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Uno de los problemas más importantes en la lucha con
tra la peste fiorcina, es el de contar con un nótode de diagnósti
co rápido y simple. Hasta el momento, el único medie de confirmar
un diagnóstico de peste porcina es inocular en cerdos una suspen
sión filtrado de órganos de animales pertenecientes a la piara so;
peehosa, pero óste es un mótodo que a la pórdida de tiempo,añade
un costo muy elevado.

Esta necesidad de corroborar el diagnóstico es debida
a que los sintomas clínicos de la enfermedad tales cono elevación

de la temperatura. anorexia, laxitud progresiva hacia la ataxia,
vómitos, diarreas, convulsiones, decoloramiento de la piel, etc..
hallados en los easos agudos y subagudos de peste porcina,pueden
ser producidos por otros agentes etiológicos.

El presente trabaje tuvo por objeto, en primer término,
detectar antígeno de peste porcina en los órganos de animales SUP
puestamente enfermos, realizando un estudio comparativo con las tóg
nicas de inmunofluoresoencia, inmunooromatografia y fijación de con
plemsnto (50%de hemólisis), confirmóndose los resultados con el má
todo de inoculación en animales receptivos.

Se determinó la sensibilidad de cada uno de estos móto

dos, comprobándoseque la tócnica que más se acercó a la efectivi
dad de la inoculación en cerdos fuó la de fijación de complemento
(50%de hemólisis). La coincidencia entre ambosprocedimientos fué
de un 74.3%L

Fuó demostrada la superioridad del mótodo de fijación
de complemento,para la detección del virus de la peste porcina,
sobre las técnicas de inmunofluorescencia e inmunooromatografia,sin
haber agotado afin las investigaciones sobre esta última prueba se
rológica.

Teniendoen cuenta los resultados obtenidos en esta prié
mera fase de la experiencia emprendida, se postularia la insertan
cia del método de fijación de complementopara el diagnóstico se 15
boratorio de la peste porcina. ya que en cualquier ocasión en que
seria necesario diagnosticar un caso sospechoso, un resultado ïosi
tivo en esta prueba serológica ahorraria inoculaciones en animales
receptiios,mientras que un valor negativo, necesitaria confirmación,
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Justanente debido a su menor sensibilidad con respecto al método
clasico actualmente en uso.

Esta postulación podria llevarse a la práctica una
vez que se hayan realizado experiencias oon materiales provenien
tes de cerdos infectados por otros agentes viricos o bacterianos.
de manera tal, de eliminar cualquier sospecha de una reacción org
nada.

La segunda parte de este trabajo consistió en la deteg
ción de antígeno en animales infectados experimentalmente y sacri
ficados a distintos tiempos post-inoculación. con el fin de dote;
minar el momentode aparición del antígeno en los distintos órga
nos de dichos animales.

Las técnicas usadas en esta segunda etapa fueron inmuno

fluorescencia y fijación de complemento(50%de hemólisis) y los
órganos analizados fueron ganglios mesentéricos, bazo y riñón.

La inoculación de los cerdos se realizó con una suspene
sión al 1%de virus de peste porcina.

Si bien se consiguió detectar por fijación de complemen
to.vestigios de antígeno en los bezos de animales sacrificados e
los seis y siete dias después de su inoculación, se comprobóle
aparición de antígeno en cantidades significativas, solamente en
bazo y gangliosb animales sacririoaüas ocho dias despuós de su
infección.

En los riñones de los animales infectados no se pudo d;
terminar 1a presencia de antígeno, habiéndose realizado ensayos
hasta el octavo dia post-inoculación.

En estas últimas pruebas se confirmó nuevamente 1a mayor
sensibilidad de la tóonioa de fijación de complementosobre la de

inmunofluerescencia. en 1a detección del virus de la peste porcina.
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Uno de les problemas más importantes en la lucha

contra la peste porcina es el de contar son un mitodo de diag

nóstico exacto. rípids y simple. En general. lee metodos

seroldgicos tradicionales han resultado psoe eficientes en

ese sentido y hasta estos momentosla única forma de realizar

un diagnóstico vilido es mediante un estudio de las manifesta

ciones clinicas del supuesto enfermocon una posterior confir

maciónpor esmdios histológicos ¡tests de laboratorio, que

a pesar de hallarse generalmente en estado de investigación,

puedencontribuir grandanente a clarificar el panorama.

El mejor nadie de confirmar un diagnóstico de peste

porcina. es inocular en cerdos una suspensión filtrada de órganos

de anuales pertenecientes a la piara sospechosa. pero este es

nn método que a la perdida de tiempo añade un costo sumamnte

elevado.

¡»anecesidad de hallar un “todo rápido y simple

es aún más imprescindible en los cases crónicos de peste por

cine que en los casos agudos, dondelos trastornos clinicos

eenmáshaitianos.

Los sintomas dásicoe de 1a enfermedad, tales como

1a elevación de la temperatura. anorexia. lalitud progresiva

hacia 1a etnia. vómitos, diarrea. oomlsionee, decoloramiento

de la piel. etc” hallados en los casos agudas y mbagudos de

peste porcina. pueden encontrarse presentes en numerosasenfer

medadespropias de los porcino” de ahi la necesidad de realizar

esos estudios confirmtorios aludidos en ¡barreras anteriores.
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De acuerdo e Dunne(l) el diagnóstico en animales

con infección aguda puede ser hecho por demostración de leuco

penia. en presencia de ededuedossignos clinicos corroborados

mediante resultados positivos en cualquiera de los metodos

serológicos actualmente en estado de investigación.

Los procedimientos son que nn investigadsr'cuente

Para detectar o titular los antigpnos y anticuerpos de la peste

poroinemcada uno de ellos con limitaciones de sensibilidad o

especificidad. con la sola excepción de la tócnica que será

citada con el númerol, son:

l) Incculación sn cerdos

2) Henaglutinsción (2)

3) técnica de la absorción del complementoaglutinante

del suero eqnino (conglutinación) (3)

4) Test de sercneutrslizaoión con la única cepa cito

Patógenn hallada hasta el momento(copa A) (4)

5) Siembraen cultivos celulares de cepas no citopató

sense. en combinación con el virus de Newcastle, cuya

patogenicidad pare las células renales porcinas

acelera (5)

6) Métodode difusión en asar (6, 7).

Pocos ejemplos serán suficientes para comprender

las limitaciones de cede mítodo y. csi. entender la necesidad

de continuar las investigaciones en este problems.

Utilizando la técnica de hsmaálutinsción, Segre (2)

encuentra que la eficiencia del método. en animales infectados

experimentalmente, fue de un 44%sobre 32 bazos analizados.
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En cambio. lO de 12 animales con peste porcina natural, dieron

resultado positivo. Eneste trabajo Segre discute le posibili

dad de que la sangre podria ser mejor antígeno qpe el bazo.

pero sin no se hicieron suficientes ensayos y no se determinó.

exactamentele presencia de reacciones positivas falsas.

El test de nsutreliznción con le cepa A de peste

porcina se belle aún en etapa experimental y sirve sólo para

detectar anticuerpos en sueros de animales sospechosos.

Conrespecto al métodode difusión en agar. los

resultados son Variables, sobre todo analizando los trabajos

de distintos autores. Asi. por ejemplo, Pearson y Ernst (6)

diagnosticaron 56 casos en llo cerdos muertos de peste porcino.

lo que indice un 51%de efectividad; mientras que ¡ble-ko y

som (7) obtuvieron en animales enfermos un 95%de efectividad.

pero una proporción de 24%de positivos en animales sanos. lo

que indice un-importante porcentaje de resultados falsos po

sitivos; ademásobtuvieron reacciones positivas en 13 de 59

animales enfermos de gastroenteritis. y en 26 de 30 casos que

no presentaban sintomas de peste porcino clásica.

Schoop y Waohendbrfer (8) aconsejan la prueba de

Ouohterlony. pero no indican el grado de sensibilidad del método

ni su especificidad.

0ta de los métodosque pareció dar resultados fue

el de Taylor (9), basado en la tendencia de que el virus de la

peste porcina inhibe la producción de amilesa en el páncreas.

pero posteriormente se objetó su ineficacia en enfermedadescró

nicas; además se demostró una serie de reacciones falsas, como
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por ejemplo en ciertas toxeniae. y de que dictan altas de grasas

dieron resultados poeitivca en este teet. Enalgunos casos de

enteritia, tambión ae observaron reacciones poeitivae.

