de las células endoteliales seguida de necrosis y 

hemorragias. La extravasación de sangre en áreas de degen~ 

ración vascular produce acúmulos de leucocitos y, eventual 

mente, infartos. 

- En el cerebro hay lesiones de encefalitis no supurativa 

caracterizada por infiltración linfocitaria perivascular 

con gliosis focal o difusa. Las lesiones se localizan en 

médula, puente, cuerpos cuadrigéminos y tálamo. 

- En la epffisis de las costillas se observa ensanchamiento 

del área de c~lulas maduras del cartflago. En el área ca~ 

tilaginosa hay multiplicación celular y trabéculas óseas 

irregulares. 

DIAGNOSTICO (5,6,16) 

Existen algunas pruebas de labor5 
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torio que ayudan a establecer el diagn6stico del c6lera po~ 

cino. La más usual es la cuenta leucocitaria: los valores 

normales de gl6bulos blancos en cerdos var!an de 14,000 a 

18,000 por milímetro cúbico y en casos de c6lera porcino el 

número baja a 10,000 o menos. Sin embargo, pueden darse eª 

sos que muestren cuentas normales o leucocitosis por infeg 

ciones bacterianas secundarias que estimulen la producci6n 

de leucocitos. Puede haber también casos de cerdos normª 

les que muestren leucopenia, especialmente los menores de 

seis semanas de edad o en infecciones víricas como influenza 

y enfermedad de Aujesky, en las que la cuenta leucocitaria 

desciende. 

Una de las pruebas de diagn6stico 

más sensibles es la de inmunofluorescencia, que se realiza 

en tejido amigdalina obtenido por necropsia o por biopsia. 

Se emplea también el estudio histQ 

patol6gico del cerebro y la m~dula, en los cuales debe obse~ 

varse panencefalitis no supurativa con infiltraci6n linfoc~ 

taria perivascular y.marcados cambios endoteliales. Estas 

lesiones se desarrollan cerca del décimo día de la enferm~ 

dad. 
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La prueba más efectiva, pero m~s 

costosa y tardada, se realiza en cerdos susceptibles al c6l~ 

ra porcino inoculándolos con el material infectante {homog~ 

neizado de 6rganos o sangre) y a otro grupo de cerdos con el 

mismo material más suero inmune. En el caso de cólera pare~ 

no los animales del primer lote deben morir o enfermar y r~ 

cuperarse, mientras que los del segundo grupo no deben enfe~ 

mar. Estos últimos y los que se recuperen del primer grupo 

deben mostrar inmunidad al ser inoculados posteriormente con 

virus pat6geno de cólera porcino. 

En resumen, el diagnóstico del CQ 

lera porcino se integra con los datos obtenidos a partir de 

la historia clfnica, los signos clfnicos y las pruebas de 

laboratorio. 

INMUNIDAD CONTRA EL COLERA PORCINO {3,4,5,6,9,16,17,18,20) 

La prevención del cólera porcino se 

realiza mediante la inmunizaci6n con diferentes tipos de biQ 

l6gicos. La inmunidad contra el mal puede ser adquirida en 

forma pasiva o activa. Existe la resistencia natural a la 

enfermedad, pero desafortunadamente en un bajo porcentaje, 
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quizás menor a un S%. 

La inmunidad pasiva se logra mediaa 

te la aplicaci6n de sueros hiperinmunes por v!a parenteral o, 

en los lechones reci~n nacidos, por la ingesti6n de calostro 

procedente de madres inmunes. Por otro lado, la inmunidad 

activa se induce mediante la aplicaci6n de vacunas como las 

de virus vivo modificado en cultivos celulares, en conejos, 

o las de virus inactivado. 

La primera forma de protecci6n con 

tra el c6lera porcino fue la aplicaci6n de suero de cerdos 

hiperinmunizados7 posteriormente se aplic6 simultáneamente 

con virus pat6geno y se encontr6 que este método confería 

inmunidad estable y duradera7 sin embargo, este método fue 

abandonado porque al diseminarse el virus virulento ocasion~ 

ba brotes de c6lera porcino. 

Las vacunas de virus vivo atenuado 

por pases en conejos, o en conejos y cerdos alternadamente, 

se aplican con suero inmune y pueden inducir inmunidad hasta 

por uno o dos años, aunque tienen la desventaja de provocar 

reacciones postvacunales, en ocasiones severas7 además dis~ 
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minan el virus poco atenuado y éste puede revertir a la vir~ 

lencia después de varios pases. 

Se elaboran otras vacunas a partir 

de virus modificados por pases en cultivos celulares prov~ 

nientes de células de riñ6n de cerdo, de riñón bovino, de 

leucocitos de cerdo, etc. 

Actualmente se utiliza también la 

vacuna de virus modificado por un alto número de pases en 

conejos, con resultados altamente satisfactorios ya que no 

se disemina el virus, pueden vacunarse hembras gestantes sin 

peligro para los fetos y se emplea sin necesidad de inocular 

suero inmune. 

Las vacunas inactivadas tienen la 

ventaja de no diseminar el virus, pero pueden encontrarse 

lotes mal inactivados que llegan a ocasionar brotes de cól~ 

ra porcino, ya que algunos laboratorios productores no real~ 

zan pruebas de inactivación. Estas vacunas se elaboran a 

partir de material infectante (sangre u órganos triturados 

de animales enfermos, cultivos de virus patógeno en células) 

adicionado de inactivadores y estabilizadores como cristal 
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violeta, glicerina, eucaliptol, hidróxido de aluminio, formol, 

azul de toluidina. 

La vacunación de hembras con virus 

inactivado puede realizarse en cualquier momento y no prod~ 

ce efectos adversos, excepto cuando se utilizan lotes de v~ 

cuna mal inactivados y que por lo tanto contienen virus patQ 

geno, o lotes de vacuna con potencia no satisfactoria. Lo 

más adecuado para vacunar hembras gestantes es utilizar v~ 

rus activo modificado por alto número de pases en conejos. 

Es posible que algunas veces se pr~ 

senten fallas de vacunación, ya sea a corto o largo plazo. 

Estas fallas pueden ocurrir debido a diversos motivos. 

Las fallas a corto plazo se obse~ 

van en los primeros días siguientes a la vacunación y pu~ 

den deberse a brotes de la enfermedad iniciados cuatro o más 

días antes de vacunar, o a la aplicación de vacunas atenu~ 

das en combinaci6n con dosis in~decuadas de suero, o a cepas 

de virus que regresan a la virulencia o que varían en su an 

tigenicidad. La presencia de otras enfermedades o estados 

físicos que disminuyen la respuesta inmune como el 11 stress 11 
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por manejo, la administración de corticosteroides, las infe~ 

taciones por Ascaris, las infecciones por Salmonellas, Erys~ 

pelothrix, Pasteurellas, Streptococcus, Clostridia, Lysteria, 

etc. también afectan los resultados de la vacunación y pueden 

ocasionar fallas de la misma. 

Las fallas a largo plazo pueden d~ 

berse a la utilización de sueros o vacunas sin la potencia 

necesaria, a la interferencia de la vacuna por el suero cuan 

do la primera se aplica antes de que se haya eliminado éste, 

a la vacunación de lechones de cuatro o cinco semanas de edad 

y que aún posean anticuerpos maternos, a la apl~cación de 

suero inmune en dosis mayores que las recomendadas, al empleo 

de vacunas que están próximas a expirar, mal manejadas por 

no conservarse a bajas temperaturas y sin proteger de la luz, 

al empleo de vacunas que han perdido el vacio, que han sido 

mal inactivadas o que se diluyen más de lo recomendado. 

DATOS SOBRE LA VACUNA CON QUE SE TRABAJO (4) 

Esta vacuna contra el cólera porcino 

se presenta en forma liofilizada y se elabora a partir de v~ 

rus activo modificado y producido en cultivos celulares de 
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tejidos porcinos. Para su uso se rehidrata con una soluci6n 

de fosfatos de pH 7.2-7.4 y se aplica en dosis de 2 ml por 

vfa intramuscular o subcutánea. La inmunidad se desarrolla 

a partir del tercer dfa de la vacunaci6n y es duradera hasta 

por un año; la aplicaci6n simultánea de suero antic6lera se 

deja al arbitrio del veterinario y la vacuna no es efectiva 

si se aplica a cerdos que hayan contraído la enfermedad an 

tes de la inmunizaci6n. 

El virus del cual se parti6 para 

obtener la cepa vacunal se aisl6 de la sangre de animales 

enfermos y se inocul6 a conejos, practicándose un mínimo de 

147 pases sucesivos en esta especie, después de los cuales 

se comprob6 que el virus habfa perdido su patogenicidad pero 

no su capacidad antigénica; el microorganismo se recobr6 

por un pase en cultivos celulares de tejidos porcinos y en 

ellos se ha venido desarrollando para elaborar la vacuna. 

Antes de salir a la venta cada lQ 

te de vacuna se somete a varias pruebas de control para com 

probar su potencia, su esterilidad bacteriana y mic6tica, su 

inocuidad, su solubilidad y el vacfo; se determina el cont~ 

nido de humedad residual en el producto liofilizado y se m~ 
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de el pH de la vacuna rehidratada. 

La prueba más importante es la de 

potencia pues indica si el producto contiene suficiente m~ 

terial inmunog~nico para proteger efectivamente contra la 

infección. Esta prueba consiste en inmunizar un lote de ceL 

dos con diluciones 1:100 y 1:4000 de la vacuna rehidratada, 

para que a los catorce días se sometan a una infección de 

prueba o desaf.ío.con una dosis letal de virus patógeno del 

c6lera porcino¡ junto con estos animales inmunizados se in 

fecta otro lote de cerdos sin inmunizar. Todos estos anim~ 

les se observan durante un mínimo de catorce d.í~s después de 

la infección y para que la prueba se considere satisfactoria 

es necesario que al menos el sry/o de los vacunados con la di 

lución 1:100 y el sry/o de los inmunizados con la dilución 

1:2000 deben sobrevivir y no mostrar signos de la enfermedad, 

mientras que los controles deben enfermar y morir de cólera 

porcino. 

