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RESUMEN



RESUMEN

Debido a que la mayoria de las cepas del virus de colera porcino no produce
efecto citopatogénico en los cultivos celulares donde se replica, la deteccion en
los mismos ha planteado algunas dificultades. Por lo anterior, se implemento
una técnica en la que se adhirieron en forma pasiva anticuerpos anticolera a la
membrana de globulos rojos, en un proceso denominado sensibilizacién, una vez
sensibilizados, estos eritrocitos fueron vertidos en cultivos celulares de la linea
PK.15 infectados con el virus de célera porcino, con objeto de realizar en la
superficie celular una reacciéon antigeno-anticuerpo y visualizarlo mediante una
Hemoadsorcién pasiva para comprobar de esta manera la presencia del virus
en el cultivo.

Utilizando las pruebas de Inmunofluorescencia directa (IFD), Inmunofluores-
cencia indirecta (IFI), exaltacién con el virus de la enfermedad de Newcastle
(END) y Hemoadsorciéon Pasiva (Had P.) se titularon diferentes lotes de vacu-
nas contra el Célera Porcino, encontrando que en las diluciones bajas la sensibili-
dad de la prueba de Had P. fue similar a las otras tres técnicas, sin embargo,
en las diluciones altas fue difieil apreciar el crecimiento viral tanto con las
pruebas de END y Had P., no asi con las técnicas de IFD e IFI. Como conse-
cuencia se encontré que las pruebas de anticuerpos fluorescentes detectaron un
logaritmo mds en cada una de las vacunas estudiadas.

Se sugieren una serie de modificaciones a la técnica aqui descrita, para poder
incrementar su sensibilidad.
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DETECCION DEL VIRUS DE COLERA PORCINO EN CULTIVOS
CELULARES .MEDIANTE LA PRUEBA DE HEMOADSORCION PASIVA

Introduccién.

El Célera Porcino, conocido también como Fiebre Porcina o Peste Porcina Cla-
sica (11,43), es una enfermedad viral altamente contagiosa, de curso agudo o
crénico, afecta al cerdo doméstico y se caracteriza por un cuadro febril, hemo-
rragico y encefélico (1,38,11).

El agente causal es un virus que pertenece a la familia Togaviridae género
Pestivirus, se caracteriza por tener un tamafio aproximado a los 40 nandmetros,
su genoéma esta constituido por acido ribonucleico (ARN) en forma de banda
simple y con simetria helicoidal, es envuelto, sensible a la tripsina (1, 8, 43), des-
truido por el fenol al 5%, inactivado con cristal violeta 1/2000 (1), no tiene pro-
piedades hemoaglutinantes ni hemoadsorbentes (43).

En forma natural se replica solo en el cerdo doméstico (7, 11, 43), en forma
artificial se ha logrado la infeccién del conejo, borrego, becerro, pecarie, cabra,
gato y mono (7).

El virus de Colera Porcino puede replicarse en diferentes cultivos celulares,
tanto primarios como células de linea.

Los cultivos primarios susceptibles, se originan principalmente de rifién de
animales como bovino, ovino, venado, mofeta, tejon, zorro, conejo doméstico,
cuye y principalmente cerdo. Cultivos primarios de testiculo, ovario, bazo y leu-
cocitos de cerdo son también susceptibles (1,7,43).

Algunas de las lineas celulares capaces de infectarse con el virus son, piel de
embrion del bovino, testiculo de delfin comun, piel de conejo, testiculo de cer-
do, ovario de cerda y algunas lineas derivadas del rifién de cerdo, cuye, bovino
y perro (7, 15).

El virus de Colera Porcino replicado en cultivos celulares por lo general y en
el mayor nimero de los casos no produce efecto citopatogénico (8, 43), no obs-
tante se han reportado cepas virales capaces de producir dicho efecto, siempre y
cuando existan condiciones especiales en cuanto a la incubacién o bien bajo la
adicién de nutrientes especiales al medio de cultivo (5, 46). Asimismo, existen
cepas que producen ligeros cambios en las estructuras celulares, los cuales son
visibles tnicamente con el microscopio de contraste de fases o bien con el elec-
trénico (10, 25, 30, 33).