El objeto de este trabajo fuó, en primer término.

detectar antígeno de peete porcina en órganos de anuales supues

tamente enfermos, mediante el anplec de laa tócnicae de innuno

fluoreacencia. inmnocramatcgrafla y fijación de complemento

(50%de hemólisie), comparatiVanente con el mótodo más seguro

de inoculación en animales receptivoe. Deesta manera ee trató

de determinar cuól de dichas técnicas seria la ná- aenaible y

especifica. con el fin de eliminar el métodode inoculación.

La segundaparte de estas aperienoiaa consistió en la

detección de antígeno en animalee infectados experilent almente

y sacrificados a distintos tiempos poat inoculación. con el

objeto de determinar el ¡ciento de aparición del antígeno en loa

órganos de dichos animales. Las técnicas encavadaa en esta eeginda

etapa fueron imnofluoreecenoia y fijación de complemento(50%

de hemóliaia).

¡ntgedentea hietóricgg

INMUNOFLUORESCENCIM

Fnó en el año 1934 que Harrack (lo) demostró la posi

bilidad de unión quimica entre moléculas de colorantes con anti

cuerpos, ein medificar la capacidad de estoe últimos de reaccionar

en forma especifica con ana respectivos antígenos; posteriormente

fueron Coona y col. en 1941 (ll) y en 1942 (12), y Coonay Kaplan

en 1950 (13). quienes desarrollaron las tócnicae mis precisas de
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detección de antígenos de distinto tipo mediante anticuerpos

acoplados con colorantes fluorescentes diversos, tales como

isooianeto e isotiocianato de fluoresceins.

Una de las corrientes mis importantes en el empleo

de los anticuerpos fluorescentes se dirigió hacia la ingestiga

ción de antígenos viricos. J asi, numerososvirus se pudieron

detectar mediante la inmunorluoreecencia, ya que dicha técnica

per-dt! la localización intracelular precisa del antígenoviriso.

El metodono solo se utilizó en la localización de un material

virulento. sino tambien comométodo potencial de diagnóstico y

en estudios de interacción‘virus-oelula hnásped. Doeson los

antecedentes conocidos de aplicación de anticuerpos fluorescentes

en peste porcina. Unode ellos lo constituye el trabajo de

Stair y col. (14). quienes, utilizando el metododirecto. obtu

vieron resultados pcsitivos en la detección del virus con cepas

virulentas, siempre que se agregan a ls reacción complemento

de cobayo. Les ensayos también fueron satisfactorios con virus

de cultivo, virulento; no asi con virus modificados (lapinizados).

En dicho trabajo no se determinó sensibilidad ni especificidad

del mitodo.

Solcrzano (15) utilizó exitosamente la tecnica en

cultivos en monocapa. infectadas, demostrandoque el virus de

una cepa virulenta se multiplica en células de testículos, besos

y nódulos linfáticos de cerdos, mientras que no se pudo reprodu

cir en células de riñón bovino y porcino.

En el presente estudio se utilizó el llamado método

indirecto, que consiste en tratar el antígeno con suero
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hiperinmune y luego con el suero antisuero marcadocon el colo

rente fluorescente.

IIJACION DE COMPLEMENTOO

numerososfueron los investigadores que trataron de

adaptar 1a tdcnica de la fijación de couple-onto al estudio del

virus de la peste porcina, pero siempre tropezercn con un pro

blems aparentemente insolublea el poder hemolitioo de los sueros

porcinos frente a los glóbulos rojos de carnsro. La tecnica que

utilizaron ere la que titulaba el complementoteniendo en

cuenta el 100%de henólisis. Pero. utilizando una tlcnioe más

sensible, titulsndo el complementoal 50%de hemólisis. y basán

dose en los trabajos de Osler y col. (16). y en le adaptación de

Merucci (17) e le titulación de sueros bovinos infectados con

fiebre aftosa. Costantini y Zekin (18) lograron detectar antíge

nos y anticuerpos de peste porcina. y aunque los sueros porcinos

mantenían su poder henolitico. dicho poder. en las condiciones

de la reacción. no logró interferir en los resultados debido a

que el rango de las diluciones de suero en que se manifiesta su

poder fijador está por encima del titulo henolitioc y. además

por le cantidad de complementoutilizada en le reacción. Bs esta

técnica le que se aplicó en el presente trabajo.

INIUNOCROIATOGRAÏIA:

Ccrrespondió a Stoss (19), en 1957, el ser el primero

en aplicar 1a cromatogrefie e precipitados entre antígenos (poli

sacáridos, proteinas. lípidos) y sus correspondientes entisueros.
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Se basó en lo siguiente: lnsgp de un periodo de incubación. en

todo sistema antígeno-anticuerpo, encontramos un complejo inso

lnble y una parte soluble conteniendo fracciones no reaccionantee.

Si a este sistema se lo cromatografía en forma ascendente mono

dimensional, 1a unión antígeno-anticuerpo queda retenida en el

punto de partida. mientras que las sustancias no reaccionantoe

_gmigrancon el frente del solvente. El precipitado proteico que

quedóen el punto inicial ee lo visualiza posteriormente mediante

una coloración adecuada.

Podemosconsiderar este metodouna cromatografía ee

pecializada.-en la que el precipitado tiene un Rf-O. mientras

que las sustancias que migran con el frente de solvente tienen

un R131.

La primera aplicación de esta tecnica en materiales

virieos correspondió a Hobohn.ycol. (20. 21) y Banchero (22).

quienes visualizaron el complejoformado por el virus aftosa y

sus anticuerpos e identificaron los tree tipos de virus aftosa

o. Ay C existentes en la Argentina, realizando ademasun estudio

sistemático de los distintos factores que actúan sobre la reacción

inmunocromatográficadel virus aftoeo.

Basándoseen estos trabajos es que en el presente

estudio se adecnó la tecnica de innunoorometosrefie al estudio

del virus de la peste porcina mediante Variaciones en las propor

ciones entre antígeno y anticuerpo y en el tiempo y temperatura

de incubación.
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aim ÉES Y METONS

te le

1) ¡mguoreecemil
e) Antigenoedricee

Órganosde animales infectados nature]. y expermntal

mente de peste porcina.

A Lostutoriales utilizados en le prinre. parte de la

experiencia prov'enien de enimelee infectados experimen

talmente y mertoe de peste paz-cine. ¡si comode eni

lalea pertenecientes e pierna eoepechoean.Estos últi

mos órganos fueron emiedoe desde distintos puntos

dd país.

Para le segunda serie de enseyoe ee infecteron cerdos

de 25 e 30 kg con 2 ¡1. iqyeotedos eubeutáneemente.

de una suspensión el 17‘ de Virus de peste porcina

LM13, utilizado: comomaterial de descarge en los

Laboratoriosmi. Sesacrificar“ enimlee entre el

tercer y el octavo die post infección y se recogieron

beso. ganglio y riñón.

b) sueros y globalinaa

A - Suero hiperinnme de peste porcina. obtenido por

inoculación de eensre desfibrinade virulenta en cerdos

que ya tuvieron um cierta inmunidadanterior. aea por

vacunación, .see por enfermedad. El suero fue provisto

pa' los Laboratorios Fuerte Sancti Spiritu.
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B - Suoro do conejo antiporoino, obtenido por inoculaoio

noo sucesiva. on oonajoo nacho o hombro, con dosis

orocientes do suero normal porcino. Las dosis inooup

ladaa variaron do 0.1 a 0.2 ¡1 y el númerodo inocula

oionos fué do 16, administradas on un período de un

nos y medio. En 1a primera inoculación ¡o utilizó

ol ocndyuvnnto do Freund, cn la proporción de 2 a 1

a tenor dal coadyu7¡nto. Los titulos obtenidos modinnp

te la tóonioa do proeipitinaa oaoilaron entre 1/12800

El ¡6todo par. cada animal fu‘ ol siguiente:

Inoo. nl m1
N' nat. Freund vi‘ t1°m90 do inoculación

1 o. 1 o. 2 ac‘x)

2 0’1 ' 1P(¡x) 1 Banana después
3 0. 1 o 1n(m) 2 “¡a n
4 O. 1 - ¡o 2 n n

5 0.1 - 1p 3 n n

6 Q.1 - m 2 n n
7 0.1 o ¡o 2 u n

8 0.15 - 1p 3 u n
9 0. 15 - 13 2 n n

10 Oo15 - ¡o 2 u n

11 0.15 o 1p 3 n n
12 0.15 - 1! 2 n n
13 0.15 o ¡o 2 n n

14 Oo2 - 1p 3 n n

15 0.2 c 1m 2 n n

16 0. 2 o ¡e 2 u n

(x) ao - euboutánnu
(zz) 1p a intraporitonoal

(xxx) 1. - intranusoulor
¡llo



Alos 5 dias de finalizadas las inoculaciones se\nizo
una sangría de prueba y cuando el suero obtenido tuvo

buentitulo precipitante, se hizo la sangría total.

