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Se evaluaron las téocnicas emple:das en la tipificaciég.d; los virus afto-
808 y se resefiaron los métodos de fijacién del complemento con hemélisis
del 100 #( Rottgardt y Ch:rles ); de fijucidén del complemento con lectura
del 50 ¥ de hemblisis(Margni modificada);de heneaglutinacién pasiva(Hirst)
y de hemoaglutinacién indirecta(Boyden);de aglutinacién de partf{culas de
létex sensibilizadas con gomma globulina de los antisueros hiperinmunes
(Lombédn,Vézquez Saavedra y Sa Fleitas);de zglutinacién de pactficulas de
colodio sensibilizadas con los virus aftosos(’a Fleitas y Vdziuez Saavedra)
Yy los de difusién en agar(Oudin y Ouchterlony).-

Se compararon los resultados obtenidos por las dos técnicss de fijaeiédn
del complemento,comprobando que,para los virus de epitelio lingual de bo-
vino infectado,=21 porcentaje de reacciones positivas con el primer método
era del 95 % y por el segundo del 95 %.

En cambio para los virus de cultivo en medio Frenkel o B.H.K.,del 75 % pa
ra el 100 £ de hemélisis y del 79 % pasra el 50 ¥ H. .- Sobre el total de
virus estudiedos(135) los porcent:jes fueron del 91 %.-

Con las técnicas de fijecién del complemento 50 ¥ de hemdlisis (C' SOH )
los porcent:jes fueron del 100 % para los virus de epitelio y del 79 pa_
ra los de cultivo:sobre las 135 muestras virales consideradas los porcen_
tajes de reacciones positivas lleguron al 92 %.-

Con 1la técnica de.aglutinacién de particulus de ldtex sensibilizadas con
gamma globulina de los antisueros hiperinmunes,las reacciones fueron posi-
tivas en un 90 % con virus de epitelio y en 60 ¥ con virus de cultivo;so-
bre el totzl de virus estudiados,132,la posi:ividad fué del 81 % ,-

3n las prusbes de sglutinacién de particulas de colodio sensibilizadas con
los virus aftosos de epitelio,el porcentzje de reacciones positives fué
del 85 £ y del 76 ¥ cuande la sensibilizacidén se realizaba oon virus de
cultivo.~- Sobre los 128 antigenos estudisdos por este método las reaccio-
nes fueron positivas en un 68 ¥%.

sn las técnicas de difusidén en agar las r«acciones fueron positivas para
los viru: de cultivo en un 64 % y para los de epitelio en 71 %;s0bre el
tot.l de muestras snalizadas,13l,fueron positivas el 63 % .-

Desde el punto de vista de la especifiocidad, todas las reacciones emplea -

das,excepto lus de hemoaglutinwcidén,no most-raron reacciones ines;ecificas




en ningune de las diluciones del antfgeno ni del antisuero ensayadas.-

3¢ com arar:n,ademds la sensibilidad de las reacciones empleadas en la ti-
tulacidén de los untisueros y virus patrones,encontrando que la pruzba de fi-
jacién dsl complemento 50 % . era lu que mostraba mayor sensibilidad, tanto
en los virus de cultivo como en los de epitelio.-

Las pruebas de uglutinacién de partfculas de ldtex senszibilizadas :auegtra
una buena correlaoién con los valores obtenidos oon la técnica del 100 %

de hemolisis;la técnica del colodio sensibilizado ofrece menor positividad
vorcentu.l que la prueba del ldtex para los virus de epitelio,no as{ con
los de cultivo,en los gque se observa un grado de positividad similar a los
de la técnica de fijacidn del complemento 100 ¥ de hemdlisis.-

3¢ estudiaron,por otra perte,la relucién existente entre el titulo infec-
tante y la positividad,en les diferentes pruebus realizuadaes: las pruebas
de eglutinacidén parecierun mostrer una relacién direct. entre el el titulo
infectante (D.I1.50) y el % de r:acciones positivas,regul-.ridad esta que
‘no se manifiesta tan claramente en las de fijucién del complemento.
, Las conclusiones de este trabajo fueron:

1) Las pruebas de fij:cién del complemento son las que poraentual
nente dan wayor nimero de r-ucciones positivas,en. la tipifica-

cién de los virus aftosos.

2) Las pruebss de rnglutinecidn de particulas de ldtex y de colo-
dio sensibilizadas son promisorias como un procedimiento ri-
pido y sencillo,de sensibilidad compurable a la técnica de
fijacién del complemento 100+ H. .-

3) Las pruebas de difusién en agar,a pesar de su especificidad,
no son adecual’as a la tipificacién de los virus sftosos ,por
exigir virus de altos t{tulos o 1. concentracién de los mis-

‘ ~08: su uso es adecu:do para ~1l estudio del mosaico antigénico

de los virus aftosos.

4) F1 calculo estadfstico de (1:c)2,indica oue la prueba de difu
8idn en agar respecto de la técnica del 1¢0 % de hemélisis da
diferencias significativas,lo 1isno que la del ldtex para el
virus tipo “O" de cultivo. Los otros métodos,para los tres ti
pos de virus,no dan diferencias significativas respecto al de
fijacién de coaplezento 100 ¥ de hemélisis,
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INTRODUCCION

La fiebre aftosa o glosopeda es definida por VERGE (1) como "una enfer-
medad contagiosa,virulenta,debida a un ultravirus espec{fico.Ataca es-
pecialmente a los bovinos y se caracteriza clinicamente por un estado
febril inicial,seguido de una erupcién vesicular, sobre las mucosas y
sobre la piel",

La enfermedad se transmite de animal a animal por medio del virus conte-
nido en los flufdos vesiculares y en la leche, raramente es transmitido
al hombre en forma directa(2).

VALLEE y CARRE (3), comunicaron en 1922, la pluralidad de los virus af-
tosos a los que denominaron "O" y "A"; WALDMANN y TRAUTWEIN (4) demos-
traron la existencia de un tercer tipo al que designaron "C", completdndo-
se as{ la trfada cl4sica "O", "A", "C" de los virus aftosos.

Después de la epizootia europea de 1951-52, se demostr$ la importancia

de los sub-tipos o variantes virales.

piferentes investigadores encontraron tres sub-tipos del virus "O"; once
del "A" y tres del "C" (5). A los tipos de virus mencionados, deben agre-
garse los sudafricanos, S.A.T.1, S.A.T.2 y S.A.T.3, aislados en el Re-
search Institute (Animal Virus Liseases),Pirbright,Surrey,kngland (6) y
el tipo Asia 1, encontrado también en el mencionado Instituto.

2l virus de la fiebre aftosa es considerado como un subgrupo de los en-
terovirus,vinculado al grupo Coxsackie.(7). Es uno de los m4s pequefios
conocidos y el didmetro de su partfcula esférica varfa de 8 a 40 milimi-
crones (3). Estd formado por dos tipos de partfculas: una es la partfcula
infectante propiamente dicha,con un coeficiente de sedimentacién alrede-
dor de 140S y la otra, mids pequefia, con un coeficiente de 14 S,es la par-
tfcula fijadora del complemento, aunque esta propiedad,en menor grado la
posee también la partfcula infecciosa. El didmetro de las mismas, es de
23 y 8 milimicrones respectivamente, valores estos obtenidos por micros-

copfa electrénica y que coinciden, dentro de los errores experimentales
con los obtenidos a partir del coeficiente de difusidn.

BROWN y CRICK (9), estudian la estructura antigénica del virus total y

de las partfculas 20 y 7 milimicrones que se pueden obtener del mismo,



demostrando que las bandas de precipitacién del virus total frente a los
antisueros anti 20 y anti 7 milimicrones,eran seroldgicamente distintas
Y que una ce ellas- 20 milimicrones- desaparecfa cuando el virus se calen-
taba 30 minutos a 562C,
Nosotros pudimos verificar este hecho,pues al tipificar los virus por el
método de difusién en agar,observamos dos lineas al usar virus sin inac-
tivar y sélamente una cuando el virus habia sido calentado previamente du
rante 3C minutos a 56°C. .-
El virus estd formado por un nucleo de A.R.N. infectante,rodeado exterior-
mente por una sustancia proteica. &1 A.:l.N. es el responsable del poder in
feccioso,en tanto que la especificidad serolégica del virus estd determina
da por la cobertura proteica y por los demds componentes glicidos y lipi-
aos que se encuentran relacionados estructuralmente,al esgueleto del &4ci-
do nucleico (10).-
Desde el punto de vista inmunoldgico,el virus aftoso no es un buen antige-
no,confirmando la regla que establece que los virus bien definidos y sin
subtipos serolégicos,producen una inmunidad fuerte y prolongada y aquellos
que tienen numerosos subtipos-influenza,dengue,aftosa,etc.-producen una ba
ja ¥y poco persistente inmunidad.-
A partir de 19 '1,cuando en irancia se crea el primer centro de investiga-
cién contra la fiebre afiosa,hasta nuestros dfas,ha sido un problema de
vital importancia la lucha para la erradicacién de esta enfermedad.
Los centros de Plum Island,Animal Diseases Laboratory,U.S.Department of
Agriculture y el Research Institute(Animal Virus Diseases),Pirbright,
Surrey, England,constituyen conjuntamente con el Institut Francais de la
Fievre Aphteuse,Lyon,ithone,¥rance,los nicleos que concitan el mayor nime-
ro de comunicaciones y marchan a la vanguardia en la investigacién de los
problemas relacionados con la fiebre aftosa.
En nuestro pafls la accién oficial, se realiza a través de dos institucio-
nes: el Instituto Nacional de la Fiebre Aftosa, dependiente del Instituto
ijacional de Tecnologfs Agropecuaria ¥ la Comisién Asesora Nacional para
la Erradicacién de la Fiebre Aftosa.
Desde el punto de vista sanitario tres son los métodos en que se ha basa-
do la accién profilédctica:

1) Eliminacién de los animales infectados e incineracién de los mismos.

2) Establecimiento de un cordén de inmunidad, rodeando los focos del

brote por rebafios vacunados que eviten la propagacién de la onda

infectante y eliminacién de los animales infectados.



3) Vacunacién sistemdtica y repetida de los rebafios .-

Cualquiera que sea el método profildctico que se intente emplear para la
erradicacién de la fiebre aftosa,debe ir acompafiado de un plan de vacuna-
cién racional.

Las vacunas tipo VALLEE-SCHMIDT-WALDMANN preparadas con virus de epitelio
de animales infectados,formolizado y adsorbido en Al(OH)3,protegen aproxi
madamente al 90 % de los animales vacunados contra una agresién de la en-
fermedad.- Las vacunas bi y trivalentes no protegen con igual eficacia con
tra todos los tipos de virus.

Los niveles de anticuerpos se deben mantener con repetidas vacunaciones (11
pues la inmunidad se mantiene sélamente durante 4-6 meses subsiguientes a
la primo-vacunacién.

Se han empleado,ademds,otros tipos de vacunas: vacunas saponinadas (12),va
cunas con el complejo Violeta cristal ¢ Sangre inactivada etc.,con resulta-
dos dispares (13).-

L1 desarrollo de las técnicas de cultivo de los virus en cultivo de tejido
ha permitido preparar vacunas con virus cultivado en medio Frenkel o B.H.K.
Los resultados son promisorios pero es necesario una mayor informacién es-
tadistica para evaluar su verdadera eficacia.

£stos Ultimos afios se ha intentado trabajar en la linea de las vacunas a Vi
rus vivo,buscando reducir la patogenicidad,para una especie animal,conser-
vando se capacidad inmunogénica.

Los trabajos de SKINNER(14) y los de VERGE,PARAF,DHENNIN y ASSO (15) mues-
tran que,por pasajes repetidos en conejos lactantes o ratones destetados,
se logra atenuar la virulencia a limites que permiten su empleo como vacu-
na: estos trabajos no hin salido aun de la fase experimental.

En un pais como el nuestro en el que la economfa tiene una base agropecua
ria,es necesario extremar los esfuerzos para la erracdicacién definitiva de
esta epizootia.-

Por esta razén elegimos como tema de nuestro trabajo,la tipificacidén de
los virus aftosos,para estudiar comparativamente el verdadero valor de es
tas reacciones en la determinacidén del tipo de los virus aftosos.

Las pruebas cldsicas usadas en la tipificacién y estudio inmunoldgico de
un virus,son la sero-neutralizacién y la fijacién del complemento.

La primera de ellas exige suero del animal enfermo en el periodo agudo y
de convalescencia,exigencia ésta que limita su aplicacién,en el caso par
ticular de la fiebre aftosa.

Por estas razones,analizamos en forma critica,las técnicas de fijacién del



complemento 100 % de hemélisis (C'100 H.) y del 50 % de hemélisis(C'5O H.)
(16),se agregb el estudio de la hemoaglutinacién activa y pasiva y de las
pruebas de difusién an agar,incorporando,finalmente,dos nuevos métodos de
aglutinacién de particulas insoluble e inertes: l4dtex y colodio.-

Esta bateria de reacciones,aplicada a la tecnologia de los procesos de ob-
tencién de vacunas por el procedimiento de WALDMANN o el cultivo del vi-
rus en medio Frenkel o en cultivos de epitelio renal de Mesocricetus aura-
tus(B.H.K.),permitiria un mayor grado de certeza en la determinacién del
tipo de virus y en la titulacidén de las cepas: esa ha sido la inquietud

que originara nuestro trabajo.-
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TECNICA GNERAL

La descripcidén de las pruebas seroldgicas estudiadas en

~

nuestro trabajo comprenden una serie de esquemas en los que se detallan:

1) Introduccidn

2) Eguipo

3) Material de vidrio
4) Drogas

5) Reactivos

6) Iiétodo

7) Resultados
8) Conclusiones
9) Bibliografia

Para obtener resultados comparables y reproducibles (1, 2),

exigencia esencial en toda prueba seroldgica, es necesario:
1) Emplear reactivos estandardizados y controles adecuados.
2) Seguir estrictamente las indicaciones teénicas de cada método.

3) Consignar los resultados, en la forma especificada para cada

procedimiento.

1) Introduccidn

Para analizar cada método desarrollado, se realiza una es-
cueta introduccién histdérica de la reaccién, indicando la base tedrica

de la misma y las modificaciones efectuadas a la técnica original.

2) Equipo
1- Autoclave: Autoclave American Sterelizer Co., Erie, Penn., Made

U.S.A,

2- Estufas: a) Estufa para cultivo, ILutz Ferrando, Mod.254, Tempera-

tura 37° C, Ind. Arg.



10-
11-

12~

13-

14~

b) Estufa para desecacidn de material de vidrio, Cien-
ce, llod. 5040, Temperatura mdxima 200° C, Ind. Arg.
Centr{fugas: a) International Portable Refrigerated Centrifuge,
Mod. PR 1. International Equipment Co., Boston,

I'Iass. ) U.S.A.

b) International Centrifuge, Size 2, International

Equipment Co., Boston, lass., U.S.A.
Congeladora: The Bastian Blessing Co., Mod. 8515

Refrigerador: Refrigerador de 0°=6° C con compartimiento de con-

gelacién, Westinghouse, od. S.P.F., U.S,A.

Destilador: Precision Water Still, Mod 3125, Precision Scienti-

fic Coe., Chicago, U.S.A.

Balanzas: a) balanza de precisién, Sartorius, Gottingen

b) balenza E. Mettler, K5/T, Zurich, Swiss liade.
Microscopio: CARL ZEISS "JENA" ©N° 281981, tubo binocular-Germany.

Bafios de Marfa: a) Cience, lod. 3G, temperatura 37-56° C.,Ind.
Arg.
b) Cience, tamafio 1 m. por 50 cm., temperatura
37-56° C, 1Ind. Arg.

Fotocolor{fmetro: Crudo Caamafio y C{a., lMod. 1349, Ind.Arg.
Potenciémetro: Beckman Zeromatic pH meter. Mod. 4922 C.

Termémetros: a) termémetro de mdxima y mfinima, Enfis,Ind. Arg.
b) termémetro 0-250° C,.
¢) termémetro 0-100° C,

Bombas de vacfo: a) trompa de agua para vacio.

b) bomba para alto vacfo, LANDI, Motor 1/2 HP,
Mod. 14—950 Ind. .A.I'go

Gradillas: a) de madera, para 10 y 20 tubos de ensayo.
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16~

17~
18-

19~

Jeringas:

Vidrio

b) metdlicas tipo Kahn, para 24 ¥y 30 tubos de he-

mélisis.,

c) metdlicas para 100 tubos de hemdlisis

Pyrex, de 10 ml., 5, 1 ml, Ind. Arg.

Becton, lickinson and Co., B.D., Yale, 1/4 ml. U,S,A.

Agujas: hipodérmicas, acero cromo inoxidable, 25/8; 25/6; 10/5,

Morteros:

Ind. A.'L"g.

Reloj de intervalo

Portapipetas

3) Material de vidrio

1)
2)
3)
4)

5)

B.D,27, U.S.A,

de porcelana de 10~ 12 cm., de didmetro.

Frascos Pyrex de 60 ml. a 4 litros de capacidad.

Probetas Pyrex graduadas de 100 ml., a 2 litros de capacidad.

Matraces Erlenmeyer de 100 ml, a 2 litros de capacidad.

Pipetas seroldgicas graduadas hasta la punta:

a) de 1 ml. graduadas en 1/100 ml.
2 ml, graduadas en 1/100 ml,
5 ml. graduadas en 1/10 ml.
10 ml, graduadas en 1/10 ml.

b) de
c) de
a) de

Tubos

a) de
b) de
c) de
a) de

para centrifugacidn

10 ml.
12 ml.
40 ml.
40 ml,

de
de
de
de

capacidad
capacidad
capacidad

capacidad

de fondo cdénico, con tapa de bakelita:

graduados 1/100 ml.
sin graduacidn.
graduados 1/10 ml.

gin graduacidén.

Matraces aforadbs Pyrex de 100, 250, 500 y 1,000 ml, de capacidad.



7) Vasos de precipitacién Pyrex de 100 ml. a 4 litros de capacidad.

8)

9)

10)

11)
12)
13)
14)
15)

Embudos de vidrio:s

a)
b)
c)

de 18 a 20 cm, de didmetro
de 10 a 12 cm, de didmetro
de 5 a 6 cm, de didmetro

Tubos de ensayo Pyrex

Tubos para hemoaglutinacidédn Pyrex de fondo redondo sin botdédn ter-

minal.

Tubos de hemblisis Pyrex.

Placas de Petri de 12 cm. de didmetro.

Vidrios de reloj de diversos didmetros.

Portaobjetos.

Cubreobjetos.

liétodos de limpieza, preparacidn y esterilizacién de los materia-

les (3).

1)

1)

2)

3)

llaterial de vidrio:

Toda la cristaler{a debe ser usada quimicamente limpia; el ma-
terial nuevo exige un tratamiento previo con mezcla sulfocré-
mica o hipoclorito concentrado. Conviene marcar los émbolos

y el cuerpo de las jeringas con el mismo ndmero al igual que
los frascos y matraces con sus respectivas tapas, para evitar
intercambiar unas con otras ..

En cuanto al material usado se lo trata en la siguiente forma:

Se deja varias horas en remojo en agua fria y se cepilla vara

remover todo resto grosero, adherido al vidrio.

Sumergir en solucidn detergente caliente y dejar 24 horas. Se

emplea con buenos resultados el detergente TX.

Escurrir el detergente y cepillar cada pieza bajo agua calien-
te.



4)
5)
6)

7)

9)

10)

11)

Cepillar cada pieza con agua corriente fria.
Injuagar repetidas veces con agua corriente caliente.

Enjuagar con agua destilada y con agua bidestilada cuando la

técnica asf{ lo exija (colodio).
Dejar escurrir y secar en estufa.

Seleccionar los tubos, eliminando los sucios y los rayados,
que dificultan la lectura de los resultados. Los tubos y pi-
petas de los que no se han eliminado proteinas, restos de co-
lodio, létex, etc., se los deja 24 horas en mezcla sulfocrdé-

mica, siguiendo luego con el tratamiento indicado.

Las pipetas se taponan en las boquillas con algoddn, se las
clasifica por sus capacidades en mililitros y se distribuyen

en portapipetas metdlicos.

Los tubos de hemélisis se preparan colocdndolos, boca abajo,
en recivientes metdlicos o en vasos de precipitacidn (2-4 1i-
tros), tapados con gasa, con papel madera y atados, de acuer-—

do a la técnica bacterioldgica.

Los tubos de ensayo, probetas, frascos Erlenmeyer etc. se
preparan, para su esterilizacién, de acuerdo a la misma téc-

nica.,

2) liaterial de goma:

1)
2)
3)
4)
5)

Hervir 15 minutos en solucién detergente.
Enjuagar con agua corriente fria.
Enjuagar con agua destilada.

Secar en estufa.

Colocarlo en recivientes metdlicos cerrados para su esterili-

zacidn.



