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1IVE.

1a diferenciacién de carnes, procedentes de diversas especies animales, se han empleado
I';os preparados, a partir de extractos musculares o de suero sanguineo. Los resultados
g pruebas inmunolégicas efectuadas con ellos, no han sido, hasta el momento, por com-
'gatiafactorios. En mayor o menor grado, se han detectado falsas reacciones positivas,
e a las comunidades antigénicas cruzadas existentes entre las distintas especies ani-
por ello, hemos considerado de interés efectuar el andlisis a través de la técnica

"unoelectroforesis en gel de agarosa, para estudiar las protefnas clrnicas solubles
agar 2 identificar las fracciones o componentes antigénicos de cada uno de los extractos,
1#; que se ha efectuado este trabajo: PSB (Protefna soluble de carne de vaca), PSCA

-efna soluble de carne de caballo), PSC (Protefna soluble de carne de cerdo), PSP

efna soluble de carne de perro) y PSPO (Protefna soluble de carne de pollo).

deramos que la caracterizaciédn de los componentes mayores que sean, al mismo tiempo,
{ficos Pacilitarfa extraordinariamente la diferenciacién inmunolégica de las carnes.

2TAL Y METODOS.

Ixtractos antigénicos: El1 tejido muscular de cada una de las especies animales, una vez
ado de las porciones tendinosas, aponeurosis y depbsitos grasos se picaba Ffinamente
-:é pasaba a un matraz con solucibn salina al 0,85%, donde se procedfa a su trituracién
'mggeinizacién. La extraccibén de la protefna soluble se realizb en condiciones de refri-
ién a 1°C, y, en constante agitacién, durante 60 minutos. A continuacién, se procedié
jltrado de cada uno de los preparados y a su liofilizacién final. Hasta el momento de
tilizacién, cada uno de los extractos clrnicos se conservaba en un desecador.

. Inmunosueros: Para su obtencién se emplearon conejos machos, de raza Nueva Zelanda y
' 2,5-3 Kg. de peso. En cada dosis se aplicaban 48 mg. de extracto antigénico liofilizado,
sueltos en 2 ml. de agua destilada y desionizada. En algunos casos, el extracto se inyec-
ba con Adyuvante Completo de Freund (Difco), para estimular la producciédn de anticuerpos.
inoculaciones se efectuaban por via subcuténea, aplicdndose un total de 15 dosis a cada
nejo, a 1o largo de un perfodo de inmunizacién de 62 dias., Con el fin de controlar la
52 de precipitinas en suero se realizaron sangrfas parciales, durante el perfodo de tiem-
" que durd el proceso de hiperinmunizacién.
inmunosueros obtenidos se distribuyeron en viales, a 1los que se adicioné azida de sodio
»10%, como conservador.

Inmunoelectroforesis en gel de agarosa, segun la técnica de Grabar (1.953), modificada

Scheidegger (1.955): El gel de agarosa se prepard disolviendo, al bafio marfa, durante
nta minutos, 10 g. de agarosa en 1.000 ml. de agua destilada y desionizada afiadiendo,
Steriormente, a esta solucién, 1.000 ml. de tampén veronal azida de sodio (pH 8,6).
ra.la electroforesis de los diversos extractos antigénicos, se utilizé un generador de
BNSién SHANDON modelo U-77 (SAE-2761), ajustado para conseguir una diferencia de potencial
'€ 6 voltios por centimetro. El paso de la corriente se mantuvo durante 4 horas.
“onclufda 1a electroforesis, se llenaban las trincheras con 1los inmunosueros correspondien-—
3» manteniéndose la difusién durante 18-24 horas.

145 de la coloracién con Negro amida para la visualizacién de todos los componentes,
ffdzea}izaron tinciones de caracterizacién inmunoquimica de glicoprotefna (Método de NADI)
lont }1P0proteinas (M&todo del SUDAN negro), de las fracciones inmunoelectroforéticas
mnvenldas en cada caso. E1 cdlculo de las movilidades absolutas, relativas a la alblmina

ﬁigi?a Yy porcentuales de los diversos componentes, se llevé a cabo aplicando las férmulas
i ientes;

M Desplazamiento real (cm.)
* Absoluta =

Voltios / cm. X segundo.

i Desplazamiento real (cm.)
M, Relativa = 5

Desplazamiento real (cm.) albfimina bovina.

N
- Porcentyal = M, pelativa X 100%.




RESULTADOS

En primer lugar, se determind la concentracién éptima de los extractos antigénicos
lizar en las pruebas, que permitiera detectar el mayor nimero posible de fracciones y ]
diera m8s nitidez en las lineas de precipitacién. ' e
Para los sistemas homélogos, la dilucién més adecuada resultd la 1/2, es decir, 24 pg,
extracto antigénico liofilizado por mililitro; mientras que para los sistemas heterﬁiogoﬁ
finicamente, el extracto protéico soluble de carne de perro (PSP) se diluy$ al 1/2: todogs;
los demés antfgenos se utilizaron sin diluir.

2 utje

Sistema PSB anti-PSB,

Fracciones Movilidad porcentual Mayores Especificas

1 9
20
31
40
44
89

Como se puede observar, este sistema permitié diferenciar seis Ffracciones, de movilidades
porcentuales comprendidas entre 9 y 89. De estas fracciones, finicamente, la de movilidad
20%, era comin a las demds especies. Las restantes, con la excepcién de las nfmeros 4ys5
de movilidades muy préximas (40 y 44%), son f&cilmente diferenciables. Por otra parte, las
fracciones de movilidad porcentual 31 y 40, que son especificas, corresponden también a
componentes mayores (se tiffen mis intensamente y suelen aparecer en las primeras etapas
del perfodo de inmunizacién). Por todo ello, las consideramos de mayor interés para
diferenciar la carne de bévido, por esta técnica.