Dado que la mayoria de cepas del virus de Colera Porcino no producen efecto
citopdtico en las células donde se replica, su detecciéon en los cultivos celulares
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plantea ciertas dificultades. Por esta razon se han implementado diferentes mé-
todos que se han utilizado con dicho fin.

1) Prueba de Inhibicién Metabdlica. Es una técnica indirecta, se basa en que
algunas cepas del virus disminuyen notablemente el metabolismo de las células
en que replican, de tal manera que estas no acidifican el medio de cultivo con
la rapidez de las células no infectadas, esto se visualiza mediante la adicién al
medio de cultivo de un indicador de pH (6). Esta prueba mas que cuantitativa
es cualitativa y tiene la desventaja de su poca especificidad.

2) Prueba directa de Anticuerpos Fluorescentes. En esta técnica se emplea un
conjugado anticélera, el cual es colocado sobre células sospechosas de estar in-
fectadas con el virus, al ser observadas con el microscopio de fluorescencia, las
preparaciones que contienen células infectadas presentan fluorescencia, no asi
las células sin infectar (3, 4,9, 27, 35, 39, 40, 49).

3) Prueba indirecta de Anticuerpos Fluorescentes. En esta técnica a los culti-
vos sospechosos, se les adiciona un suero positivo a colera, posteriormente se
coloca conjugado antigammaglobulina. La observacién de fluorescencia especifica
nos indica la presencia de complejos antigeno-anticuerpo y con ello la presencia
del virus en el cultivo (47). Para la realizacién de las técnicas de fluorescencia, es
necesaria la utilizacion de cubreobjetos dentro de los cultivos, en los cuales se
desarrolan las células, posteriormente se extraen para la realizacién de las prue-
bas, el exceso en la manipulacién, aunado a la fragilidad celular dificulta el
desarrollo de las pruebas, por lo que la interpretacion puede verse afectada. Igual-
mente la fluorescencia inespecifica llega a ocasionar problemas en la lectura, no
obstante son pruebas bastante sensibles, especificas y rapidas.

4) Pruebas de Interaccion Viral. Una forma no menos importante para la
deteccion del virus de Célera Porcino en cultivos celulares es mediante la inter-
accion que este tiene, cuando es cultivado junto con otro virus de marcado efecto
citopético.

Esto trae como resultado dos acciones que pueden ser:
a) La exaltacion o incremento del efecto citopatico del segundo virus.

b) La inhibicién de dicho efecto deb:do al fenémeno conocido como inter-
ferencia.

a) La prueba de Exaltaciéon con el virus de la enfermedad de Newcastle
(END), utiliza una cepa lentogénica o mesogénica del virus de Newcastle, el
cual se inocula de 4 a 6 dias después del virus de Célera Porcino, en este caso
el efecto citopético del segundo virus se incrementa y el tiempo en aparecer se
acorta en comparaciéon con cultivos inoculados Unicamente con el virus de
Newcastle (14,20, 21, 22, 23, 28, 32). Esta prueba es sensible y especifica con
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el inconveniente de que para su realizaciéon se requiere de la presencia en el me-
dio de cultivo de porcentaje elevado de suero sanguineo y este debera ser espe-
cifico (18.28).

La prueba de Exaltacion con el virus de la enfermedad de Teshen (ETV), es
similar a la prueba de END en cuanto a su desarrollo e interpretacion (38).

En ambas pruebas se presenta cierta dificultad en la interpretaciéon, ya que no
existe un parametro de lectura como referencia, por lo que puede haber diferen-
cias de interpretacién entre un observador y otro (18).

b) En la segunda variante de las pruebas de interaccién viral, el efecto cito-
patico del segundo virus es inhibidoe n las células infectadas por el virus de
Célera Porcino debido al fenémeno conocido como “interferencia viral”, habién-
dose empleado virus como el de la Encefaliteis Equino de Oeste (15), Influenza
Humana (16,45), Fiebre Aftosa (31), Parainfluenza III (12, 31), Estomatitis
Vesicular (31), Poliomielitis y virus hemoaglutinante del Japén (45).