Esterilizacidn

1) Material de vidrio:
Esterilizar en horno (calor seco) a 160° C, durante una hora

0 a 170° C, durante 30 minutos.
2) laterial de goma y soluciones:

Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 120° C, Cuando
las soluciones se alteran a esa temperatura (ej. Solucién Al-

sever), se recurre a la tyndalizacidn.-

4) Drogas:

Los productos quimicos empleados deben ser de mdxima pureza y sa-
tisfacer las exigencias de las técnicas desarrolladas. Hemos procu-
rado emplear drogas que respondieran a estas caracterf{sticas (B.D.H.),

en cada caso se describe la sustancia empleada, consignando:

1) Nombre

2) Denominacidén en envase original
3) Grado de pureza

4) Férmula

5) Peso molecular

6) Iarca

5) Reactivos:

-

1) Agua destiladat el agua destilada y bidestilada se obtiene se-
manalmente del destilador general, ya descripto, verificando
periddicamente el pH que estd aproximadamente entre 6,5 - 6,7

unidades de pH.-
2) Soluciones salinas:

Las soluciones salinas se preparan con agua destilada o bides-

» tilada, se envasan, se rotulan y esterilizan marcando el nivel



del 1fquido,para completar su volumen cuando se hubiera producido
evaporacién. Se las conserva a temperatura ambiente o en la hela-
dera, dc acuerdo a las caracterfsticas de las mismas.
3) Ant{genos:
En nuestro trabgjo empleamos los siguientes tipos de ant{genos:
a) Virus aftoso tipo o patrén (0,4,C).
b) Virus aftoso extrafdo de epitelio lingual de bovino infectado
espontdnea o experimentalmente.
c) Virus aftoso cultivado en medio Frenkel.
d) Virus aftoso cultivado en cultivo de epitelio renal de "Cri-
cetus auratus".
e) Virus aftoso cultivado en cultivo de epitelio renal de bovino.
f) Virus aftoso extrafdo de ratén lactante inoculado.
g) Virus aftoso extrafdo de flufdo vesicular de lesiones podales
de cobayo inoculado.
h) Virus aftoso de linfa de bovino inoculado experimentalmente
o infectado espontdneamente.
i) . Suspensién de epitelio lingual normal de bovino({ control ne-

gativo).

La procedencia ae los antf{genos que se consignan en el cuadro
Ne 1, ha sido:

Los ant{genos de epitelio lingual de bovino y de ratén lactante,
del Laboratorio de la Comisién Asesora wacional para la rrra-
dicacién de la liebre Aftosa (C.A.N.E.r.A.) y los antigenos

de cultivo en medio Frenkel y de cultivo en epitelio renal,del
Instituto Nacional de la riebre Aftosa, dependiente del insti-

tuto nacional de iecnologia Agropecuaria \I.N.T.A.)



Los virus aftosos tipo y el epitelio lingual normal de bovi-

no han sido proporcionados por ambos laboratorios.
4) Sueros
Empleamos los siguientes tipos:

a) Antisueros aftosos hiperinmunes 0,A,C de cobayo

b) Sueros controles:

1) Control negativo: suero normal de cobayo.

2) Control de especificidad: suero equino antirrébico.
En el cuadro N° 2 se consigna, el mimero de origen de la
muestra, el tipo a que corresponde, el tftulo obtenido por la

técnica de fijacidn de complemento y finalmente la proceden-

cia,

5) Los reactivos de aplicacidn especial se detallan en la técnica

respectiva.

6) Método
Este capftulo se lo subdivide en dos partes:

1) Se describen los distintos pasos seguidos en las técnicas
(sensibilizacién de partfcular inertes, calibracién del foto-

colorfmetro para la prueba del 50 % de hemélisis, etc.)

2) Se detalla el desarrollo de la prueba en sf, consignando dilu-

ciones, volUmenes usados, temperaturas, etc.

7) Resultados:

Se protocolizan los resultados de acuerdo a las indicaciones estableci-

das por los autores de cada método.

8) Conclusiones

Se discuten los resultados y se analizan la sensibilidad y especifici-






CUADRO N° 1

_ANTIGENOS
lluestra Virus N° de Material T{tulo del
No Tivo origen remitido (1) virus (2) ©Procedencia
1 0 1238 M.C. — C.A.N.E.F.A.
2 A 1033 A.E.B. 10-7+8 "
3 c 976 M.C, - "
ro 979 M.C. — "
CegomooE T
Lo 974 M.C. — "
2 A 975 M.C. — "
6 A 978 M.C. _— "
7 A 977 M.C. — "
8 c 1148 M.C. - "
9 A 1476 A.E.B. 107163 "
10 0 1347 A.E.B. 10~7+63 "
11 A 1196 A.E.B. 10-6,8 "
12 0 1089 A.E.B. -10~7+8 "
13 A 1202 x,C. _ "
14 A 1159 A.E.B. 107563 "
15 C Iv,(18)23 A.E.B, —_— "
16 0 1301 14.C. — "
17 0 8/5/63 A.E,B. — "
18 c 1222 A.E.B. 107263 "
19 A 1207 A.E.B, 10~7+63 "



20

21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

39

40

41
42

1232
1296

1312
1146
1266
1292
17/5/63
17/5/63
17/5/63
1303
1343
1339
1407
1400

1395

1424
1380
1407
1387
1396

1434
1448

1429

1541

10-7’63
10-7,63

10-7+63

_10-7,8

10-7+63
10~7,+8
10-7,53
10~8,0
10-7,8
10-7,96
10~7»30
10~7,63
10~7+63
10-8,0
107842
10~7»8

10‘7963

10-7'63

10-7963
10-7063

107,63

CQA.N.E'F.A.

"

"

"

“

"
J.N.T.A.

C.A.N.E.F.A.

Inst. Malbrén

" (4)

C.A.N.E.F.A.



43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

62
63

64

65
66

"0
.0

1588
1559
1510
1514
1428
1499
1528
1518

1611

1604
1636
1526
1559
1677

1655

1705
1844

1606
1699
1801

1939

2149
2181
2279
2369

M.C.
M.C.
M.C.
M.C.R.L.
M.C.
R.L.
A.C.F.
A.C.F.
A.E,B.
E.N.B.
M.C.
M.C.
A.E,B.
A.E.B.,
A.E.B.

M.C.R.L.

M.C.
M.C.

R,L,
A.E.B,
M.C.

M.C.

M.C.
M.C.
M,C,
M.C.

E.B.P.

E. B.P.

10‘7'63

10-7+63
10~7»63
10-7+80
10=T80

10~7,80
10-7, 80
10""7’ 80

10-7163

10-7963
10’7’63

10'796

107728

c.A.N.E.F.A.

(5)
(5)



67
68
69
70
71
72

73

74

75
76
7
78

79

80
81
82
83
84
85

86

ro

Lo

1849
1833
2001
1969
2034

2660
2456
2548

2625
2652

2705
2041
328

2143

2675
2734
3051
2475
2343
2521

2522

3550
3524

4564

3333
3376

E.B.P,
A.E.B.
A.E.B.
A.E.B,
A.E.B,

A.EOB.

M,.C
M, C
M, C

M.C.
M.C.

i.C.
A.E.B,
M.C.

A.E.B.

M.C.
L’I.C.
M.C.
A.E.B.
A.E.B.
M.C.R.L,
A.E.B.
M.c.
M,.C.
M

«C.

A.E.B.
A.E.B.

10~763
10-7163
1077163
10~7,63
10~7,80

10-6930

107,63

10-7'63
10“7, 63
10-7’ 63

10-7'80

(5)

CeAeN.EFede

C.A.N.‘E.F.A.



87

88

89

90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110

111

> > » B B B B O

Q

2277
2279

3600

2172
2202

30/9/64
30/9/64
30/9/64
3049/64
216
213
214
223
224
225
226
227
237
236
234
235
232
233
254
255
260

250

A.E.B.
A.E.B.

M.C,

A.E.B.
A.BE.B.

E.B.P.
E.B.P.
E.B.P,
E.N,B.
A.C.F,
A.C,F,
A.C.F,
A.C.F,
A.C. &,
A.C.2,
A.C,F.
A.C. 7,
A.C.F.
A.C.F,
A.C.F.
A.C.F,
A.C.F,
A.C.F,
A,C.T.
A.C.F.
A,C,F,

A.C.I.

10"'7 [} 80
10-7980

10‘7980
10"7 » 80

10-8,0

10-80

10-8,0

10-7+80
10~4,04
10=T254
1075104
10-5,80
104154
107380
10-2,54
1072,04
10-6,54
10-7+54
10~7,80
1076,54
10780
10-8,04
10~8,04
10-6254

10-7,04

C.A.N.E.F.A'

"
"
"
"
I.N.T.A.
"
"
"



112

113
114
115
116
117
118
119

120

121

122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135

© » O » » »

>

[

10
L0

> P O

o

258

259
246
247
261
262
256
257
259

268
269

266
270
298
302
330

13/1/63

28/8/63

17/8/63

8/8/63

18/4/64

17/3%64

13/3/64

15/4/64

21/4/64

A.C.H,
AC.F,
A.C.F,
A.C. 17,
A.C.7,
AC.F,
A.C.F.
A.C.H,

A.C.F,

A.C.F,
A.C.Eo

A.C.T,
A.C.7,
A.C.F,
A.C.F,
A.C.#,
B.H.K.(Cr)
B.H.,K.(Cr)
B.H.K.(Cr)
BJ.H.K,.(Cr)
B.H.K.(Bov.)
B.H.K. (Bov.)
B.H.E.(Bov.)
A.F.Y,

APV,

10-7+80
106,30
10-6,80
10-7104
10-7154
10-6554
10-7,54
10~7154

106,30

10-7,54
10-6,80
10-8,80
106504
10™5+80
10-7+80
10-780
10-6,48

10850

108,54

10~6154

10"'8 [ ] 54‘

10-850

I.N.T.A.



136 c 27/4/64 APV, 7,73 I.N.T.A.

137 - - E.N.B. — "

138 0 17/4/64  E.C.P, 10°7+8 Inst.lMalbrdn

139 A 23/4/64  E.C.P, 10~756 "

140 C 29/4/64 E.C.P. 10~7,0 "

141 0 10/6/64  A.L.B, 10-8,0 (4)

142 A 10/6/64 A.L.B, 10-8,0 (1)

143 c 24/6/64  A.D.B. 10-7»8 (4)

144 C 1846 A.E.B. 107963 C.AN.E.F.A
Referencias:

(1) A.E.B, :
E,N,B,
R.,L. 3

M.C.

M.C.R.LO

A.C.F,

E.C.P,
E.B,P, :

antigeno de epitelio lingual de bovino.

epitelio lingual normal de bovino,

antigeno preparado a partir de ratén lactante inoculado con

virus aftoso.

infectado espontédneamente.

muestra campo, corresponde a epitelio lingual de bovino

¢ muestra campo ratdn lactante, corresponde & un pasaje por

ratén de la muestra campo de epitelio lingual de bovino

infectadoe.

ant{geno cultivo Frenkel, corresponde a la fase liquida

del cultivo de tejido, agregada del sobrenadante por cen-

trifugacidén de la extraceciédn acuosa del tejido lingual.

epitelio de cobayo, inoculado con virus patrén.

epitelio lingual de bovino inoculado, usado como patrén,

luego de haber sido tipificado (4 + , durante 30 min.)

contra sueros hiperinmunes patronese.



2)

3)
4)

5)

B.H.K.(Cr) : antigeno cultivado en epitelio renal de Criceto dorado,
corresponde a la fase liquida del cultivo de tejido,
mds el extracto sobrenadante del triturado del cultivo
celular.

B.H.K.(Bov.): antf{geno cultivado en epitelio renal de bovino, corres-
ponde a la suspensién viral constitufda por la fase
1{quida del cultivo de tejido, més el extracto sobrena-
dante del triturado del cultivo celular.

A F.V, : antigeno de flufdo vesicular de lesiones podales de
cobayo inoculado con virus aftoso.
A L,B. : ant{geno de linfa de bovino.

Dosis letales limites 50 % (D.L. 50) de mortalidad en ratones lactan-—
tes; datos suministrados por I.N.T.A. y C.A.N.E.F.A.

En la preparacién del anti{geno se utilizé un "pool" de muestras.

Ant{genos patrones de epitelio plantar de cobayos inoculados, de a-
cuerdo a la técnica de Rottgardt y Charles, obtenidos por nosotros
en el Instituto lalbrdn.

Muestras adquiridas en laboratorios privadose



CUADRO No 2

ANTISUZROS AFTOSOS DE COBAYOS HIPERINNMUNIZADOS

Muestra Antisuero T{tulo
No Tipo F.del C. (1) Procedencia (2)
1 o) 1:180 CeAeNEJFoAe
2 0 1:180 C.A.N.E.F.A.
3 0 1:160 Instituto hlalbrédn
4 A 1:100 C.A.N.,E.F.A.
5 A 1:80 Instituto Malbrén
6 c 1:160 CeAN.E.F.AS
7 C 1:150 CeAcN.E.F.A.
8 c 1:180 Instituto Malbrén
9 0 1:100 I.N.T.A.
10 A 1:160 "
11 C 1:320 "
12 0 1:80 Instituto Malbrédn
13 A 1:100 " "
14 C 1:160 " "
15 0 1:150 CeAN.E.F.A.
16 A 1:160 "
19 C 1:160 "
18 o) 1:100 I.N.T.Ae
19 A 1:100 CeAeN.E.Fo.A.



20 C 1:150 I.N.T.A.

21 A 1:50 "

22 0 1:150 "

23 0 1:80 CedeN.E.FoAe

24 c 1:200 CeA.N.E.F.A.

25 0 1:120 Instituto Malbrédn

26 A 1:80 " "

27 C 1:150 " "

28 0 1:80 C.A.N.E.F.A,

29 A 1:90 "

30 c 1:250 "

31 0 1:80 "

32 A 1:90 "

33 C 1:250 "
Referencias:

(1) -

(2)

Titulo de los sueros hiperinmunes obtenidos por la técnica de
fijacién del complemento (100 %H) tal como nos fueron remitidos

por las Instituciones Oficiales: C.A.N.E.F.Ae e I.N.T.A.

CeA.N.E.FeA. : Comisidn Asesora Nacional para la Erradicacién de
la I"iebre Aftosa.

J.NeTeA. ¢ Instituto Nacional de Tecnologfa Agropecuaria.

Instituto Malbrén: antisueros obtenidos y titulados en el Insti-
tuto Nacional de Microbiologia, Carlos G.
IMalb I‘é.n .
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6) Tipificacién de los virus aftosos.

1)

2)

3)
4)

8)

9)

10)
11)

12)

13)

14)

15)

16)

Diluir los sueros hiperinmunes "O","A"™ y "C" en los titulos obtenidos
en la prueba anteriormente descripta,calculando la cantidad necesaria
para tipificar todos los antigenos. '
Preparar diluciones de los antigenos 1:10 a partir de la dilucién deno-
minada"antigeno puro".
Preparar diluciones del complemento conteniendo 1 y 2 unidades C'H50 .
Colocar en gradillas para tubos de hemélisis,2 filas de 5 y 4 tubos por
cada antfgeno a tipificar. Numerar los tubos de 1 a 8 e indicar N2 del
antigeno.
Colocar 0,40 ml., del antisuero "O" en los tubos N2 1 y N2 6,de antisue-
ro "A" en los N2 2 y N¢ 7 y de antisuero "C" en los nimeros 3 y 8.
Agregar a todos los tubos 0,40 ml, del antfgeno en estudio.
En los tubos N2 4,5 y 9 agregar 0,40 , 0,90 y 0,40 ml. de tampén de ve
ronal respectivamente.
En los jubos del N2 1 al N2 4,adicionar 0,50 ml. de complemento con 1
unidad de C'Hgy . en los tubos del N¢ 6 al Ne 9, 0,50 ml. de fec'Hso ",
Incorporar 3 tubos controles de antisuero:
Tubo N¢ 10 :0,40 ml. antisuero "O"¢ 0,40 ml, tampén veromal ¢+ 0,50
ml., de complemento(ZC'HSO) .
tubo N2 11 :0,40 ml. antisuero "A" ¢+ 0,40 ml. tampén veronal ¢ 0,50
ml. complemento (2C'H5O)
Tubo N¢ 12 :0,40 ml., antisuero "C" ¢4 0,40 ml. tampén veronal ¢+ 0,50
ml, complemento (ZC'HSO)
Agitar los tubos y dejar 20 horas a 4°C en heladera.
Agregar a todos los tubos 0,50 ml. de sistema hemolitico,agitar e incu-
bar 60 minutos a 37°C.
En los tubos controles de antigeno,N2 4 y N2 9,debe haber hemblisis 50%
en el N2 & debe haber fijacién completa pues no lleva complemento. ’
los tubos N2 10,11 y 12 , controles de sueros hiperinmunes,deben presen
tar hemélisis 50%.
El tipo del virus estd determinado por una fijacidén completa(4+) con
un tipo de antisuero(antisuero homélogo) y hemélisis con los otros an-
tisueros( antisueros heterélogos). b
Las lecturas se realizan en el fotocolorimetro,como en los casos ante-

riores

Anotar los resultados en el protocolo.



17) El1 esquema siguiente detalla el desarrollo de la prueba:

Tubo

o Antisuero Antigeno  Tampén Complemento Sistema
- 1:10 veronal IC'H50 hemolftico
1 0,40 "O" 0,40 - 0,50 0,50
Incubar Incubar
2 0,40 "A" 0,40 -— 0,50 0,50
20 h, 60"
3 0,40 “cC" 0,40 — 0,50 0,50
a a
4) —— 0,40 0,40 0,50 0,50
4°C 37eC
5 —— 0,40 0,90 —_— 0,50
6) 0,40 "O" 0,40 S 0,50 0,50
7) 0,40 "A" 0,40 - 0,50 Incubar 0,50 Incubar
8 0,40 "c" 0,40 ——— 0,50 0,50 m
20 he. 60
9 — 0,40 0,40 0,50 0,50
a a
10 0,40 "O" —-— 0,40 0,50 0,50
40C 37¢C
11 0,40 "A" — 0,40 0,50 0,50
12 0,40 "C" —— 0,40 0,50 0,50




7) Resultados:
La técnica de fijacién del complemento aplicada a la tipificacién de los
virus aftosos,se realizé de acuerdo a los métodos siguientes:
1) Fijacidén del complemento tomando como punto final de lectura el 100 %
de hemélisis.
2) Fijacién del complemento tomando como punto final de lectura el 50 %
de hemélisis.

1) Para efectuar la tipificacién debimos,previamente,titular los sueros hi-
perinmunesde acuerdo a la pauta de trabajo descripta en Método en este
mismo capitulo.

Los t{tulos de los antisueros,en la técnica del 100 % de hemélisis,va-
rian entfe 1:50 y 1:320,como se puede observar en el cuadro de valores
N2 3 donde figura el totél de los sueros titulados.

En la tipificacién de las muestras virales,se estudiaron 135 antigenos
(Cuadro N2 4) a los que se les determiné el tipo,obteniéndose 98 % de
reacciones positivas para los antigenos de epitelio y 75 % de positivi-
dad para los virus de cultivo.

Sobre el total de muestras.examinadas la positividad fué del 91 %.Gré-
fica N2 3§ .

S1 se expresa la positividad de las reacciones en funcién del tftulo
del virus( D.I.50 ),se observa que,para el virus 0,t{tulos menores de
10-7’0 dan 75 % de reacciones positivas,descendiendo al 65 % para titu-
los entre 10-7’O a 10-7’6 . Tituios entre 10-7’7 a 10-8’0 dan 100 % de
positividad.

Para el virus A la reaccién muestra el siguiente gradiente:titulos meno-
-7,0 -7,0 a 10-7,6’

»100 % de reacciones positivas y final-

,63 % de reacciones positivas;t{tulos de 10
86 %;tL{tulos de 10” 1?1 a 1070
mente,para el virus C ,la positividad es del 100 % para los titulos com
=855 | Ver créfica Ne 2 .

Los valores encontrados no permiten establecer que exista una relacién
directa entre el titulo infectante( D.I.50 ) ¥ el titulo fijador del
complemento,l0 que se explicaria si se tiene en cuenta que el virus de

res que 10

prendidos entre 10722 y 10

la fiebre aftosa estd formado por dos particulas de distintas caracterig
ticas fisicoquimicas y antigénicas.

La més pequefia posee del 50-100 % de la actividad fijadora del comple--
mento y la mayor entre el 90-98 % de la capacidad infectiva,pero,la es-

tabilidad de embas es diferente 1o que hace variar,dentro de limites muy



amplios la proporcién en que se encuentran una cdn respecto de la otra. Condi-
ciones y lineas de trabajo que escapan a la indole de nuestra investigacién,re
solverian este problema. Para determinar la sensibilidad de nuestra técnica,to
mamos un grupo de virus patrones y efectuamos con ellos la prueba de fijacién
del complemento en forma cuantitativa para determinar las médximas diluciones
de los virus y de los antisueros que dan reaccién positiva 4 ¢+ . El cuadro N¢
muestra el desarrollo de la prueba.

CUADRO N¢ 5
Ant{ no"Q" Diluciones del suero hiperinmune "O" N¢ 3
N§e90 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 C.A
1:5 4 4 ¢ 4 ¢ 4 ¢ 2 ¢ -
1:10 3+ J s 2 4 2+ l s+ -
1:20 2+ 2 & 2 ¢ 1l ¢ - -
1;40 1l s+ % - - - -
Antigeno "A"
Ne 91
1:5 - - - - - -
1:10 - - - - _ -
Antigeno "C"
N2 92
1:5 - - - - - _
1:10 - - - - - -

A continuacién se transcriben los resultados obtenidos con los otros antf{-

genos y antisueros patroness

Suero "O",N29 - 1:100 Antfgeno "O",N2138 - 1:10
Suero "O",N225 - 1:150 Antfgeno "O",N232 - 1:10
Suero "A",N? 4 - 1:100 Antfgeno "A",N? 91 - 1:5
Suero "A",N216 - 1:180 Ant{geno "A",N2 139 -~ 1:10
Suero "A",N226 - 1:80 Antfgemo "A",N233 - 1:5
Suero "C",Ne11l - 1:400 Antfgeno "C",N292 - 1:20
Suero "C",N217 - 1:160 Antf{geno "C",N2140 - 1:10

Suero "C",Ne27

1:160 Antfgeno,N234,"C" - 1:10



Estos antisueros y antigenos se titularon también por la técnica de 50 % de
hemélisis. Los resultados y la comparacién de los dos métodos,respecto a su
sensibilidad,se incluyen en "Resultados de la fijacién del complemento 50% H.