La reacción de precipitinas de realizó del siguien

te modo: Se efectuaron diluciones al dupla desde 1/100

hasta L/25600 del antígeno (suero normal porcino) con

solución fisiológica. mientras que el suero o 1a globa

lina del suero de conejo antiporoino se utilizó pura.

Se dispusieron en una gradilla 9 tuoos de homólisis,

en los que se colocó 0.5 nl de cada dilución del anti

gene. agregando luego 2 goteo del suero. Se agitó y se

dejó l hora a baño maria e 37°C. luego de lo cual se

mantuvo e 4°O durante unan 10 horas. Los controles de

antígeno se efectuaron colocando en 2 tubos 0.5 ml de

los diluciones 1/200 y 1/6400 del suero porcino, mien

tras que el oontrol de suero ee realizó colocando 0.5 ¡J

de solución fisiológica en un tubo y añadiendo 2 gotas

del suero antiporoino.

Gala globalinas. obtenidas del enero de conejo antiporb

cinc. mediante dos mdtodos

I.-por precipitación con sulfato de amonioa1 50%de

saturación y posterior diálisis contra solución ti

siológica fosfatada. pH7.9 - 8.1

La ttonioa fué la siguientes

A un volumen de suero se le agregó 3 volúmenes de agua

y 4 de sulfato de amonio a1 37%. s. agitó a medida que

se agregaba el sulfato. Se contrirugó 15 minutos a
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bajes revoluciones. doooartándoeo el eobrenadante. Al

precipitado se le añadió 2 ml de agua e igual cantidad

de sulfato de amonio, ee centrifugó 15 n1nntos. Se

tomó el pu a la solución decantada (que no debe ser

ácida). Se descartó el oobrenadante. y el precipitadoaeo

tomócon 0.5 nl de agua destilada. pesando-elo a una

bolsita de oeloffin, para dializar contra solución fisio

lógica fosfatede. pH7.9 - 8.1. cuya composición se dari

más adelante.

Tree veces al dia oe Colbi‘ ol buffer y se controló

en ¡l la presencia de amoniacomediante el reactivo de

Neoaler (reacción a la gota). Cuandoel control fué

negativo, ee oentrifngó el contenido de la bolsita y en

los casos necesarios ¡e llevó al volumen deseado.

II.-por pasaje a través de una columna de DELE(dietil

aminoetil)celuloea. según la tionioa de Levyy

Sober (23).

La DEaEcelulosa se preparó para la reacción

de la siguiente maneras

Va se lavó con OHNall, una o dos veces. hasta que ¡1

oentrifngar no presentaba coloración amarilla.

b) no 1av6 con cm u. run-andas. rápidamente.

vc se agregó enseguida agua, le agitó y se filtró.

d
V se trató con HONalN, ae decantó y ee lavo con agua.

agitando y filtrando hasta llegar a pH7.

Luego se filtro y ¡o llevó a DE6.3 con 0.2 Mde fosfato

monosódico, ee filtro y ae suspendió en un buffer fos

fate lade 603o
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El suero c fraccionar se dialisó durante una noche

contra el mismobuffer fosfato 0.0175 H, pH 6. 3.

se armó la columna siguiendo las tecnicas comunes.

reoogióndose la primer fracción eluida con el buffer

fosfato 0.0175 I, pH6.3. En esta tracción la que

contiene las gamaglcbulinas. Las fracciones séricas

restantes se eliminaron de la columnahaciendo pasar

por la misma un buffer pH 5.2 (2 H de Olla en 0.4 Mde

fosfato mcnosódioo). Las gana glcbulines eluidas se

concentraron mediante una diálisis contra Carbowax20 I

(polietilenglicol de peso molecular 20.000) de acuerdo

al metodode Kohn(24) qoe consiste en llenar una bol

sita de diálisis con Carbono:20 l y sunergirla en un

tubo especial conteniendo el liquido a concentrar.

Dicho tubo presenta una peqneña conoavidad en el fondo.

donde permaneceel liquido ya concentrado. sin estar un

contacto con el Garbowez. Se mantiene a 4°O hasta lle

snr s1 volumendeseado. luego de le cual le bolsita ee

descarta y el liquido concentrado se recoge.

Glcbulinas totales. obtenidas por precipitación del

suero de conejo antiporcino, con sulfato de sodio

el 27*.

El procedimiento consistió en colocar 10 ml de

la solución de sulfato de sodio anhidro al 27%en un

tubo; se añadió 0.5 nl del suero a fraccionar, se agitó,

se dejó sn reposo en estufa a 37°C durante una hora
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y. finalmente. siempre dentro de le estufa, ee filtró

con papel Whatmen N0 50.

Tanto las gala globulinne, comola! globulinee

totales, ee llevaron e un volumennenor que el de

partida del suero, pere eei permitir el ajuste de con"

centraoión proteica y de pHimprescindible para 1a

conjugación con el colorante fluorescente.

Le pureza de laa gana globulinee y de lae globa

linae totalee ee controló por mediode 1a electroforeeie

sobre papel. utilizándose un aparato marce Hidrogenion

C! 8, ueándoee una corriente de 2.5 mi durante 16 hore

y buffer veronel pH 8.6. El papel empleado fue el Whatngn

N° 1.

E1 contenido proteico ee determinó por el método

de Kochy HeMeekin(25). El desarrollo de le reacción

fue el siguiente: A0.1 m1de la sustancia cuyo conte

nido proteico ae queria determinar, ee le agregó 1 m1

de solución de digestión (lee fórmulas de todos loe

reactivos empleadosen eeta reacción ee dan en el pi

rrnfo "eolueiones"). Esto ee realizó en un tubo de

20 z 200 un, marcado a 35 y 50 nl. En le been del tube

ee colocó un pequeño embudo, oalentándoee dicho tubo

en un baño de ¡rene hasta que el líquido tomóun color

pardo y el tubo se llenó de veporee blaneoe de anhidri

do sulfúrico. Se dejó enfriar y ee añadió 0.50 ml de

¡sua oxigenada. volviéndose el tubo al baño de arena

hasta que el liquido ee nelarera. Luegoee dejó enfriar
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y se agregó aga. hasta completar los 35 m1marcados

en el tubo; posteriormente se agregó reactivo de

Nessler hasta la marca 50. En ese momentose preparó

el testigo, colocando 5 m1de solución tipo de sulfato

amónioo (0.2 mg de N), oompletándose oon ¡sus hasta 35

y con Nessler hasta 50.

Ambostubos se compararon oolorimetriosnente. Se

utilizó un fotooolerinetro marca Lumetron. modelo 400-4.

leyendose los Valores a una longitud de onda de 530 un.

Los Valores buscados se calcularon de la siguiente ms

nere: suponiendo qúe la solución testigo dió un valor

de 60 y le solución incógnita 70, tenemos:

60 z Ogg (oono.de N de sol.testigo) u 0.17 mgN/O.1¡1
70

La conjugneión del suero de conejo antiporoino, de sus

globulinas totales y de sus gamaglobalinss. con el

ieotiocisnato de fluoresceina, que fue el colorante

usadoen el trabajo, se realizó siguiente las técnicas

de Isrshsll y col. (26).

Para ls oonJugnoiónde las sustaneias anteriormente

citadas, el procedimientofué el siguiente:

Unavez controlada la pureza y potencia del mate

rial, se determinó su contenido proteico. luego se

añadió 0.09 ng de isotiocianato de Iluoresoeine por

onda ng de proteins y le Cantidad necesaria de solución

fisiológica fosfetede pere llover le concentración

proteica e 10 mg/ml de solución. El volumen total con

tenia un 12%de un buffer carbonato-bicarbonato pH 9,

para ajuste de pH. Deeste manera siempre se trabajó
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on un rango semejanto_y conocido do concentraoión pro

teica y do pH. La solución proteica oon.dl colorante

so mantuvo en agitación do 14 a 18 horas, a una tempo

ratura do 490, luego do lo cual so dializó durante

varios dias contra solución fisiológica fosfatada.

pH7. con ol rin do eliminar principalnsnto ol coloranp

to no condugado.

