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INTRODUCCION.- En la actualidad, el Cdlera Porcino (CP) es una enfermedad im----
portante para la porcicultura nacional. Hasta ahora, uno de los métodos de diag-

nostico del CP mds utilizado, es la prueba directa de anticuerpos fluorescentes;
debido a su alta sensibilidad, especificidad y al corto tiempo necesario para ob
tener el resultado (1). El conjugado para el CP, ademds de emplearse para el diag
ndstico de la enfermedad, sirve para la titulacién de 1a vacuna CP-PAV-250 (2), -
titulacion de anticuerpos en los sueros comerciales contra el CP; y ademds se em-
plea en los diversos trabajos de investigacidon serolégica del CP, que se realizan
en este Instituto, en los cuales se utiliza la prueba de sueroneutralizacidn por
reduccidn de focos fluorescentes (3).

JOBJETIVOS.- 1) Contar con un conjugado altamente especifico para la deteccidn del
antigeno del virus del CP y para empleario en las pruebas de sueroneutralizacion;
2)Investigar si se pierde su titulo y su especificidad al preparar un nuevo lote
con el mismo suero, después de que &ste fue mantenido 12 afios en congelacidn.
MATERIALES Y METODOS.- En 1975, se produjo un suero hiperinmune, hiperinmunizando
un cerdo sin anticuerpos contra CP, de la manera siguiente: se vacund el cerdo -
contra el CP, con la vacuna PAV-250; a los 14 dias se expuso con 2ml. de la cepa -
Ames de CP. Después se le inoculd 1 ml de cepa Ames semanalmente, por 6 ocasiones.
Siete meses después, se le aplicaron por via intravenosa 1,700 ml (5 ml por 1iBra
{de peso) de sangre de cerdos con signos clinicos de Colera Porcino, previamente -
inoculados con la cepa Ames; 14 dias después se hizo el sangrado total, obtenién-
dose asi el suero. E1 suero hiperinmune fue mantenido a -20 y -70 “C durante 10 y
2 afos, respectivamente. En 1977, el suero se conjugd con isotiocianato de fluo-
resceina, siguiendo la técnica proporcionada por el National Veterinary Services
aboratory, U.S.D.A., de Ames, Iowa (4) y se comprobd que el conjugado daba tin-
cion especifica a la dilucion 1:300; y a la dilucion 1:200 no tind a los virus -
porcinos: Adenovirus, Virus Hemoaglutinante de la Encefalomielitis, Parvovirus, -
Pseudorrabia, Reovirus, Influenza, Gastroenteritis Transmisible y Enterovirus -
(Grupos 1 y 3); y si tifd al virus de la Diarrea Viral Bovina, con poca intensi-
dad, debido a la inmunidad cruzada existente entre ambos (5). En 1987, nuevamente
se conjugaron 40 ml del suero hiperinmune elaborado en 1975. Para ello, se centri
fugd el suero a 2,500 rpm. Se precipitaron las gamaglobulinas con solucidn satura-
da de-sulfato de amonio {vol x vol) en refrigeracién. Se centrifugd a 3,000 rpm
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durante 10 minutos a 4°C. Se decantd el sobrenadanie y se disolvid el precipitado
en agua destilada, utilizando la mitad de agua con respecto al voldmen ariginal -

del suero. Se precipitaron nuevamente las gamagliobulinas con solucién saturada de
sulfato de amonio (vol. x 1/4 vol., respectivamente). Se centrifugd a 3,000 rpm -
durante 10 minutos a 4°C. Se decantd el sobrenadante, desechdndolo; y se disolvio
el precipitado con agua destilada, utilizando 1/4 parte de agua con respecto al -
voldmen original del suero. Se dializd durante 2 horas en agua destilada en refri
geracion y posteriormente en solucidn de cloruro de sodio al 0.85% a 4°C, durante
36 horas, con agitacidon ligera y cambio de solucifn salina cada 12 horas. Se cen-
trifugd a 3,000 rpm, durante 15 minutos a 4°C y se desechb el sedimento. Se deter
mind la concentracidn de proteina por los métodos de Lowry y Biuret. Se tifieron -
las gamaglobulinas con isotiocianato de fluoresceina, utilizando 0.025 mg x mg de
proteina; se ajustd el pH a 9.5. Se centrifugb el conjugado a 3,000 rpm a 4°C y -
se eliminaron los precipitados. Se pasd por una columna de Sephadex G-25, poste-
riormente se dializd en solucidn salina amortiguadora de fosfatos a 4°C, durante
48 horas y se centrifugd a 4,000 rpm a 4°C, para eliminar posibles bacterias y -
grumos, y se procedid a titularlo.

RESULTADOS.- E1 conjugado resultd satisfactorio al ser diluido de 1:10 hasta -
1:100.

CONCLUSIONES .- Se puede concluir que después de 10 afios de conservarse el suero -
hiperinmune a -20°C, y 2 anos a -70“C, el suero conjugado, mostrd un titulo espe-
cifico hasta de 1:100, en lugar de su titulo inicial de 1:300; este dGltimo titulo
fue obtenido con suero conjugado, siguiendo la Técnica del U.S.D.A.(4) y con otro
lote preparado con otra técnica semejante (5). E1 Titulo de 1:100 es todavia muy
aceptable, ya que alin permite hacer un gran nimero de tinciones con anticuerpos
fluorescentes, por ml de conjugado.
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