Sistema PSCA anti-PSCA,

Fracciones Movilidad porcentual : Mayores EsEecificas

12
24
43
51
54
64
97

Glicoprotefnas: Componentes 3 y 6 f
il

Este sistema diferencid siete fracciones. E1 componente de movilidad porcentual 24 es mayor
y especifico. La caracterizacién de glicoprotefnas Fué positiva para los componentes menores
de movilidades 43 y 64%. y

En relacién con otros extractos, este inmunosuero presentaba comunidades antigénicas con las
protefnas cérnicas de vacuno, cerdo y perro. A este respecto, la fraccién de movilidad 12%
es la que se repite con mayor frecuencia y, por consiguiente, la hemos considerado de gran
importancia, como responsable de las falsas reacciones positivas.

En consecuencia, para la diferenciacién de esta especie, atenderemos principalmente al
componente de movilidad porcentual 24, que es wna fraccibn mayor y especffica, que aparece
en el inmunosuero a los 28 dfas de iniciado el proceso de inmunizacién. Al de movilidad
64%, que es especifico y caracterizado inmunoquimicamente como una glicoprotefna, Al com-
ponente de movilidad 97%, que es la fraccidn m&s anédica y, ademis, de carbcter especificOs
lLa fraccibn de movilidad 54%, aunque es especffica, tendrfa menor interés, ya que, es un
componente menor, que no aparece en el inmunoelectroferograma hasta los 62 dfas del procesﬂ
de inmunizacién. 1

Sistema PSC anti-PSC,

Fracciones Movilidad porcentual Esgecificas
16
17
33
37
48
75

Glicoprotefnas: Componente 5




gistema se evidenciaron seis fracciones, de las cuale:, tres eran componentes

La fraccibn més impertante para la diferenciacidn de este extracto seria la de
d;d porcentual 75 ya que, al mismo tiempo que se trata de un componente mayor,
fraccién mis anbdica, que presenta una situacién muy alejada del componente més
o de movilidad 48% y, resulta fécilmente diferenciable.
ico inmunosuero que ha permitido observar arcos de precipitacién frente al extracto

pico de protefna soluble de carne de pollo. Creemos due, la posible explicacibn a
resultado' un tanto andémalo, radicarfa en el elevado grado de inmunizacién que conse-
55 al inocular el extracto cérnico porcino.

a PSP anti-PSP.

Movilidad porcentual Especificas

2
17
29
32
44
56
97

tn

poteinas: Componente 5

W este sistema se encontraron siete fracciones. Es el extracto que present$ el componente
s menor movilidad (2%), 1o que indudablemente facilita su diferenciacién junto a la circuns
ria de que, ademis, es un componente mayors -
Jos restantes componentes espec{ficos, el de mé&s interés serfa el de movilidad 97%, por
tapse de una Fraccién mayor y especifica, que aparece en el inmunosuero a los 28 dias
iniciado el proceso de inmunizacién.
menos importancia consideramos al componente de movilidad porcentual 56, que aunque es
eci{fico y, caracterizado immunoquimicamente como una glicoproteina, es una fraccién
r que no aparece en el inmunosuerc hasta 1os 62 dfas del perfodo de inmunizacidn.
ema PSPO anti--PSPO.

Movilidad porcentual Especificas

17
29
44
62
79
85

Blicoprotefnas: Componente 2
oproteinas: Componente 3

sistema evidencid seis fracciones, pero al enfrentar el inmunosuero anti-PSPO con
3 demfs extractos antigénicos, no se encontrd ninguna lfnea de precipitacién. Por lo
ftos debemos considerar 1os seis componentes como especificos.
0 obstante, 1as fracciones mis interesantes de este extracto serfan, la de movilidad 44%
: estar caracterizada inmunoquimicamente como una lipoproteina y ser una Praccién mayor;
5 de movilidad 17 y 75% por ser componentes mayores y, la de movilidad 29% por corres-—
"UEr a una glicoprotefna.
05 concluir que, el andlisis inmuncelectroforético de los diversos extractos cérnicos
ados nos han permitido identificar una serie de fracciones o componentes antigénicos
POT ser mayores y especificos, dentro de los 1fmites de nuestra experiencia, presenten

m::z;EO i?terés para valorar 1os‘resu1tad95 que puedan obtenerse al apligar la inmunoT
.‘1es r551s a }a.diferenciacién 1nmun016g}ca de carnes, procedentes de diversas especies
s é as movilidades inmunoelectroforéticas porcentuales,.en relacién a la seroalblimina
~“r de las fracciones que han presentado estas caracteristicas, son las siguientes:

» 44 (lipoprotefna) y 85.

.Otra . . 0
los . Parte, consideramos que, la preparacién de extractos antigénicos animales, exentos
Nes p°mP9nentes comunes o inespecificos, permitirfa la diferenciacién inmunolégica de

Or inmunodifusién en agarosa u otras técnicas serolégicas basadas en la reaccién

Precips
1 B .. . .
pltaclén, al eliminar las posibles reaccilones cruzadas.