Se ha reportado también que algunas cepas del virus de Célera Porcino indu-
cen interferencia con el virus de Newcastle y con ello la inhibiciéon del efecto
citopatico (17, 31, 42, 44, 51).

5) Prueba de la Inmunoperoxidasa Indirecta. En esta técnica, a los cultivos
sospechosos se les coloca suero positivo a Colera Porcino, posteriormente se agre-
ga antigammaglobulina conjugada con peroxidasa, por ultimo se coloca el sus-
trato constituido de peréxido de hidrégeno y un precolorante. La presencia del
virus en el cultivo se deduce por la tincién del cultivo, debida, a la aparicién
del colorante como resultado del desdoblamiento del peroxido de hidrogeno (48).

6) La observacién del cultivo celular al microscopio electronico es otra posi-
bilidad para comprobar el crecimiento del virus en las células, pero la compleja
técnica de preparacion de la muestra para la observacion, el tiempo requerido
para ello, ademés del alto costo del material y equipo, hacen dificil el empleo
rutinario de esta prueba (25,29, 37).
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OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fue la implementaciéon de una técnica sencilla, ficil
de realizar e interpretar y que permitiera con seguridad detectar al virus de Colera
Porcino cuando se replica en cultivos celulares, buscando igualmente una sensi-
bilidad y especificidad adecuada.

Complementariamente, comparar la técnica desarrollada con las pruebas que
se utilizan en forma rutinaria con el mismo fin y que son: Inmunofluorescencia
Directa (IFD), Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) y prueba de Exaltacién con
el virus de la enfermedad de Newcastle (END).
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HIPOTESIS

Aprovechando la capacidad que tienen ciertas particulas inertes y algunas cé-
lulas animales como los glébulos rojos, de adherir a su superficie una gran can-
tidad de sustancias quimicas, se utilizaron anticuerpos anticélera, los cuales fue-
ron adheridos pasivamente a la superficie de eritrocitos tanizados en un proceso
denominado sensibilizacién. Al vertir estos glébulos rojos sensibilizados a cultivos
celulares infectados con el virus de Coélera Porcino, se realiza en la superficie
celular una reaccién antigeno-anticuerpo, la cual es visualizada por la adhesion
del eritrocito a la superficie celular en un fenémeno denominado Hemoadsorcioén
Pasiva, con lo cual se comprueba la presencia del virus en el cultivo.
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MATERIAL Y METODOS

Cultivos celulares. Células PK-15*, cultivadas en cajas de plastico de 25 cm? fue-
ron removidas con una solucién de tripsina al 0.25 y 0.22% de EDTA, centrifu-
gadas a 1000 rpm durante 5 minutos, suspendidas en medio de Eagle de creci-
miento a razén de 15,000 células por mililitro, sembradas en tubos de Leigthon
e incubadas a 37 C.

Medio de cultivo. Se utiliz6 medio de Eagle, adicionado con 0.03% de gluta-
mina, bicarbonato de sodio, 10% de suero fetal bovino en el medio de creci-
miento y de 3% en el mantenimiento, conteniendo ademés 100 UI de penicilina
y 1 mg de estreptomicina por ml

Obtencion y Fijacion de glébulos rojos. Se realizé siguiendo el procedimiento
descrito por Leslie (26) utilizando globulos rojos de bovino.

Polvo de rifién. Se prepar6 siguiendo el procedimiento descrito por Larghi (24)
en el anexo IV de la nota técnica No. 8 del Centro Panamericano de Zoonosis,
la Unica variante fue el reemplazo de los higados de ratén por corteza de rifion
de cerdo.

Preparacién de suero hiperinmune

1. Un cerdo de tres meses de edad clinicamente sano fue inoculado 5 veces a
intervalos de una semana, con la cepa vacunal de Coélera Porcino PAV-250**,
siguiendo las especificaciones del laboratorio productor.