Debido al elevado costo de la pru~ 

y a que inicialmente se realizó una serie de las mismas con 

un número mayor de animales, actualmente se ha establecido, 

tomando en cuenta esos resultados iniciales, que para cada 
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lote de vacuna se utilicen cuatro animales para inmunizar 

con la diluci6n 1:100 y dos para inmunizar con la diluci6n 

1:2000. Corno cada lote de vacuna se divide en tres sublotes 

para su liofilizaci6n y cada uno se prueba individualmente, 

se ha visto que la prueba es representativa aún cuando est~ 

d!sticarnente tenga escaso valor. 

Existen dos razones por las cuales 

la prueba de potencia se lleva a cabo precisamente con estas 

diluciones: la primera es la exigencia de las autoridades 

gubernamentales de que este tipo de vacunas contenga canti 

dades adecuadas de material inmunog~nico para proteger a la 

diluci6n 1:100. La segunda es la norma interna del laboratQ 

rio productor que establece que esta vacuna debe contener 

2,000 unidades ~rotectoras para el cerdo (upc), las que se . 
.¡ ¡.:: .• 

definen corno la cantidad de partículas antig~nicas ~apaz de 

proteger al Sry/o de los cerdos en una prueba de potencia; 

Por lo tanto, inmunizando con la diluci6n 1:2000 se cornpru~ 

ba que cada dosis de esa diluci6n es equivalente a una uni 

dad de protecci6n al cerdo y que la vacuna comercial conti~ 

ne 2,000 unid_ades. 

Esta prueba de protecci6n presenta 
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ventajas indiscutibles como son el demostrar la inmunogenic~ 

dad del virus y la efectividad de la vacuna dada la alta can 

tidad de partfculas virales que contiene, permitiendo obse~ 

var los efectos posibles que tendr~ su uso puesto que se 11~ 

va a cabo sobre organismos semejantes a aquéllos para los 

que está destinada. Sin embargo, también existen serias de~ 

ventajas en este método y la primera es la utilización de 

cerdos que deben ser sanos, susceptibles a la infección y 

provenientes de madres no vacunadas; otras desventajas son 

la necesidad de contar con grandes ~reas destinadas a su man 

tenimiento y con personal que los atienda. Ya en la prueba 

propiamente dicha, a menudo se presentan variaciones de r~ 

sultados debidas al organismo de los animales en cuanto a su 

estado nutricional, grado de susceptibilidad, forma en que 

se manejan, etc. lo que constituye una grave dificultad, 

aunque la desventaja más importante la constituye el riesgo 

de diseminar el virus patógeno empleado en la infección de 

desaffo y con ésto provocar brotes de la enfermedad. 

Las desventajas mencionadas y la 

actual campaña de erradicación del cólera porcino motivaron 

la bdsqueda de una prueba que disminuya los costos, el tiem 

po y los riesgos que involucra la de protección, tratando de 
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substituirla por una técnica "in vitro" que sea más econ6m.i 

ca, más rápida y más segura, por lo que aqui se propone el 

empleo de la inmunofluorescencia por el método indirecto. 

I.2. TECNICA DE ANTICUERPOS FLUORESCENTES 

La técnica de anticuerpos fluorescen 

tes combina los métodos histoqufmicos e inmunol6gicos para 

localizar complejos antígeno-anticuerpo específicos presea 

tes en secciones de tejido o preparaciones de bacterias, prQ 

tozoarios y otras células, o bien, componentes celulares CQ 

mo hormonas y enzimas, con ayuda de substancias qufmicas in 

traducidas en la estructura de la prote!na anticuerpo de m~ 

nera que se puede estudiar su especificidad inmunol6gica. 

As! se preparan anticuerpos purificados que se marcan con 

colorantes fluorescentes -fluorocromos- que se emplean en la 

técnica de Coons, quien introdujo el uso de derivados de la 

fluorescefna como fluorocromos para localizar los sitios en 

que se encuentra el antígeno observando el complejo antig~ 

no-anticuerpo al microscopio de fluorescencia (2,9,11,12,13). 

Los derivados de la fluorescefna que más se han usado como 

fluorocromos son los compuestos en forma de isocianato e 

isotiocianato, siendo este rtltimo el que se emplea actua~ 
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mente debido a la facilidad con que se conjuga a la globul~ 

na anticuerpo. 

Fueron Coons y colaboradores (1941) 

los primeros en obtener resultados satisfactorios al local~ 

zar el antfgeno polisacárido soluble de neumococos en seccio 

nes de tejido de ratón infectado utilizando un anticuerpo 

conjugado con fluorescefna. Más adelante (1958) emplearon 

isocianato de fluorescefna para marcar el anticuerpo y en 

ese mismo año Riggs y colaboradores sintetizaron el isotiQ 

cianato de fluorescefna (ITCF) que se conjuga mejor a la 

globulina y que se aplicó a esta t~cnica gracias a Marshal 

y colaboradores. Goldstein introdujo en 1960 la cromatogr~ 

ffa en columna y la filtración en gel para la purificación 

del conjugado. Los laboratorios BBL han comercializado el 

isómero No. 1 del ITCF que es el más conveniente debido a 

su intensidad de fluorescencia, su estabilidad y su capac~ 

dad de combinación con la protefna. Este compuesto prese~ 

ta fluorescencia verde-amarilla a la radiación ultravioleta 

y tiene un peso molecular de 389.4 • Cuando el fluorocromo 

se hace reaccionar con una solución alcalina de protefna se 

forma un enlace tiocarbamida entre el radical SCN del pr~ 

mero y los grupos amino libres, especialmente del aminoácido 
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lisina de la proteína anticu~rpo, quedando marcado el ant~ 

cuerpo. La experiencia indica que sólo un 15% de los restos 

lisina de la proteína se enlaza al fluorocromo (1,13,22,23). 

ESQUEMA DE LA REACCION (10) 

{ } 

HH 
:fio-Ü ~ o o~ 1 1 1-o 
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F . .J _.Na + 1 1 ~ 'o HzNTHR2 
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Conjugado 

El fluorocromo y la radiación ultr~ 

violeta son partes esenciales de la técnica de anticuerpos 

fluorescentes. El fluorocromo es aquella substancia que~ 

mite luz de longitud de onda más larga que la de la radi~ 

ción de excitación. Si la emisión de luz existe únicamente 

mientras permanece la radiación de excitación, el fenómeno 

se llama fluorescencia; si continúa aún después de haber 

cesado la radiación excitante recibe el nombre de fosfore~ 

cencia ( 13) • 
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Las substancias fluorescentes pu~ 

den ser conjugadas al anticuerpo sin interferir con la esp~ 

cificidad de ~ste ni con su capacidad para combinarse con 

su antígeno, siempre y cuando la sección de tejido o las e~ 

lulas se preparen adecuadamente; el antígeno puede ser de 

origen exógeno al tejido o c~lula (por ejemplo un microorg~ 

nismo) o bien, ser parte intrínseca de ese material y la lQ 

calización del complejo antígeno-anticuerpo fluorescente 

puede servir para el diagnóstico o para establecer la pos~ 

ción exacta y/o el tiempo de aparición en la c~lula (por 

ejemplo el tiempo en que se detecta un virus despu~s de in 

fectar un organismo o una c~lula) (12,13). 

METODOS DE LA TECNICA DE ANTICUERPOS FLUORESCENTES 

Existen cuatro m~todos para el de~ 

arrollo de la t~cnica de anticuerpos fluorescentes, cada uno 

con sus aplicaciones y ventajas particulares. A continuación 

se describen brevemente y se muestran en la figura No. l. 

1.- METODO DIRECTO (10,13) 

Consiste en la reacción de un ant~ 
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cuerpo marcado con su antígeno correspondiente y esp~ 

cífico. Se aplica a la b~squeda rápida de antígenos 

en secciones de tejidos u otras preparaciones. 

2.- METODO INDIRECTO (12,13) 

Es el más us·ado y conveniente y en 

él, el anticuerpo específico para el antígeno no se 

marca, pero después de formado el complejo antígeno-a~ 

ticuerpo se hace reaccionar con un conjugado frente a 

la especie de que procede el primer anticuerpo. De e~ 

ta manera es posible trabajar con anticuerpos obtenidos 

en conejo, específicos para una gran variedad de antíg~ 

nos y usar un solo reactivo fluorescente, por ejemplo 

globulina de cabra anti gamma-globulina de conejo. Si 

se observa fluorescencia específica se tiene evidencia 

indirecta de la presencia del antígeno o del anticueL 

po en el material que se estudia. 

3.- METODO DEL COMPLEMENTO (10,13) 

Este método utiliza la capacidad del 

antígeno y el complemento para unirse al anticuerpo. 
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El complemento de cobayo se localiza con anticuerpos 

anticomplemento conjugados. 

4.- METODO DE INHIBICION DE LA FLUORESCENCIA (1,8,13) 

Consiste en el bloqueo de la reag 

ci6n entre el conjugado y el antígeno por un anticuerpo 

no conjugado. El método asegura una gran especificidad 

y es muy usado en el diagn6stico de infecciones de las 

vías respiratorias: un antígeno se hace reaccionar con 

el suero sospechoso de contener anticuerpos frente a ese 

antígeno, pa~a formar un complejo antígeno-anticuerpo 

que a continuaci6n se hace reaccionar con el anticuerpo, 

pero ahora conjugado. Si no existen anticuerpos en el 

suero se observará fluorescencia, mientras que si el 

suero contiene anticuerpos no habrá fluorescencia. E~ 

te m~todo también se emplea para probar la especific~ 

dad de algunos conjugados antes de emplearlos. 