2)En la prueba de fijacién del complemento con lectura fotocolorimétrica del

50% de hemélisis,la titulacidén de los antisueros se realizé siguiendo la téc

nica descripta en Método.

En total fueron titulados 22 sueros hiperinmunes con tftulos que varfan en-

tre 1:400 y 1:3200 ( Cuadro N2 3 ).

En la tipificacién de los antigenos,de los que se estudiaron 135 muestras (Ver

Cuadro N2 4 ),se encontré 95 % de positividad para los virus de epitelio y 79%

para los de cultivo. Sobre el total de los antigenos examinados,la positivi-

dad fué del 92 % .- Para determinar la sensibilidad de esta técnica,tomamos

un grupo de sueros hiperinmunes y de virus patrones y efectuamos la prueba

de fijacién del complemento 50% H.,en forma cuzntitativa,con el objeto de ob-

tener las mayores diluciones de antigenos y antisueros que dan fijacién com-

pleta 4 ¢+ .~ El1 Cuadro N¢ 8 muestra el desarrollo de la prueba. .
CUADRO Ne¢ 8

Antigeno "O" Diluciones del suero hiperinmune "O" N¢ 15
Ne 90 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 1:6400 C.A.
1:10 4 « 4 & 4 & 3¢ ls - -
1:20 4 + 4 ¢ 2 & - - - -
1:40 4 ¢ 4 + 2+ ls¢ - - -
1:80 4 & 4 « 2 ¢ - - - -
1:160 - - - - - - -
1:320 - - - - - - -
C.S - - - - - -
Antigeno "A"
Ne 91
1:20 + 4 - - - - -
1:40 - - - - - - -
1:80 - - - - - - -
Antigeno "C"
Ne 92
1:20 +* + - - - - -
1:40 + - - - - - -

1:80 - - - - - - -



A continuacién se transcriben los resultados obtenidos con los otros antige~
nos y antisueros tipos:

Suero "O", N3 -  1:1000 Antfgeno "O",N® 138 - 1:80
Suero "O%,N2 25~ 1:1000 Antigeno "O",N2 32 - 1:80
Suero "A",Ne 10.  1:1600 Antigeno "A",N¢ 91 -  1:40
Suero "A",N2 32_. 1:400 Antigeno "A",N2 139 - 1:40
Suero "A",N2 16. 1:800 Antigeno "A",N2 33 -~ 1:80
Suero "C",N2 11. 1:3200 Ant{geno "C",N2 92 - 1:160
Suero "C",N® 14. 1:1000 Antigeno "C",N2 140 - 1:80
Suero "C",N2 27 1:800 Antigeno "C",N2 34 - 1:40

Comparacién de la sensibilidad del método de 100% y del 50% de hemolisis en
la titulacién de los sueros hiperinmunes y los ant{genos patrones.

Suero lécnica 100% Técnica 50% Virus Técnica 100 % Técnica'SOA%
0 1:160 1:800 0 1:5 1:80
0 1:100 1:1000 0 1:10 1:80
0 1:150 1:1v00 0 1:10 1:40
A 1:100 1:1600 A 1:5 1:40
A 1:180 1:400 A 1:10 1:80
A 1:80 1:800 A 1:5 1:8u
C 1:400 1:3200 Cc 1:20 1:160
c 1:160 1:1000 C 1:10 1:80
C 1:160 1:800 c 1:10 1:40

Por otra parte si expresamos la positividad de las 135 muestra tipificadas
en funcién del tItulo(D.L.so ) de las mismas,observamos que el virus "O"

a tftulos inferiores de 10 ~ 'Y da 75 % de reacciones positivas;de 10'7’U
107726 100 % ; para tftulos de 1077*7 a 107220
res que 10°570,100 # de positividad.
"Para el virus "A" los resultados fueron: tftulo menor que 10 ,81 % de po
sitivos;de 107770 2 20772%,91 % ;5 de 1077°7 2 1078:0,100 % y para titulos
-8’0,100 % de positividad.-

a
,93 % y para titulos mayo-

-7,0

mayores que 10
"81091
a 10 100 %

,todas las reaccio

Los resultados para el virus "C" dieron : titulos de 10-7’O
de positividad y,finalmente para tftulos mayores de 10—8’O
nes fueron positivas.- Grifica N¢ 6.-

La prueba de fijacién del complemento,l00 % de hemélisis,fué tomada como pro
totipo,para correlacionar los valores obtenidos en las diferentes técnicas

usadas en este trabajo. Los resulados finales muestiran los cuadros compara-

tiVOSo-
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GRAFICO N2 4

REPREJENTACION GRAFICA DE L05 RESULIADOS DE (4 ITPIFIACronY
DEL VIRUS 4FT050, EN FUNGION DEL TITULO DEL VIRUS, EN L4 PPUEBA X

FUACON DL COMPLENENTO, 1007 U
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Referencies:
(1) + sector proporcional al % de positividad.
- gector proporcional al % de reacciones
negativas.
(2) Para el virus "C" no se tipificaron mues-
tras con esos tftulos.




GRAFICO N2 5§
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GRAFICO N2 6

REPRESENTACION GRAFICA DE L05 RESULTADOS DE LA TIPIFIC4CION
DEL VIRUS AFT050. EN FUNCION DEL TITULO DEL VIRUS, EN L4 PRUEBY DF

FIJACION DEL COMPLEMENTO, 50 /o U.
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Referencias:
(1) + sector proporcional al % de positividad.
- sector proporcional al % de reacciones
negativas.
(2) Para el virus "C" no se tipificaron muestras
con esos titulos.




CUADRO N¢ 3

ANTISUEROS AI"'OSOS DE COBAYOS HIPERINMUWIZADOS, TITULADOS POR LA TECNICA

DE FIJACION DEL COMPLEMENTO: LECTURA 100% DE HEMOLISIS Y 50% DE HE4OLISIS.

Muestra N@ Antisuero tipo T{tulo 100% H.(1) T{ftulo 50% H.(1)
1 0 1:180 1:1200
2 0 1:160 - (2)
3 0 1:160 1:1000
4 A 1:100 -

5 A 1:80 1:400

6 C 1:160 1:1000
7 C 1:160 1:1000
8 C 1:180 1:1000
9 0 1:80 -
10 A 1:160 1:800
11 C 1:320 1:3200
12 0 1:80 1:400
13 A 1:100 1:500
14 C 1:160 1:1000
15 0 1:150 1:800
16 A 1:120 1:500
17 C 1:160 -
18 0 1:80 -
19 A 1:100 1:500

20 C 1:160 1:1000
21 A 1:50 1:300
22 0 1:120 1:800

23 0 1:180 -—
24 C 1:200 1:1600
25 0 1:120 1:800
26 A 1:80 -
27 C 1:150 1:800
28 0 1:80 1:400
29 A 1:80 -




30 C 1:250 1:2400

' 31 0 1:80 -
32 A 1:90 1:400
33 C 1:250 .
Referencias:

(1) Se denomina tftulo del antisuero, la mayor dilucién del
mismo que da fijacién completai4+) frente al antfgeno homélogo.

(2) Los antisueros consignados\--) corresponden a partidas no
tituladas por este método.



CUADRO Ne¢ 4

TIPIFICACION DEL VIRUS AFTOS0 POR LAS PRUEBAS DE FIJACION DEL COMPLEMENTO/.

Resultados

Muestre N2 Virus tipo 100 4 H 50 % H
1 0 0 4+ 0 4+
2 A A 4y A 4+
3 C C 4« C 4«
4 0 0 2¢ U 3¢
5 A A 4+ A 4+
6 A A ls A 2¢
T A A 4s A 4¢
8 C C 4+ C 4+
9 A A 4¢ A 4s
10 0] 0 3¢ 0 4+
11 A A 4+ A 3¢
12 0 0 4+ 0 4+
13 A A 4+ A 4s
14 A A 4¢ A 4s
15 C C 44 C 4«
16 0 0 4+ 0 4«
17 0 0 3+ 0 2¢
18 C C 44 C 4+
19 A A 4¢ A 4+
20 A nege. A 2+
21 0] 0 4+ 0 4+
22 C C 4+ C 4+
23 0 0 4+ 0 4+
24 A A 4s A 4+
25 c C 4+ C 4+
26 0 0 2+ 0 4+
27 c C 4+ C 4+
28 0 0 4+ 0 4+
29 0 0 4+ 0 4+
30 0 0 4+ 0 4+
31 C C 4« C 4+
32 0 0 4+ 0 4+
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71
72
3
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
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104
105
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2¢
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4e
24
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1
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4+
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0 3¢
neg.
0 1+

neg.

neg.
neg.
neg.
neg.
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110 0 0 1¢ 0 1s
111 0 0 1s¢ 0 1+
112 A A 2+ A 2¢
113 A Als A 24
114 A A le A 2¢
115 A A ls A 2¢
116 0 neg. 0 1l¢
117 A A 2+ A 2+
118 0 0 4+ 0 4+
119 A A 2¢ A 2+
120 A A 2+ A 2¢
121 0 0 3¢ 0 3+
122 0 0 3¢ 0 3¢
123 0 0 2¢ 0 2¢
124 A A 2+ A 2¢
125 A A ls A 2+
126 0 neg. 0 1les
127 0 neg. neg.
128 A A ls A ls
129 C C 2+ C 2¢
130 C neg. neg.
131 0 0 4+ 0 4+
132 A A 2+ A 2¢
133 c C 3¢ C 3¢
134 0 -_— -

135 A - -

136 C - -

137 - - —

138 0 0 4+ 0 4+
139 A A 4+ A 4e
140 C C 4+ C 4+
141 0 - -

142 A —_ -

143 C —-— -

144 C C 3¢ C 4+

Referencias:

Las muestras indicadas con (--) corresponden a epitelio normal,
a fluido vesicular y a antfgenos que, por no alcanzar el material,no se pu-

dieron tipificar.
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f£IJACION DEL COLPLELIENTO

En 1894, PFEIPFER (1) comunica que el suero de cobayos so-
brevivientes a la inoculacién experimental, con una suspensién de Micros-
pira comma, contenf{a una sustancia capaz de lisar el vibrién colérico, de—

mostrando el cardcter inmunolégico del fendmeno.

Cuatro afios m4s tarde, BORDET (2) prueba que cuando se inocu-
lan eritrocitos de conejo a un cobayo, el suero de este Ultimo es capaz
de hemolizar espec{ficamente los glébulos rojos de conejo. Ambas expe-
riencias, ocurrian en presencia de complemento y pusieron de manifiesto,
la capacidad que tiene un anticuerpo (bacteriolisina o hemolisina) de

reaccionar en forma especifica, con el ant{geno que le did origen.

Experiencias posteriores de BORDET y de EHRLICH (3) demuestran

que la hemélisis se produce, por la accién conjunta de tres sustancias:
1) Glébulos rojos de una especie animal fijada.

2) Suero hemol{tico, inactivado, anti-glébulos rojos de la

especie elegida.
3) Suero normal de cobayo, fresco (complemento).

La hemolisina o amboceptor es un anticuerpo especi{fico, termo-
estable, provocado por la inyeccidén del antigeno y capaz de combinarse

con &1,

El complemento o alexina (del griego, sustancia protectora),
es un grupo de protefnas séricas ligado a las globulinas (5), del que se

han podido identificar cuatro fracciones: C'l, C'2, C'3 y C'4.

La fraccién C'l es una globulina, termoldbil a 55° C,; C'2,
una glucoproteina, termoldbil a 55° C.; C'3, un fosfolifpido, termoestable
a 55° C, que pierde su estabilidad por calentamiento a 66° C.,durante 30

minutos y C'4, una glucoproteina levdgira relacionada con el ion calcio



y termoesteble a 55° C. Para que la hemélisis se produzca, se requieren

los cuatro componentes.

Recientemente PILLEMER (6,7) ha descubierto un nuevo componen-
te proteico, inespec{fico, del suero humano normal, esencial para la bac-
teriolisis y la hemélisis de los glébulos rojos, al que denominé proper—
.dina y cuya intervencién en los sistemas antigénicos, es ain objeto de
estudio,

Los trabajos de MAYER (8) y KENT (9), demuestren que el Mg¥+
y otros iones divalentes como el Ca** , Ni** y Co**, son esenciales para

la accién hemoli{tica del complemento.

El fenémeno de la hemélisis es un magnifico indicador para po-
ner en evidencia la reaccidn antigeno-snticuerpo, siempre que se establez-—
can, de una manera univoca, las condiciones de trabajo y se definan la

unidad de complemento y la unidad hemol{tice usedas en el sistema.

Son BORDET y GENGOU (10) los primeros en intuir el mecanismo
de esta reaccidn y aplicarlo, en el transcurso de una controversia con
EHRLICH y MORGZNROTH, acerce de la unidad o multiplicidad del complemento
en los sueros normales, al sistema Pasteurella pestis-suero eguino anti-

pestis.

WASSERIANN, NEISSER y BRUCK (11) comprenden la transcendental
importancia del método y lo aplican al diagnéstico de la s{filis. A par-
tir de este momento, se convierte en la técnica mds empleada en los estu-
dios immunolégicos (12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20),

El método se puede dividir,en dos partes principales:

1) Se ponen en contacto el antfgeno, el enticuerpo y el comple-—
mento. Si el anticuerpo y el antf{geno son espec{ficos, se
combinan y el complejo ant{geno-anticuerpo, es capaz de unir-
se al complemento ( fijacién del complemento ).

Si el antfgeno y el anticuerpo no son espec{ficos o si falta

uno de ellos, no se produce el complejo ant{geno-anticuerpo



y el complemento queda en libertad (no ocurre fijacién de

complemento).

2) La reaccidén de fijacién de complemento, necesite un sistema
accesorio que indique si la reaccién se ha producido o né.
El sistema empleado, es el sistema hemolftico (gldébulos ro-~
jos + hemolisina) que revela la presencia de complemento 1li-
bre,‘hemolizéndose totalmente (reaccidn de fijacién de com-
plemento negativa), o en forma parciasl (reacciones positivas
intermedias) o que permsnece inalterado, sin mostrar heméli-
gis (reaccién de fijacién de complemento positiva) si no hu-

biera complemento libre.

En las pruebas de tipificacidén de virus aftoso, se emplearon
dos técnicas: la del 100 % de hemélisis y la del 50 % de hemblisis, que

difieren sélo- en la forma en que se evalda el punto final de la hemélisis.

Originariamente, la unidad hemolftica del complemento, se ex-
preseba como la menor cantidad del mismo que producia la lisis total
(C*H100) de los glébulos rojos sensibilizados.

Los trabajos de WODSWORTH y MALTANER y colaboradores (21) de-
mostraron la ventaja de expresar, como unidad de complemento, la cantidad

que lisa exactamente el 50 % de los glébulos rojos sensibilizados.

Observando el grifico que tabule los porcentajes de hemdéli-
sis en funcién de las cantidades de complemento usado, sefialaron que la
proporcién de células lisedas no responde a una funcidén lineal sino a
una curve sigmoidal. Le forma de esta curva evidencia que el 100 % de
hemélisis, como punto final de la reaccién es solo una expresidén aproxi-
meda del fendmeno, puesto que, se necesitan grandes cantidades de comple-
mento para lisar los Yltimos 5-10 % de glébulos rojos, Bn la parte media

de la curva, el grado de lisis es mds sensible, & los pequefios aumentos



del complemento, como lo muestra el grifico siguiente:

%
foo

8¢ 7

4o t /

¥ ¢’ 12500 (ml)

-
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Se llege a una més precisa titulacidn de la actividad del com-
plemento, fijando como unidad hemol{tica (C'H5o) la cantidad del mismo
que lisa exactamente un 50 % de los glébulos rojos sensibilizados. Esta
unidad, como lo hacen notar KABAT y MAYER (22) es " completamente arbi-
traria puesto que sus magnitudes dependen de la concentracidén de glébulos
rojos, de la fragilidad de los mismos, de la cantidad de anticuerpo usado
en la sensibilizacidn, de la fuerza idénica del sistema, de la concentra-
cién de los iones Ca y Mg, del pH, del tiempo de reaccidn y de la tempera-
tura .

La ecuacién de von EKROGH (23), denominade funcién de creci-—
miento o funcidén logistica, pronostica mateméticamente con buena aproxima-

cién, los datos experimentales. En esta expresidn:

v -
x = RE(—F )
1-7 2

x, representd la cantidad de complemento dilufdo, en ml.; y, el grado de




lisis; K, la unidad de complemento 50 % H y n, une constante paramétrica

que depende de las condiciones de trabajo.

La técnica de fijacién de complemento, con cualgquiera de sus
innumerables variantes, tendientes a dar mayor sensibilidad al método,
ha permitido (24):

1) Tipificar un virus situdndolo dentro de un determinado grupo

inmunoldgico (25, 26).

2) Investigar en las encuestas seroldégicas, los anticuerpos pa-
ra un agente o grupo de agentes en una poblacién determinada
(27).



La técnica de fijacidén del complemento aplicada a le tipi—

ficacidn del virus aftoso.
1) Introduccidn

Hasta el afio 1922, no se conocid ningin procedimiento satis-
factorio para el diagnéstico seroldgico de la fiebre aftosa. Recién cuan-
do WALDMAN, N, y PAPE (28) demuestran la receptividad del cobayo al agen-
te infeccioso, pueden VALLEE y CARRE (29) probar la pluralidad de los vi-
rus de la glosopeda y estudiar los métodos de inmmunizacién activa y pasi-
va: se inicia as{, la investigacién sistemitica de la respuesta del siste-
ma inmunitario a la infeccién.

Los resultados dispares logrados al intentar aplicar el mé-
todo de fijacién del complemento & la tipificacién del virus aftoso (30,
31 y 32), 1llevan al gobierno de EE.UU, a designar una Comisién, dependien-
te del Departamento Nacional de Agricultura e integrada por LATSLY, OLITS-
KY, TRAUM y SCHOENING, para estudiar la técnica mencionada como método
diagndstico de la fiebre aftosa. En su informe afirman no haber logrado
poner de manifiesto ningdn anticuerpo espec{fico en el suero de los ani-
males de experiencia )cobayos, cerdos y ovejas), demostrando solamente la
presencia de anticuerpos sensibilizantes (33).

Un afio después CIUCA (34) encuentra las condiciones preci-

sas en que se debe realizar la prueba y demuestras

1) La existencia de anticuerpos fijadores del complemento en el
suero de los cobayos convalescientes, entre el 7° y 15° dia

subsiguiente a la inoculacidn.

2) Que los anticuerpos son estrictamente especificos para los
tipos de virus O, A y C, ¥y que no existen en el suero de los

cobayos normales.

Distintos investigadores (36,36,37,38 y 39) comunican modi-
ficaciones técnicas al método original, tendientes a lograr una mayor sen-
sibilidad y una estandardizacién de las condiciones de trabajo que asegu-
ren la reprodudibilidad de las pruebas.

Posteriormente WADSWORTH, MALTANER y MALTANER (21) OSLER,



STRAUSS y MAYER (40), V. STEIN y VAN NGU (41), describen métodos de téc-
nica mds rigurosa para la fijacién del complemento, los que tienen de co-
mén el empleo del complemento estandardizado en unidades hemolfticas 50%
(0'50 H)‘ Estos procedimientos exigen la lectura espectrofotométrica o
fotocolorimétrica y una escrupulosa pauta de trabajo lo que limita su
aplicacién a planes investigativos.

MARUCCI (42), SMITH y HEINING (43) aplican estos procedi-
mientos a la tipificacidn y titulacidén de los virus y anticuerpos aftosos,
logrando una mayor sensibilidad que la obtenida por el método clédsico

(44).
En nuestro trabajo usamos dos técnicas para la fijacién de

complemento:

1) Tomando como punto final de la reaccién el 100% de hemélisis
y definiendo el t{tulo del complemento como la menor concentra-
cién del mismo que produce hemélisis total (39).
2) Tomando como unidad hemolf{tice del complemento exactamente la
cantidad que lisa el 50% de los glébulos rojos sensibilizados
de acuerdo al procedimiento de Margni (45).
2) Equipo:
Se emplea el instrumental descripto en el capf{tulo Técnica
General.
3) Material de vidrio:
Se emplea el material de vidrio descripto en el capftulo
Técnica General.
4) Drogpas:
a) Cloruro de sodio: Sodium Chloride "Analar", ClNa M.,W. 58,45, B.D.H,
b) Citrato de sodio: Sodium Citrate: NajCgHgOn.2H,0, M. W. 294,11,
Baker Analyzed Reagent.
¢) Glucosa: Dextrose Monohydrate Crystal, "Analar" Cgl,y , Og.H,0, M.W,
198,178 B.D.H.
d) Acido cftrico: Citric Acid Monohydrate Crystal: H3C.H
210,146,
e) Acido dietil-barbitirico: Barbitone: (CpHg)2. CO.NH.CO.NH.CO, M.W,
M, W. 184,20, B.D.H,

f) Dietil-barbiturato de sodio: Barbitone sodium:

507.H20, Mtw.




g) Cloruro de magnesio: Magnesium Chloride: "Analar" MgClg.GHZO, M.V,
203933’ B.D.H.-

h) Cloruro de calcio: Calcium Chloride: "Analar", CaCl, M.W. 110,994,
B.D.H.

i) Glicerina: Glycerol "Analar": CH,(OH)-CH(OH)-CH,,OH, M.W, 92,10,
B.D.H.