La purificación postorior do los oonJugados so

realizó por dos métodos:

1.- adsorción con polvos do tejidos. los que so pro

pararon de acuerdo a la técnica do Ooons (27).

Los órganos utilizados fueron bazos de cerdos. Los

polvos so propararon asia A una susponsión dol

órgano so lo añadió igual volumen do solución

fisiológica y cuatro volúnsnss do aootona. todo

bajo agitación. Luego so dojó decantar. se con

trifug‘ y se lavó con solución fisiológica hasta

que no se obsorvó ¡ás hemoglobina. So suspendió

el precipitado on ¡alusión fisiológica en Cantidad

igual al precipitado y so agregó 4 volúmenes ds

aostona, so filtro por Buchnsr. so lavó el pro

oipitado oon aootona y so dejó sonar en ol filtro,

pasindoso luego a una estufa o 37°C hasta completa

sequedad.

Las sustancias oonJugadss so purificaron

añadiendo a un volunon determinado do dichas sus

tancias, ls mitad del mismodo polvos do tenidos,

so agitó oads cinco minutos durante una hora
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a temperaturu ambiente y luego so contrifugó, dos

cartándoss sl precipitado.

11.- purificación por pasaje a través do columnade

DEAEcelulosa. de acuerdo n ls técnica ds Courtsin

(28). La DEAEcelulosa, una vez lavada y llevada

a pH 6, se suspendió en un buifer 0.02 M, pH 6

(buffer fosfato). mientras que 1a sustancia conju

gada. a purificar. se dializó una noche contra ¿1

mismobuffer.

La fracción purificada que interesaba. se

sluyó con el buffer 0.02 MpH 6. mientras que las

impurifioaoiones se eliminaron de la columnaaan

un buffer pH5.2, ya descrito antoriornsnto. El

sluído se concentró al volumsnoriginal por diálisis

contra Carbowax 20 M.

I - Suero normal porcino. obtenido do leohonss llegados

de piaras libres de peste porcina. y sin vacunar.

o) Soluciones y reactivos

A- Solución fisiológica fosfatada

CIN.oososaoso¡soso-Cos... 801 8
P0HI. 0 0.00.0....- 2048

4 2 2
Aguadestilada esp ...... 1000 ml

PH 7-8 " 811

B - Buffer carbonatobiOarbonsto

oooooooooooooooooo G
ÜO3HNh0.000.000.00000000
Agusdestilada cap ...... 400 m1

PH 9
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c - Buffer para diálisis de la proteina conjugada

cocoootneoe100.00.00.000032g
eeeoeeeeeoeeeeeo7.2g

Aguad'atilad. cap .o.....o.u40°0 .1
PH 7

D- Buffer veronal para electroforesis

Veronalsódico............... 7.33g
Acetatode sodio ............. 4.86 g
01H0.1N.................... 45ll
Aguadestilada osp ........... 750m1

pH 8.6

E o Reactivos utilizados en dl metodoeolorln‘trioo

de Koch y Malbekin (1924) modificado:

- Solución de digestión:

Se mezclaron lO m1 de solución de sulfato de cobre el

5%aan 100 m1 de ácido sulfúrico concentrado y puro.

La solución obtenida se Vertió con cuidado en 100 ml

de agua destilada.

..Soluoión testigo de sulfato de amonio:

Se disolvieron.9.4332 g de sulfato ¡monica puro y seoo

en solución de 3043! 0.2 N hasta completar 1000 m1.

La solución de 80‘32 0.2 N se obtuvo disolviendo 5.6 ¡1
de ácido concentrado en agua hasta obtener 1000 m1. Est.

solución concentrada contenía 2 Il de R por nl y fu‘ no

cesario diluirle para empleerle comotestigo.Lueáo e 20 nl

(40 mg de N) de solución sulfato de amonio concentrada.

se añadió 180 nl de SO4H20.2 N y se completó a un litro
oon agua destilada. Cada ml de este solución correspondió

e 0.04 Ig de I.
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- Reactivo de Neeeler:

Se disolvió 22.5 g de iodo en 20 nl de ¡ana conteniendo

30-5 de IK. Una vez que ee completó le disolución se

agregó 30 g de Hgmetálico y ¡e ¡sito bien, evitando

qpe la mezcle ee caliente, enfriando en corriente de

asno. Se continuó la agitación hasta qee el color

propio del iodo desapareció. Se decantó el liquido

eobrenadente y ee probó ei reaooionabe frente e una

solución de almidón. Cuandole reacción ere negativa.

el reactivo tenia salen mercurioees. por lo que ee

agregó algunas gotas de iodo de le mismaconcentración

anterior. Se adicionó iodo hasta reacción ligeramente

positive frente el almidón. Se diluyó le solución con

agua hasta completar 200 ml y luego ee mezoló óon dos

volúmenes de OHNeal lOfiL

Buffere utilizados en cromatografía en columnas

o Buffer fosfato 0.2 MpH 6.3:

387mlde0.2MPOHN¡
4 2

HN32(B); de esta manera se tuve un buffer

(A) ee meloló con 112.5 ml de

0.2 ¡a 204

fosfato 0.2 Mde pH 6.3. Deeat. solución ee tomó 100 Il

y se agregó 1040 ml de agua destilada. ¿si se obtuwo

el buffer fosfato 0.0175 MpH 6.3.

- Buffer fosfato 0.02 MpH 6:

877 nl de (A) ee mezcleron con 123 ml de (B), obteni‘n

dose un buffer fosfato 0.2 H pH 6. Diluyendo 100 ¡1 e

1000 ll con agua destilada ee obtuvo el buffer 0t02 l

pH 6.
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- Buffer pH 5.2

0.00.0000000090000000 g
CINE0.0.00.0.0.0.00000000000000 g
Agua GBP00.000.000...

PH 5.2

Todoalos materiales, salvo las soluciones. se mantu

vieron congelados a -20°c hasta el momentode su uso.

Las soluciones se hallaban a 4°C.

2) fljgclón de eomglemento

a) Antigenosviricos:

Los mimos utilizadas en inmmofluorosoencia. Todoslos

materiales antigénicoe fueron sometidos al siguiente

“proceso:

I - Triturado y suspensión 1/5 en buffer vcronal

11- Congelación a -20°O durante 24 horas. como minimo.

111- Desoongolación. Centrifugaoión a 3500 rpm durante

15 minuto s.

IV-Tratomiento con 20%de cloroforno. agitación durante

un minuto y oentrifugnción durante 10 minutos a 3500

rpm para eliminar el cloroformo.

V o Repetición del mismopaso anterior si 1a opacidad del

material lo hiciese necesario.

VI- Centrifugaoión a 15.000 rpn durant. 15 minutos.

711-mininación del clorofomo ruidml con bombade Vacio.

b) Suero“

A o Suero hiporinnuno do peste porcina

B - Suero nomal porcino

* //2o



G- Otros materiales:

Complementode cobuo, sistema hemolitico y buffer

veronal pH7. 6. fueron los mismosutilizaba en los

trabajos de rutina de 1a Sección Serologie del Inti

tuto de Fiebre Aftosa, INTA(29. 30, 31).

El complemento ee obtuvo mediante sangría de

oobayoe machos de mie de 400 g o' hembras no grávidao.

Dichocomplementom6 titula!) por la tecnica del 50!

de hemólieis descrita por Oeler y col. (16)

Buffer veronal

Adidodietilbarbitürico .......... 9.200s

ae disolvió en l litro de ¡gue destilada

0000.00...oeeooeeoeeoeeeeooo2 6

eeoeoeeooee-eno.eoeee-eeoeee g
Dieülbarbiturato d. 00610 eeeeooo 6 g

01113.......................... 167.600g

603m.......................... 5.04g
se completó e 4 litros Galegas destilada y se

filtró. Se eeterilizó e l etl. durante 20 minutos.

pH 7.66

(para ou uso se una“ 1/5)

3) Inmgoorogtoggg
e) Antigenoe viriooe:

Los mismosutilizados en las dos reeooiones anteriormente

citadas. Im preparación de los antígenos fué similar e la

de los nterialee pere le fijación de complemento.salvo
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en el paso I en el que las suspensiones no realizaron

con solución fisiológica fosfatada pH7.8 - O. on lugar

de hacerla con buffer veronal, pH 7. 6.

b) Sueros:

A —Suero hiperinmne de peste porcina

B - Sunro normal porcino

c o 012199materiales:

Solución fisiológica fosfatada. pH7.8 o 8. cuya

fórmula figura anteriormnte.