Como puede apreciarse, la técnica 

de anticuerpos fluorescentes es muy versátil y puede aplica~ 

se a la detecci6n tanto de anticuerpos como de antígenos. 
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j.- METODO DEL CONPLEt.IENTO 
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Anticuerpo Fluorocromo 

an ti oom:pl e mento 
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CARACTERISTICAS DE LA TECNICA DE ANTICUERPOS FLUORESCENTES 

Dadas las particularidades de esta 

t~cnica son notorias tres características importantes: 

a) Especificidad (2,11,12,13) 

El anticuerpo fluorescente es una 

proteína altamente específica y reacciona s6lo con el 

antígeno para el que se prepar6. Se utilizan sueros de 

altos títulos para que el conjugado resultante posea 

también un título alto de anticuerpos. La alta especif~ 

cidad de la técnica se debe en parte al cuidado que debe 

tenerse en la preparaci6n y purificaci6n de los anticue~ 

pos y en parte a la absorci6n del conjugado con polvo de 

6rganos desecados con acetona. Generalmente se emplea 

polvo de hígado o de cerebro de rat6n para la absorci6n 

del conjugado, pero es preferible utilizar polvo del 

substrato sobre el que se desarroll6 -o del que se obt~ 

vo- el antígeno, desecado con acetona. 

b) Rapidez (6,8,13) 

El procedimiento de tinci6n y obse~ 



- 35 -

vaci6n de fluorescencia puede completarse en una o dos 

horas, siempre y cuando se tenga la habilidad necesaria, 

por lo que la inmunofluorescencia es más rápida que las 

pruebas serol6gicas, el aislamiento de virus u otras pru~ 

bas, lo cual representa una clara ventaja cuando es UL 

gente un diagn6stico rápido y seguro. 

e) Sensibilidad (8,10,13) 

La sensibilidad del m~todo directo 

es muy similar a la de la prueba de fijaci6n del compl~ 

mento pero difiere de la de las pruebas de neutralizE 

ci6n o hemaglutinaci6n. Como no se puede ~edir la intell 

sidad de la fluorescencia específica no es posible deteL 

minar la sensibilidad exacta del m~todo, en el cual se 

emplea un exceso de anticuerpo marcado y la sensibilidad 

depende de la cantidad de antígeno presente. 

La sensibilidad del método indirecto 

es de 5 a 10 veces mayor que la del directo, debido a 

que cada capa añadida se combina como un anticuerpo con 

un antígeno subyacente; además, puede hacerse semicuall 

titativo si se prueban diluciones del antígeno o del 



- 36 -

anticuerpo problema. El m~todo indirecto es muy convQ 

niente cuando sólo se pueden obtener pequeñas cantidades 

de muestra. 

REQUISITOS DE LA TECNICA 

Antes de intentar llevar a cabo la 

t~cnica de anticuerpos fluorescentes deben tenerse en cuenta 

las condiciones necesarias para que se obtengan resultados 

satisfactorios, como la preparación del antígeno y del ant~ 

cuerpo, el fluorocromo que debe emplearse y la forma de m~ 

nejarlo, las condiciones de reacción, los testigos y la i~ 

terpretación de la fluorescencia. 

1.- Antígeno (10,13) '\ 

En cuanto a la preparación del ant~ 

geno, este proceso debe llevarse a cabo de manera que 

no lo enmascare y dificulte su unión con el anticuerpo 

o que pierda su reactividad frente a dicho anticuerpo. 

El material que contiene al antígeno o al anticuerpo 

que se manejará como antígeno a su vez, se trata con 

acetona para adherirlo firmemente al portaobjetos y 
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para eliminar grasas y otras substancias que puedan in 

terferir con la reacción antígeno-anticuerpo. Sin em 

bargo, en ocasiones la fijación con acetona puede aumen 

tar la fluorescencia inespecífica o la autofluorescen 

cia del material en estudio, por lo que no se somete a 

este tratamiento. 

La concentración del antígeno en el 

material debe ser la adecuada como para que sea dete~ 

tado por esta t~cnica. 

2.- Anticuerpo (10,11,12,13) 

La inmunización que se realiza para 

obtener el anticuerpo que se conjugará debe realizarse, 

siempre que sea posible, con el antígeno libre de sub~ 

tancias del tejido normal para evitar los anticuerpos 

contra ~ste. En todo caso, el suero y/o la solución 

de conjugado deben absorberse con una preparación del 

tejido o con polvo del mismo u otros órganos desecados 

con acetona, para evitar la fluorescencia inespecífica 

o extraña. 
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El suero inmune debe contener un a~ 

to título de anticuerpos, para que el conjugado que se 

prepare resulte potente. El proceso de conjugaci6n d~ 

be llevarse a cabo de manera que permita al suero con 

servar su título original de anticuerpos o que al menos 

resulte muy pr6ximo a él. El conjugado debe estar 1~ 

bre de albÚminas y alfa y beta globulinas. 

Es muy importante que se determine 

con exactitud la proporción fluorocromo-proteína, que 

debe ser 1:2 en relación molar, para evitar que el ant~ 

cuerpo fluorescente adquiera una fuerte carga negativa, 

la cual se incrementa si la proporción no es la adecu~ 

da, lo que causaría la aparición de fluorescencia ine~ 

pecÍfica debido a la adsorción de las proteínas que 

acompañan al anticuerpo específico, pues la globulina 

no conjugada posee carga negativa más débil y reacciona 

más rápidamente que la marcada. 

Una vez finalizada la conjugación, 

el exceso de fluorocromo se elimina por diálisis o por 

filtración en gel de dextrana. 



- 39 -

3.- Fluorncrnmo {8,10,13,22,23) 

Por lo que se refiere al fluorocromo, 

siempre se busca que sea fácilmente conjugable y que la 

uni6n fluorocromo-proteína sea estable. Así mismo, no 

deberá interferir con la reactividad del anticuerpo. 
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Espectro de absorci6n-emisi6n del ITCF 

Una característica esencial del 

fluorocromo debe ser la eficiencia de fluorescencia, 
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es decir, que emita luz de longitud de onda diferente 

a la de la radiación de excitación (sólo mientras 

exista ésta) y que tal diferencia sea lo m&s grande 

posible. El isotiocianato de fluoresceína absorbe luz 

a una longitud de onda de 490 nm y la emite a una lon 

gitud de 520 nm, la cual es visible en la región verd~ 

amarilla del espectro al microscopio de fluorescencia. 

En la figura No. 2 puede apreciarse el espectro de 

absorción-emisión del ITCF. 

4.- Condiciones de reacción (8,13,14) 

Al momento de realizar la reacción 

antígeno-anticuerpo conjugado son necesarias las man~ 

pulaciones más cuidadosas para obtener resultados sati~ 

factorios~ En primer término debe establecerse la dilli 

ción Óptima o título de trabajo del anticuerpo fluore~ 

cente, que se determina haciendo diluciones seriadas 

del conjugado y comparando los resultados con los de 

un antígenó o un anticuerpo estandarizados¡ deben con 

trolarse el tiempo, la temperatura y la humedad de la 

atmósfera a las cuales se lleva a cabo la reacción, 

así como el pH de la solución salina amortiguada, tanto 
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para diluir el conjugado o el suero, como para lavar 

las preparaciones y la forma en que deben hacerse estos 

lavados. 

5.- Controles (8,10,13,22) 

Es indispensable incluir en la pr~ 

paración y observaciones controles negativos y posit~ 

vos para poder establecer si una imagen fluorescente 

es el resultado de la localización específica del ant~ 

cuerpo conjugado a su antígeno. Los controles sirven 

para diferenciar la fluorescencia específica de la 

autofluorescencia y de la fluorescencia específica ia 

deseable o extraña. Un primer control sería una seQ 

ción del material en estudio sin reaccionar con el coa 

jugado~ otro control,.el material tratado con suero o 

globulina homólogos sin conjugar~ un tercer control 

sería un antígeno heterólogo tratado con el conjugado. 

Finalmente, debe correrse un testigo positivo que coa 

sistiría en el material antigénico tratado con un conj~ 

gado, de ser posible estandarizado. 

Con estos controles se asegura la 
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especificidad de la reacción y el buen manejo de la 

técnica. 

6.- Observación (8,13) 

Para la observación de la fluore~ 

cencia al microscopio se utiliza una fuente de luz 

ultravioleta, que puede ser una lámpara de vapor de 

mercurio a presión, que requiere de ciertos cuidados 

especiales para su uso, o una lámpara de halógeno, que 

es más sencilla de manejar. La longitud de onda dese~ 

da se obtiene mediante filtros adecuados~ filtro de 

excitación BG 12 o filtro de excitación FITC; filtros 

OG 1 o de 530 nm y filtro GG 9. Para eliminar las r~ 

diaciones peligrosas para el observador se emplean los 

filtros barrera en torreta que se localizan entre los 

filtros de excitación y el ocular. Se emplea también 

un condensador de campo obscuro. 