5) Reactivos:

1) Agua destilada:
Se emplea agua destilada estéril que se comserva en reci-
pientes de vidrio herméticamente tapados. Se la prepara semanalmente

y se la conserve en la heladera a 4° C.

2) Solucidén fisioldgica:

CJ.Na G @ 0060060 0 0006060 000 000 9g.
HoO destilada CeSeDe esee 1 litro

El cloruro de sodio para esta solucién debe desecarse previa-
mente en horno de aire caliente durante 30 minutos a 160-180° C,,
enfriar en desecador y recién pesar. La sal se disuelve en agua
destilada, agitando cuidadosamente para lograr una perfecta disolu-
cién y, previa filtracibn, se esteriliza en autoclave durante 15
ninutos a 120° C,

3) Solucidén Alsever:

GlUCOSA eescvsccccspsase 2,50 go
Citrato de 80di0eccscesce 0’80 8o
Cloruro de S0d1i0 eeseeeed2,00 g,

Acido citrico ececnoceee 0355 Be

Llevar a pH 6,1 con 4cido citrico y esterilizar por bujia es-

terilizante. Conservar en la heladera a 4° C.



4) Solucidn buffer de veronal isotdénico:

5)

ClNa o000 cecv0cocove 83,80 g.

5,5 dietilbarbitura-
de SOdiO 0060006000000

C03HNa G000 0006006000000

5,5 dcido dietilbar-
bitl.irico 0ees000000 00

012Mg06 H20 Geececcoe
012080'2 Hzo ®evoeccse

3,00 g.
2,52 g.

4'60 e
1,00 g.
0,20 g.

Las tres Yltimas drogas se disuelven

en alrededor de 500 ml, de

ague destilada caliente, agregaer a la solucién los componentes res-—

tantes, enfriar a temperatura ambiente y adicionar agua destilada

hasta lleYar a un volumen exacto de 2 litros. Esta solucidn que

constituye, la solucién madre de veronal se conserva en la helade—

ra a 4° C, y se diluye 1:5, con agua destilada en el momento de su
uso. E1 pH del buffer de veronal isoténico dilufdo, debe ser T,2-

Tr4e

Suspensién de glébulos rojos de carnero al 5 %.

a) La recoleccidn y preservacién de la sangre de carnero, se la rea-

liza de acuerdo a las indicaciones dadas por KOLMER (46).

b) A partir de la sangre recolectada sobre solucién de Alsever, se

tomen, previa filtracién a través de gasa, una cantidad adecua-

da de sangre para el trabajo del dfa, transvasdndola a tubos

de centri{fuga de fondo redondo de 40 ml. de capacidad a los que
se afiade 8 <10 voldmenes de solucidn fisioldgica.

¢) Centrifugar los tubos a 2.000 r.p.m., durante 5 minutos.

d) Separar el lfquido sobrenadante, por succién con una pipete ca-

pilar, quitando la capa superior de glébulos blancos.

e) Repetir el lavado con solucién salina, resuspendiendo los glé-

bulos rojos por agitacién suave e inversién de los tubos.



)

g)

h)

i)

k)

1)

m)

a)

b)

Centrifugar y repetir este procedimiento hasta efectuar tres
lavados. Si al tercer lavado el lfquido sobrenadante no es in-
coloro, los glébulos son demasiado frdgiles y no deberdén utili-

zaxse.

Después de separar el liguido sobrenadante del tercer lavado,
los glébulos se transvasan a un tubo de centri{fuge graduado
1/100 ¥y se centrifugan a la misma velocidad, durante 15 minutos

para sedimentar las células firme y uniformemente.

Leer el volumen de gldébulos rojos sedimentados en el tubo de

centr{fuga y separar el l{quido sobrenadante.
Preparar una suspensién al 6 % en solucidn fisiolégicae.

Se colocan 10 ml., de esta suspensién en un tubo de centrifuga
graduado 1/100 y se centrifuga 10 minutos a 2.000 r.p.m. La lec-

tura de sedimento nos da la concentracién real de la suspensidn.

Con ese dato se calcula, por regla de tres simple, la cantidad
de solucidn fisioldgica que es necesario agregarle al total de
glébulos al 6 % para llevarlos al 5 %. Una vez preparada se re-
pite el mismo control, para verificar si realmente ha quedado

al 5 %,

La suspensién se conserva en refrigerador hasta el momento de

su uso.

Los glébulos rojos de carnero conservados en solucidn Alsever,

puéden ser usados aproximadamente durante cuarente dfas.

6) Complemento:

Seleccionar 4 8 5 cobayos machos, grandes y sanos. lantenerlos

en ayuno durante 24 horas.

Con jeringe y aguja estériles, extraerles de 3 a 5 ml. de sangre

por puncién cardfaca. Colocar en tubos de ensayo estériles y de-




c)

d)

e)

£)

7)

jar coagular en pico de flauta.

Colocar en estufa 1 hora para retraccidén del codgulo, y 3 horas

en le heladere a 4° C,

Se transvasa el suero a tubos de centrifuga y se lleva 10 minu-

tos a 2,000 r.p.m, -

Mezclar los sueros de todos los tubos en los que el suero se

presenta l{mpido. Centrifugar de nuevo iguales tiempo y revolu-

ciones.

Fraccionar en volumenes de 1-1,5 ml. que se conservan ampollados,

en la congeladora a - 20° C, durante unos 15 dfas, o liofilizar-

lo y conservarlo en la heladera.

Suero hemolitico: anti glébulos de carnero.

Se

1)

2)

3)

4)

5)

emplea el método de DARTER (29) segdn el cual :

Se eligen 6-8 conejos de aproximadamente 2 kilogramos cada

unoe.

Desfibrinar con cuentas de vidrio, una pequefia cantidad de

sangre de carnero fresca.

Administrar a cada conejo, una serie de 5 inyecciones intra-
cutdneas de sangre total de carnero, cada 3 dfas, comenzando

con una dosis de 0,5 ml. y aumentando 0,5 ml. cada vez,

Preparar una suspensién de glébulos rojos de carnero, al 20%,
lavando perfectamente los glébulos con una solucién salina

0,9 % a la que se agrega sulfato de magnesio al 0, 01 %.

Administrar 2 inyecciones endovenosas de 1 ml. de suspensién
de glébulos de carnero al 20 %, tres dfas después de haber

aplicado la dltima inyeccién de sangre total de carmero.

El esquema siguiente resume elprograme de inyecciones:




laterial™

Dia Dosis Via de administracidn inyectado
(m1.)

1l 0,5 Intracuténea Sangre total

3 1,0 Intracuténea Sangre total

5 1,5 Intracutdnea Sangre total

7 2,0 Intracutédnea Sangre total

9 2,5 Intracuténea Sangre total
12 1,0 Endovenosa Glébulos lavados al 20%
15 1,0 Endovenosa Glébulos lavados al 20%
18 Sangrado de prueba

1

11)

h)

6) Las sangrias de prueba se hacen comenzando 3 df{as después de la

2a. inyeccién endovenosa, por puncién de la vena marginal de la

oreja y recolectando 1 ml. de sangre aproximadamente.

7) Titular la hemolisina de acuerdo al método elegido (24).

8) Sangrar a blanco los conejos que tengan por 1o menos una unidad
hemol{tica en la diluciém 1: 2000,

9) Separar los sueros de los codgulos, por centrifugacién. Inacti-

var 30 minutos a 56° C, en bafio de agua.

0) Agregarle igual cantidad de glicerina neutra y conservarlos en

la heladera a 4° C.

Repetir las inyecciones endovenosas de gldébulos rojos lavados al

20 %, en los conejos que presenten un tf{tulo bajo de hemolisina

y continuar en la forma ya indicada.

Ant{genos:

Los ant{genos, consignados en el Cap{tulo Técnica General, fueron

preparados de acuerdo al siguiente método:

1) Antigeno de virus aftoso de epitelio plantar de cobayo inoculedo:



se inoculan cobayos por via intradermoplantar, con cada uno de los
virus aftosos patrones.

A las 24-48 horas de la inoculacién, se extraen por separado:

1) Flufdo vesicular, el 1fquido tal como se extrae se centrifuga a
3.000 r.p.m. durante 15 minutos,se recupera el sobrenadante y se
conserva en congeladora a =202 C.

Antes de usarlo se inactiva a 562 C., 30 minutos ( si la t&cnica
asf lo exigiera) y se centrifuga nuevamente a 3.000 r.p.m. du-
rante 5 minutos. Este constituye el antfgeno de flufdo vesicular
de cobayo (A.F.V.).

2) Epitelio plantar: se prepara el ant{geno siguiendo el método que
describimos para la preparacidn del antfgeno de epitelio lingual
de bovino.

El antf{geno de epitelio podal de cobayo (E.C.P.) una vez tipifi-
cado con los sueros hiperinmunes tipos, se usa como virus o antf-
geno patrén o tipo. Debe dar fijacién completa, 44 durante 30 mi-

nutos, frente al suero homélogo.

Antfgeno de epitelio lingual de bovino inoculado( o infectado espon-
t4neamente): tipificaao con los sueros hiperinmunes patrones,debe dar
fijacién completa, 44 durante 30 minutos,con el suero homblogo. Se
usa como antf{geno o virus patrén o tipo.

Preparacifn: el material, recibido en forma de epitelio lingual de
bovino, se lava con solucién fisiolégica estéril y se corta en trozos
pequefios,se tritura en un mortero con vidrio molido, ambos estériles.
Se agrega solucién fisiolégica en la proporcién 1:5 (peso/volumen) y
se deja en maceracién en la heladera a 42 C.,durante 3 horas.

Se centrifuga a 4.000 r.p.m, durante 15 minutos. Se recupera el so-
brenadante y se inactiva a 562 C. durante 30 minutos, en bafio de ma-
rfa. Se centrifuga a 4.000 r.p.m. durante 5 minutos.

E1l sobrenadante se congela a -20?2 C. y se conserva a esa temperatura
hasta su uso.

El antfgeno se conserva congelado, durante meses y hasta un afio.

Para la prueba se descongela, con agitacién contfnua, a temperatura
ambiente y se centrifuga nuevamente a 4.000 r.p.m. durante 5 minutos.

mste procedimiento se aplica a todos los materiales de origen



de epitelio lingual de bovino, ya sea inoculado (antf{g. ep. bov.)

o infectado espontdneamente (muestra campo: M.C.).

3) Ant{geno de ratén lactante inoculado:
Se sigue las mismas indicaciones que péra la preparacién del an-~

t{geno de epitelio lingual de bovino inoculado.
4) Ant{igeno de virus aftoso cultivado en medio Frenkel:

En la prueba utilizamos, previa centrifugacidén a 4.000 r.p.m.
durante 3 minutos, la suspensién del virus aftoso, consistente
en la fase liquida agregada del sobrenadante por centrifugacidn,
de la extraccién acuosa del tejido lingual, tal como nos fuera
proporcionada por el Instituto de la Fiebre Aftosa, donde se em-
plea para su elaboracién la técnica de FRENKEL (47) modificada

por el mismo autor (antfg. Frenkel).

5) Ant{geno de virus aftoso cultivado en cultivo de epitelio renal
de Criceto dorado o0 en epitelio renal de bovino.
Empleamos, previa centrifugacién a 2.500 r.p.m. durante tres mi-
nutos la suspensidén viral (fase lf{quida del cultivo de tejido,
nds el extracto sobrenadante del triturado del cultivo celular),
tal como nos fuera suministrada por el Instituto de la Fiebre
Aftosa, donde se desarrolla un método de cultivo celular en mono-
capa en frascos rotantes (48). (ant{g. ep. renal).
Se conservan en congeladora a - 20° C,; antes de su uso se des-
congelan, se inactivan durante 30 minutos a 56° C., y se centri-
fugan 2.500 r.p.m. durante tres minutos. Al Ant{igeno asi obte-

nido se lo denomina "ant{geno puro".

i) Antisueros aftosos:

Los antisueros de cobayos se preparan de acuerdo al método preconi-
zado por ROTTGARDT y CHARLES (39), segiin el cual se utilizan coba-
yos machos de 400-500 gramos que se infectan con los virus patrones

por via intradémica plantar. Los virus patrones cada 8 6 9 pasajes



por cobayo, deben sufrir 1 6 2 por bovino y luego volver a cobayo.

Tras completo restablecimiento de las lesiones podales, 3 a 4 se-
manas, se reinfectan por la misma via los que hubieran generaliza-
do la infeccidn, &stos no deben enfermar.

A los 3 6 4 dfas de la reinfeccidn, comienza la hiperinmunizacién.
Esta consiste en 3 inoculaciones intradermoplantales de 0,3 ml.

de la suspensién de virus al 10 %, con intervelos de 3 a 4 dfas, y
finalmente una inyeccién endovenosa de 1 ml., después de otro in-
tervalo de 3 a 4 dfas.

Se sangran los cobayos a blanco, a los dos dfas de la dltima inyec-
cién. Una vez obtenido el suero, se inactiva a bafio de Maria 30
minutos a 56° C,, se filtra por Zeitz EK, se fracciona y se conser-

va en congeladora a - 20° C,

METODO

Tipificacidén del virus aftoso por la técnica de fijacién del

complemento con lectura de 100 % de hemélisis.

Bl desarrollo de esta prueba comprende los siguientes pasos:

1) Titulacién del suero hemol{tico.
2) Preparacién del sistema hemol{tico.

3) Titulecién del complemento.

a) solo
b) frente al ant{geno
4) Titulacién del antigeno. ‘
5) Determinacién, en los sueros hiperinmunes, de:
a) tipo y especificidad
b) de actividad o tftulo

6) Tipificacién de los virus.

1) Titulacidn del suero hemolftico (24).

1) Colocar en una gradilla una fila de 11 tubos de ensayo. Rotular



con el t{tulo de las diluciones de hemolisina, de acuerdo al

siguiente esquema:

Hemolisina 1 % Solucidn salina Separar T{tulo

(m1.) (ml.) (ml.)

1,0 1,0 1:200

0,5 1,5 1:400

0,3 1,5 1:600

0,3 2,1 1:800

0,2 1,8 1:1000
0,2 2,8 1:1500
0,2 3,8 2 1:2000
0,2 548 4 1:3000
0,2 7,8 6 1:4000
0,2 9,8 - 8 1:5000
0,2 11, 8 10 1:6000

- >

2)

3)

4)

5)

Guardar la gradilla en la heladera hasta el momento de su

usoOe.

Preparar una suspensién de glébulos rojos de carnero, al
2,5 %, tal como se describié en "Suspensidn de glébulos ro-

jos de carnero",

Preparar una dilucién de complemento: 1:10, Colocar, con
pipeta de 1 ml., en el fondo de un tubo de ensayo, 0,4 ml,

de complemento. Descartar esa pipeta. Agregar 3,6 ml. de so-
lucién fisiolégica. Meaclar perfectamente con una pipeta lim-

pia.

Preparar una gradilla tipo Kahn, con 11 tubos de hemélisis.

Rotular indicando la dilucidén del suero hemolitico,

Colocar en cada tubo 0,25 ml. de cada dilucidén del suero he-

mol{tico, 0,25 ml, de complemento 1:10 y 0,25 ml. de glébulos



rojos de carnero al 2,5 %.
6) Incorporar tres tubos controles:

a) Control del suero hemolftico: 0,5 ml., de suero hemol{tico
1:200 m4s 0,25 ml. de suspensién de glébulos rojos al 2,5%.

b) Control de la solucién fisiolégica: 0,5 ml. de solucién
fisiolégica, + 0,25 ml. de suspensidén de glébulos rojos
al 2,5 %,

¢) Control del complemento: 0,5 ml, de complemento 1:10 +
0,25 ml. de la suspensién de glébulos rojos al 2,5 %..

7) Agitar los tubos e incubarlos a bafio de Marfa durante 15 mi-

nutos a 37° C.

8) Leer y anotar los resultados, consignando como t{tulo de la
hemolisina la mds alta dilucidédn de &sta, que da hemdlisis

completa.

9) Si el titulo quedara comprendido entre dos tubos, o fuera ma-
yor que 1:6000, debe repetirse la prueba, efectuando dilucio-

nes intermedias o ampliando la gama de dilucionese.

2) Preparacidén del sistema hemolftico.

1) Preparar una dilucién del suero hemoli{tico que contenga 5 uni-
dades hemol{ticas por ml. ©Por ejemplo, si el titulo del sue-

ro hemol{tico fuera 1:4000, se prepara una dilucién 1:800.

2) llezclar iguales cantidades de la suspensién de glébulos ro-
jos de carnero al 5 % y de la dilucién de suero hemol{ftico

que contiene 5 dosis hemol{ticas.

3) Agitar suavemente e incubar a bafio de marfa a 37° C. durante
20 minutos. Se deja 15 minutos a temperatura ambiente y se

conserva en heladera mientras no se usa.

4) E1 sistema hemol{tico se debe preparar para la tarea del dia.

L 4



3) Titulacién del complemento (24).

a) Titulacién del complemento solo.
1) Preparar una dilucién 1:10 del complemento.
2) Colocar en gradilla tipo Kahn une fila de 5 tubos de hem&li-

sis.

3) Se coloca, con pipeta de 1 ml., 0,05 ml., de complemento 1:10,
en el fondo del primer tubo. En los tubos siguientes se a-

gregan 0,10; 0,15; 0,20 y 0,25 ml. respectivamente.

4) Llevar el volumen en todos los tubos a 0,5 ml. con solucién
fisioldgica. De esta forma se obtienen diluciones del comple-
mento del l, 2’ 3, 4' Yy 5 %’o

5) A cada tubo se le agrega 1 ml. de solucién fisioldgica y 1 ml,

de sistema hemolitico.
6) Agitar e incubar 15 minutos a 37° C. en bafio de maria.

7) Leer y anotar los resultados, considerando t{tulo del comple-
mento la menor concentracién del mismo que produce hemélisis

total.

8) Se considera unidad complementaria, la cantidad de complemen-
t0o que corresponde al tubo siguiente al que ha dado el t{tu-
lo, Si el t{tulo es del 2 %, la unidad complementaria serd
del 3 %.

9) E1 esquema siguiente resumen las cantidades y el orden de

los tubos:

1% 2% 3% 4% 5%
Complemento 1:10(ml.) 0,05 6,10 0,15 0,20 0,25
Solucidén fisioldégica (ml.) 0,45 0,40 0,35 0,30 0,25
Solucidn fisioldgice (ml.) 1 1 1 1 1

Sistema hemolftico (ml.) 1 1 1 1 1




b) Titulacién del complemento frente al ent{geno.

Esta titulacién nos permite obtener la cantidad del complemen-
to que luego se empleard en las pruebas de determinacién de tipo y tftulo
de sueros hiperinmunes, en le titulacién de los antigenos y en la prueba
de tipificacidn.

Esta titulacién del complemento frente al antigeno, consiste
en colocar cantidades constantes de antigeno, frente a cantidades varia-
bles de complemento ( 1, 2, 3 ¥ 4 Usc. ) y Observar en cuales tubos se

produce hemdélisis total.

1) Preparar, en una gradilla con 4 tubos de ensayo, diluciones

del complemento conteniendo 1, 2, 3 ¥ 4 u.cC.

2) Colocar en una gradilla tipo Kahn una fila de 5 tubos de he-

mélisis cada una, por cada ant{geno a tipificar.

3) En todos los tubos de cada fila, colocar 0,25 ml. del ant{-

geno correspondiente.

4) A los tubos N° 1, 2, 3 y 4, de cada fila, adicionarles C,25
ml, de las diluciones del complemento que contienen 1, 2, 3,

Y 4 u.c. respectivanente.

5) Agregar a los tubos N° 1, 2, 3 y 4, de cada fila, 0,25 ml,
de solucién fisiolégica y al Yltimo tubo 0,50 ml.

6) Incubar 20 minutos a 37° C, en baflo de maria.
7) Adicionar a todos los tubos, 0,50 ml, de sistema hemolitico.
8) Incubar 30 minutos & 37° C.

9) Leer y anotar los resultados, considerando t{itulo del comple-
mento frente al ant{geno, la menor cantidad del mismo que

produce hemélisis total.

10) En el tubo N° 5, control de ant{geno, no se debe observar he-

mélisis.



11) Si no se produce hemélisis total en ningén tubo, significa

que el ant{geno ha fijado el complemento, es decir, que el

ant{geno tiene poder anticomplementario.

12) El esquema siguiente resume el desarrollo de la prueba’

Tubo Ant{ge- Complemen- Solucién fi- Sistema
No no N° (ml.) to (ml.) siolégica (ml.) hemold{~
tico (ml)

1 0,25 0,25 (lu.c.) 0,25 Incu- 0,50 Incu-

2 0,25 0,25 (2u.c.) 0,25 bar 20 0,50 bar 30
3 0,25 0,25 (3ue.ce) 0,25 minutos 0,50 minutos
4 - 0,25 0,25 (4u.c.) 0,25 a 0,50 a

5 0,25 == 0150 37° C. 0950 37° C.

4) Titulacién del ant{geno.

Se utiliza cuando se tiene interés en conocer o verificar su

t{tulo.