2. Posteriormente se realizaron 3 inoculaciones a intervalos de una semana
con la cepa patégena de Coélera Porcino AMES*, sangrandose 7 dias después de
la ultima inoculacién.

3. Se obtuvo la fraccién sérica y con una muestra se realiz6 una prueba de
electroforesis en acetato de celulosa, verificandose asi la presencia de una canti-
dad adecuada de gamma globulinas, el suero restante se guardé a —20 C hasta
su utilizacién.

Gammaglobulinas anticélera. Se realizd siguiendo los pasos 1 al 9 del Método
de Conjugacion, descrito por Larhgi (24) en la nota técnica No. 8 del Centro
Panamericano de Zoonosis, utilizando para ello, sueros hiperinmune contra Co-
lera Porcino.

Adsorcion de anticuerpos no especificos
1. Se prepar6 una suspension al 20% de polvo de rifién utilizando como disolvente
medio de Eagle de crecimiento.

*Proporcionado por el Departamento de Inmunologia y Virologia de la Facultad de Medi-
cina Veterinaria y Zootecnia UNAM.
**Proporcionado por la Productora Nacional de Biologicos Veterinarios (PRONABIVE).
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2. Se mezclaron partes iguales de esta suspensién y de gammaglobulinas, incu-
bandose a 37 C durante 30 minutos.

3. Se centrifugd a 1,500 rpm durante 15 minutos y a 4 C, el sobrenadante
considerado libre de anticuerpos no especificos, fue fraccionado en volumenes
de 1 ml y guardado a —70 C hasta su utilizacién.

Sensibilizacion de Glébulos Rojos Hicc

Con objeto de encontrar el éptimo de sensibilizacién se realiz6 una prueba de
titulacion de gammaglobulinas, para lo cual:

1) Se realizaron 5 diluciones de base 2 con las gammaglobulinas adsorvidas.

2) Con cada una de estas diluciones se sensibilizaron 0.5 ml de glébulos rojos
tanizados, como indica Leslie (26) y utilizando gammaglobulinas adsorvidas.

3. Se resuspendieron al 1% en solucién buffer de fosfatos (PBS) y se adicio-
naron a cultivos celulares de la linea PK-15 infectados con 100 désis infec-
tantes de cultivo celular (DICC) 50% del virus de Coélera Porcino cepa
PAV-250, asi como a cultivos sin infectar.

Los procedimientos anteriores se ilustran en la figura No. 1.

FIGURA 1. Esquematizacion del! método.
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El punto final de sensibilizacién fue considerado como la maxima dilucion de
gammaglobulinas, capaz de sensibilizar a los globulos rojos tanizados, manifes-
tandose por una hemoadsorcién del 50% o mas, se determiné también que en el
punto final existe una unidad sensibilizante (US).

Una vez comprobado el fenémeno de hemoadsorcién en la prueba de titula-
cion de gammaglobulinas, ge realizé un analisis comparativo de la prueba de he-
moadsorcioén pasiva, con algunas de las pruebas que se emplean en forma rutina-
ria en la deteccién del virus de Cdlera Porcino en cultivos celulares, y que son:
Inmunofluorescencia Directa (IFD), Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) y
Exaltacion con el virus de la enfermedad de Newcastle de la enfermedad de
Nwcastle (END).

1. Se utilizé virus proveniente de 12 vacunas comerciales contra el Cdlera Por-
cino, con el cual se realizaron diluciones décuples.

2. Estas diluciones fueron inoculadas a cultivos celulares desarrollados en tu-
bos de Leighton, algunos de los cuales, (los utilizados para las pruebas de
IF e IFID), contenian en su interior un cubreobjetos, con el objeto de que
una vez desarrolladas las células sobre ellos, extraerlos para la realizacion
de las pruebas.

3. Se conté también con cultivos no infectados, como controles negativos.
4. Se incubaron a 37 C.

a) A las 48 hrs. de incubacioén se analizaron por la prueba de IFD, segiin el
procedimiento de Mengeling (35).

‘b) Igualmente a las 48 horas se realiz6 la prueba de IFI, utilizando la téc-
nica de Terpstra (48).