INTERPRETACION DE LA FLUORESCENCIA (13,22) 

Existen tres problemas típicos en 

la técnica de anticuerpos fluorescentes que es necesario 
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conocer para evitar confusiones y resultados falsos. Estos 

problemas son la autofluorescencia, la fluorescencia espec~ 

fica indeseable o extraña y la fluorescencia inespecffica. 

a) Autofluorescencia. Es la que presenta el material en 

estudio, por sí mismo, al recibir la radiación ultraviQ 

leta. Puede ser blanca o azul-violeta y se distingue 

f~cilmente de la fluorescencia específica que es verde

amarilla. La autofluorescencia se incrementa por la f~ 

jación con formalina y la inclusión en parafina. 

b) La fluorescencia específica indeseable o extraña ocurre 

cuando el inmunógeno es impuro por la presencia de prQ 

teínas o antígenos heterólogos que no pueden eliminarse 

con la absorción en tejidos normales. 

e) La fluorescencia inespecífica puede deberse al fluorQ 

cromo mismo, a la alta concentración del conjugado o al 

exceso de fluorocromo sin conjugar; se ha visto que 

ocurre menos con isotiocianato que con isocianato de 

fluoresceína. Puede deberse tambi~n a la fuerte carga 

negativa de1 anticuerpo, a la fijación del material, o 

a la desecaci6n de la preparaci6n durante la reacción, 
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lo que favorece la formación de cristales fluorescentes. 

La posibilidad de que se presente este problema dismin~ 

ye cuando las concentraciones de proteína y fluorocromo, 

el tiempo y la temperatura de reacción y la purificación 

del conjugado por filtración en gel de-dextrana o por 

cromatografía de afinidad en el mismo material. 

Por lo ya expuesto, para que una 

imagen fluorescente se tome como específica deben tomarse 

en cuenta las imágenes resultantes de los testigos positivos 

y negativos, la manera en que se manejaron las preparaciones 

y si el examen al microscopio ha sido correcto. Es necesª 

rio recordar que la intensidad de la fluorescencia depende 

de la cantidad del antígeno presente y que la fluorescencia 

específica no puede ser identificada o localizada a menos 

que haya una emisión suficiente de fluorescencia; la ausen 

cia de fluorescencia no indica necesariamente ausencia de 

antígeno. Es claro que la experiencia en la observación 

de imágenes fluorescentes específicas es indispensable para 

dar por bueno un resultado. 
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INMUNOFLUORESCENCIA Y COLERA PORCINO 

La aplicaci6n de la t~cnica de ant~ 

cuerpos fluorescentes en sus diferentes m~todos es muy vari~ 

da y dÍa a día se encuentran nuevas adaptaciones en microbiQ 

logía, inmunología, patología, histología, alergología, etc. 

Es muy útil para un diagn6stico rápido y seguro en muchas 

infecciones por virus, ricketsias, bacterias y protozoarios 

(lO, 11 1 12, 13) • 

Por cuanto se refiere a la aplic~ 

ci6n de esta t~cnica al problema del c6lera por·cino, es una 

de las más empleadas y confiables en el diagn6stico, debido 

a sus características de especificidad, rapidez y seguridad. 

Para ello se obtiene un corte de tejido del animal infectado 

(cerebro, tonsilas, bazo, n6dulos linfáticos, etc.) y se 

trata con el conjugado correspondiente, obteni~ndose el r~ 

sultado en unas cuantas horas (5,6,13). 

Recientemente se empez6 a considerar 

la posibilidad de utilizar esta t~cnica de anticuerpos fluQ 

rescentes a la titulaci6n de las vacunas contra la infecci6n, 

utilizando el m~todo directo, para lo cual se hacen diluciQ 
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nes seriadas de la vacuna que se inoculan a cultivos de e~ 

lulas PK-15 y se tratan con el conjugado específico. Se con 

sidera que una vacuna es suficientemente "potente" si contig_ 

3.0 
ne material antigénico correspondiente a un título de lO 

dosis infectantes detectables por anticuerpos fluorescentes 

(DIAF) para el 5~/o de los cultivos con una tolerancia de 0.5 

unidades de logaritmo, por dosis para cerdo, lo cual se e~ 

presa 1o3 •0 DIAF5~/o ± 0.5 log. Otro par&metro para considg_ 

rar a una vacuna como satisfactoria titul&ndola en cultivos 

de tejidos resulta de contar un mínimo de 30 placas fluore& 

-7 
centes por tubo de cultivo, en la diluci6n lO (15,21). 

Sin embargo, estos dos criterios no 

son aceptados como confiables por los laboratorios productQ 

res ya que consideran que carecen de apoyo en cuanto al n~ 

mero de datos obtenidos a partir de trabajos experimentales, 

porque esta técnica no es indicativa de la inmunogenicidad 

del virus y porque tiene varias desventajas con respecto a 

la prueba "in vivo", como son la necesidad de contar con 

personal capacitado para el manejo del método y la observ~ 

ci6n de la fluorescencia, el costo y las dificultades en la 

preparaci6n del conjugado y cierta inespecificidad por la 

posibilidad de que el virus sufra variaciones. 



- 47 -

Estas razones expuestas por los 15 

boratorios y algunas autoridades involucradas en el control 

de biol6gicos veterinarios dejan entrever cierta indispos~ 

ción y desconocimiento hacia los alcances y posibilidades 

de esta técnica, existiendo resistencia a preparar y capac~ 

tar personal, a desarrollar metodologías propias, a depender 

menos de la tecnología extranjera, desde luego sin olvidar 

las reglamentaciones nacional e internacional para cada caso. 

Adem~s, puesto que se trata de un 

conjugado específico sería posible detectar con esta técnica 

si una cepa vacunal ha sufrido alguna variaciór antigénica 

y, en tal caso, podría probarse su inmunogenicidad en anim5 

les titulando los anticuerpos en el suero, o bien, con una 

prueba de protección. 

El interés que se ha manifestado por 

parte de algunos sectores para emplear la inmunofluorescen 

cía como prueba rutinaria se debe en gran parte a la presen 

te campaña de erradicación del cólera porcino, para la que 

se necesitan mayores cantidades de vacuna y los laboratorios 

necesitan acortar el tiempo de producción sin menoscabo de 

la calidad. Por otra parte, es necesario evitar la disem~ 
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nación del virus patógeno utilizado hasta ahora en las pru~ 

bas de potencia. Con el fin de contribuir a poseer más d~ 

tos que permitan implementar la técnica en los laboratorios 

productores y de constatación se pensó realizar este trabajo 

empleando el método indirecto, dada su alta sensibilidad, la 

dificultad de obtener grandes cantidades de suero porcino 

para conjugarlo y la conveniencia de utilizar suero anti 

gamma globulina porcina obtenido en conejo, del cual se pur~ 

fican las gamma globulinas y se conjugan. 
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C A P I T U L O I I 

P A R ...::.T::._:E:_____:E-'--X--'P"--E--'R"--I-'--M-'--E"--N=--.::.T_A___;c:.:_L 

En realidad fueron dos los aspectos 

que se estudiaron en este trabajo. El primero fue la titul~ 

ci6n de anticuerpos en suero de cerdos inmunizados con la v~ 

cuna contra c6lera porcino a las diluciones 1:100 y 1:2,000, 

para conocer el título de anticuerpos protector, ya que en 

la literatura consultada no se encontr6 este dato, para así 

conocer los títulos que la vacuna es capaz de estimular, lo 

que posteriormente serviría corno dato complementario en la 

titulaci6n de la misma. 

La segunda parte consisti6 en la t~ 

tulaci6n de la vacuna contra c6lera porcino en cultivos de 

tejidos por medio de la técnica de anticuerpos fluorescentés, 

por el método indirecto, para su aplicaci6n rutinaria en las 

pruebas de control del producto y establecer la mínima con 
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centración de material antigénico que debe existir para aprQ 

bar un lote. A continuación se detalla la metodología de 

ambas partes del estudio. Los reactivos y la preparación de 

soluciones se encuentran en los apéndices al final de este 

trabajo (2,8,11,13,15,22). 

IIol. INMUNIZACION Y PRUEBA "IN VIVO" 

Se inmunizaron 12 cerdos con tres 

diferentes lotes de vacuna diluída 1:100 administrando dosis 

de 2 rol por vía subcutánea en la región axilar derecha, que 

son la dosis y la vía recomendada por el laboratorio produQ 

tor. Se inmunizaron seis cerdos más con la vacuna diluída 

1:2,000, ya que son las diluciones que el laboratorio maneja 

para la prueba de potencia del producto. Los animales em 

pleados fueron lechones sanos, susceptibles al cólera porc~ 

no, procedentes de madres no vacunadas, pesando alrededor de 

veinte kilogramos y de seis semanas de edad aproximadamente. 

A los catorce días de la inmunización se obtuvo el suero de 

cada animal, se identificó y guardó en congelación a -40°C 

hasta el momento de titularlos. Se obtuvo también el suero 

de cuatro animales no inmunizados para ser utilizados como 

controles negativos y el suero de dos cerdos hiperinmuniz~ 
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dos, que sirvió como control positivo. 

Al siguiente día del sangrado los 

dieciocho cerdos inmunizados y los cuatro controles se inoc~ 

laron con virus patógeno contenido en 2 ml de sangre de an~ 

males enfermos ( desafío, dosis o infección de prueba). 

Este lote de animales se observó durante catorce días, anotan 

do los que enfermaron y murieron de cólera porcino y los que 

permanecieron sanos. El diagnóstico de cólera porcino en 

los casos de enfermos y muertos se hizo a partir de los d~ 

tos clínicos y necropsias. 