1) Preparar las siguientes diluciones:

a) Antfgeno, desde 1:5 hasta 1:160, en solucién fisioldgica.

b) Suero hiperinmune homélogo 1:5, en solucidén fisioldgica.

c) Complemento, conteniendo 2 u.ce., en solucidédn fisioldgica.

2) En gradilla tipo Kahn, colocar una file de 8 tubos de hemé-

lisis, por cada ant{geno a titular.

3) Con pipeta de 1 ml. transferir 0,25 ml. de cada dilucién del

ent{geno a los 6 primeros tubos.

4) Agregar 0,25 ml. del suero hiperinmune homélogo 1:5, a los
tubosN°lal7.

5) Adicionar a todos los tubos 0,25 ml. la dilucién del comple-

mento conteniendo 2 u.ce.



6)

A los tubos N° 7 y N° 8 se les agrega 0,25 ml, de solucidn
fisioldgica y al tubo N° 8, 0,25 ml. del antfgeno en la di-
lucidn 1:5.

El tubo N® 7 constituye el control de suero hiperinmune y

en el N° 8, el control de ant{geno.

7) Se incuban 20 minutos a 37° C. en bafio de maria.
8) Se agrega a todos los tubos 0,50 ml. del sistema hemol{tico,
agitar para homogenizar.
9) Incubar 30 minutos a 37° C,
10) Leer y anotar los resultados, considerando el t{tulo del an-
t{geno, la mds alta dilucidbn del mismo que da fijacién com-
pleta ( 4 + ); verificar que los tubos controles N° 7 y N° 8,
presenten hemélisis total.
11) El esquema siguiente, indica la forma en que se desarrolla
la prueba:
Tubo o hntisuero Complemen- Sol.fisio- Sist.he-
No Antigeno N 1:5 to 2u.c. légica molf{tico
1 0,25 (1:5) 0,25 0,25 - Inoue 0,50 Incum
2 0,25 (1:10) 0,25 0,25 — bar 0,50 bar
3 0,25 (1:20) 0,25 0,25 - 00 pi- 0050 30 mi-
4 0,25 (1:40) 0,25 0,25 _— mtos 0090 nutos
5 0,25 (1:80) 0,25 0,25 - o ¢, 50 .
6 0,25 (1:160) 0,25 0,25 - C, 50
OC. OC.
7 — 0,25 0,25 0,25 37 0,50 37
8 0,25 (1:5) — 0,25 0,25 0,50

12)

Los patrones de lectura del grado de hemélisis, se efectia

del siguiente modo:

a) Colocar 6 ml., de una suspensién de glébulos rojos al 5%,

en un Erlenmeyer de 100 ml., y agregar 24 ml, de solucién



fisioldgica.

b) Separar en un tubo de ensayo, la mitad de la mezcla anterior;

c)

congelar y descongelar hasta conseguir hemélisis total.

Disponer en una gradilla, 5 tubos de ensayo y agregar de a) y

b), las siguientes cantidades:

1 2 3 4 5
a) 5 3,75 2,5 1,25 0
b) 0 1,25 2,5 3,75 5
Lectura 4 + 3+ 2 + 1+ (=)
d) Colocar en una gradilla tipo EKahn, 5 tubos de hemélisis, ro-

5)

e)

£)

tulados : 4+, 3+, 2+, 1+ y (=),

Trensferir 1,25 ml. de los tubos de ensayo 1, 2, 3, 4y 5
a los tubos de hemélisis respectivos, con el objeto de tener

los patrones en volimenes y tubos iguales a los de la prueba

La lectura se realiza a ojo desnudo, comparando la hemélisis

de los tubos de reaccién con le de los tubos patrones.

Sueros hiperinmunes: con estos sueros se realizan dos tipos de

determinaciones:

a)

Prueba de especificided y tipo: que consiste en enfrentar ca-
da suero hiperinmumne O, A. y C a los ant{genos aftosos pa-
trones O, A y C respectivamente, con el objeto de determinar
con cudl de ellos produce fijacién total y comprobar si es-

ta fijacidn es especifica.

La reaccidén consiste en:

1) Titular el complemento frente a los ant{genos patrones O,
A y C, de acuerdo & las indicaciones dadas en " Titula-

cién de complemento frente al antigeno ".



2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

11)

12)

13)

Con el resultado obtenido se preparan diluciones del comple-

mento con 1 y 2 u.c.
Preparar diluciones de los sueros hiperinmunes 1:5.

En gradilla tipo Kshn, colocar dos filas de 4 tubos de hemé-

lisis cada una; numerarlos de 1 a 8.

En todos los tubos colocar 0,25 ml. del antisuero "O" en la
dilucién 1l:5.-

En los tubos N° 1 y 5, colocar 0,25 ml, de ant{geno "Q" pa-
trén; en los N° 2 y 6, 0,25 ml. de ant{geno "A" patrén; en
los N° 3 y 7, 0,25 ml, de antfgeno “C" patrén y en los N° 4
y 8, agregar 0,25 ml. de solucién fisioldgica.

A los tubos de la primer fila adicionar 0,25 ml. de comple-

mento con 2 u.ce

Repetir los pasos desde 4) a 7) con los antisueros "A" y “C",

usando los ant{genos patrones.
Agitar e incubar 20 minutos a 37° C. en bafio de mar{ia.

Agregar a todos los tubos 0,50 ml. de sistema hemolitico,
agitar suavemente e incubar 30 minutos a 37° C., en bafio de

maria.
Leer y anotar los resultados.

Los tubos N° 4 y 8, se observan a los 5, 10 y 15 minutos
pues si el suero produce hemdélisis después de ese tiempo, se

lo desecha por tener accién anticomplementaria.

El suero hiperinmune debe der fijacién complets (4+) frente
al ant{geno homélogo (prueba de tipo) y hemélisis total,
frente a los ant{genos heterdlogos (prueba de especificidad).

La prueba se dispone como sigue:



Tubo iAntisue~ Complenen~- Sol.fisidé- Sist.he-
No ro "GO" Ant{geno t0 1 wece légica molitico
1:5
1 0,25 0,25 "o 0,25 _— 0,50
2 0,25 0,25 "“A" 0,25 - Inmcu- 0,50 Incu-~
3 0,25 0,25 "C" 0,25 —  baT 0,50  Par
4 0,25 —_— 0,25 0,25 20 mi- 0,50 30 mi-
nutos nutos
2 U.Ce
5 0,25 0,25 "o" 0,25 _— & 0,50 a
6 0,25 0,25 "A" 0,25 -—— 37°C. 0,50  37°C,
7 0,25 0,25 "C" C,25 -— 0,50
8 0,25 —— 0,25 0,25 0,50

b) Prueba de actividad o titulo de los sueros hiperinmunes: consis-

te

en deterninar el titulo de los antisueros aftosos que, en la

prueba anterior, resultaron especificos.

La

1)

2)
3)
4)

5)

6)

7)
8)

técnica se efectia de la manera siguiente:

Preparar diluciones de los antisueros aftosos desde 1:5 has-
ta 1:320.

Preparar diluciones del complemento conteniendo 2 W.Ce
Colocar en gradilla tipo Kahn, 1 fila de 8 tubos de hemélisis.

En los tubos N° 1 al 7, colocar 0,25 ml. de cada dilucién del

antisuero "O", desde 1l:5 hasta 1:320,

En todos los tubos agregar 0,25 ml. de antigeno "O" patrén y

0,25 ml., de complemento con 2 U.Ce
Al tubo N° 8, adiciomar 0,25 ml. de solucién fisioldbgica.
Agitar e incubar 20 minutos a 37° C. en bafio de maria.

Adicionar a todos los tubos 0,50 ml., de sistema hemol{tico,



agitar suavemente e incubar 30 minutos a 37° C.

9) Verificar el tubo I° 8 (control de antigeno) que debe dar hemé-
lisis total,

10) Se denomina t{tulo del antisuero le mayor dilucidén del mismo
que da fijacién completa (4+). Si el t{tulo quedara comprendi-
do entre dos diluciones, se‘efectdan diluciones intermedias y
se repite la titulacidn.
Todos los antisueros aftosos deben ser titulados por este méto-
do. Se rotulan los tubos indicando tipo, t{tulo y fecha de ti-
tulacidn.
La prueba se realiza de acuerdo al esquema siguiente:
Tubo Antisue- Ant{ge- Complemen- Sol.fisio- Sist.he-
Ne ro "C" no "“O" to 2 u.c. 1l1ldgica mol{tico
1 0,25 1/5 0,25 ml, 0,25 —-— 0,50m1.
2 0,25 1/10 0,25 ml, 0,25 - 0,50ml.
3 0,25 1/20 0,25 ml, 0,25 — 0,50ml.,
4 0,25 1/40 0,25 ml. 0,25 — 20 0,50ml. 30
5 0,25 1/80 0,25 ml. 0,25 — minu= o 5op Rinu-
6 0,25 1/160 0,25 ml. 0,25 — tos 0,50 m1.%°
7 0,25 1/320 0,25 ml, 0,25 —_— C,50ml,
 J— 0,25 mii. 0,25 0,25 37° % o,50m, 3°

6) Tipificacidén de los virus aftosos:

1) Diluir los sueros hiperinmunes O, A y C en sus titulos co-

rrespondientes, calculando le cantidad necesaria para ti-

pificar todos los ant{igenos.

2) Preparar diluciones del complemento conteniendo 1 y 2 ue.ce.

de acuerdo al t{tulo obtenido al titular complemento fren-

te a cada ant{geno.



3) Colocar en gradillas para tubos de hemélisis 2 filas- de 5 y
4 tubos -~ por cada ant{geno problema. Numerar los tubos de 1

a 9 e indicar N° del antigeno.

4) Colocar 0,25 ml. del antisuero "O" en los tubos K° 1 y N° 6,
de antisuero "A" en los tubos N°® 2 y N° 7 y de antisuero "C*
en los tubos N° 3 y N° 8,

5) Agregar a todos los tubos 0,25 ml. del ant{geno problema, en

la dilucién denominada "ant{geno puro".

6) En los tubos N2 4, N° 5 y N° 9 agregar 0,25, 0,50 y 0,25 ml.

de solucidn fisiolégica respectivamente.

7) En los tubos del N°® 1 a1l N° 4 adiciomar 0,25 ml. de complemen-
t0 conteniendo 1 u.c. y en los tubos del N° 6 al N° 9, 0,25

ml. de conmplemento conteniendo 2 U.cCe.
8) Incorporar 3 tubos controles de antisuero:

10) 0,25 ml. antisuero "O" + 0,25 ml.S.¥. + 0,25 ml. complemen-
to (2 u.c.) ' -

11) 0,25 ml, antisuero "A" + 0,25 ml.S.F. + 0,25 ml. complemen-
to (2 uoCo) ‘ ‘

12) 0,25 ml. antisuero “C" + 0,25 ml,S.F, + 0,25 ml. complemen—
to (2 u.cs) ' '
9) Agitar suavemente los tubos e incubar 20 minutos a 37° C. en
bafio de mar{ia.

10) Agregar a todos los tubos 0,50 ml, de sistema hemolftico, agi-

tar e incubar 30 minutos a 37° C.

11) El1 esquema siguiente detalla el desarrollo de la prueba.



Tubo Antf{geno Solefisio- Complemen— Sist.hemo-
Ne Antisuero No 1légica to 1 u.ce. 1{tico
"1 0,25 "o 0,25 _— 0,25  Incu- 0,50 Incu-
. 2 0,25 " A" 0,25 —— 0,25 bar 20 0,50 bar 30
3 0,25 *“C" 0,25 — 0,25 minutos 0,50 minutos
4 — 0,25 0,25 0,25 a 37° 0,50 a 37°
5 — 0,25 0,50 — c. 0,50  C.
2 UeCe
6 0,25 "oO* 0,25 —— 0,25 0,50
7 0,25 "A" 0,25 —-— 0,25 Incu- 0,50 Incu-
8 0,25 “C" 0,25 —_— 0,25  bar 0,50  bar
9 —— 0,25 0,25 0,25 20 mi- 0,50 30 mi-~-
10 0,25 "O" o e—- 0,25 0,25 nutos 0,50 nutos
11 0,25 "A"  ceee 0,25 0,25 a 0,50 a
12 0,25 “C" ——— 0,25 0,25 37° C. 0,50 37° C.

12) En los tubos controles de ant{geno N° 4 y 9, debe haber heméli-
sis total. En el N° 5, debe haber fijacién completa (4 +), pues

no lleva complemento.

13) Los tubos N° 10, 11 y 12, controles de mueros hiperinmunes, de-

ben presentar hemdlisis total.

14) El tipo del antigeno estd determinado por una fijacién comple-

ta (4+) con un antisuero, antisuero homélogo y hemdlisis total

con los antisueros heterélogos.

15) Los ant{genos que fijan con méds de un antisuero, indican que

son mezclas de méds de un tipo de virus.

16) Rotular indicando N° de ant{geno, tipo y fecha de tipificacidn.

Conservar en congeladora a - 20° C,

17) Protocolizar los resultados.



El

1)

NETODO
Tipificacién del virus aftoso por la técnica de fijacién del complemen-

to( C'H 50) con lectura fotocolorimétrica del 50 % de hemélisis .

desarrollo de esta prueba comprende los siguientes pasos:

1) Titulacién del suero hemolftico.

2) Preparacién del sistema hemolitico.

3) Titulacién del complemento ( C'y 50 )

4) Determinacién del por ciento de hemélisis: trazado de la gréfica.
5) Titulacién de los sueros hiperinmunes.

6) Tipificacién de los virus.

Titulacién del suero hemolitico:

1) El suero hemolitico se lo emplea en el titulo obtenido en la titula-
cién del mismo para la prueba de fijacién del complemento,100 % de
hemélisis.

2) Preparacién del sistema hemolitico:

3)

1) Se prepara una dilucién que contenga 4 D.H./ml. (45) .

2) Preparar una suspensién de glébulos rojos de carnero al 5 %,lavados
y resuspendidos en tampén de veronal.

3) Mezclar iguales volumenes de 1) y 2). Incubar 302 a 37°C,en bafio de
maria.

Titulacién del complemento(45).:

"En una serie de 5 tubos de hemélisis,colocar 1 ml. de buffer. Al pri-

mero afiadir 1 ml. de una dilucién en buffer 1:8 de suero fresco de co-

bayo(complemento). Mezclar y transferir un mililitro al segundo,mezclar

y transferir 1 ml. al tercero y continuar as{ hasta el ‘Wltimo.Afiadir 2

testigos conteniendo 1 ml. de buffer(0 # de hemélisis:blanco) y 1 ml.

de agua destilada(l00 # de hemélisis).

Afiadir a todos los tubos 1 ml. de sistema hemolftico. Se coloca la mez-

cla en bafio de agua a 37°C por 30 minutos,se retira y se coloca en bafio

de agua fria para detener la hemélisis.



Se centrifugan los tubos a 3.000 r.p.m. durante 5 minutos. Se toman 1 ml.

Yy de los dos controles y se vuelcan en tubos conteniendo 9 ml. de solucién

de carbonato de sodio uno por mil o de amonfaco uno por mil.,

El gradiente de hemélisis en cada tubo es lefdo en fotocolorimetro ( Crudo

Caamafio 420 o Coleman 540).

El tftulo del complemento corresponde a la reciproca de la concentracién de
suero de cobayo que da 50% de hemélisis.

Este puede calcularse por la fprmula de van KROGH(23):

1/n
x= K ( -szy )
o mediante el método grdfico que resulta mds accesible y que es el que he-
mos empleado en nuestro trabajo.
x: reciproca de la concentracién final del suero de cobayo

y: % de hemélisis observada
100 -% de hemélisis observada

Se tabula_y para cada valor de_x en triple papel logaritmico.
La cantidad de complemento que causa el 50% de hemdlisis estd4 dada por el

punto en el cual una linea trazada con los valores experimentales corta a
n

la abscisa para y=1 .
Ejemplo de valoracidn:

X DoOc %TQ %H Y
1:16 660 22 100 -
1: 32 650 22,5 98 49
1:64 580 26,5 88 7,3
1:128 377,5 42 57 1,3
1:256 143 T2 21 0,2
Testigos:
0 % Hemélisis 100 0 -
100 % Hemélisis 660 22 100 -

Marcando en la grdfica los valores de § obtenidos para cada valor de x

y uniendo esos puntos,en el lugar que dicha recta corta a y= 1 ,esa con-
centracién de x corresponde a la que da 50% de hemélisis. En nuestro ejem-
plo dilucién 1:140 ( Gréfica N2 1 ) .



4)

5)

Determinacién del por ciento de hemdlisis.

"Para determinar el % de hemélisis es necesario confeccionar una grifica
en papel semilogaritmico la que se obtiene de la siguiente manera: en un
tubo de hemélisis colocar 2 ml. de la dilucién del complemento que da 50%
de hemélisis(glébulos rojos 5% y 4 D.H.). Colocar la mezcla en bafio de
agua a 372C durante 30 minutos. Retirar y colocar en bafio de agua fria pa
ra detener la hemélisis. Centrifugar a 3.000 r.p.m. durante 5 minutos.To-
mar 2 ml. del sobrenadante y verterlos en 18 ml. de carbonato de sodio uno
por mil, Dejar en contacto 5 minutos(muestra A).

Se mezclan 8 ml. de la muestra A con igual volumen de carbonato de sodio
uno por mil(muestra B).

De la muestra B se toman 4 ml., y se mezclan con 8 ml., de carbonato de so-
dio uno por mil(muestra C).

Las nuestras A,B y C corresponden respectivamente al 50,25 y 8% de heméli-
sis. Se leen al fotocolorimetro con filtro adecuado( en nuestro caso fil-
tro 420). Anotar los resultados en % de transmisién.,

Ejemplo:
Huestra % de hembligis % de transmisidn
A 50 40
B 25 56
C 8 83

kn papel semilogaritmico trazar la grdfica en funcién de los % de trans-
misién y % de hemblisis(grdfica N¢ 2 ¢2),

Interpretacién de la lectura:

50 % H negativo
35-40 % H 1+
25 % H 2 ¢
1i2al5 s H 3¢
0%H 4 +

La curva conviene cntrolarla periodicamente."

Titulacién de los sueros hiperinmunes aftosos.

va técnica anteriormente descripta la hemos adaptado para la titulacién
de los sueros hiperinmunes,de la siguiente manera:

1) Efectuar diluciones del antisuero "O" desde 1l:5v a 1:3.200.

2) Colocar en una gradilla tipo Kahn una fila de 8 tubos de hemélisis.
3) En los tubos del N2 1 al N2 7,colocar 0,40 ml. de cada dilucién del an-

ticuero 0" .-



4)

5)

6)

7)
8)

Colocar en todos los tubos 0,40 ml. del antigeno "O" patrén 1:10( a partir
dé'la dilucién denominada"antigeno puro").

Agregar a todos los tubos 0,50 ml. de complemento que da 50% de hemSlisis
Repetir los pasos de 1 a 5 con los antisueros "A" y "C" y sus antigenos
homélogos.

Agitar e incubar 18-20 horas en heladera a 42C. .

Afiadir 0,50 ml. de sistema hemolitico e incubar 60 minutos a 37¢C,retirar
y colocar en bafio de agua fria.

9) Centrifugar a 3.000 r.p.m. durante 5 minutos,
10) Verter 1 ml. del sobrenadante de cada tubo en 9 ml. de carbonato de sodio
uno por mil,
11) Leer al fotocolor{metro las transmisiones respectivas. El esquema siguien
te indica el desarrollo de la prueba:
Tubo Suero hip. Ant{geno Complemento Tampén Sistema
Ne "o" "o" 1:10 C'y 50% Veronal hemol{tico
1 0,40(1:50) 0,40 0,50 —_— 0,50
2 0,40(1:100) 0,40 0,50 — Incubar 0,50 Incubar
3 0,40(1:200) 0,40 0,50 — 0,50
4 0,40(1:400) 0,40 0,50 — 20 h. 0,50 60m
5 0,40(1:800) 0,40 0,50 — 0,50
6 0,40(1:1600) 0,40 0,50 - a 0,50 @
7 0,40(1:3200) 0,40 0,50 -_— 49C., 0,50 37eC
8 —_ 0,40 0,50 0,40 0,50
12) Con los valores de transmisién leidos y utilizando la grdfica #T = f(%H),
se obtiene el % de hemblisis. Con este Wltimo dato se expresan los resul-
tados de acuerdo a las ipdicaciones dadas en "Interpretacién de la lectura”
13) Se denomina titulo del antisuero la m4s alta dilucién del mismo que da fi-
jacién completa(4+). Si el titulo quedara comprendido entre dos diluciones,
se efectian diluciones intermedias y se repite la titulacién.
14) En el tubo N2 8(control de antigeno)debe haber hemblisis 50%.
' 15) Anotar los resultados en el protocolo consignando N® de antisuero, tipo, t{-
tulo y fecha de titulacidn.
16)

Los sueros hiperinmunes se conservan fraccionados en congeladora a -20ecC,



HEMOAGLUTINACION

1) Introduccidén

Con los trabajos de McClelland y Hare (1) y de Hirst y
Pickels (2) en los que se demuestra la aglutinacién directa y la inhibi-
cién de la misma en los glébulos rojos de pollo, frente al virus de la in-
fluenza, se inicia una serie de comunicaciones sobre la aplicacidén de esta
propiedad a otros virus (3,4,5).