“¢) Para la prueba de END, a las 96 horas de incubacion se inocul6 a cada
tubo 100 DICC 50% del virus de la enfermedad de Newcastle, cepa
Lasota, realizando la interpretacion 48 horas después.

d) Para la prueba de hemoadsorcién, cumplidas 96 horas de incubacion y
después de enjuagar los cultivos con PBS, se agregé a cada tubo I ml de
una suspensién al 1% de glébulos rojos sensibilizados con 4 US.

Para determinar la prontitud en la obtencién de los resultados por las diferen-
tes técnicas, se realizé la siguiente comparacion.

1) Con 100 DICC 50% del virus de Célera Porcino, se infectaron células PK-15
en suspensioén (recientemente tripsinizadas), ya que segin Aynaud (2) son
asi mas susceptibles a la adsorciéon viral y por otra parte, el resultado se

obtiene con mayor rapidez.
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2) Las células infectadas, fueron desarrolladas en tubos de Leighton, algunos
de los cuales contenian un cubreobjetos para realizar en ellos las pruebas
de Inmunofluorescencia, se contd también con células sin inocular como
controles.

3) Los cultivos fueron incubados a 37 C y analizados por las técnicas de IFD,
IFI, END y Hemoadsorcion Pasiva a las 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144 y para
la prueba de END se prosiguié hasta las 168 horas.

Inhibicion de la Hemoadsorcion

Con objeto de constatar la especificidad de la prueba de Hemoadsorcién Pasiva,
se realiz6 una prueba de Inhibicién, en la que se pretendia inhibir al virus me-
diante anticuerpos especificos para evitar la replicacién y con ello inhibir la He-
moadsorcién para lo cual:

1) Diluciones de base 5 de un suero positivo a Célera Porcino, fueron enfren-
tados ““in vitro” a 200 DICC 50% del virus de Coélera Porcino cepa PAV-250

e incubada a 37 C durante 30 minutos.

2) La mezcla suero-virus fue inoculada a cultivos celulares de la linea PK-15,
incubandose estos durante 5 dias.

3) Se realiz6 la prueba de Hemoadsorcién con glébulos rojos sensibilizados
con 4 US.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el andlisis comparativo, se resumen en los cuadros
1y2.

Cuadro No. 1. Titulos obtenidos en el analisis comparativo a diferentes
lotes de vacunas contra el Célera Porcino.

Técnica utilizada

Muestra IFD IFI END Had. P.
1 £ 3 2.97 3.0
2 £ £ 3.25 3.0
3 £ E 3.15 3.0
4 £ £ 3.76 35
5 5.0 4.0 35 35
6 5.5 4.0 3.5 3.5
7 45 4.0 3.47 35
8 4.0 4.0 3.35 3.0
9 45 4.0 3.47 35

10 5.0 45 3.47 35
11 3.0 3.0 2.35 2.5

12 2.0 2.0 1.47 15

Los valores anteriores, son exponentes de logaritmo de base 10 y representan los titulos ob-
tenidos por esa técnica.

E=No se analizé por esa técnica.

IFD =Inmunéfluorescencia Directa.

IFI=Inmunoffuorescencia Indirecta.

END = Exaltacion con el virus de la enfermedad de Newcastle.
Had P.=Hemoadsorciéon pasiva.

En el cuadro 1 se expresan los titulos obtenidos por las diferentes técnicas, en-
contrandose que los titulos obtenidos por la prueba de Had. P. no fueron supe-
riores a 10%-5 resultando muy similares a los obtenidos por END, e inferiores a
los obtenidos por el IFD e IFI en aproximadamente un logaritmo.
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Cuadro 2. Precocidad en la obtencién de resultados por
las diferentes técnicas.

Técnica utilizada

Horas IFD IFI END HAD. P.
12 = = == =
24 ++ + - =
48 shbchect ++ + = +
12 izt o O = +
96 + ++ kit + + +

120 ++ + ++ <+ ok ++ +
144 QS o ++ + + 4 i
168 ++++?