RESULTADOS 

Los animales inmunizados con el lote 

"R" de vacuna, diluída 1:100 fueron cuatro, dos de los cu~ 

les murieron de cólera porcino; de los animales inmunizados 

con la dilución 1:4000 de la vacuna, uno murió de cólera po~ 

cino. De acuerdo a las normas del laboratorio, este lote se 

sometió nuevamente a la prueba de potencia: después del 

desafío murió un cerdo de los cuatro vacunados con la dil~ 

ción 1:100 y uno de los inmunizados con la dilución 1:2,000 

por lo que a este lote se le adjudicó una protección del 8~/o. 
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De los seis animales inmunizados con 

el lote "S" de vacuna, yinco sobrevivieron a la dosis de 

prueba sin mostrar signos de la enfermedad, muriendo uno de 

los vacunados con la dilución 1:100, quizá debido a un mal 

funcionamiento de su sistema inmunocompetente. Se calificó 

a este lote con un 9~/o de protección, según el protocolo del 

laboratorio productor. 

Los seis animales inmunizados con el 

lote "T" de vacuna sobrevivieron a la infección de prueba 

sin mostrar signos de la enfermedad, por lo tanto, confirió 

una protección del 10~/o. 

En cuanto a los testigos, los cuatro 

murieron de cólera porcino entre el sexto y el noveno días. 

Todos estos resvltados pueden observarse en la tabla No. l, 

junto con los de la titulación de anticuerpos. 

II.2. TITULACION DE ANTICUERPOS POR INMUNOFLUORESCENCIA 

El substrato sobre el que se llevó 

a cabo la reacción fue una preparación de virus vacunal 

desarrollado en un cultivo de células de m~dula 6sea de l~ 
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chón. Se depositaron dos gotas del cultivo con una pipeta 

Pasteur sobre una serie de portaobjetos en los que se habían 

delineado con lápiz de diamante dos círculos. Se dejaron 

secar al aire y se fijaron en acetona durante diez minutos 

a temperatura ambiente. 

Se hicieron diluciones seriadas de 

cada suero problema 1:2, 1:4, 1:8, hasta llegar a 1:2,048 

utilizando solución salina amortiguada como diluyente. Cada 

preparación fijada se cubrió con dos gotas de la dilución de 

suero correspondiente, corriendo cada prueba por duplicado. 

Para los contoles, dos preparaciQ 

nes fijadas se cubrieron con dos gotas de suero de lechón no 

vacunado, cuatro se cubrieron con solución salina amortiguada 

y cuatro con suero de animales inmunes. 

Todos los portaobjetos se incubaron 

en atmósfera húmeda a 37°C durante 30 minutos, al término de 

los cuales se lavaron sumergiéndolos cinco veces en solución 

salina amortiguada, se dejaron durante lO minutos en solución 

amortiguada nueva y al fin se enjuagaron cinco veces en agua 

destilada. 
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El conjugado de globulina anti-po~ 

cina-fluorocromo a la dilución de trabajo se absorbió con 

polvo de médula ósea de cerdo desecada con acetona: se me~ 

claron lOO mg de polvo por cada mililitro de solución del 

conjugado, permaneciendo la mezcla a temperatura ambiente 

durante 30 minutos, al cabo de los cuales se centrifugó a 

2,500-3,000 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante se CQ 

lectó con pipeta Pasteur cuidando que no se tocara el sedb 

mento (13}. 

Después de lavar las preparaciones 

se cubrieron con dos gotas de conjugado absorbido y se inc~ 

bÓ nuevamente a 37°C en atmósfera hÚmeda durante 30 minutos. 

Las preparaciones que se dejaron 

para controles se trabajaron como sigue: las que en el paso 

anterior se cubrieron con suero de ·lechón no vacunado se hb 

cieron reaccionar con el conjugado, lo mismo que dos de los 

tratados con solución salina amortiguada y dos de los que se 

trataron con suero inmune. Los otros dos controles que se 

cubrieron con solución salina amortiguada se cubrieron de 

nuevo con solución salina y los otros dos que habían sido 

cubiertos con suero inmune recibieron nuevo tratamiento con 
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más suero inmune. Estos controles se incubaron en la forma 

indicada. 

Despu~s de la incubaci6n las prep~ 

raciones se lavaron como se describi6 anteriormente, se dej~ 

ron secar al aire y se cubrieron con una gota de medio de 

montaje (glicerina amortiguada) y luego se coloc6 un cubreoh 

jetos sobre cada preparaci6n. 

Para la observaci6n de la fluorescen 

cia se utiliz6 un microscopio Reichert Inmunopan con lámpara 

de hal6geno de 12 volts y lOO watts, filtro de,excitaci6n 

FITC de 495 nm, filtros OG 1 (de 530 nm), EK 2A y GG 9. 

RESULTADOS 

Los sueros que se titularon por el 

m~todo descrito corresponden a los animales que se utiliz~ 

ron en la prueba de protecci6n ya descrita~ Los animales v~ 

cunados con la diluci6n 1:100 del· lote "R" de vacuna tuvi§.. 

ron titulas de ~:~24, 1:512, 1:256, 1:1,024, sobreviviendo 

sanos los dos que mostraron titulas de 1:1,024 y muriendo 

los otros dos. De los vacunados con la diluci6n 1:2,000 
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uno tuvo un título de 1:512, resultando enfermo de cólera 

porcino y otro de 1:1,024, el cual sobrevivió sano a la pru~ 

ba de protección. 

Con respecto a los cerdos inmuniz~ 

dos con el lote "S", todos tuvieron títulos de 1:1,024 y 

sobrevivieron sanos, excepto uno de los vacunados con la db 

lución 1:100 cuyo título fue de 1:16 y que murió de cólera 

porcino. 

Los animales vacunados con el lote 

"T" sobrevivieron todos, teniendo títulos de 1:1,024 y 

1:2,048. Todos estos resultados se encuentran en la tabla 

No. 1, en la página 57. 

II .3. TITULACION DE LA VACUNA 

La segunda parte de este estudio fue 

la titulación en cultivo de tejidos de la vacuna contra cól~ 

ra porcino usando la técnica de anticuerpos fluorescentes 

por el método indirecto. A continuación se describe la metQ 

dología seguida (2,8,13,15). 
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TABLA No. 1 

Resultados de la titulación de anticuerpos por inmunofluore§.. 

cencia y de la prueba de protección "in vivo". 

Lote de Dilución No. de Título de Resultado Protección 
vacuna muestra Ac "in vivo" 

R 1:100 1 1:1,024 Satisfac. 8~ 
2 ·1:512 Muerto 
3 1:256 Muerto 
4 1:1,024 Satisfac. 

1:2,000 5 1:512 Enfermo 
6 1:1,024 Satisfac. 

S 1:100 7 1:16 Muerto' 9~ 
8 1:1,024 Satisfac. 
9 1:1,024 11 

lO 1:1,024 it 

1:2,000 11 1:1,024 11 

12 1:1,024 11 

T 1:100 13 1:2,048 Satisfac. 100'/o 
14 1:1,024 u 

15 1:2,048 11 

16 1:1,024 11 

1:2,000 17 1:1,024 n 

18 1:1,024 
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Se prepar6 un cultivo primario de 

c~lulas de m~dula 6sea de lech6n en botellas de Roux que se 

incubaron durante cinco días a 37°C, utilizando medio 199 

adicionado de suero de caballo. Al finalizar el período de 

incubaci6n se cosech6 este cultivo celular, eliminando el 

medio de crecimiento y se agreg6 medio nuevo, agitando para 

resuspender las c~lulas. Se tomaron 2 ml de esta suspensi6n 

que se depositaron en tubos de Leighton que contenían una 

laminilla de vidrio del No. 2 y se incubaron a 37°C durante 

tres días. 

Despu~s se elimin6 el medio de cr~ 

cimiento de cada tubo evitando el deslizamiento de las c~l~ 

las, ya que ~stas no se adhieren a la superficie del vidrio. 

Se agregaron 1.8 ml de medio de crecimiento y 0.2 ml de una 

diluci6n de la vacuna preparada con el mismo medio. Las d~ 

luciones se hicieron de varios frascos de vacuna de los lQ 

tes "A", "B", "C", "D", "E", diluyendo desde 10-l hasta lo-10 • 

Estos mismos lotes se sometieron a una prueba de protecci6n 

en cerdos. 

Se dejaron sin inocular con el virus 

vacunal ocho tubos de cultivo celular para utilizarlos como 
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testigos negativos de crecimiento viral y otros ocho se inQ 

cularon con virus patógeno contenido en sangre de cerdo en 

fermo de cólera porcino, para emplearlos como testigos pos~ 

tivos • El inóculo fue de 0.2 ml. 

Todos los tubos se incubaron durante 

cinco días a 37°C y al finalizar este período se extrajeron 

las laminillas de vidrio de cada tubo de Leighton con ayuda 

de una espátula y se sujetaron a un aplicador de madera para 

fijarlas en acetona durante diez minutos a temperatura ambien 

te. El recipiente en que se fijaron contenía 40-50 ml de 

acetona para cuatro o cinco laminillas. 

Cada preparación fijada se cubrió 

con dos gotas de suero anticólera porcino sin diluir y abso~ 

bido en polvo de m~dula ósea, luego se incubó y lavó en la 

forma antes indicada. 

Cuatro de los controles negativos y 

cuatro de los positivos se trataron sólo con solución salina 

amortiguada y se incubaron y lavaron igual que las demás pr~ 

paraciones. El resto de los controles se trató con el suero 

anticólera porcino. 
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Después de lavar, cada preparaci6n 

se cubri6 con dos gotas de conjugado anti gamma globulina 

porcina a la diluci6n de trabajo y absorbido con polvo de mg 

dula 6sea. De los cuatro controles negativos tratados con 

suero, dos se trataron con el conjugado y los otros dos con 

soluci6n salina amortiguada. De los cuatro controles negat~ 

vos tratados con soluci6n salina amortiguada, dos se bici~ 

ron reaccionar con conjugado y dos con soluci6n salina amoL 

tiguada. De los cuatro controles positivos tratados con su~ 

ro antic6lera porcino, dos se hicieron reaccionar con el coa 

jugado y dos se cubrieron con soluci6n salina. De los coa 

troles positivos tratados con soluci6n salina, dos se cubrí~ 

ron con soluci6n salina amortiguada y dos se hicieron rea~ 

cionar con el conjugado. En la siguiente página se ofrece 

un esquema de la preparaci6n de los controles. 