Para hacer evidente este fendmeno, se mezclan suspensiones
de glébulos rojos de pollo, cobayo o humanos, segin el virus considerado,
con suspensiones virales y se dejan en reposo. Los gldbulos rojos sedimen-
tan en grumos de mediano tamafio, visibles macroscépicamente.

La cohesidn de los eritrocitos no es del mismo tipo que en
la aglutinacién comin y los grumos se dispersan fdcilmente por medio de una
suave agitacién.

Existen virus que,al ser mezclados con suficiente cantidad
de gldébulos rojos, son adsorbidos a los eritrocitos a los pocos minutos y
luego comienzan a eluir espontdneamente (influenza, parotiditis, enfermedad
de Newcastle, viruela, vacuna, etc.) y otros en los gque el agente agluti-
nante es una sustancia soluble, separable de las particulas virales,

Los anticuerpos contra el ant{geno soluble, denominado tam-
bién ant{geno S., aparecen antes en el curso de una infeccidn, que los an-
ticuerpos contra el ant{geno fijo al virus o ant{geno V. Ambas formas anti-
génicas son fijadoras del complemento, seroldégicamente diferenciables y tie-
nen importancia en la interpretacidn epidemioldgica de los resultados en—-
contrados.

Debe recordarse, por otra varte, la hemoaglutinacién produ-
cida por sustancias que no son antf{genos virales: las fito-aglutiminas que
ge muestran capaces de precipitar los gldébulos rojos y algunos extractos
vegetales, como los de la Ulex europeus (6), aglutinan selectivamente el
grupo O y el A, de los eritrocitos humanos, y la Sophora japonica? los del

grupo A y B mds fuertemente que los del grupo O, Agrégase a esto un con-



siderable nimero de bacterias (H. pertussis; E. coli ; Cl. botulinum) que
poseen sustancias causantes de la directa aglutinacidn de los glébulos ro-
jos, propiedad esta que se busca aprovechar en las reacciones ant{geno-an-—
ticuerpo.

En nuestro trabajo hemos dividido las técnicas empleadas en

los grupos siguientes:

1) Reacciones de hemoaglutinacidén directa.

a) Aglutinacidén de una determinada clase de glébulos rojos frente

a un tipo de virus (8,9).

b) Reaccidn de inhibicién de la hemoaglutinacién directa (10,11,
12,13,14).

2) Reacciones de aglutinacidn pasiva o indirecta.

a) Aglutinacidén de un determinado tipo de glébulos rojos, sin tra-
tar, sensibilizados con el ant{geno, frente a diluciones cre-
cientes del antisuero (15,16,17).

b) Aglutinacidén de un determinado tipo de glébulos rojos tanados
y sensibilizados con el antigeno, frente a diluciones crecientes
del antisuero (18,19,20,21).

¢) Aglutinacién de un determinado tipo de glébulos rojos tanados
y sensibilizados con gamma globulina del antisuero, frente a

diluciones crecientes del ant{geno homélogo (20,21,22).

Reacciones de hemoaglutinacidn directa.
Este tipo de reacciones nos permite:

a) La concentracién del virus, por aglutinacién de los glébulos ro-

jos con el virus adsorbido y posterior elucién del mismo (23).

b) Titulacién del antf{geno, enfrentando diluciones crecientes del

mismo con cantidades constantes de glébulos rojos (17).

c¢) Hacer espec{fico este tipo de pruebas, recurriendo al artificio



de inhibir la hemoaglutinacién por neutralizacidén de las hemo-

aglutininas por el antisuero homélogo corresvondiente (13).

Siguiendo la nomenclatura de Jawetz, lelnick y Adelberg (24)
la"unidad aglutinante" del ant{i{geno se define como " 0,5 ml. de la méds al-
ta dilucidn del antigeno que aglutina completamente, 0,5 ml. de una sus-—
pensibn tipo de eritrocitos humanos ", La lectura de los resultados se

efectia de acuerdo a los tipos descriptos por Salk (12), segin el cual:

a) La aglutinacién positiva (4 + ) estd indicada por un revestimien-

to rojo, granular y difuso, de la concavidad del tuboe.

b) La ausencia de hemoaglutinacién ( - ) estd indicada por la for-

macién de un botdn rojo, compacto, en el fondo del tubo.

¢c) La aglutinecién parcial ( +, +, 2 + y 3 + ) est4 indicada por
un aspecto intermedio entre el revestimiento difuso del tubo ¥y
el botén rojo. Este toma el aspecto de un anillo con el cen-
tro vacfo. Los anillos son de diverso: tamafio, dependiendo del

grado de aglutinacién.

La hemoaglutinacidn es inhibida por los anticuerpos produci-
dos por el virus homélogo. De manera que puede utilizarse para averiguar
de qué ant{geno o anticuerpo se trata. El sistema de trabajo usado compren-
de:s

1 - Un ant{geno viral del que se usan, generalmente 4 dosis hemoaglu-

tinantes.

2 - Un anticuerpo, que se pone de manifiesto por inhibir, en algunas

de las diluciones usadas, la hemoaglutinacidn.

3 = Los glébulos rojos, de la especie animal elegida, que actdian como

indicador de la reaccién.

Reacciones de hemoaglutinacidn pasiva o indirecta.

En la hemoaglutinacidn pasiva o indirecta, se efectda la

reaccibén ant{geno/anticuerpo usando el eritrocito como soporte inerte del



ant{geno o del antisuero. Las sustancias que sensibilizan los glébulos ro-
jos, a las que se suele denominar hemosensitinas, son generalmente polisacéd-
ridos o lipo-polisacédridos.

Los eritrocitos pueden ser de pollo, ganso, cobayo, humanos,
etc., segin el tipo de virus a tipificar y sus concentraciones varfan entre

0,25 y 6 %0

Los trabajos de Keogh, North y Warburton (25,26) y de
Ifiddlebrook y Dubos (27), fueron el punto de partida de una linea de tra-
bajo tendiente a fijar ant{genos bacterianos, de naturaleza polisacdrida
gobre los glébulos rojose. Pero, cuando se quiso efectuar la sensibiliza-
cién con antf{genos proteicos purificados, se encontrd que la adsorcidn era
diffcil o que no tenfa lugar.

Boyden (20,21) estudia el proceso de la sensibilizacién par-
tiendo de la hipétesis de que el mecanismo se podfa realizar en dos partes.
En la primera, por accidén de determinados reactivos se lograba la altera-
cién de la membrana globular y en la segunda, en ajustadas condiciones de
temperatura y pH, la adsorcidn del antigeno por el glébulo rojo.

Boyden y posteriormente Stavitsky (22) analizan las condicio-
nes para lograr una alteracién de la membrana del glébulo, que permita la
adsorcién con éptimo rendimiento, de protefnas purificadas. Esta fase (fa-
se de alteracién) la consiguen por la accién del 4cido tdnico 1,/20.,000, a
pH 7,2 y 37° C. de temperatura.

La segunda fase (fase de adsorcién) tiene su éptimo cuando
se trabaja a pH 6,4 y 37° C. de temperatura.

Jandl y Simmons (28), analizan la accidn de los cationes me-
t4licos sobre la membrana celular del gldébulo rojo, en funcidbdn de su capa-
cidad de adsorcién frente a distintos antigenos y Eritzman, empleando clo-
ruro crémico como sustancia modificadora de la membrana, logra la adsor-
cidn de gamma globulina a la misma y la precipitacién en forma especifica
frente a la antigamma globulina (reaccién de Coombs modificada (29) ).

También se ha procurado en algunas técnicas alterar la mem-

brana celular, con protefnas enzimédticas (papaiﬁa., pepsina, tripsina) para



lograr un mayor rendimiento en la sensibilizacién.

El principal inconveniente de este tipo de reacciones,
es que, exige una respetuosa sujecién a técnicas laboriosas y que obli-
ga a usar los glébulos rojos tanados dentro de las 24 horas de prepara-
dos.

Por esta razédn, se buscd sustituir los glébulos rojos
frescos por glébulos rojos formolizados que pod{an ser conservados
(30,31), previa liofilizacidén, Adurante cinco meses sin que perdieran
su capacidad de ser sensibilizados.

Cole y Farrell (32) lograron una mayor sensibilidad en es-
te tipo de reacciones, copulando previamente las protefnas con bencidina

tetradiazotada.

2) Eguipo:

a) Se emplea el instrumental descripto en el capitulo Técnica Gene-

ral,

3) Material de Vidrio:

a) Se emplea el material descripto en el capftulo Técnica General.

4) Drogas:

a) Fosfato monopotdsico: Potasium dihydrogen ortho phosphate "Ana-

lar" KH2PO4, M, W, 136,09 B,D.H.-
b) Fosfato disédico anhidro: di-Sodium hydrogen ortho phosphate an-—

hydrous "Analar", Na HPOy, M. W. 141,97 B.D.H. -

¢) Fosfato monosédico: Sodium dihydrogen ortho phosphate "Analar",
NaH2P04.H20 B.,D.,He -

d) Cloruro de sodio: Sodium chloride "Anslar", ClNa, M, W, 58,45
B.D,H., -

e) Sulfato de amonio: Ammonium sulphate “Analar" SO4(NH4)2. M, W,
132,15 B, D.H.-



5)

f) Acido t4nico: Tannic acid C76H56046s Mo We 1701, 25 B.D.H,

g) Citrato de sodio: di-sodium hydrogen citrate Na2HG6H5O7.l% H20
"Analar" M. W. 263,12 B.D.H.

h) Acido citricos Citric acid: C(OH) (COOH) (CHZ.COOH)z. H,0 M, W,
210,15 "Analar" B. D, H. -

i) Glucosa anhidra: D (+) Glucose anhydrous: CHO. (CH.OH)4. CHZOH,
"Mnalar" . W. 180,16 B,D.H.-

j) Hidréxido de sodio: Sodium hydroxide "Analar" Na.OH, M.W. 40,00
B.D.H. -

k) Acido clorhfdrico: Hydrochloric acid "Analar", H.Cl 35 % B.D.H.-

Reactivos

a) Soluciones madres

1) Solucién de cloruro de sodio 1,5 M .
C1Na 87,675 &.
Agua hidestilada Ce.Se.De 1.000 ml.

Se conserva a temperatura ambiente

2) Solucidn de fosfato disddico 0, 5 M.
POyHNa, anhidro 70,99 &go
Ho0 bidestilada ceS.Dpe 1.000 ml.

Conservar a temperatura ambiente

3) Solucién de fosfato monosédico 1 M.
PO, H,lNa Hy0 138,01 g.

HoO0 bidestilada ceSepe 1.000 ml.

4) Solucién de fosfato monopotdsico 0,15 M.
POLHK 20,41 g.

HoO0 bidestilada c.s.p. 1.000 ml.



5) Solucidn de fosfato disédico 0,15 M.
PO4HNa2 anhidro 21,29 g.
H,O bidestilada c.s.pe 1,000 ml.
6) Solucidn de £cido t4nico 1: 1000
Acido t4nico 0,200 e
Hy0 bidestilada ce.sep. 200 ml.
7) Solucién fisiolégica 0,85 %

ClNa 8’5 g
Ho0 bidestilada ces.pe 1.000 ml.

b) Soluciones de trabajo.

1) Solucidén pH 6.0

Se mezclan las soluciones madres en la siguiente propwrciéne.

C1Na 1,5 M. 50 ml.
POH Na 1 M 92 ml.
H20 bidestilada CeSePoe 500 ml.

Conservar en la heladera a 4° C,

2) Solucién pH 7,0

ClNa 1,5 M. 50 ml.
PO,HNa, 0,5 M. 120 ml.
PO4H2Na 1,M. 40 ml.
H,0 bidestilada ceSepe 500 ml.

3) Solucién tampén de fosfatos pH 7,2 .

PO,HNa, 0,15 M 38 ml.
Solucién fisioldégica 0,85 % 50 ml.

Conservar en heladera



4)

5)

6)

7)

8)

9)

Solucién tampén de fosfatos pH 6,4.

PO,HK 0,15 M. 34 ml.
Solucién fisioldégica 0,85 % 50 ml.

Solucién de 4cido cftrico 10 %.
Acido cftrico 10 g.
H20 destilada Ce.S.p. 100 ml.
Solucién de Alsever modificada.

Se usa la misma solucién que indica el capftulo Fijacién de

complemento.

Solucidn de 4cido tdnico 1: 20.000

Solucidén 4cido tdnico 1 o/oo mle 5
Solucién fisioldgica 0,85 % CeSeDs ml. 100

Solucién de Veronal:

Se indica en el capitulo Fijacién de complemento.

Solucién D. G. V.

Gelatina blanca 0,6 g
Glucosa 10,0 g.
Solucidén tampén veronal 200 ml.
HpoO bidestilada ce.S.p. 1.000 ml.

Se disuelve la gelatina en 300 ml. de agua bidestilada calien-
te, hasta completar disolucidn, se agrega la glucosa y una

vez disuelta, se deja enfriar; agregar la solucidén tampén de
veronal y completar a 1.000 ml. Fraccionar y esterilizar en

autoclave, Conservar a 4° C,



c) Antfgenos

Se usan los antigenos descriptos en el capf{tulo Técnica Gene-
ral,

d) Sueros

1)

2)

Sueros hiperinmunes aftosos. Se usan los sueros descriptos en

el capftulo Técnica General.

Sueros controles negativos. Se usan los sueros descriptos en

el capftulo Técnica General.

e) Gamma globulina.

La gamma globulina se obtiene de acuerdo a la técnica siguiente:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Tomar cinco frascos de centrifuga de 250 ml, cada uno y nume-

rarlos de 1 a 5,

Adicionar al primero, 2 ml, de suero antiaftoso "O"; al segun-
do, 2 ml, de suero antiaftoso "A"; al tércero, 2 ml, de suero
antiaftoso "C"; al cuarto, 2 ml, de suero normal de cobayo y

al quinto, 2 ml, de suero antirrdbico equino.

Agregar a cada uno de los frascos, con suave agitacién, 100 ml.

de sulfato de amonio 1,39 I,

Colocar los frascos 30 minutos a 37° C. y 24 horas a 4° C., pa-

ra completar la precipitaciédn de la gamma globulina.

Centrifugar 30 minutos a 2,500 r.p.m. en centrffuga refrigera-

da.
Decantar cuidadosamente el sobrenadante y desecharlo.

Resuspender el depdsito en solucidn fisioldgica con 1 % de sue-

r0o normal de conejo y llevar a su volumen original (2 ml,).

Las soluciones de gamma globulina, se conservan en congelado-

ra a - 20° C hasta el momento de usarlas.

f) Suspensiones de glébulos rojos,

Las suspensiones de gldébulos rojos, se preparan de acuerdo a la



1)

técnica de CLARKE y CASALS (10), conservédndolas:

1) En solucidn Alsever en relacidn 1: 2 para las especies, car-

nero, pollo, cobayo, conejo, ratén y humanos ( O Rh neg.)-

2) En solucidén D, G. V. en proporcidén 1:5 cuando se trata de

glébulos de ganso.

ITETODO

Reaccidn de hemoaglutinacidn directa.

Para el desarrollo de esta prueba, utilizamos la pauta de trabajo
empleada en el Instituto de Virologfia de la Universidad Nacional de

Cérdoba,(33) dividiendo la técnica en dos partes:
a) Determinacidn de la unidad hemoaglutinante.

1) Se disponen en una gradilla, 2 filas de 10 tubos de hemélisis
por cada virus a titular. La primera fila se designa fila de

dilucidn, la segunda "fila de reaccidn".

2) Rotular el primer tubo de cada fila de reaccidén con el nombre

del antigeno y su dilucidn inicial.

3) Preparar las diluciones de los antigenos al 1:2; con una pi-
peta de 5 ml, colocar 0,5 ml. de la solucidn fisioldgica tam-
ponada al pH de trabajo, en todos los tubos de la fila de di-

lucién, menos en el primero.

4) Con una pipeta de 1 ml, agregar 0,5 ml. del ant{geno original
al segundo tubo de la fila de dilucidn correspondiente; y
0,25 ml, al primer tubo de la fila de reaccidn descartar la
pipeta. Con una nueva pipeta mezclar bien el contenido de
ese segundo tubo, transferir 0,5 ml. al tercer tubo de la mis-

ma fila y descartar la pipeta.

5) Realizar igual operacidn con el resto de los tubos, de la fila



de dilucidn.

6) Transferir 0,25 ml, del décimo tubo de dilucidn al décimo
tubo de la fila de reaccidn, con la misma pipeta, transferir

0,25 ml. del noveno al noveno, hasta terminar.

7) Con una pipeta de 1 ml. agregar 0,25 ml. de solucién fisio-

1légica a cada tubo de la fila de reaccidn.

8) Con una pipeta de 5 ml. agregar a cada tubo, de la fila de

reaccién, 0,5 ml. de la suspensidn de eritrocitos.

9) Preparar un control de eritrocitos, con 0,5 ml., de solucién

fisioldgica mds 0,5 ml. de suspensidén de eritrocitos.

10) Repetir iguales operaciones con una suspensién de epitelio

lingual normal de bovino (control negativo).

11) Agitar bien la gradilla y dejar a temperatura ambiente durante

1l hora.

12) Realizar la lectura de acuerdo a las indicaciones de Salk.
Protocolizar los resultados considerando como " unidad hemoa-
glutinante", la mayor dilucidn que da aglutinacién completa.

Los controles deben ser todos negativos. (Ver cuadros N2 9 y 10

13) Preparar de cada virus, una suspensién que contenga 4 u. h. ,
por eje.¢ si la unidad hemoaglutinante se obtuvo en la dilu-
cién 1:128, la suspensién de ese virus se prevara en la 4dilu-

Cidn 1:320

'frb) Tipificacidén de los virus por inhibicién de la hemoaglutinacidn.

1) La inhibicién espec{fica de la hemoaglutinacién por el anti-
suero homflogo ha permitido, en distintos sistemas virales,
la tipificacidén del virus en estudio, cuando se tienen los
antisueros tipos correspondientes.

En el caso del virus aftoso no se pudo realizar esta prueba,
debido a que, en la determinacién de la unidad hemoaglutinan-—

te, a pvesar de las numerosas variantes incorvoradas a la téc-
? =



nica, no se logrd en ninguin caso hemoaglutinacidén especifica

2) Reaccidén de hemoazlutinacién indirecta o pasiva.

Seguimos la pauta de trabajo descripta por BOYDEN y STAVITSKY, divi-
diendo la marcha de la reaccidn en dos partes: la primera, en que
se tanan y sensibilizan los glébulos rojos y la segunda en la que

se produce hemoaglutinacién.

a) Tanado de los glébulos rojos.

1- Tomar 10 ml. de la suspensidn de glébulos rojos al 2,5 % en
tampén de fosfatos pH 7,2, agregar 10 ml. de la solucidn de

4cido tdnico 1:20,000, bpreparada en el momento de la prueba.

2—- Incubar 15 minutos a 37° C., agitando suavemente cada 5 minu-

tose.

3- Centrifugar 10 minutos a 2,000 r.p.m. Yy decantar el sobrena-

dante con pipeta Pasteur unida a una bomba de agua.

4~ Resuspender los glébulos rojos en soluciédn tampdn de fosfatos
pH 7,2, en un volumen doble del inicial. Centrifugar iguales

tiempo y revoluciones.

5- Decantar el sobrenadante en la forma ya descripta, resuspender
a la concentracidén inicial de 2,5 % (10 ml.), con solucidén fi-

siolégica no tamvonada.

6~ Estos gldébulos rojos tanados pueden conservarse hasta 24 horas

en la heladera, a 4° C,

* Db) Sensibilizacién de los gidbulos rojos tanados, con ant{genos vira-
lés.

1- Colocar 7 tubos de centrifuga de 12 ml. en un soporte.

2~ Agregar a los tubos del N© 2 al N° 7, 2 ml. de solucién fisio-
18gica a la que se le ha adicionado, suero normal de conejo,
adsorbido, al 1 %.



10-

11-

Agregar al tubo N° 1 y a1l N° 2, 2 ml, de la suspensién de an-

t{geno aftoso tipo "0". Descartar esa pipeta.

Kezclar el contenido del tubo N° 2 y transferir 2 ml, al 3er.
tubo, usando pipeta de 2 ml. Repetir la operacidn cambiando
la pipeta cada vez, hasta el Ultimo tubo, del que se desechan
2 ml. E1 antigeno queda dilufdo de 1:1 a 1:64.

Agregar a cada tubo 8 ml. de solucidén tamponada de pH 6,4 y
2 ml. de suspensién de glébulos rojos tanados al 2,5 %, Incu-
bar 15 minutos a 37° C., en estufa, agitando suavemente cada

5 minutos.,.

Centrifugar 10 minutos a 2,000 r.p.m. y decantar el sobrenadan-

te de cada tubo con pipeta Pasteur, unida a una bomba de agua.

Lavar con 4 ml. de solucidn fisioldgica, adicionada con suero

normal de conejo, adsorbido, al 1 %o

Centrifugar 10 minutos a 2,000 r.pem. Decantar el sobrenadan-

te con pipeta Pasteur.

Resuspender en 2 ml. de solucién fisiolégica, con suero normal
de conejo, adsorbido, al 1%, llevando los gldébulos rojos tana~

dos y sensibilizados, a una concentracidén final de 2,5 %.

fectuar idénticas operaciones con los ant{genos "A" y "C" y
con la suspensidén de epitelio lingual normal de bovino, que

se usa como control,

Incorporar también, como control de glébulos rojos tanados, un
tubo, en el que se sustituye el antfgeno por solucidn fisiold-

gica, sigviendo la misma marcha.