Métodos

1) Técnica de imnofluoreacencig

Prgggoión del atom; . 59 hicieron impresionessobre
portaobjemWanna .deórgano
antalbrmontelavubs con solución fisiológioq foqfatada.

Los frotia fueron fijados durante 20 minuto; a -20°c

oo ‘ácetona. Se lavaron con agua bidostilada,_ so sacaron y no

conservaron a 4°C.

ng' rgciógs El métodoutilizado fué el indirecto. En primer

tógim se depositaron gotas d_esuero hiporinnuno no marcado,

sobre el frotis, ya fijado. Se dejó en cámara¡hada durante

30MmtogaJBQWngdn durante10
minutos, se deïjó sác'ar 'y ab‘"tr‘at6, nuevamente on cámara húmeda.

con la sustancia marcada. La incubación fué en este paso de

50 minutos a 37°C. Se lavó lo. portaobjetoa con aga. bideati

lada. se dejó secar y se mai-6.6hasta su obserVación micros

óópion. a 1a tanperatura de 4°0.
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.kfi‘ïü’
porcinos normales, y ademásun control excluyendo la capa

Controles Se hicieron controles oc sueros ormalee ór nos—'—"‘?....l..- i. “A Ai‘seïaqá-w-p y 8°

rintermedia. es decir, el suero hiperinnnne no marcado.
¡ObserVQQiónmicroacópiogs Se usó un microscopio Leltz fltzlor.

de tipo Ortholux, qne tiene comofuente luminosa un; lámpara

<de Vapor de mercurio e alta presión. marca Philips CS 150.

¡Losfiltros protectores y secundarios pertenecían el equipo

Vialv para luz fluorescente marca Leitz Wetzlnr.

Se idenïgíáip el c mplgfiqanáéfeno-en icuerpo comoJ‘- .ïd-¿n v. ' 31- .
puntOS'brillantee, en zonas celulares. Dichoe puntos eran

fi

de un color verde manzana, debido al colorante fluorescente

utilizado. Un ejemplo de una reacción poeit1Va puede obser

Vareo en las fetos N0 l y N° 2.

v

Protis de bazo infectado con pesto porcina, tratado con suero
hiperinnnne y con gana globalina de conejo entiporoina marcada
con laotiocienato de fluoresceina. x: i)
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jes“.

Fi'oüa de ba'za infactado con peste porcina, tratado con suero
hiperimme y con gm 3101111111;de conejo antipomina marcada
con ¿sotiocianato de fluoresceint. 12s)

Ianfowmqguep jue:a?,agcaró reacción
innmzofluwasegure en la ¡atección de natignm [enun órgano

porcino, se da a continuación:

1) Órgano infectado + sum normal + oonjugado antiporeino

2) Órgano infectado + suero hiperinmmo + confiando antiporcino

3) Órgano infectado + conjugado antiporoino

4) órgano normal + suero hiperan + conjugaáo antiporcino

5) Organo normal + obnjugaáo antiporalne

Estas 5 posibilidades se repitieron en cad. reacción.

por lo menostres veces, para confirmar las resultados. En al

ejemplo anterior, el único frotis que debía Gar positivo era el

del portaobjeto 2), es decfi, que en cada reacción debíamostener

3 fáüe positivos comomáximo,o sea los tratados con suero
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mmm. y cansanciolágtipóreíno;
Se'cmidoraba un frotis positiva, canarioen d. porta

abasto había una zonacelular gran“, con punMionea, o Man.

2 e más, pequeñas.

En1.afoto 5° 3 puedoapreciarse al “pacta camarera tien

de unaTWQÍGImutua.

mas ¿o han intacta“ conpost. percha. tntgdo con suero
normalporcino y con su. globunna de coman mtipomina
¡amada een isotiooianato de Iluoresccina. (x 22:)2)Wm‘

Se 9131116sin amm. omisiónlas m. manana en c1

muda sobreponteporcim doCostamnl I W (18). l
g canina-th ¡o tam «gúnCalary col. (16)¡cuate la
“cnica dal 501de M6112“. m ¡“todo al el que n ¿a a con

“mación: (se da un ejemplo para ilustrar)
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IMM 31st. Buff o.
N. hml. vom V530 no Proa. Corr. 1:.1. l-y _fi;_y

1 1. 5 4. 5 1. 5 g: ig o. 29 o. 27 27 73 o. 37o

2 1. s 4 2 g: gg o. 56 o. 54 54 46 1.-15

3 1. s 3. s 2. 5 g: g 0.13 o. 76 76 24 3. 17

4 1.5 3 3 8:3: 0.92 0.90 90 10 9

5 1. 5 ' 2. 5 3. 5 2:38 o. 99 0.97 97 3

6 1.5 5 1 3125 1.02 1.00 ¡oo 

1 1.5 6 — 3:82 0.02 0.00 

En el esquemaprocedente están roo-ando. todos los datos

y cálculos necesarios para la estimación dd complemento. en

términos de 50%de 110.611.919.La reacción ¡e han. por duplicado.

La “ainda hilera vertical indica 1a cantidad de sistema

hemolitioo a añadir, por tubo, mientras que la tercera da la

cantidad de buffer veronal. La cuarta fila, siemprevertical.

indica la cantidad. en 1111111121306.de complemento diluido 1/500.

Vemosque se añaden cantidades crecientes de complemento y, en

el tubo 6. se agrega 1 ml de una dilución 1/25. es decir, un

exceso. para así tener en ese tubo hemólisie completa, consido

rándose el valor obtenido como el 100%de homólisds. El octavo

tubo, en cambio. sin complemento. sirve comocontrol del sistema

hemolítico y nos da el 07%de hemólisis. o sea, fijación total.
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La reprcdueoión eaquamótioa de los. x ¿{renta a 105.-íïïf
da. en papel lagarïtmioo, una recta de inclinación l/n. y la

intgrsección del Valor en oraenadas, del 50%de lisis (“ig-F),
con la recta, da an Mass, los mililitras de complemento

1/500 que producen dicho porcentaje de 11013611913(este valor

ae indica como1 C'Hso). ¿n el gráfico N0 1 están representa

dos los Valores del cuadro antena: y al valor obtenido en
“sus ea 1.95

,7 T 71,,

,_ F; ¿EE1'}
’ m ECU ü
‘ #55? i E

-+fik Q
Ju

, ¿ ‘ I

:3“‘Tí,,,u,11
¿I ‘ ?

:H'wifi¿um

E
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En decir. que 1.95.1 de una dilución 1/500 de suero de

cobgvo es equiValontc a 1 0!!! on un volumen de reacción do
SO

7.5 m1. Dadoque el volumenlitico de la prueba de fijación

do complemento cs reducido por un factor do 5, o se. de 7..5(Ill.

a 1.5 In. (volumn final do 1. reacción), con una reducción

proporcional on cl númerodo eritrocitos y. dado que la

cantidad do complementorequerida para o]. 50" de lisis ae-vo

reducida tambiónon for-a proporcionhl, do tal nan-ra que

on los 1,5 ml do volumendo reacción find. n tendrin‘OJ nl

de oomplcmnto. la dilución apropiada de suero de cobayo so

calcula por proporción directa:

1.95m1----"--500
0.5 ml-—- o O

1.951- = 128

Es decir‘ gue en ig prueba ¡e deboutiliza. oegfi este

ojemglm 0.5 ml de una dilución ¿{128 de suero normal de

echale. por oag tubo.

a. ¡reggpión gg; gut& hemoláitiogfué la siguiente:

(se dandatos concretos para ilmtrar)

a) iStandardización de los glóbulos rojos de carnero:

Luegodolavar tres veces con buffer veronal. sangre de car

nero recogida en un mismovolumen de solución de Alsever

(glucosa 24.6 g. citrato dc sodio 9.6 g y clomro de sodio

5.04 g. agua destilada cop 1200 ml. esterilizándose 10 minutos

a 1 atmósfera. pH 6.1) se tomó, supongamos, 4 ml de glóbulos

rojos y se llevuon a 80 ml con buffer vcronal; a l ml de la

suspensión (o 0.5 ml) se lo agregó 14 nl de CO al 1 o/oo3N¡2

(o 7.5 nl), produciéndose la hemóliaio. Se agitó y se leyó on
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un espectreteiíeetro marce Beckmen¡odelo B. e une longitud

de onda de 530 un. El dato correcto debe ser 0.68. Esto ee

realizó siempre que ee preparó sistema hemolitioo para cual

quier prueba de fijación de complemento.pere trabajar siempre

con una concentración semejante de ¿16buloe rojos, lo que ee

logró preparando suspensiones que den un dato igual en la

lectura eepeotrerotonétrioe, en nuestro caso 0.68.

b) Hemoliainaet

Él suero de conejo untiglóbuloe roJoe de cernero, previamente

titulado, ee mantuvocongelado a -20°C¡ dicho enero ee obtuve

siguiendo la técnica de Ulrich y Meeirthur (33). Cuandose

quiso preparar, por ejemplo. 160 ml de eietenn henolitieo.

o eee. que ee mezoló 80 m1 de hemolieina con 80 nl de suspen

sión de glóbuloe rojoe. y teniendo en cuente qee el titulo

del enero entiglóbuloe era de 1/10.000. el procedimiento fue

el siguiente.