Después de incubar y lavar las pr~ 

paraciones se dejaron secar al aire y se cubrieron con una 

gota de medio de montaje¡ las laminillas se-colocaron sobre 

portaobjetos de manera que las células quedaron entre las 

dos superficies. Las tres laminillas correspondientes a e~ 

da diluci6n se colocaron en un mismo portaobjetos. La obseL 

vaci6n de fluorescencia se hizo con el mismo equipo que en 
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la titulación de anticuerpos. 

Esquema de preparación de controles: 

Ocho controles negativos (cultivo celular sin inocular) 

Reacción con 
----} 

suero anticólera 

---~} 
----} 

Tratamiento con sol. -

salina amortiguada -} ----

Reacción con conj. 

Tratamiento con sol. 
salina amortiguada 

Reacción con conj. 

Tratamfento con sol. 
salina amortiguada 

Ocho controles positivos (cultivo celular inoculado) 

+ --:} + Reacción con 

+ suero anticólera ---:} + 

+ --+} 
+ Tratamiento con sol. + 

+ salina amortiguada 

---:} + 

Reacción con conj. 

Tratamiento con sol. 
salina amortiguada 

Reacción con conj. 

Tratamiento con sol. 
salina amortiguada 
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RESULTADOS 

Todos los animales vacunados con 

los lotes "A", "B", "C", sobrevivieron sanos a la dosis de 

prueba, por lo que la protecci6n con estos lotes fue de 10~/o 

y el título, es decir, la máxima diluci6n en que se observ6 

fluorescencia debida al desarrollo del virus vacunal fue de 

lo-1° con intensidad de dos cruces {++) en cuanto a fluore~ 

cencia. Las diluciones de 10-l hasta lo-6 mostraron inten 

sidades de {++++) incluyendo las preparaciones inoculadas 

con la vacuna sin diluir. 

Los lotes "D" y "E" protegieron al 

8~/o de los animales en la prueba "in vivo" y tuvieron tít11. 

los de 10-8 y lo-7 respectivamente. En las diluciones lo-9 

y lo-10 de estos lotes no se observ6 fluorescencia. Estos 

resultados se muestran en la Tabla No. 2. 



Resultados de la titulación de la vacuna contra cólera porc~ 

no por inmunofluorescencia y de la prueba de desafio. 

Lote de Diluci6n para Fluorescencia Protecci6n 
vacuna inocular al desafio 

A 1o0 -1o-6 ++++ 100".-b 

10-7-lo-9 +++ 

lo-lo ++ 

B 10°-lo-6 ++++ lOO".,b 

10-7_10-8 +++ 

1o-9-1o-1o ++ 

e 100-10-6 ++++ 100".-b 

w-7-lo-8 +++ 

lo-9-lo-10 ++ 

D 10°-10-6 ++++ 80".-b 

w-7 +++ 

10-8 ++ 

w-9-w-w 

E wo-w-6 ++++ 80".-b 

w-7 +++ 

10-8_10-lo 
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CAPITULO I I I 

I N T E R P R E T A C I O N D E R E S U L T A D O S 

Y D I S C U S I O N 

La primera parte de este estudio, 

--------~e~s--nd~ecir, la titulación de anticuerpos en el suero de anim~ 

les inmunizados, permitió estimar cuál es el título de ant~ 

cuerpos obtenido por estímulo con la vacuna que puede cons~ 

derarse protector para el cerdo. Tal estimación se obtuvo 

comparando los resultados de esta titulación con los de la 

prueba de protección "in vivo". Como puede verse en la T~ 

bla No. 1, página 57, los animales que desarrollaron títulos 

de 1:1,024 sobrevivieron a la infección de prueba sin mo~ 

trar síntomas de la enfermedad, mientras que los que muri~ 

ron o enfermaron de cólera porcino tuvieron títulos de 1:512 

o menores: dos cerdos desarrollaron títulos de 1:512, de los 

cuales uno murió y uno enfermó; otro cerdo desarrollÓ un ti 
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tulo de 1:256 y otro de 1:16, los cuales murieron. Dos ce~ 

dos mostraron títulos de 1:2,048 al ser inmunizados con el 

lote de vacuna que proporcion6 protecci6n del lOOYo -lote 11 T 11
-

y ésto se debi6 quizá a su mejor estado nutricional y de s~ 

lud. 

Respecto a los resultados de la t~ 

tulaci6n de la vacuna se observ6 que las células inoculadas 

con el virus se aglomeraron formando acúmulos sobre las lam~ 

nillas en que se. multiplicaron, lo que parece ser un efecto 

del virus sobre ellas. En los casos en que no se inocul6 

virus el desarrollo fue homogéneo sobre la superficie del v~ 

drio. El título fue la Última diluci6n que aún produce fluQ 

rescencia, esto es, en la que aún existen partículas virales 

capaces de infectar a las células y multiplicarse, detect~ 

bles por inmunofluorescencia. 

Se observaron abundantes acúmulos 

fuertemente fluorescentes (++++) en las preparaciones inoc~ 

ladas con las diluciones 10-1 a lo-6 de todos los lotes de 
; 

vacuna, encontrándose una disminuci6n de la fluorescencia 

(+++) en las diluciones 10-7 y 10-8 • Para los lotes que prQ 

tegieron al lO~~ de los animales en la prueba de protecci6n 

la fluorescencia fue de (++) en la diluci6n lo-10 , mientras 
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que los lotes que sólo protegieron al sry/o tuvieron fluore~ 

-0 
cencia (++) hasta la dilución lO u 

Las unidades de fluorescencia (+) 

se consideraron de acuerdo a la cantidad aparente de acúmulos 

fluorescentes en cada laminilla y la intensidad de la fluQ 

rescencia en comparación con los testigos. Estos resultados 

se muestran en la Tabla No. 2 en la página 63. 

De acuerdo con los datos encontr~ 

dos en la literatura se observó el desarrollo viral intr~ 

plasmático, pues la fluorescencia se manifestó en el citQ 

plasma mientras que el núcleo permaneció opaco (4,5). 

COMENTARIOS Y DISCUSION 

Ante todo es necesario hacer notar 

que el tamaño de la muestra con que s~~trabajó fue pequeña 

y por lo mismo los resultados obtenidos no pueden tomarse 

como definitivos, pero sí ayudan a conocer la forma en que 

trabaja el método indirecto de la inmunofluorescencia aplic~ 

do a la titulación de la vacuna contra cólera porcino¡ de 

aquí que es posible decir que este método es útil como pru~ 
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ba auxiliar para el control del producto, ya que ofrece pr~ 

cisión, alta sensibilidad y rapidez. Sus desventajas serían 

el equipo requerido y el personal adiestrado en su manejo y 

en la observación de la fluorescencia. 

Aunque el título de anticuerpos que 

se estimó como protector fue de 1:1,024, existe la posibil~ 

dad de que el título real se encuentre entre 1:512 y 1:1,024, 

por lo que habría que probar diluciones intermedias. Los ti 

tules de 1:512 o menores protegen parcialmente o carecen de 

papel protector, como se observó con cerdos cuyo suero tuvo 

estos títulos y que enfermaron o murieron de cólera porcino. 

La titulación de anticuerpos es ad~ 

más aplicable en el caso de que se vayan a transportar anim~ 

les sospechoso; de haber estado o estar infectados o vacun~ 

dos a una zona exenta del mal o en el caso de exportar anim~ 

les a países libres de cólera porcino en los que no se adro~ 

ten cerdos vacunados. Otra aplicación se~ía en los laboratQ 

rios productores que necesitan animales susceptibles y prov~ 

nientes de madres no vacunadas. La prueba serviría para aceQ 

tar o rechazar los animales que lleguen al laboratorio. 
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Sin embargo, la aplicación más im 

portante y de la que ~e obtendría más provecho es la que se 

refiere a la prueba de potencia de la vacuna, inmunizando 

cerdos con diluciones de la vacuna e investigando el título 

de anticuerpos que es capaz de estimular. Si la vacuna es 

suficientemente inmunogénica estimulará un alto título, oc~ 

rriendo lo contrario si no contiene suficiente material inm~ 

nógeno o de que el virus se haya inactivado en algún paso de 

la producción. Como antígeno para esta prueba puede empleaL 

se el cultivo celular inoculado con virus vacunal que se ut~ 

liza normalmente en la producción de la vacuna, del que se 

necesitarían sólo unos mililitros pues se emplean únicamente 

dos gotas en cada portaobjetos que sirve para una dilución. 

Sobre la titulación de la vacuna 

debe decirse que los resultados obtenidos indican que existe 

la posibilidad de adoptar este método como prueba rutinaria 

para la potencia del producto pues hay correspondencia entre 

los datos obtenidos en la prueba "in vivo" y la titulación 

por anticuerpos fluorescentes, que es una cuantificación del 

material inmunógeno que contiene la vacuna. Los resultados 

de la prueba de protección se dan como porcentaje de anim~ 

les que sobreviven a la dosis de prueba considerando las d~ 
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luciones hechas a la vacuna de 1:100 y 1:2,000. Los lotes 

que mostraron disminución en su poder inmunogénico por esta 

prueba también se detectaron por la técnica de anticuerpos 

fluorescentes, ya que estos lotes produjeron fluorescencia 

hasta la dilución 10-s. 