¢) Sensibilizacién de los glébulos rojos tanados, con gamma globuli-

na

1-

de los antisuveros aftosos.

Con las gamma globulinas de los antisueros 0,4,C,,preparadas

de acuerdo a la técnica anteriormente detallada, efectuar di-



luciones de 1:5 a 1:2560, en solucién fisiolégica.

Con estas diluciones, realizar las mismas operaciones descrip-—
tas para la sensibilizacién de glbébulos rojos tanados con an-
t{genos virales, sustituyendo en cada caso, estos Yltimos, por

las respectivas diluciones de las gamma globulinas.

Incorporar como controles, gamma globulina de suero normal de
cobayo, en las mismas diluciones y glébulos rojos tanados méds

solucibn fisioldgica.

3) Desarrollo de la prueba.

a)

6

Glébulos rojos tanados y sensibilizados con los ant{genos vira-

les frente a diluciones crecientes de los antisueros.,

Preparar una gradilla con 5 filas de 10 tubos de ensayo cada

una. Rotular indicando tipo de suero y dilucidn.

En el tubo N° 1 de cada fila, colocar 8 ml., de solucién fisio-
1l8gica con suero normal de conejo, adsorbido, al 1 %, y en los

tubos restantes 5 ml, de la mismz solucién.

En el tubo N° 1, de la primera fila, agregar 2 ml., de antisue-

ro aftoso tipo "O" y descartar esa pipeta.

Con pipeta de 5 ml. mezclar el contenido de ese tubo, extraer

5 ml. y transferir al tubo N® 2 de la misma fila.

Repetir esta operacidn, cambiando de pipeta cada vez, hasta el

Yltimo tubo, del que se desechan 5 ml.

Repetir los pasos 3, 4 y 5 en las filas restantes, con los an-
tisueros aftosos A y C. con suero normal de cobayo y con sue=

ro antirrédbico equino.
Las diluciones de los sueros van desde 1:5 a 1:2560,

Preparar para la prueba final, una gradilla con 12 filas de

10 tubos de hemdblisis cada una, de las cuales 7 filas corres-



luciones de 1:5 a 1:2560, en solucidédn fisioldgica.

Con estas diluciones, realizar las mismas operaciones descrip-
tas para la sensibilizacién de glébulos rojos tanados con an-
t{genos virales, sustituyendo en cada caso, estos ltimos, por

las respectivas diluciones de las gamma globulinas.

Incorporar como controles, gamma globulina de suero normal de
cobayo, en las mismas diluciones y glébulos rojos tanados més

solucidn fisioldgica.

3) Desarrollo de la prueba.

a)

Glébulos rojos tanados y sensibilizados con los ant{igenos vira-

les frente a diluciones crecientes de los antisueros.

Preparar una gradilla con 5 filas de 10 tubos de ensayo cada

una. Rotular indicando tipo de suero y dilucidén.

En el tubo N° 1 de cada fila, colocar 8 ml. de solucidén fisio-
16gica con suero normal de conejo, adsorbido, al 1 %, y en los

tubos restantes 5 ml. de la misma solucién.

En el tubo N° 1, de la primera fila, agregar 2 ml., de antisue-

ro aftoso tipo "O" y descartar esa pipeta.

Con pipeta de 5 ml., mezclar el contenido de ese tubo, extraer

5 ml, y transferir al tubo N° 2 de la misma fila.

Repetir esta operacidédn, cambiando de pipeta cada vez, hasta el

Yltimo tubo, del que se desechan 5 ml.

Repetir los pasos 3, 4 y 5 en las filas restantes, con los an-
tisueros aftosos A y C. con suero normal de cobayo y con sue-

ro antirrdbico eguino.
Las diluciones de los sueros van desde 1l:5 a 1:2560,

Preparar para la prueba final, una gradilla con 12 filas de

10 tubos de hemdlisis cada una, de las cuales 7 filas corres-—



10-

11~

12~

ponden a las diluciones del ant{geno aftoso "O" desde 1l:l m
1:64 y las restantes, a los antigenos controles "A" y "C", a
la suspensidén de epitelio lingual normal de bovino, al suero
control negativo y al suero control de especificidad. Ver cua-
dro tipo N° 11 .,

Colocar en los 10 primeros tubos de la Ultima hilera, O, 4 ml.
de la dilucidn del antisuvero "O" 1:2560, siguiendo en las o-
tras hileras con las diluciones restantes. En las dos dltimas
filas, colocar las distintas diluciones del suero control ne-

gativo y del suero control de especificidad.

Repetir los pasos 8, 9 y 10 con los antisueros aftosos "A" y
|ICII .

Agitar a mano para homogenizar y dejar 30 minutos a 37° C., en

estufa, y 18 horas en heladera a 4° C.

13-La lectura se efectda a las 24 horas, sobre espejo cdéncavo,

14~

por la imagen que forman los glébulos rojos aglutinados en el
fondo del tubo, de acuerdo a las indicaciones de STAVITZKY
(22).

Anotar los resultados en el protocolo.

b) Glébulos rojos tanados y sensibilizados con gamma globulinas de los

antisueros aftosos frente a diluciones crecientes de los antigenos.

1~

Preparar una gradilla con 5 filas de 7 tubos de ensayo cada

una y rotular indicando tipo de ant{geno y dilucién.

En los tubos desde el N° 2 al N° 7, colocar 5 ml. de solucidn

fisiolégica con suero normal de conejo, adsorbido, al 1 %e

En el tubo N° 1, de la primera fila, colocar 14 ml, y en el
N° 2, 5 ml, de ant{geno aftoso "O"., Descartar la pipeta.

Con pipeta de 5 ml. mezclar el contenido del tubo N° 2 y trans-—
ferir 5 ml. al tubo N° 3,



10-

11~

12—~

13-

14-

Repetir esta operacién, cambiando la pipeta cada vez, hasta

el Wltimo tubo del que se desechan 5 ml,

Repetir los pasos 2, 3, 4 y 5 con los ant{genos "A" y "C" y

con la suspensidén de epitelio lingual normal de bovino. °
Las diluciones de los antigenos van de 1:1 a 1l:64.

Preparar para la prueba final, gradillas con 12 filas de 10
tubos de hemélisis cada una, que corresponden a las dilucio-
nes del ant{geno "O" de 1:1 a 1:64; a los ant{genos controles
"A" y "C", a la suspensién de epitelio lingual normal de bovi-
no, al suero control negativo y al suero control de especifi-

cidad.

Colocar en todos los tubos de la primera fila, 0,4 ml, del an-
t{geno aftoso "O" 1l:l. En las filas siguientes, 0,4 ml. de

las diluciones restantes.

En las filas octava y novena, colocar 0,4 ml., de los ant{genos

controles "A" y "C", respectivamente, en la dilucidn 1l:1.

En la décima fila, colocar 0,4 ml, de la suspensibén de epite-

lio lingual normal en la dilucidn 1:1.

En todos los tubos de las dos Wltimas filas, colocar 0,4 ml.

del ant{geno aftoso "O" en la dilucidn 1l:1.

Adicionar a los 10 primeros tubos de cada hilera, 0,05 ml. de
glébulos rojos tanados y sensibilizados con las distintas di-

luciones de la gamma globulina del antisuero aftoso "O%,

En la fila N° 11, adicionar a todos los tubos 0,05 ml. de glé-
bulos rojos tenados y sensibilizados con la gamma globulina
de suero normal de cobayo y en la dltima fila 0,05 ml. de glé-
bulos rojos tanados y sensibilizados con la gamma globulina

de suero antirrdbico equino.

Repetir los pasos desde el 8 al 14 con los antigenos aftosos



16é’¢itar'.__s".;'l:u'bos pa.:'r'a._‘homoén:l'.‘za.r,' dejar’ 3 minutos & 37° Cog
en estufa y luego 18 horas en heladeré a 4° Cg

17— Efectuar la lecturas & las ‘24- 'hbfaj,s, e “acuerdo é.:la:‘ﬁ diacio.é,-
nes de Stavitsky. ;

18~ Anoter los resultados en ‘el protoci_;




7) Resultados:
En las pruebas de hemoaglutinacién se emplearon los siguientes ant{genos:

a) E.B.P.,epitelio bovino patrén.

b) A.E.B.,antigend epitelio bovino,

c) A.C.F.,ant{geno cultivo Frenkel.

d) B.H.K.(Cr),antfgeno B.H.K. de Criceto dorado.

e) B.H.K.(Bov),antf{geno cultivo B.H.K. de bowino.

Se estudiaron en total 120 ant{genos de diferente origen,con 105 que se
realizaron las reacciones que detallamos a continuacién:
1) Hemoaglutinacién directa:

a) Hemoaglutinacidén directa en funcién del pH de la solucién
fisiolégica y de la temperatura(para cada tipo de eritroci-
to). Cuadro N2 9., .

b) Hemoaglutinacién directa en funcién del pH y de la concen-
tracién de eritrocitos(para cada tipo de eritrocitos) Cua-
dro N210O ,

En nuestras condiciones de trabajo no fué posible determinar,con ningu-
na de las variantes introducidas,la unidad hemoaglutinante: los resulta
dos se consideran negativos para los tipos de virus aftosos usados.
2) Hemoaglutinacién indirecta,con glébulos rojos sensibilizados con
los distintos tipos de virus aftosos:

a) Hemoaglutinacién indirecta en funcién del pH de la solucién
fisiolbégica y de la temperatura,para cada tipo de eritroci-
tos sensibilizado.

b) Hemoaglutinacién indirecta en funcién del pH y de la concen
tracién de eritrocitos,para cada tipo de eritrocito sensibi-
lizado.

Las modificaciones introducidas en nuestra pauta de trabajo no fan perﬁl
tido determinar ningin tipo de hemoaglutinacién especifica,por 1o que los
resultados se consideran negativos para esta prueba. Los cuadros que mues
tran los resultados obtenidos se omiten,por ser similares a los expues-
tos en la hemoaglutinacién directa.
3) Hemoaglutinacién indirecta con glébulos rojos tanados y sensibili-
zados con los virus aftosos y con la gamma globulina de 108 sueros

hiperinmunes:

a) Hemoaglutinacién indirecta por sensibilizacién de los glé-

bulos rojos tanados con virus aftosos y enfrentamiento con
diluciones crecientes de antisuero aftoso. Cuadro N®11



_Cuadro N2 9

Protocolizacion de las pruebas de hemo-aglutinacion directa,
para virus aftoso,en funciin del pH de la concentracidn de
eritrocitos y de la temperatura

M»M Diluciones del antigeno aftoso, tipo “0* (1)
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Referencias:

(1)

Se utilizaron antigenos de epitelio lingual de bovinos infectados y

de cultivo tipo Frenkel.Este se muestra en el cuadro,antf{geno "O"Ne1l21l.

(2) La solucién fisiolbgica tamponada con fosfatos a distintos pH, se em-—

(3)

pled para las diluciones de los antf{genos y para las suspensiones de
eritrocitos.El cuadro corresponde a eritrocitos de pollo al 0,25%.Se
repitié la misma prueba con eritrocitos al 0,50% y al 1%, y con varia- ‘
ciones de temperatura: 42C(heladera),232C(temperatura ambiente) y 372C.
(estufa).

Suspensiones de eritrocitos en las concentraciones ya indicadas ¢ so-

lucién fisiol8gica tamponada con fosfatos, a los pH usados en la prue-

ba.




Cuadro Ne {o

Protocolizacion de las pruebas de hemo-aglutinacion directa
para virus afteso, en funcion del pH y de la concentracion
de eritrocitos

fEritroci{  Diluciones del antigeno aftoso, tipo A" (1) |
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Referencias:

(1) Se utilizaron antfgenos de epitelio lingual de bovinos infectados y
de cultivo tipo Frenkel.En el presente caso se usé ant{geno de epitelio
bovimo, tipo "A",N2 44.

(2) Las diluciones de los antfgenos y las suspensiones de eritrocitos se
efectuaron en solucidén fisioldgica tamponada con fosfatos, a pH desde
6,0 a 7,0.

(3) Esta prueba se repitid con suspensiones de eritrocitos de carnero,co-
bayo,conejo,ratén,ganso y humanos (0 Rh negativo),en las concentraciones
indicadas en el cuadro.

(4) Control de eritrocitos:suspensiones de eritrocitos en las concentracio-

nes correspondientes + solucién fisioldgica tamponada con fosfatos,a los

pH usados en la prueba.




Cuadro N2 /.

Protocolizacion de las pruebas de hemo-ag|utinacion
pasiva, con antigenos aftosos

Diluciones del antisuero aftaso,tipo07(1)
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Referencias:

(1) Suero de cobayo hiperinmunizado,se usé como diluyente solucién fi-
siolégica con suero normal de conejo adsorbido,al 1%, lo mismo que
para los antf{genos. Las diluciones que se indican son las iniciales,
antes de mezclarlas con las suspensiones de glébulos rojos que se
indican en (2) y (3).En el caso del cuadro se usé suero hiperinmu-
ne, tipo "O",Ne 3,

(2) Se utilizaron antf{genos derivados de epitelio lingual de bovinos in-
fectados,de cultivo en células renales de criceto dorado y de culti-
vo tipo Irenkel,que es el que se muestra en el cuadro. Las dilucio-
nes se efectuaron a partir del antf{geno denominado "puro" (prepara-
cibn original del antigeno en relacién 1l:5,peso/volumen en solucién
fisiolégica).Antf{geno tipo "O",N2 109.




(3) Se usaron como antfgenos controles de especificidad,los ant{genos de
epitelio lingual tipo "A",N? 55 y tipo "C", N2 47; como control ne-
gativo, glébulos rojos tanados y sensibilizados con una suspensién
de epitelio lingual normal de bovino,N¢ 52,

(4) Para estos controles se utilizé la suspensién de glébulos rojos ta-
nados y sensibilizados con el antf{geno tipo "O",N? 3, em la dilucién

denominada "pura'.

Estas pruebas se realizaron también,con glébulos rojos tanados y sensi-
bilizados con gamma globulina de los antisueros aftosos,frente a dilu-

ciones crecientes de los antf{genos correspondientes.
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DIXUSION EN AGAR

1) Introduccidn

El uso de medios gelificados para poner en evidencia la reac-
cidén de precivitacidén de un sistema antigeno-anticuerpo, data de 1905 (1) pe-
ro recién en 1946 en manos de OUDIN (2,3), adquiere el verdadero valor que
tiene en la sistemdtice de los estudios de inmunoquimica.

La difusidn simple y la doble difusidn - en una o dos dimen-
siones - desarrolladas por OUCHTERLONY (4) y ELEK (5) y perfeccionadas por
OAKLEY y FULLTHORPE (6), permiten la aplicacién de las leyes generales de
la difusién en medios l{quidos, a la difusidn en geles y el cdlculo de las
constantes fisicoquimicas que rigen este fendmeno.

GRABAR,(7,8,9) en el Instituto Pasteur, combina la electrofo-
resis en agar con la inmunodifusidn y desarrolla la inmunoelectroforesis,
que permite resolver exhaustivamente sistemas antigénicos complejos.

Con estas técnica% se demuestra la relacién inmunoldgica de
uno o varios antfgenos frente a un suero anti, por el andlisis de los arcos
de precipitacidén que se formesn al difundir los ant{genos y anticuerpos a
través de un gel., Inversamente permite descartar relaciones antigénicas y
evidenciar la unicidad o pluralidad de un anti{geno. Las bandas de precipita-
cién tienen una posicién que depende de la concentraeidn del ant{geno, (10)
una curvatura que depende del coeficiente de difusidn del antfigeno (11) y
una densidad que es funcidén del contenido en anticuerpos (12,13).

El procedimiento de difusién simple de OUDIN consiste, en la
estratificacién en tubos pequefios ( 7 cme X 5 mm.) de dos capas; la primera,
contiene mezcladas con el agar las distintas concentraciones del antisuero
(reactante interno) y la segunda, 1las diferentes diluciones del antfgeno
(reactante externo).

El ant{geno al difundir, desciende y se separa en fracciones
que tienen distinta velocidad de difusidén las cuales al alcanzar la concen-
tracidn éptima para reaccionar con el anticuerpo disuelto en el gel, preci-
pitan formando planos horizontales a distintas alturas del tubo.

Esta reaccidn se puede realizar también en cdpsulas de Petri,

en las que se cubre el fondo con el gel de agar que contiene el antisuero y



el antigeno se vierte en un orificio que se practica en el centro de la pla-
ca. Las distintas protefnas difunden formando c{rculos concéntricos y pre-
cipitan en la zona de concentracidn Sptima para la reaccién.

El método de doble difusidn en una dimensién, desarrollado
por OAKLEY y FULLTORPHE (6) y perfeccionado por PREER (14), consiste en lo-
grar le difusidn simultdnea del antigeno y del anticuerpo, ambos mezclados
con el agar, los que en una capa de agar intermedia, forman las clédsicas 1i{-
neas de precipitacidn.

En este caso en un tubo de dimensiones adecuadas, se coloca
una cierta cantidad del agar fundido mezclado con el anticuerpo, se 1o deja
solidificar y se le adiciona una cantidad de agar fundido de modo que forme
una pequefia columna de agar; se lo deja solidificar y se adioiona el agar
fundido que contiene las distintas diluciones del ant{geno. Se deja solidi-
ficar este Ultimo estrato, se tapa herméticamente con tapén de goma y se de-
ja difundir a la temperatura elegida.

El método de OUCHTERLONY (15) o de doble difusidn en dos di-
mensiones, tiene la ventaja sobre los anteriores que permite la directa com-
paracién de varios ant{genos con distintos antisueros, siendo de utilidad
para analizar las reacciones cruzadas.

La técnica se puede desarrollar en macro 0 en micro-escala,
en un caso se efectda la difusidén en cdpsulas de Petri y en el otro en por-
ta~-objetos. En esencia el método consiste en cubrir la cédpsula o el porta-
objeto con una capa de agar y practicar en ella una serie de orificios si-
métricos a un orificio central. Se carga el orificio medio con un tipo
de antisuero y los periféricos con los antigenos a estudiar.

Cuando hay especificidad entre el ant{geno y el antisuero,
al difundir forman la t{pica banda de precipitacidn.

La sensibilidad de este método varf{a de acuerdo al sistema
ant{geno anticuerpo analizado, al peso molecular de los reactantes y al pH
en que se realiza la reaccidn.

Los métodos de OUDIN (2,3) y de PREER (14) detectan de 2 a
18 micro gramos de nitrégeno por mililitro de anticuerpo y de 3 a 9 microgra-
mos de nitrégeno por mililitros del antigeno, mientras que los métodos de

OUCHTERLONY (4) requieren varias veces estas concentraciones.



Estos valores representan términos medios en distintos siste-
mas considerados. Desde el punto de vista prdctico, la principal limitacién
de estos procedimientos es que exige, en el caso especifico del virus aftoso,
un virus de alto t{tulo infectante (10~7-10"8 1I,D 50) lo que obliga a em-
plear virus de alta concentracidn.

Los trabajos de BROWN y CRICK (16) demuestran que, tanto en
la técnica de difusién en tubo como en placa, se observan dos lineas netas
separadas aproximadamente 1 mm. una de otra y que corresponden a compuestos
antigénicos serolégicamente distintos ( 20 y 7 milimicrones)que pueden obte-
nerse por ultracentrifugacién diferencial.

Para cada antisuero se determina la dilucién Sptima que con
el ant{geno homélogo tipo da una banda m4s neta, empleando la técnica en
micro-escala, ya que, sin pérdida de sensibilidad ni especificidad requiere
menores cantidades de ant{geno y antisuero.

Esta dilucidén dptima se emplea en forma sistem4tica en la ti-

pificacién en placa.

2) Eguipo

1) Se emplea el instrumental descripto en el capftulo Técnica General.

3) Material de vidrio
1) Se emvlea el material de vidrio descripto en el capftulo Técnica Ge-

neral.

4) Drogas

1) Cloruro de sodio: Sodium chloride "Analar" ClNe M. W. 58,45 B.D.H., -
2) Fosfato monopotdsico: Potasium dihydrogen ortho-phosphate "Analar"
"KHpPOy M. w. 136,09 B.,D.H., -

3) Posfato disédico anhidro: di-sodium hydrogen ortho~phosphate anhydrous
"Analar" NaQHP04 M, W, 141,97 B.D.H. -

4) Merthiolate: Thimerosal N, F, Elanco Products Company Ind. U, S.A.