10.000 l unidad hemolitice

80 x e 0.008

En le reacción ee usaron S unidades hemolitioea. por

ooneiguienfie 5 x 0.008 - 0.04. El suero ee guardó congelado.

diluido l/lOO. por lo que entonces ee tomaron 4 nl del mismo.

y ee llevó e 80 Il con buffer veronel.

e) Sistema henolitieea

El eietene ee preparó eli:

80 el de euepeneión atenderdieede de glóbuIOe rojos

+ 60 nl de enero hennlitieo conteniendo 5 unidades
- hemolitieee.
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¡La ¡ancla ao dejó 30 minutos a 37°C, y I. guardó on heladera.

negación gg fijación gg cogg;amen;g

Unavez preparado el sistema hemolitioo y titulado el

complemento. se prooedió de la siguiente maneras

En onda tubo se puso:

0.4 m1de las diluciones de suoro

0.5 ml de la dilución correspondiente al titulo, de

complemento

0.4 m1de las dilucionos_de antígeno

se dejó de 20 a 24 horas a 4°C. añadiéndoso luego:

0.2 ml de sistema nemolitico;

se mantuvo de 30 minutos a una hora a 37°C. se centrifu¿6

5 minutos a 2000 rpm y ae leyó al espectrototómotro a 530 mn.

Un ejemplo de una reacción con un material de peste por

cina positivo. está dado a continuación:

Material N° 32 (bazo infantado)

SN SP G/A Q/A
a/c

1/5 48 5 44 2

1/10 56 1 55 3

1/20 56 7 55 2

1/40 50 23 54 o

u/s 57 57 - 

donde. SN= suero normal porcino
SPa suero hiperinnnne de peste porcina

C/A = control de antígeno

g/é - control de antígeno sin conplclanto

1/5. 1/10. 1/20 y 1/40 n dilucionbs del antígeno No 32
C/S a control de aunro
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_J¿_

Los sueros hiporinlnno y normal oo diluyeron según dl titulo

dd. primero. \

Delas lecturas ¡l eepeotroi’otómetro se calculó que,

siendo el 100%de hanfilieie el Valor S5 y ol 50%au mitad,

el titulo del antigeno No 32. .1 505€de homólisie, fue de

1/40.

Iícnioa de inmunocroggtegggggl

El método, en lineas generales, ora semejante al utili

zado en los trabajos con virus dtoeo (20. 21, 22), salvo on

los siguientes detalles:

Il. La preparación del material virico. ya

explicada. antes.

II. Los sueros oe diluyeron dl medioy no centri

tugeron antes de nu uso. 15 minutos n 15000 rn.

III. Las proporciones entre antígeno y antisuero

moronlas “guantes: '

mtigonodiluido1/4 nl lc _ I "'
nntiauore diluido 1/2 0.05 ml l

antígeno diluido 1/4 0.10 ¡1 l

antisuero diluido 1/2 0.10 lll 2

IV. El tiempo de incubación varió do 3 a 4 horas a

37°C, de acuerdo al aspecto del material.

El procedimiento má el siguiente:

Tiras de papel de fibra de vidrio de Bohloiohery Eser

(Gladaaerpapier N° 6) de l z 8 en, ee banaron en una solueión

acuosa de Tweon80 al 57"y ee neon-en a 80°C, gnrdándose sobre

ailioa gel ¡note su uso. El Twen-80 oa un mmotmte no
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“nico quo disminuye {La-adeorción. . -.'
: ¡a ..t- _ u -w.O

Dela mezcla incubada de antígeno y ant iouerpo. en las

pfo’gflrcionesanteriormente citadas. se pipetown 0.02 a
0:04h]. en una especie de pipota Basteur, grafaéla. y se
cojlocamn a 2 omdel. bordo inferior del papel; Gia vez trans

ferina el liquido al papel. se ubicó a ésto, pin desecación

previa. en un vasito que contenía 3 m1de un guitar de amonio
. a

.4. ‘ .

(3.7 a una f 2 m1¡“13al 25%y agua Genil” cap 1000 m1.

pH9 “¿a?cromatogrinca.
Gomo'laMor parte del "papelesta" on ol’me, el liquido

que subía por la tira oe evaporaba, permitiendo así un laVado

adicional. Beto ee dejó una hora a tampontura miente.

lung) de lo cual lee tiran de papel eo colorearon con solu

oion de azul de bromofonol durante 5 minutos. y ae lavó ouoa

sivamente, durante 5 minutos cada Voz, con ¡oido acético a].

1%y agua. Iaoapapeles. se sacaron al aire y posteriormente

ao archivaron. Un circulo pequeño de color azul en el punto

de partida do 1a cromatografía, tal como se obeorva en 1a

fotografia N. 4, indicó una reacción positiva. El tamaño e

intensidad de dicho punto dependía del podar del virus de

reaccionar con me anticnorpoo. En1a ¡1-- tetografía ee

puede ver la torna en que ae onearó una reaccion, con sus

renpootivoo controles.
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Suero
hiper
inmune

Suero
n arma].

Donación dal virus de la. poste porcina por reacción inmov
cmmawgrmoa (M.d131.2 barrer diálisis)

4) flaca de imgggión ngcargas

Pm cada nuria}. en estatua ¡e vacunéun «ran dt
25a 30 conm ¿mierda virus-lanzando, gainiatraéa

intra“ aumenta. A}.aim tiemposerapartó un animal testige,

sin vaeunar.Aloá 14 dias do realiáada la Wéiém Í!

nmaxó a ¡en ao: cuán, par v1. mbmtámc. 5 n14; m ana

pansián al 16%du lu nanntrn, filtrada por Seite ÉXQpfirs ¡viñas
eontaninucienes bacterianas.

Im 9138011391611da los animales su “31126 a 10s

14 ¿i830
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M
1.- Eatnggo ggmglggtivo sobre los giggos ggte;¿g¿gn. r0¡¿;glgg gg;

las técnicas de fijación do egnglgggnfio ‘22! ¡o ggm61¿g¿g).

m' {tucuman«noialimnocroggtogggg o 111m"ción gneergg.
So realizaron experiencias con 53 materiales provo

niontea de animales muertos de peste porcina o sospechosos de

el]... asi comocon órganos de cerdos enfermos, sacrificados a

los fines de la investigación. En el cuadro I figuran los nn

terialee examinado; qiïewomopuede observarse, constituyen un

grupo represcntativo de las nuestras que suelen llegar. a]. labo

ratorio para su control.

Conoel único método de los aplicados on catas prue

bas,qlie no se hallaba en enano y de cua eficacia no se toni.

dudas. sobre todo con respecto a su especificidad. ora o]. de

la inoculacióncn porcinos, fué con respecto a esta técnica qu

lo refirió la sensibilidad da los otros métodos.

Del total de órganos llegados para su exmn. 39 de

los mismosfneron ensayadoa en cerdos con el objeto do determi

nar 1a presencia en ellos, de virus dc peste porcina.

En e]. cuadro II están reseñadaa todas las experiencia

rnlizadas. Los lugares on blanco indican que 1a prueba no ae

'ctoctuó. En necesario destacar que ¡e han de discutir los resul

tados obtenidos solamente en los casos en qu- 1a inoculación cn

cerdos haya sido realizada.