Los títulos de la vacuna que aquí 

se reportan son particulares para el producto con que se tr~ 

bajó y no pueden.tomarse como parámetro para otros similares 

pues las autoridades exigen que las vacunas de este tipo prQ 

tejan en la dilución 1:100 mientras que el laboratorio prQ 

ductor cuya vacuna se tituló por inmunofluoresoencia garant~ 

za que protege aún a la dilución de 1:2,000¡ cabe esperar 

que otros laboratorios produzcan una vacuna con títulos más 

bajos pero suficientemente protectores. A fin de reglamen 

tar el título mínimo para esta vacuna es necesario hacer un 

estudio con todas las vacunas que existen actualmente en el 

mercado. Aún más, para este mismo producto deben verificaL 

se los resultados con una muestra mayor, tanto de lotes de 

vacuna como de animales inoculados con cada uno de ellos y 

con cada dilución para determinar los parámetros definitivos. 

Con respecto a las células con que 
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se trabajó, éstas se desarrollan sobre la superficie del v~ 

drio pero sin adherirse a ella, por lo que debe tenerse cu~ 

dado al momento de extraer la laminilla del tubo evitando 

que se pierdan células por desplazamiento antes de fijarlas 

con acetona. 

Para obtener resultados consistea 

tes la vacuna debe rehidratarse y hacer las diluciones lo 

más rápido posible para que la inoculación de los cultivos 

celulares se haga dentro de los siguientes 60 minutos a la 

rehidratación, además de que la vacuna y las diluciones d~ 

ben mantenerse a baja temperatura {2°C a 4°C) pues de lo 

contrario el virus se inactiva. 

Las preparaciones que no vayan a 

observarse inmediatamente después de reaccionar con el coa 

jugado deben envolverse en papel aluminio y conservarse en 

refrigeración o congelación para conservar la intensidad de 

la fluorescencia {15). 

Aunque no se reporta, se hizo una 

prueba de titulación de la vacuna utilizando las células del 

cultivo de tejidos en suspensión en lugar del desarrollo e~ 
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lular sobre la laminilla. Se encontró que esta modificación 

es inadecuada debido a que al depositar una gota de la su~ 

pensión sobre el portaobjetos se forman conglomerados celul-ª. 

res en forma de racimos y no en un solo plano, lo que impide 

que se determine con certeza qué células se tiñeron específi 

camente pues existen células en el interior del conglomerado 

que no se infectaron por el virus y sin embargo se observan 

fluorescentes por la cercanía de las positivas. Tales con 

glomerados se encuentran dispersos por el campo microscópico 

presentándose irregularidades muy marcadas en la intensidad 

de la fluorescencia, por lo que es difícil decidir si la mi~ 

ma es adecuada o no. 

Debe resaltarse la importancia que 

tiene el utilizar suero de caballo como enriquecedor del m~ 

dio en lugar de suero fetal de ternera, que aumenta la fluQ 

rescencia inespecífica. Con el uso del primero se logró una 

mejora en la aplicación de la técnica de anticuerpos fluore~ 

centes a nuestro objetivo (18). 

Puede considerarse que utilizando 

el método indirecto de la inmunofluorescencia en la titul-ª. 

ción de la vacuna contra cólera porcino se tiene una alta 
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especificidad y confiabilidad que en gran parte se basa en 

el hecho de que suero y conjugado se absorben en el polvo 

del substrato sobre el que se desarrolla el virus, disminli 

yendo casi totalmente la fluorescencia específica extraña. 

Por este método se estima la cantidad de partículas virales 

que contiene cada frasco de vacuna y por la titulación de 

anticuerpos se conoce la capacidad inmunogénica del producto. 

Si se conjugan ambos procedimientos en el control de los lQ 

tes de vacuna se garantizará de manera más confiable la cal~ 

dad de los mismos y en un futuro más o menos cercano y con 

un mayor número de datos podría substituirse la prueba de 

protección. 
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e A P I T U L O I V 

R E S U M E N y e O N e L U S I O N E S 

IVol. RESUMEN 

Se aplic6 la técnica de anticuerpos 

fluorescentes, por el método indirecto, a dos titulaciones: 

La titulaci6n de anticuerpos contra c6lera porcino estimul~ 

dos por una vacuna comercial y la titulaci6n del material 

inmun6geno de la misma en cultivos celulares. 

Para la titulaci6n de los anticue~ 

pos se inmuniz6 un lote de animales con diluciones 1:100 y 

1:2,000 de la vacuna, se obtuvo el suero de cada cerdo y se 

diluy6 progresivamente desde 1:2 hasta 1:2,048¡ con cada d~ 

luci6n se cubri6 una serie de preparaciones fijadas con ac~ 

tona, de virus de c6lera porcino desarrollado en cultivos e~ 

luLares. Se incub6 a 37°e durante treinta minutos en atm6~ 
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fera húmeda y se lavó con solución salina amortiguada; a 

continuación cada preparación se hizo reaccionar con un con 

jugado de globulina anti gamma globulina porcina obtenida en 

conejo y marcada con isotiocianato de fluoresceína. Nuevamen 

te se incubó y lavó y luego se colocaron una gota de medio de 

montaje y un cubreobjetos sobre cada preparación para obseL 

varlas al microscopio de luz ultravioleta. Se encontró que 

el título de anticuerpos suficiente para proteger a los CeL 

dos contra el cólera porcin~ es de 1:1,024 y que a títulos 

de 1:512 los animales empiezan a mostrar síntomas de la enfeL 

.medad y a títulos menores mueren después de una infección de 

prueba. La observación se hizo en compa~ación con controles 

negativos y positivos y los resultados con referencia a los 

de la prueba de desafío. 

Para la titulación de la vacuna se 

prepararon cultivos de médula ósea de lechón que se inocul~ 

ron con diluciones seriadas de la vacuna desde 10-l hasta 

10-10. Al sexto día de incubar se fijó cada preparación con 

acetona y se cubrió con suero de cerdo absorbido en polvo de 

médula ósea desecada con acetona; se incubó en atmósfera h~ 

meda a 37°C durante treinta minutos y luego se lavó con sol~ 

ción salina amortiguada para hacerlas reaccionar con el con 
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jugado antiporcino absorbido en polvo de médula 6sea. Nuev~ 

mente se incub6 y lav6 y después se agreg6 una gota de medio 

de montaje sobre cada preparaci6n. Estas se colocaron sobre 

un portaobjetos para observarlas al microscopio de fluorescen 

cia. Los resultados indicaron que la vacuna estudiada debe 

-lO contener material inmun6geno a título de lO para considg 

rarla como "potente", es decir, que protegerá al lory/o de los 

animales inmunizados con diluciones 1:100 y 1:2,000 en una 

prueba de potencia. 

Los resultados de las dos titulaciQ 

nes se compararon con los de las pruebas de de?afío realiz~ 

das con los mismos lotes que se estudiaron en este trabajo. 

IV .2. CONCLUSIONES 

De lo aquí reportado se desprenden 

las siguientes conclusiones: 

1.- Es posible aplicar la €ecnica de anticuerpos fluorescen 

tes a la titulaci6n de la vacuna contra c6lera porcino 

~n cultivos de tejidos como prueba de cuenta indirecta 

de partículas viables y evitar así el empleo de animales. 
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2.- La vacuna debe contener material inmunogénico a título 

-10 ~ de lO que corresponde al lO~~ de proteccion en la 

prueba de protecci6n, para que se considere satisfactQ 

ria en cuanto a potencia; sin embargo, este método no 

mide la inmunogenicidad del producto. 

3.- También es posible la titulaci6n de anticuerpos como 

prueba de inmunogenicidad. De acuerdo a esta prueba p~ 

loto si el título es de 1:1,024 o más, la vacuna config 

re protecci6n (Tabla No. 1). 

4.- Para que estas técnicas de titulaci6n del virus y de 

anticuerpos por inmunofluorescencia se apliquen rutin~ 

riamente es necesario que durante un tiempo se corran 

simultáneamente con la prueba de protecci6n a fin de 

obtener un número suficiente de datos que permitan su 

uso en substituci6n de dicha prueba. 

5.- Por su naturaleza, el mejor método para garantizar la 

calidad de este producto es la titulaci6n de anticue~ 

pos en animales inmunizados~ puesto que da una idea el~ 

ra de la forma en que se comportará en los cerdos al 

ser usada en el campo. 
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6.- El empleo de la técnica de inmunofluorescencia en las 

pruebas de potencia evita la diseminaci6n del virus p~ 

t6geno que se utiliza en la prueba de desafío. 
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A P E N D I C E S 

APENDICE I 

Reactivos y preparación de soluciones (2,13,14) 

1.- Solución saturada de sulfato de amonio. 

Disolver alrededor de 400 g de (NH4)2S04 en 500 ml de 

agua destilada y a 70°-80°C. Agitar hasta disolución 

completa y dejar enfriar. Filtrar antes de usar. 

2.- Solución 2 mol/1 de hidróxido de sodio. 

Disolver 40 g de NaOH en lentejas en 300 ml de agua de~ 

tilada agitando hasta su disolución. Dejar enfriar y 

aforar a 500 ml con agua destilada. 

3.- Solución salina isotónica. 

Disolver 8.5 g de NaCl en 500 ml de agua destilada y 

aforar a 1,000 ml con agua destilada. 
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4.- Amortiguador de boratos, pH 8.4-8.5 

Disolver en aproximadamente 300 ml de agua destilada: 

Acido b6rico (H3B03) 6.184 g 

9.536 g 

Cloruro de sodio (NaCl) 4.384 g 

Aforar a 1,000 ml con agua destilada. 

