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DETECCION DEL VIRUS DE COLERA PORCINO EN CULTIVOS CELULARES
MEDIANTE LA PRUEBA DE HEMOADSORC ION PASIVA,
A, MONROY% G. ELIAS Y A, VELAZQUEZ

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARTIA
Y VIROLOGIA, UNIVERSIDAD NACIOHAL AUTONOMA

El desarrollo de Virus de Célera Porcino
{VCP) en cultivos celulares ha sido demostra-
do, sin embargc su deteccidn en los mismos ha
planteado ciertos problemas ya que 1 VCP no
produce efectoc citopatogénico (ECP) en las
células en gue se replica.

Varios son los métodos gque se han utiliza-
do para comprobar su desarrollo.

Prueba de inhibicidn metabblica.- Ia prue-
ba se basa en que las células infectadas no
" acidifican el medio de cultivo con la rapi-
déz de las células nc infectadas, esta prue=
ba es poco especifica y es una prueba cuali-
tativa.

Prueba de los anticuerpos fluorescentes (9).-
Es una de las pruebas gue més ‘trascendencia
hg tenido, se utiliza un conjugado anticdlera
porcino que se agrega a los cultivos infecta=
dos, la prueba es bastante sensible, especi-
fica y rapida, pero pueden surgir problemas
en la intermetaeidn ya que el exceso en la ma=
nipulacibén y la fragilidad de las células di-
ficulta 21 desarrollo correcto de la prueba.

Prusbas de interaccidn viral,.- Estas pru=-
ebas han sido ampliamente descritas (2,3,4,5,
6,8). Se basan en la inoculacibn de un segun-
de virus de marcado ECP en cultivos previa-
mente infectados con el VCP. E1 resultado pue-
de ser la exaltacitn de ECP del segundo virus
como 2n las pruebas de la Emaltacion con Vi-
Tus de la Enfermedad de Newcastle (END) y Ex-
altacidn con Virus de la Enfermedad de Tes-
chen {ETV) » bhien la inhibicibn del EC? por
el fendmeno de interferencia,

Las pruebas de exaltacibn son de diffeil
interpretacidn va que no existe un parémetro
establecido come referencia.

Lz microscopia electrénica es otra posibi-
lidad para comprobar =1 desarrcllo del VCP en
cultivos celulares, pero la compleja técnica
de preparacién de la muestra para la observa=-
cidn, el alto costo del eguipo y material ha=
cen dificil el empleo rutinario de esta técnica.

Ta utilizacidon de la Serologla también es
de utilidad para la deteccidn del VCP, se han
ntiiizado pruebas como la Precipitacion en A-
gar, Conglutinacibn, Fijacidén de Complemento,
Inmunoelectroforesis ete., estas estgn en des=
ventaja con prusbzs mis especificas como la de
END v la de Anticuerpos Fluorescentes, ademas
no dan una imagen real del grado de replica-
cibén viral, ;

La implementacibn de &sta nueva prueba fué
con el objeto de simplificar la téenica, inter-
pretacibén, reducir costos y tiempec 2l comparar=-
ia con END. :

ILa prueba se basa en la adsorcibn pasiva de
anticuerpos contra el VCP a glébulos rojos (GR)
de bovino tanizados, para realizar una prueba
de hemoadsorcidén pasiva en cultivos infectados
con el VCP, el cual comc se sabe no hemoadsor-
be espontaneamente.

MATERIAL ¥ METODOS. La fracziodn gammz de un
suero hiperinmune contra el VCP fué enfrenta-
dz a una suspencibn de pclvo de rifibn de cerdo
para eliminar reacciones inespecificas, con di-
luciones dobles seriadas de gammaglobulinas se
sensibilizd 0.5 ml de un paguete GR tanizados,
estos se resuspendieron al 0.5% en PBS; cada
una de las suspensiones de GR fueron adiciona-
das a cultivos de células PE-15 previamente in-
fectadas con 100 DITC 50% del VCP cepa PAV-250,
asi como a controles negativos.

El punto final de sensibilizacibn fué consi-
derado como la mixima dilucidn de gammaglobu-
linas, capag de sensibilizar s una cantidad
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constante de GR tanizados y que se manifestd
por un 50% o mis de hemoadsorcibn, el punto fi-
nal se considerdé como una Unidad Sensibilizan-
te (U3).

TITULAC ION DEL VIRUS, Diluciones décuples
del VCP cepa PAV-250 fueron inoculadas a2 mong=-
estratos celulares de la linea PK-15, contando
también con controles positivos y negativos,

Se incubaron durante 4 dlas y se realisd la
prueba de Hemoadsorcibn utilizando GR sensibi-
lizados con 8 US,

Los resultados fueron procesados por el mé-
todo de Reed y Muench, log titulos obtenidos
no fueron superiores a 103-5 DITC 50%/ml, no
se enconird variacion . significativa en los
resultados finales con el método de END, sin
embargo varias fueron las ventajas encontradas
en cuanto a la lectura, esta es a simple vista,
la subjetividad es menor y el tiempo de incuba-
cibén se acorta.

DETECCICN Y TITULACION DE ANTICUERPOS NEU=
TRALIZANTES. Se hicieron diluciones de base 5

‘de suero ¥y =e enfrentaron a 200 DITC del VCP

cepa PAV-250, se incubaron a 37 C durante 30
minutos, posteriormente la mezcla suero-virus
fué inocculada a mongestratos celulares, inocu-
lando también células solec con el VCOP y tenien-—
do células sin inocular, Se incubaron durante

4 dias, al final de estos se realizd la prueba
de Hemoadsorcibn utilizando 6R sensibilizados
con 8 U5,

Se encontrd un titulo de inhibicidn de 1/625
la prueba fue denominada inhibicidn de la He-
moadsoreibdn pasiva.

Ia prueba de Titulacidén y Neutraiizacidn re-
sultaron facilmenite estandarizables, sensibles.
¥y especificas.

Entre las.utilidades préicticas que se pue-
den dar &4 esta técnica esting auxiliar en el
diagndstico del Cblera Porcino cuando se inten-
ta el aislamiento del virus en cultivos celula-
res, la constatacibn de 1a viabilidad del vi-
rus vacunal de Chlera Porcino en cultives celu=
lares una vez correlacionado con la prueba de
potencia, para en esta forma abatir costos en
el control de vacunas a virus active contra el
GCbélera Porcino.
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