Analizando los valores del cuadro II, .ee aprecia que

o]. método que más se acercó a los resultados obtenidos on la
//35
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Mat-rieles ozaminados

Material N’ Tipo de material analizado

l Enzo
3 Beso
4 Beso
5 Baza
6 Baza
7 l ESO
8 l Beso

10 Baza
l' Baza
2 Virus lapinizado
3' Pool ds órganos. filtrado
4' Pool de órganos. filtrado
5' El mismapool. sin filtrar
6' Pool de órganos. sin filtrar

12" Virus lapinissdo
13 Virus lapinizndo
14 Virus lapinizado
15 Pool do órgnnoa. sin filtrar
16 Pool do órganos. sin filtrar
17 Pool de órganos. filtrado
18 Baco
19 É Pulmón

llo ‘ Pulnón
lll Beso
20 Pool de órganos. sin filtrar
21 Pulnón
22 Riflón. dal milla animal que el 21
23 Pulmón y ganglio
24 Vitnn lapinizado
25 Vejiga y ganglio
26 Riñón
27 Virus lapinindo
28 Pool de órgnnos. sin filtrar
29 Pool d. órgnnos. sin filtrar
3o Baza
3l Pulmón
32 Pulnón
33.37.39 Pulnón. pulmóny gnnglio a. un solo animal
34.35.40 Riflón. bazo y pulmón do un solo animal
38 Pool de órganos. sin filtrar
41 Virus lapinizndo
42 El mismovirus. diluido 1/10
43 Pool de drgpnoo. ein filtrar
44 Pool do órganos. filtnndo
45 Pool de órgpnos. filtrldo
46 Pool do órganos. filtrado
47 Pool de órganos. filtrado

346 Baza
Gral.¿lvear Beso
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Resultados generales
1° FC IF IC I 9260;
1 + 1/20 t + +
3 o 1/50 i» «o +
4 + 1/40 + ap +
5 + 1/25 + t +
6 + 1/75 + 3 +
7 6 ‘ ' 4+
8 + 1/50 4

¡o + 1/33 4 - +
1, ó ._
2 + < 1/10 + +
3' + 1/10 a 1/20 "
4' - +
5' + 1/7 +
6' * 1/35 z —

12 6 +
13 . - o {o
14 + 1/15 t + +
15 + >1/4o t 4 -
16 3 Ï. a +
17 ; - C. 1 4'
18 + 1/52 4 + 
n a a d

no - - g a i
111 9 C d

m - x
21.22 a... -... í -.+
23 * + 1 a'
24 «I-1/32 t - +
25 + * I- -'
26 + 1/5 ' ¡- E
27 + >1/40 ¡ 4 á +
28 + 1/30 É t d +
29 + 1/33 ¿- ;
3o 'F 1/24 + a .g.
31 + 1/30 i + ‘e + +
32 1/40 + E - r +

33037039 -0 to ' l 5' - 4’
34.35.40 + .-= + -. + .5 + ,_ + +

1/18 1/38 1/40 - í - -‘
38 "’ 1/5 3 - '. + +
41 +< 1/5 4.
42 o‘ ? i «I

43 o - + +
44 + 1/17 2 + í + +

45 + 1/15 4 i a 1
46 + 1/40 ¡ + - 4
47 + 1/38 ¡ + ¡ - +

346 + >1/60 : í + a
Gral.Alvnr + 1/25 I + g +

Fc a Fijación de complemento
IF s Imnofluoruccncia
IC s Inmocronatomfh
I cerdos z Inoculaoión en cerdos

positivo
¡nativo
mamut. positivo
dudoso
anticonrplemenunaDDIH'I+ 00...-“

Cuandocn una Msn linea se ponenmios materiales. significa



inoculación en cerdos, fue el de fijación de complemento (50%

de hemblisis). La coincidencia entre ambastóoniCas fué de un

74. 3%.

Conrespecto a 1a técnica de inlnnofluoreseenoia. se

hace evidente que su sensibilidad ee aún bastante menorque le

de fijación de complemento, y comparandolos Valores entre el

método de inoculación y el de inmunofluoresoenoia. la coinciden

cia fué de un 43%, considerando los datos indicados comoÉ en

le categoria de dudosos, y no de positivos ni de negativos.

En relación a 1a técnica de innunoeronatograria se

puede apreciar que es, por el momento,1a de menor sensibilidad.

Las comparaciones entre los resultados obtenidos

mediante los cuatro métodos. y los porcentajes de coincidencia.

se encuentran en los cuadros III, IV y V.

CU¿DE ¡II

dro eo ativo entre las cuatro téonioas utiliz

Positivo Positivo fi Positive fi Positivo f
en cerdos en FC Coino.‘ en IF Caine en IC Coino.

35 ], 26 74.3 15 43 11 31.5

GUÉDHD IV

Cuadrocomparativo entre ninoculac.en.cerd0s y fijación complement

Positivo en.oerdos Positivo en fijación 5 de coincidencia
de complemento (50%)

35 26 lí' 74.34
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Cuadrocomparativo entre las técnicas de fijación de complemento.
Inmunorluorescencia e Inmunocromatografía

Positivos Positivos Positivos Positivos
en fijación en innuno- fi en fijación en inmuno- fi
do oomplo- fluoroa- Coino. de complo- cronato- Coino.
mento ooncia mento ¡ grafía

26 19 | 73 25 ¿ 12 48

Durante todo el desarrollo de las experiencias se han

realizado ensayos con órganos provenientes de animales sanos y

sin vacunar. Dichosmateriales constituían un control de los

resultados obtenidos con muestras positivas. En ningun. de las

técnicas en estudio se obtuvoresultado falso positivo con

dichas muestras. lo que constituyo una importante prueba de

especificidad. aumentadacon el ensayo realizado sobre cuatro

materiales de campoenviados con supuesto diagnóstico do neu

monía a virus. Las cuatro muestras fueron analizadas mediante

las técnica! de inoculación en cerdos, innunofluoreaoonniny

fijacñn do complemento, resultando negatiVas en todos los m6

todoa, oorroborando de esta manera el primitivo diagnóstico '

clinico.

Tampocose obtuvo resultados sospechosos cuando se

quiso detector anticuerpos en sueros normales porcinos.

Finalmente es necesario tener en cuenta que los m6

todoo de inmunofluoreecencia y de inmunocromatograria debieron

ser adaptados al estudio del virus causante de la poste porcina.

por lo que en ol primer ¡ño do las experiencias se realizaron
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ensayos en oso sentido utilizando materiales muyinfecciosos

prOVenientes de animales infectados con dosis fuertes de mata

rial virulsnto.

Detección de antígeno en animales infectados experimentglggnte

1 sacrificados a distintos tiempospost-infección,

Tal comose halla explicado en la cocción materiales,

en ol párrafo B de antigenoa utilizados en inmunofluoresoencia.

animales libres de peste porcina y sin vacunar fueron inocula

dos con virus y sacrificados al tercero. cuarto, quinto. sexto.

séptimo y octavo dias post-inoculación.

Se recogieron bazo. ganglios mesentóricoa y riñón

do dichos animales y se trató de demostrar la presencia de anti

gono mediante fijación de complementoe inmunofluoresooncia.

Los datos de los animales en experiencia. ani como

los trastornos clinicos que sufrieron, se encuentran on ol

cuadro VI.

CUADEO VI

Cuadro clinico de los animales en el momentodel sacrificio

Animal Trastornos clinicos Tiempode
N° sacrificio

post-infección

181 ninguno 3 dias
132 ninguno 4 dias
183 ninguno 5 dias
184 temp. 41.5’0 6 dias
185 13011113-410500 7 dile
166 temp. 42°C, decaimiento general 8 dins
187 ninguno 3 dias
188 ninguno 4 días
189 ninguno 5 dias
190 temp. 41°C 6 dias
191 ¿ temp. 42°C 7 dias
192 i temp. 42.5°C,deoaimionto general 8 dias
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Los resultados obtenidos en los análisis de los mate

riales de los animales sacrificados fueron los siguientes:

ggáDRO VII

Identificación del virus de la peste porcina a distintos tiempoa
post-infección

Animal Ileana de I Orgnnon examinados
N0 sacrificio Ai

post-infección 2222::2; É Baza I R1ñ6n

FC z IF í FC ¿#1? rc IF

181 3 dias - — g g- ‘ - 

182 4 dias - i — g - f- ' - 
183 5 dial ¿- 3 -' Í - l- o 

184 7 6 dins É - - ‘ 1 - - É

135 7 dias — - ; - ..
135 ' e días + - % + ' ., .. 