++++ = 100% de células infectadas

+++ = =75% * 2

+ 4+ = * 50% o o

- = *25% " :

= = negativo.

El cuadro 2 ilustra la precocidad con que se obtuvieron resultados por las dife-
rentes técnicas, observandose que a las 12 horas no se detecté virus por ninguna
de las técnicas.

Las técnicas de IFD y IFI detectaron a las 24 horas de un 25 a 50% de c€lu-
las infectadas, a las 48 horas més de un 75% y en adelante la lectura fue siem-
pre de méas del 90%.

La prueba de Had P. fue observada débilmente, a las 24 y 48 horas y visible

tinicamente con el microscopio de campo claro, a las 72 horas, se observé menos
de un 50% de hemoadsorcion y a partir de las 96 horas la lectura fue 6ptima.
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DISCUSION

En este trabajo se realizaron las diferentes técnicas de deteccién ante el mismo
tipo de virus y en igualdad de circunstancias, observandose que la prueba de
Had P. al igual que las demads, logré determinar la presencia del virus en el cul-
tivo, por lo que es factible sefialar que en el aspecto cualitativo, la sensibilidad
es similar en las 4 técnicas. No obstante la prueba de Had P. tiene la ventaja
por sobre las técnicas de IFD, IFI, END en la facilidad para realizar la inter-
pretaciéon, ya que no es necesaria la utilizacién de instrumentos sofisticados, ni
personal altamente capacitado para ello ya que la lectura se hace a simple vista
(figura 2).

Los titulos obtenidos por la prueba de IFD, fueron los mas altos en este tra-
bajo y no difieren o son ligeramente més bajos a los reportados por otros auto-
res (4,24). Por otra parte, pudo hacerse la lectura en 24 horas aunque 6ptima-
mente a las 48, corroborando asi lo expresado por Mengeling (34, 35), Roberts

Figura No. 2

A B ¢ D E F

y E. Controles positivos, hemoadsorcién clara.

3 y E. Controles negativos, ausencia de hemoadsorcién.

ol Dilucién 10-1 del virus de Célera, hemoadsorcién(+).
D. Dilucién 10-5 del virus de Coélera, hemoadsorcién(—).
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(39), Rossi (40) y Valenack (49). Sin embargo no fue posible corroborar en este
trabajo lo citado por Mufioz (36), en el sentido de que a las 12 horas postinocu-
lacién, mas del 909% de las células contienen el antigeno viral, ya que como se
observa en el cuadro 2, ninguna prueba resulté positiva a las 12 horas.

Con la prueba de IFI, los resultados obtenidos fueron similares en el aspecto
precocidad a la prueba de IFD, sin embargo los titulos fueron relativamente me-
nores, aspecto que carece de importancia ya que la prueba de IFI se enfoca mas
a la deteccion de anticuerpos anticélera que hacia el antigeno viral (48).

La prueba de END, obtuvo titulos superiores a 3.5 logso, superando con mucho,
el 1.7 log,, obtenido por Matumoeto (32) y siendo similares a los obtenidos por
Loan (28), se encontré ademas que el tiempo minimo para realizar la lectura es
de 6 dias, ya que es necesaria la incubacién un minimo de 4 dias al virus de Cdlera
Porcino y 2 mas al de Newcastle, aunque lo 6ptimo segin Kumagai (21) son S
dias al de Colera y 3 para el de Newcastle.

Con objeto de incrementar la sensibilidad de la prueba de END, Loan (28)
prolonga el periodo de incubacién del virus de cdlera a 7 dias (168 horas). Al
ensayar esta variante, se encontré que la lectura ya de por si dificil, se dificulta
atn mas al confundirse el fenémeno de exaltacion del efecto citopatico, con la
degeneracion normal que sufren las células a partir del octavo dia de edad.

Por lo que respecta a la prueba de hemoadsorcién pasiva, los titulos obtenidos
fueron similares a los de END, obteniéndose los mejores resultados a las 96
horas postinoculacion, no obstante se pudo observar una tenue hemoadsorcion
a las 24 y 48 horas, la cual fue visible solo con el microscopio de campo claro, a
las 72 horas fue observable a simple vista aunque no abarco al 50% de las células
(figura 3), se sugiere que en términos cualitativos la interpretacion se puede rea-
lizar a las 72 horas.