5.- Soluci6n salina amortiguada con boratos, pH 8.4-8.5 

Mezclar 400 ml del amortiguador de boratos con 8,000 ml 

de soluci6n salina isot6nica. Esta soluci6n se utiliza 

en la diálisis de las gamma globulinas. 

6.- Amortiguador de fosfatos, pH 7.5 

Soluci6n amortiguadora de fosfatos 0.10 mol/1 

A) Soluci6n 1 mol/1 de fosfato monobásico: 

13.7998 g 

lOO ml 

B) Soluci6n 1 mol/1 de fosfato dibásico: 

26.8077 g 

lOO ml 

7.- Soluci6n salina amortiguada con fosfatos, pH 7.5 

Soluci6n A 16.00 ml 



Soluci6n B 
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84.00 

8.7 

ml 

g 

10,000 ml 

8.- Soluci6n de cloruro de bario al 1~~. 

9.- Medio de montaje. 

5.0 

5.0 

g 

ml 

Glicerina grado reactivo 

Amortiguador de carbonatos, pH 9.5 

90.0 ml 

10.0 ml 

Se mezclan ambos reactivos y se agitan durante 16 horas 

en agitador magn~tico. pH final: 8.5 

10.- Amortiguador de carbonatos, pH 9.5 

Carbonato de sodio (Na2co3 ) 

Bicarbonato de sodio (NHC03) 

10.6 g 

25.2 g 

Disolver el Na2co3 en 80 ml de agua destilada y agr~ 

gar el NaHC03 ; agitar hasta disoluci6n y aforar a 

lOO ml con agua destilada. 

11.- Adyuvante coloidal de fosfato de calcio e hidr6xido de 

aluminio. 
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A) Ca3 (P04 ) 2 9.3 g 

H20 c.b.p. lOO ml 

B) Al (OH) 3 1.56 g 

H20 c.b.p. lOO ml 

Mezclar 90 ml de la soluci6n B con lO ml de la sol,!!. 

ci6n A. Esterilizar a 15 libras de presi6n durante 

treinta minutos. 

12.- Acetona grado reactivo. 

13.- Cultivo celular de m~dula 6sea de lech6n ** 

14.- Medio 199 con enriquecedores ** 

** Por ser f6rmulas propiedad del laboratorio productor no 

es posible su descripci6n aquí. 
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APENDICE I I 

Preparación de gamma globulinas de cerdo para la inmunización 

de conejos (2,7,12,13,14). 

1.- Se sangraron dos cerdos extrayendo 20 rol de sangre de 

cada uno; se separó el suero y se obtuvieron 20 rol. 

2.- En un vaso de precipitados se colocaron los 20 rol de 

suero y se agregaron, gota a gota, 10 rol de solución 

saturada de sulfato de amonio, agitando sobre un ag~ 

tador magnético. 

3.- Se ajustó el pH de la solución a 7.8 con solución 

2 mol/1 de hidróxido de so di o y se continuó agitan. 

do durante dos horas. 

4.- Se centrifugó a temperatura ambiente durante treinta 

minutos a 3,000 rpm. Se decantó el sobrenadante y el 

precipitado se disolvió en 20 rol de solución salina 

isotónica. 

5.- Se repitieron dos veces los pasos 1 a 5 y una vez más 
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del 1 al 4. Este precipitado se disolvió en lO rol de 

solución salina amortiguada con boratos. 

6.- Se dializó en tubo de celofán contra una solución sal~ 

na amortiguada con boratos (450 rol} para eliminar el 

sulfato de amonio. La solución se cambió cuatro veces: 

la primera a las dos horas, la segunda después de cu~ 

tro horas y las otras dos cada doce horas. La diál~ 

sis se realizó a 4°C. Al final se comprobó la ausen 

cía total de iones sulfato mediante la reacción con 

cloruro de bario al lry/o. 

7.- Se centrifugó el dializado durante treinta minutos a 

3,000 rpm a 4°C. El precipitado se disolvió en lO rol 

de solución salina isotónica. 

8.- Se esterilizó por filtración a través de membrana y se 

almacenó en refrigeración. 
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APENDICE I I I 

Obtenci6n del suero anti gamma globulina porcina y purific~ 

ci6n de esta gamma globulina. 

Se utilizaron dos conejos de 2.5 Kg de peso, de los cuales 

uno muri6 al 15° día de la inmunizaci6n. 

Esquema de inmunizaci6n. 

ler__<iía. Inyecci6n intramuscular en el cojincillo plarr 

tar: 0.5 ml de gamma globulina porcina (Ap. II) 

0.5 ml de adyuvante (Ap. I, No. 12) 

go día. Inyecci6n en el cojincillo plantar 

l. O ml de gamma globulina porcina 

l. O ml de adyuvante 

15° día. Inoculaci6n en la vena marginal de la oreja. 

0.2 ml de gamma globulina diluida 1:10 

16° día. 0.5 ml de gamma globulina diluida 1:10 

17° día. l. O ml de gamma globulina diluida 1:10 

18° día. 0.2 ml de gamma globulina 

19° día. 0.5 ml de gamma globulina 

20° día. l. O ml de gamma globulina 
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Se dej6 descansar al animal durante una semana y se aplic6 

una inyecci6n de refuerzo de 1.0 ml de gamma globulina. Una 

semana después se sangr6 al conejo por punci6n cardíaca, se 

separ6 el suero y se purificaron las gamma globulinas. La 

concentraci6n de proteína en esta soluci6n se determin6 por 

el método del Biuret y result6 ser de 1.25 g/100 ml. 
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APENDICE I V 

Preparación del conjugado de gamma globulina de conejo-isQ 

tiocianato de fluoresceína (2,8,13,14,23). 

La relación entre las concentraciones de globulina y fluorQ 

cromo se determinó por los siguientes cálculos: 

Solución de proteína 

Proteína total 

Volumen de solución de 

proteína al 2% 

Cantidad de fluorocromo 

Volumen de amortiguador 

de carbonatos 

Volumen de sol. salina 

para añadirse a la sol. 

de proteína 

A mg/ml, B ml 

A X B = C mg 

C/20 = D ml 

C/100 = E mg 

D/10 F ml 

D - (B + F) 

A l. 2 5 g/100 ml 12.5 mg/ml 

B lO ml 

e 125 mg 

G ml 

D lO ml (como la concentración de la solución de 
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de anticuerpos fue menor al 2%, D se con 

deró igual a B). 

E 2 mg (igual que en D) 

F 1 ml 

G O ml 

1.- Se disolvió el fluorocromo en amortiguador de carbon~ 

tos evitando la formación de espuma. 

2.- Esta solución y la de gamma globulinas de conejo se man 

tuvieron a 2°C por dos horas y después se agregó la SQ 

lución de ITCF a la de proteína y se continuó la agit~ 

ción durante seis horas. 

3.- El fluorocromo que no reaccionó se eliminó por filtr~ 

ción sobre gel de dextrana Sephadex G-25 en una columna 

de vidrio de 40 cm a temperatura de 2°-4°C. Se equil~ 

bró el gel con amortiguador de fosfatos de pH 7.0 y se 

vertió en la columna, en cuyo fondo se colocó un trozo 

de algodón. Se evitó la formación de burbujas de aire 

o grietas en la columna de gel. El nivel de amortigu~ 

dor rebasó un tapón de algodón en 3-4 cm. Se eluyó con 

este amortiguador durante 24 horas, al término de las cu~ 
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les la separaci6n de las fracciones fue clara: la zona 

más baja correspondi6 a la proteína conjugada, la inteL 

media al amortiguador de carbonatos y la superior al 

fluprocromo libre. 

4.- Se esteriliz6 la soluci6n filtrando por membrana y se 

almacen6 a 2°C. 

5.- Se hicieron diluciones seriadas y se hicieron reacciQ 

nar con su antígeno para establecer la diluci6n de tr~ 

bajo. Después se diluy6 hasta esa diluci6n y se envas6 

en ampolletas selladas en volúmenes de 0.5 rol, conseL 

vándolas en congelaci6n. 
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APENDICE V 

Preparaci6n del polvo de tejidos desecados con acetona para 

la absorci6n del suero y el conjugado. 

1.- Se colect6 la m~dula 6sea de lech6n de los huesos f~mur 

y hÚmero. Se dividi6 en pequeños trozos de 1-2 mm de 

diámetro. Se lav6 varias veces en agua destilada y se 

homogeneiz6 con un volumen igual de soluci6n salina 

(p/v). 

2.- El homogeneizado se verti6 en un vaso de, precipitados y 

se añadieron 8 volúmenes de acetona (8 x ml) agitando. 

Se colect6 el precipitado por centrifugaci6n a 3,000 

rpm durante lO minutos y se resuspendi6 en 4 volúmenes 

(4 x ml) de soluci6n salina. Se dej6 reposar toda la 

noche en refrigeraci6n. 

3.- Se colectaron los sedimentos por centrifugaci6n y se 

suspendieron en un volumen de soluci6n salina. Nuev~ 

mente se adicionaron 8 volúmenes de acetona y se coleg 

taran los precipitados en la forma descrita. La suspen 

ci6n en soluci6n salina y el tratamiento con ocho volñ 
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menes de acetona se repitieron hasta que el sobrenada~ 

te se observ6 transparente e incoloro. 

4.- Después de lavar se añadieron 4 volúmenes de acetona al 

sedimento final, se dej6 en reposo por treinta minutos, 

se agit6 y elimin6 el sobrenadante. Esta operaci6n se 

repiti6 una vez más y luego se lav6 el sedimento con 

acetona, sobre un embudo. La acetona se elimin6 exte~ 

diendo el material sobre un papel filtro que se coloc6 

en una estufa a 37°C. El rendimiento fue de aproxim~ 

damente una vigésima parte del peso inicial del material. 
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