187 3 días ; Q - Q - - f 

188 ',4 dia: Z o - o o p g
189 5 dias í - o — - - ï 

19o 6 dias - - 1 - - f 
191 7 dias - - t - - j 
192 8 dias + - + + - É

Eatoe'valorea indican que la aparición franca de anti

geno dotectablo por reacciones seroiógicaa se produjo al octavo

dia do infectar un animal con dosis cirulontae. Si bien al sexto

dia después de ser inoculados, los bazoe de los aniIaIea en expe

rimentación presentaron vestigios de antígeno detectados por fian

ción de complemento.los valores obtenidos en ganglios y bazo ¡al

.octavo dia son más significativos y ya indican una cantidad in!

portanto de antígeno pránonte en dichos Grganon. En riñón no se

obtuvo ningún rósultado positivo.
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Por otra parte, los datos clinicos de los animales

infectados están acordes con la aparición de antígeno en los

órganos examinados. Si bien al sexto dia fue cuando se elevó

la temperatura, los trastornos másevidentes e importantes se

produjeron al octavo dia post-infección.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Es evidente qne para postular una tecnica de labora

torio comométodo standard de diagnóstico, es necesario demos

trar fehacientemente. ademásde su efectividad. eu especifi

cidad. Es necesario dejar bien en claro la imposibilidad de

reacciones cruzadas.

De las experiencias realizadas en 1a primera parte

de este traoajo se posible deducir olaransnte la future

importancia de la reacción de fijación de couple-ente (50%de

homólisiu) en la detección de antígeno de peete porcina en órga

nos sospechosos de dicha enfermedad. Evidentemente es importante

el hecho de que en ninguno de los materiales normales llegados

al laboratorio se hayanobtenido resultados falso positivos.

que pudieran ser motivo.de discusión.

Talbián es interesante el heohs de que órganos envie

dos son diagnóstico de neumoniapresumiblemente a virus, dieran

resultados negativos frente a sueros de peste porcina en los

tests en estudio. confirmando de esa manerael punto de vista

veterinario.

La imposibilidad material de conseguir en gran escala

cerdos sanos y sin vacunar. para realizar estudios comparativos,
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asi comootros factores insaIVables. teles comola obtención de

los materiales. impidieron la realización de un númeromayor de

experiencias, especialmente con órganos provenientes de animales

con enfermedadescuvoe trastornos mdieran confundir” con los

producidos por el virus de la peste porcina.

Sin estara). los resultados obtenidos en las pruebas

realizadas. llevarían e postular e la reacción de fijación de

complemento (50% de hemóliaie) como uno de lee métodos de labo

ratorio oiefuturo mayor provecho en el problema del diagnóstico

de le peste porcina. ya que en cuílquier ocasión en que seria

necesario diagnosticar un caso dificil. sospechoso de peste por

cina. un resultacb positivo en fijación de complementoahorrarie

inoculaciones en animales receptivos, mientras que un Valor nega

tivo nsceitarie confirmación Justamente debido a su menorsen

sibilidad con respecto al métodoclásico actualmente en uso.

Es importante volver e recalcar que la coincidencia entre ambas

pruebas fue de un 74. 37‘

Esta postulación podria llevarme le práctica une vez

que se hayan realizado experiencias con materiales provenientes

de cerdos infectados por otros agentes viricos o bacterianas, de

maneratal de eliminar cualquier eoepeeha de una reacción cunado.

Tambienpodria resultar de gran utilidad la reacción de

fijación de complementoen los casos crónicos de peste porcina.

Es sabido que la pequeña concentración de antígeno en los órganos

de los animales aqneJedcs por dicha fase crónica de la enferme

dad. inposibiliten su detección por les métodoseerológicos

aplicados en la actualidad.
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Un rastro de anticuerpos en los sueros de dichos

animales, mediante la fijación de complemento.podria solucio

nar el problema del diagnóstico en dichos eaeoe.

Otra futura e interesante posibilidad en el empleo

de la fijación de complemento.seria la utilización de la

mismaconjuntamente con la reacción de oeroneutrelización. en

el estudio de las posibles relacionen antigenioao entre el

virus causante de la diarrea bovina u otros enterovirue, y el

de la peste porcina. Trabajos muyrecientes, tales comoel de

stamp-, Cogginey Baker (34) y el de Dinter (35) mua“ la

posibilidad de dicha relación.

En lo que ee refiere a la tecnica de innunotluoree

conoia, en el presente trabajo reveló una menorsensibilidad

frente a 1a fijación de complemento,uniéndone e ello 1a eviden

te desventaja en lo qne respecta a eu practioidad manuel. sobre

todo en lo relacionado a la preparación de lee materiales.

Esto no hace sino confirmar el simple hecho de que e poner de

que son ya varios lee años en que ee ha trabajado utilizando

esta técnica, oon muypocos los oaeoe conocidos en que oe ha

recomendado dicho metodo comoprueba de diagnóstico.

Los datos obtenidos en inmunoeronatografia no deben

llevar a engañoen relación e la posible futura importancia de

esta técnica en el diagnóstico de la peste porcina. eei comoen

el estudio de otros antígenos viriooe. En el presente trabajo,

por razones materiales, no han sido agotadas de ningún modo

las posibilidades de mejorar la técnica. Enefecto. ae han

buscado,variando distintos factores intervinientes en la reas

c16n¡ las condiciones ópttlas de la experiencia. Se ha
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encontrado um serie de relaciones entre antígeno y anticuerpo

asi cono un tiempo de incubación apto. pera obtener resultados

positivos con ciertos antigenos muyinfecciosos. Conentigenos

precipitantes más débiles. ee necesario ¡honda ¡Se en les

experiencias. Msoendo prOporciones antígeno-anticuerpo más

apropiadas, o bien variando el tiempo o temperatura de incuba

ción. de modode poder aumentar la sensibilidad de le reacción.

Ls concentración de los sntigenoe débiles mediante métodos te

les comole diilisis contra altos polímeros comoel Garbowez

20K(polietilen gliool de peso molecular 20000) podria ser

utilizada ooninto.

Gonrespecto a le segunda fase de lss eXperienoias

quedó corroboreda la importancia del bazo comogran reservorio

de virus, ednás de haber sido el prinr órgano en que fue

posible detectar antígeno en un infección enerilentel. Es

necesario dejar en claro que los 6rganos enslizados fueron

ademásdel bazo, los ganglios mesentárieos y el riñón.

Este última serie de ensayos "¡vieron e (¡mostrar

le mor sensibilidad del ¡item de fijación de complementocon

respecto al de inmnofluorescencie. ye que por este últinn

técnica, tal comoestá indicado en el cuadro VII. 961o m6

posible detectar antígeno en el base de los cerdos sacrificados

ocho dies deepuñs de su infección.
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Se 130.1126un estudio comparativo utilhandn los n10

non¡nus-1.1“. con las “cnica de fijación do compi-anto

(Sofide Donalds), inmoflnorosetnoh o immooromtografia.

doteninhdoso 1a amibilidad de dichos métodoscon respecto

a 1. pmba do inoculación en animales receptivo. ¡1 virus de

la pam porcina.

Se eonpmbó quo 01 método que más lo ¡corel a 1.a

efectividad do 1a inoculación on cerdos fué e]. de mansión do

oonplmnto (50%do lao-611513).La cunda-noia entre mas

t‘onicas m6 o un 14.3%.

Sodmotfl la superioridaddel ¡6de de fijación

de “aplaude pura 1a dotación de virus do ponte porcina,

noer lu tíoniean de inmenuoronoemia e inmnooromtograrh.

nn haha!“ agotadosin 1.- investigaciones sobre .Itl última

pucha aorológica.

s. ¡“11261. futura aportada ¿.1 n‘tob a.

fijación de oonplmnto en el diagnóstico norológioo do la

pecto paz-01m.

Se compan la aparición de antígeno on cantidad“

significativas on bm y ganglio do animes sacrificados ocho

dias donpuh de lu intención con viru- de pesto porcina. Los

pri.er- trntornon clinico- “rios de dichosanimalescoinci

Oron con la ¿poca do aparición del antígeno en los éramos

¡ntoriorlonto citados.
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