Estando perfectamente uniformadas las pruebas de Inmunofluorescencia, se
comprende que los titulos obtenidos sean mayores que con la prueba de Hemo-
adsorcién, por lo que estudios posteriores deberdn encaminarse a una mejor es-
tandarizacion de la prueba con objeto de mejorarla, bien variando el tipo de
glébulo rojo empleando como portador o bien ensayando con particulas inertes
que tengan el mismo fin, para encontrar asi el portador mas adecuado. De la
misma manera comparar diferentes técnicas de sensibilizacion, variando el tipo
de fijador empleado en la sensibilizacion.

Por otra parte, las inmunoglobulinas empleadas en la sensibilizacién, deberan
ser obtenidas encaminandose no solo a la fraccién gamma, sino a la seleccién de
una inmunoglobulina en especial es decir a la Ig, ya que en el suero normal es
esta la que més predomina y por otra parte la respuesta secundaria es principal-
mente por Ig, amén de que en el cerdo hay tendencia mayor a la produccién de
esta Inmunoglobulina.
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Figura No. 3
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Izquierda, hemoadsorcién, 72 horas después de inoculado el virus de Colera, derecha control
negativo, Tincion GIEMSA (X 170).

En la prueba de deteccion de anticuerpos neutralizantes, los resultados obte-
nidos no fueron satisfactorios, la hemoadsorcién fue apenas perceptible y poco
clara aun en los cultivos controles positivos en los que s6lo se inoculd virus de
Colera Porcino. Estos resultados obedecen quizé a la extrema labilidad del virus,
ya que es posible que una gran parte del virus se inactive no por la accién de los
anticuerpos, sino por el calor a que es sometido durante la incubacién. Por esta
razén es necesario aumentar la cantidad del virus de coélera en las pruebas de
inhibicién, digamos a 1000 DICC 50%. Este aumento resulta problematico si se
consideran los bajos titulos que resultan en la titulacién del virus. Por lo ante-
rior es necesario que en trabajos posteriores se logre un incremento en el titulo
del virus, para lo cual se tienen las siguientes alternativas:

Haciendo pases seriados a células infectadas (15).
Hacer pases sucesivos del virus, utilizando virus extracelular que se encuentra
en el medio de cultivo (15).

Otra posibilidad consiste en la infeccion de células en suspencion con el virus
de Colera y vertirlas una vez infectadas a monoestratos celulares con un desa-
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rrollo del 50%, al término de la formacién del monoestrato, la totalidad de las
células estaran infectadas (15).

Realizando una prueba de Inmunofluorescencia a glébulos rojos sensibiliza-
dos, utilizando conjugado antigammaglobulina, se encontr6 fluorescencia espe-
cifica en los sensibilizados y ausencia de fluorescencia en los no sensibilizados,
esta prueba corrobora la adhesién de los anticuerpos a la membrana de los eritro-
citeos (figura 4), por lo cual podemos presumir que la especificidad de la prueba
de hemoadsorcién es adecuada.

Figura No. 4

Izquierda G.R. sensibilizados con Acs anticélera mas conjugado antigammaglobulina, obser-
vandose IF. positiva, derecha G.R. sin sensibilizar més conjugado antigammaglobulina, L.F.
negativa (X 500).
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CONCLUSIONES

La prueba de Hemoadsorcién Pasiva resulté facil de realizar, con una buena
sensibilidad y aceptable especificidad, siendo su principal ventaja la facilidad
para realizar su interpretacion, ya que esta se hace a simple vista.

La prueba de Hemoadsorcion Pasiva resulta una excelente opcioén, cuando por
razones de orden técnico o econémico, no se cuenta con las pruebas de Inmuno-
fluorescencia, las cuales son hasta el momento, la eleccién mas conveniente en
la deteccién del virus de Colera Porcino en cultivos celulares.
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