5) Acido tricloroacético: Tri-chloro-acetic acid "Analar" 0013.COOH



5)

6)

7)

8)

9)

M. W, 163,40 B.D.H, -

Acido acético glacial: Acetic acid glacial "Analar" CH3.COOH M. W,
60,05 B.D.H.-

Acetato de sodio: Sodium acetate anhydrous "Analar" CH3,COONa M, W,
82,04 B,D.H, -

Cloruro de calcio: Calcium chloride hydrated "Analar" CaCl,. 6 B, 0
M, W, 219,09 B,D,H.-

Sulfato de magnesio: Magnesium sulphate " Analar" MgSO,. 7 Hy0 I.W.
246’50 B.D.H. -

10) Acido dietil-barbitdrico: Barbitone: (02H5)2. CcO,NH,CO,NH,CO M.W,
) R 1
184’20 B.DOH. -
11) Dietil-barbiturato de sodio: Barbitone Bodium: (CoHg) 2.C,CO,NH,C
f
(ONa): N,CO M, W, 206,18 B,D.H, -
———]
12) Glicerina: Glycerol "Analar" CH2(OH)-CH(OH).CH20H. M. W, 92,10,
13).Agar Oxoid-Ion N° 2: Ionagar Code Number L 12,
14) Nigrosina: B,D. H, microscopical Stains in solid form.
15) Rojo de Thiazina R.: B,D.H. Microscopical Stains in solid form.,
leactivos
a) Soluciones salinas:

1) Solucidn de cloruro de sodio 0,85 %
ClTe 8,50 g-
HZO destse CeSeDs 1000 mi,

2) Solucidn de cloruro de calcio 10 %:
Asua destilada CeSeDe 100 ml

3) Solucién tampén de veronal-veronal sbdico:

Cloruro de sodio 85,0 g



Acido dietil-barbitirico 5,750 g

Dietil-barbiturato sédico 3,750 g.
SO4lg.7 Ho0 0.294 g
Hy0 dest. ces«p. 2 litros

4) Solucién de 4cido tricloacdtico al 3 %

Ac. triclordéécético 3,0 g
H20 desto CoSoPo loo ml'

5) Solucién de 4cido acético 2 %

Acido acético glacial 2,0 g
HpoO dests ceSeDe 100 m1,

Soluciones colorantes:
1) Solucién colorante Ponceau S.

Ponceau S. 0,2 g
Ac. tricleredeéticd. 3% 100 ml.

2) Solucidén colorante de Nigrosina

Nigrosina 0,001 g
Ac, acético al 2 % 100 ml,

3) Solucidén de Rojo Thiazina R,

Rojo de Thiazina R. 30 g

Sol. tampdn de acetato 1 litro

Solucidn madre de agar

1) Pesar 60 g. de agar Oxoid=ion N° 2 y agregarlos, en un vaso de

precipitacidén de 2 litros, a 900 ml., de agua destilada.

2) Calentar con agitacién en bafio de lMarfa, hasta disolucién com-

pleta.

3) Adicionarle 100 ml, de cloruro de calcio al 10 %,



4)

5)
6)
7)
8)

9)

10)

11)

12)

Ianteniendo la temperatura a 80° C, incorporar lentamente albi-
mina de huevo para completar la precipitacidn de impurezas ini-

ciada por el cloruro de calcio.

Filtrar en caliente por filtro con camisa de agua caliente.
Completar a 1 litro con agua destilada.

Verterlo sobre una bandeja plana dejdndolo que solidifique.

Cortarlo en cubos de aproximadamente 2 cm., de lado y colocarlos

en agua destilada, que se renueva cada 24 h,, durante 3 dfas.

Verter el agua, fundir el agar y, en una parte alf{cuota, determi-

nar la concentracidn real de agar, efectuando un residuo seco.

A partir de este agar asi calculado, adicionarle la cantidad ne-
cesaria de agua destilada para que su concentracidén final sea del

5%

Agregarle cloruro de sodio de manera que su concentracidédn sea

del 8,5 por mil y merthiolate en concentracién de 1: 10,000,

fundir el agar, fraccionarlo en tubos de ensayo en volumenes de
10 ml., y marcar el nivel de los mismos para completarlo con agua
destilada, si fuera necesario, en caso de evaporaciédn. Conser-

varlos en heladera hasta el momento de su uso.

d) Soluciones de agar para la macro-prueba de OUDIN:

1)

2)

3)

4)

Fundir a 60° C, en bafio de Marfa dos tubos de la solucibn madre
de agar al 5 %.

Con pipeta, calentada por flameo en llama de mechero de Bunsen,
transvasar 10 ml. a un Erlenmeyer de 150 ml., manteniéndolo a
56° C en bafio de lar{ia.

Adicionarle 40 ml. de solucidn fisioldgica con merthiolate

1: 10,000, este constituye el agar 1%.

Repetir con un segundo Erlenmeyer los pasos 1 y 2.



e)

£)

g)

5)

Agreger 90 ml, de solucidn fisioldgica con merthiolate 1: 10,000,
este constituye el agar 0,5 %,

Soluciones de agar para la micro-prueba de OUDIN:

1)

2)

3)

4)

Pundir a 60° C en bafio de lMarfa, tubos de ensayo con solucidén ma-

dre de agar al 5 %e

Con pipeta, calentada por flameo, transvasar a sendos Erlenmeyer

designados con los nimeros 1 y 2,12 ml. de agar fundido.

Agregar al N° 1,88 ml. de tampén de veronal-veronal sédico MN/20
y al N° 2, 88 ml, de solucibn fisioldgica con merthiolate 1:10,000

tamponada a pH 7, con tampén de fosfato.

Distribuir en tubos de hemblisis voldmenes de 0,5 ml. de cada ti-
po de agar e identificarlos con las denominaciones: N° 1 Agar
0,6 % V-V; N® 2 Agar 0,6 % T,F, -

Solucidn de agar para la macro-prueba de OUCHTERLONY:

1)

2)

3)
4)

Fundir dos tubos de la solucién madre al 5 %, a 60° C, en bafio
de agua.

Con pipeta calentada, flamedndola en llama de mechero, colocar
30 ml, en un Erlenmeyer de 250 ml.

Agregar TO ml, de solucidn fisiolégica con merthiolate 1:10,000,

Distribuirlo en tubos de ensayo, colocando aproximadamente 15 ml.
de agar en cada uno, taparlo con tapones de goma, marcar el ni-
vel y conservarlos en heladera a 0° C, -~ Este constituye el agar
1,5 %

Solucidn de agar para la micro-prueba de OUCHTERLONY:

1)

2)

Fundir a 60° C en bafio de Marfa, cuatro tubos de la solucién ma-

dre de agar al 5 %o

Con pipeta calentada, flamedndola por llama de mechero, colocar



en un Erlenmeyer de 250 ml, exactamente 30 ml., de la solucidn de

agar al 5 %,
3) Agregar 70 ml, de solucién de veronal-veronal sédico M/20,

4) Distribuir en tubos de ensayo volumenes de 15 ml. aproximadamen—
te, cerrarlos con tapones de goma. Conservar en la heladera a
0° C, marcando el nivel para completarlo, por la adicidn de agua

destilada, si fuera necesario en el momento de usarlo.
h) Sueros: se usan los mismos detallados en el capfitulo Técnica General.

i) Ant{genos:

1) Se puede usar para la prueba directamente el flufdo vesicular
obtenido de lesiones de epitelio lingual de bovino o de lesiones
podales en cobayo, los que contienen una cantidad suficiente de

virus, para dar lfneas de precipitacidn.

2) Cuando los antigenos tienen un grado de infectividad menor que

10-7 I, D 50, se los concentra:

a) Por precipitacidén por sulfato de amonio a media satura-

b) Por ultracentrifugacién a 40,000 r.p.m. durante 3 horas a
0° C,



IETODO

Desarrollo de la prueba

1)

La técnica de OUDIN (2,3) en macro y micro escala nos permite
obtener las diluciones 4ptimas en que deben emplearse los anti-
sueros O, A, y C en la macro prueba de OUCHTERLONY (4,15) y en
su adaptacién en microescala de acuerdo a los procedimientos de

Crowl (L7) y de Grasset y colaboradores (18).

a) Macro-prueba de OUDIN: doble difusién.

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

Seleccionar 10 tubos de hemdlisis y numerarlos.

Adicionar a los tubos, colocados en gradilla de Kahn en bafio de

agua a 56° C, agar fundido para la reaccién de OUDIN y haciendo

girar suavemente cada tubo, bafiar uniformemente las paredes in-

teriores de los mismos, vertiendo el remanente.

Sacarlos del bafio y dejarlos 5 minutos en heladera para su soli-

dificacidn.

Preparar en gradilla aparte diluciones crecientes del antisuero,
en un volumen de 1 ml. desde 1l:1 a 1:512,

Transvasar 0,5 ml., de cada dilucidén a los tubos de hemdélisis

preparados con el bafio interior de agar.

Agregarle a cada tubo 0,5 ml. de agar al 1%, mientras se mantie-

nen los tubos a temperatura constante no mayor de 56° C,

Pipetear varias veces dentro del agar para obtener una mezcla

bien homogénea.

Sacer los tubos del bafio y ponerlos en la heladera para que el

agar solidifique bien.

Adicionar a cada tubo 0,5 ml, de agar al 0,5 % y llevar nueva-

mente a heladera para su solidificacidn.

Preparar la dilucién del ant{geno que se desea ensayar y mezclar-

la con igual cantidad de agar fundido al 1 %.



11) Agregar a cada tubo 0,5 ml. de la mezcla agar-ant{geno, llevarlos

12)

13)

a la heladera nuevamente, tapados con tapones de goma.

Mantenerlos a temperatura ambiente y leer a las 24 y 48 horas, en
algunos casos las reacciones se hacen positivas dentro de los 7
dias.

Protocolizar los resultados.

b) Nicro-prueba de OUDIN modificada por PREER

1)

2)

3)

4)

5)

7)

8)

9)

Fundir dos tubos de agar 0,6 % V=V a 60° C,

Separar 30 micro-tubos, adicionarles rdpidamente a cada uno una pe-
queiia cantidad de agar fundido para obtener un bafio uniforme en las

paredes interiores de los mismos.

Verter el agar remanente y llevar a la heladera para su solidifica-

cién,

Numerar los tubos y colocarlos en tres hileras de 10 tubos cada
una, en el soporte paras micro tubos. Adi¢ionar a los tubos 0,01 ml,
de cada una de las diluciones del antisuero empleando micropipetas

de Pasteur.

Luego con sumo cuidado para conseguir una neta separacién de las
dos fases, agregar, también con micro-pipeta una capa de agar 0,6 %

V-V, fundido. Llevar a la heladera para su solidificacidén.
Agregar 0,01 ml, del ant{geno suspendido en el mismo tampén.

Sellar los tubos con esmalte de ufias e incubarlos a temperatura am-

biente.

Efectuar la lectura a las 24 y 48 horas continuando la observacidén

durante siete dfas.
Protocolizar los resultados

Las bandas encontradas representan el nimero minimo de sistemas an-

t{geno-anticuerpo presentes, considerando la dilucidén éptima del antisuero

aquélla en la que la banda de precipitacidn apareciera mds pronunciada, es-



ta dilucién es la gque se emplea en la prueba de difusidn en plééé.

2)

Las técnicas de doble difusidn en placa y en portaobjetos permiten la

tipificacidn de los virus aftosos, empleando el tftulo del antisuero

determinado con la técnica de PREER.

a) Macro-prueba de OUCHTERLONY:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

11)

Seleccionar cdpsulas de Petri estériles, de vidrio homogéneo.
Convienen las cédpsulas de vidrio fino y completamente transparen-—

te para facilitar la lectura.

Fundir varios tubos de agar al 1,5%, para la macro Dprueba de
OUCHTERLONY,

Verter de 6 a 8 ml. en cada placa moviendo suavemente la placa

para su distribucién homogénea. Dejar solidificar.

Colocar sobre esta capa el molde para la obtencidén de los orifi-

cios (ver fotograffa N° 1),

Agregarle otra capa de 6 a 8 ml., y dejar solidificar. Retirar
el molde.

Tapar la cdpsula que queda asi, lista para la siembra.

Preparar diluciones de los antisueros en agar fundido en la di-

lucién obtenida por el método de OUDIN,

Colocar en el orificio central una cantidad de antisuero-agar

suficiente para llenar el orificioe.

Efectuar la misma operacidén en los orificios periféricos con los

antigenos a estudiar. Tapar las cdpsulas.

Incubar a temperatura ambiente y efectuar las lecturas a las 24

y 48 horas. La dltima lectura se efectda a los 7 dfas.

Protocolizar los resultadose.
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b) Micro prueba de OUCHTERLONY: empleamos las modificaciones preconi-

zadas por MARGNILZ19Ka pauta de trabajo puede resumirse en los si-

guientes pasos:i

1)

2)

3)

4)
5)
6)

7)

8)

9)

10)

Seleccionar varios porta-objetos bien limpios y sin rayadurase.
Sumergirlos en una solucién de agar fundido al 0,1 % en solucién

tampén - de fosfatos pH 7. -

Escurrir el exceso de agar y limpiar una de las caras de los

porta~objetos.

Secar los porta-objetos en estufa, guardarlos hasta el momento

de su uso.
Fundir varios tubos de agar para la micro-prueba de OUCHTERLONY,
Preparar los moldes para la distribucidén de los orificios,.

Colocar el molde sobre el porta-objeto, agregarle 2 ml. de agar
fundido y dejar solidificar. Retirar el molde (ver fotografia
No 2),

Los porta-objetos estdn ya listos para la siembpra que se efectia
como en la macro-técnica. Pueden conservarse, antes de ser sem-
brados hasta 24 horas en cdmara himeda.

Luego de sembrados, se incuban de 24 a 48 horas, en cdmara hime-

da a temperatura ambiente.

Las l1fneas se revelan por coloreado de los porta—-objetos con la
técnica correspondiente al colorante usado (Nicrosina, Ponceau S,
Rojo de Thiazina R. 6 Amido Schwartz).

Leer y protocolizar los resultados.
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7) Resultados:

La aplicacién de las técnicas de difusidn en agar para la tipificacién de

los virus aftosos,se realizd en dos partes:
1) Determinacién del titulo de dptima precipitacién de los antisueros
hiperinmunes; microtécnica de Oudin,modificada por Preer.
La protocolizacién de esta prueba,se muestra en el cuadro siguien-
te en el cual se puede observar que el t{tulo obtenido para el sue-
ro "O",n? 12 fué de 1:64 (Cuadro N2 12)
CUADRO N2 12 |

Protocolo tipo de la prueba de difusion
bt el titulo de anti-
suercs Jftosos - Microtécnica de Oudin

Diluciones del suero hiperinmune tipo 0" (1)

Antigenos (2) T | 18 | 116 | 132 | vk | 1128 | 1256
= |
Antigeno®0*| | |
patron (nesét) | |- O] | E
U
| B =
patron (wid2) | | | ) - W
U U ~
= =AF-UF=UF-
Antigenoc* ] = H I H | F
patron (aeid3) || — M H |
W o § Ner ) A o
= = = =
Suspension E} ] E} illillilli
de epitelio nor — LT
mal de bovino ] et 1 4 | ol | e
Referencias:

(1) Suero de cobayo hiperinmunizado,se usé co-
mo diluyente tampén de veronal.

(2) Los antigenos se usaron concentrados con sul
fato de amonio a media saturacién o por ul-
tracentrifugacién,

Se titularon 26 sueros hiperinmunes,los resultados se consignan en

el Cuadro N2 13, Estos titulos se emplearon en las pruebas de difu-



sién en placa,para la tipificacién de los virus.-

En las fotografias N2 3 y N2 4,se pueden ver las bandas de precipitacidén en
macro y micro escala. Las lineas pueden ser una o dos,segin se trate de vi-
rus sin inactivar a 562C durante 30 minutos,observacién esta coincidente con
las conclusiones de BROWN y CRICK(16).

La tipificacién de los virus problema,empleando la micro técnica de OUCHTER-
LONY(4) modificada por MARGNI(19),tal como se efectué,se indica en el Grifi-
co Ne 7

GRAFICO Ne 7

Esquema de Ia tipificacion del virus
aftoso, segin la microtécnica de difu-
sion en agar de Ouchterlony (1)

neiy i3k "y e 134
L) ‘# % ’ / \ ’
‘. mi35 w9 .' w135
8.%0" ‘ ‘ S.7A" ‘

n* 136 ™ 60 » 136

=9 . L ™ 138
1;” /f $.N.C.(4) "
" 60 - ne 136 " 60 e 136
"2 ne 1k w12 ne 14k
Referencias:
(1) Micro técnica de doble difusidén en portaob-
jetos .-

(2) Virus "O"(A.F.V.),sin inactivar: se observan
dos bandas de precipitacidn.-

(3) Virus "C" inactivado: una linea de precipita
cidn.,

\4) Suero normal de cobayo:control negativo.




Las fotograffas N25,N26,Ne7 y i28,muestran la nitidez y especificidad de
las bandas obtenidas, tanto en macro como en micro escala.

El Cuadro N21l4 consigna los resultados de la tipificacién de los virus

por este método. En total se estudiaron 131 muestras virales,a las que se
les determinaron su tipo, logrando 71% de reacciones positivas para los
antfgenos de epitelio y el 64% para los virus de cultivo.Sobre el total

de las muestras la positividad fué del 68%.Grifico i98.

En las reacciones de difusién en agar el % de positividad aumenta en forma
directa con la concentracién del virus,como lo muestran los valores obte-
nidos cuando se expresa la positividad en funcién del tftulo del virus.
As{t, paré el virus tipo "O" se obtiene 75% de reacciones positivas con
virus de tftulo menor de 10 '*° s 76% con tftulos de 10 '0 a 10-7’6; 79%
con tftulos de 10~ *7 g 107810 -8,0,

Con virus "A" los valores son de 38% para t{tulos inferiores a 10-7’0;86%
para tftulos de 10770 4 10"726 y 90% para los tftulos 10717 4 107890,

Y para el virus "C" los valores positivos son del 76% para t{tulos de 10
a 10°7'® y del 90% para tftulos de 10~ *7 a 107810,

Hemos observado que cuando se trabaja con fluido vesicular,de cobayo o de

¥y 100% con tftulos mayores que 10

yAS

bovino,se obtienen bandas de una marcada nitidez.

El Grifico N29 muestra el aumento de positividad con el aumento del tftulo.
Debe tenerse en cuenta que los valores de los tftulos indicados se refie-
ren al t{tulo original de la muestra, pues su tftulo final después de la
concentracién con sulfato de amonio a media saturacién o por ultracentri-
fugacién,se eleva en uno o dos logaritmos sobre el valor inicial(1l6).

El método de difusién en agar, adaptado a la tipificacién de los virus af-
tosos, exige la concentracién del virus,técnica cuiacadosa y extensa, lo
que reduce las posibilidades de emplearlo como un procedimiento de rutina.
En donde se aprecia el verdadero valor de este tipo de pruebas, es en el
estudio de la constitucién antigénica de los virus, 1o que ha permitido,
en el caso especifico del virus aftoso separar las distintas fracciones
que se pueden obtener del virus total y establecer las relaciones antigé-

nicas que existen entre las mismas y los anticuerpos neutralizantes y fi-
jadores del complemento.



FOTOGRAFIA N2 1

Moldes para la prueba de Macrodifusién
seglin Ouchterlony(Cortesia Dr. R.Margni)

FOTOGRAFIA NE 2
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Moldes para la Micro-difusidn segiin
Ouchterlony(Cortesfa Dr.R.Margni




FOTOGRAFIA N2 3

4.——(3.)

Referencias:
Suero "O" N2 23
1) Virus "O" N2 141: 2 lineas de precipitacién.
2) Control negativo.

FOTOGRAFIA N2 4

“y —>

Referencias: ;
Suero "C" N2 11.
1l)virus "C" N2 47(Reaccién positiva)

2)Control negativo.
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Virus "O" N2 12.(Reaccidn: negativa)

/irus "A" N2 24.(Reaccidén: negativa)

Virus "C" N@ 104,inactivado,concentrado por ultracen-
trifugacién.(Reaccidn positiva)

{

Suspensidn eniteli ST 1ino i ] (=
Suspensgsion epitelio normal lingual de bovino N252.(Con




Referencias:

FOTOGRAFIA NC 6

Micro-técnica de OUCHTERLONY en portaobjeto.

Suero
Virus
Virus
Virus

Virus

"o Ne
nom, e
non, Ne
"o, Ne
now, Ne

18
37,inactivado(Reaccidén positiva)

45,inactivado(Reaccién positiva)
58,s/inactivar(Reaccién positiva:dos lineas

59,8/inactivar(Reaccidén positiva)

Los orificios intermedios no se sembraron.,

Suero
Virus
Virus
Virus

Virus

AN, NO
AN, Ne
AN, NE
AN, Ne
AN, NO

10

142 s/inactivar(Reaccidén positiva 2 lineas)
115 s/inactivar(Reaccién positiva 2 lineas)
119 s/inactivar(Reaccidén positiva 2 lineas)
46 inactivado(Reaccién positiva,l linea.)

Los orificios intermedios no fueron sembrados.




FOTOGRAFIA N¢ 7

Referencias:

5

L veefSrapadipian
it

Referencia:

Micro-

suero
virus
Virus

Virus

v.'0" 121

técnica en cubreobjeto.

nAt Ne 10

"A",N2 142(Reaccibn positiva: 2 lineas)
"o",N2 121(Reaccién negativa)

"c",Ne 69(Reaccidén negativa)

Suspensidén epitelio normal lingual de bovino

N2 52(Control negativo)

FOTOGRAFIA N 8

Fotografia N2 7 en aumento,mostrando un orificio

y las dos bandas de precipitacidn.
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de positividad.
de reacciones

(1) 4 sector proporcional al %
- sector proporcional al %
negativas,
(2) Para el virus "C" no se tipificaron muestras
con esos titulos.




CUADRO N°13

TITULO DE LOS SUEROS AFTOSOS HIPERINMUNZS OBTENIDOS EN LA PRUE—
BA DE DIFUSION EN AGAR SEGUN LA MICRO-TECNICA DE OUDIN

Muestra Antisuero
No Tipo T{tulo (1)
1 0 1:16
2 0 1:32
3 0 1:32
4 A - (2)
5 A 1:64
6 c 1:64
7 C 1516
8 C 1:32
9 0 1:32
10 A 1:64
11 C 1:64
12 o 1:64
13 A -
14 C 1:32
15 0 1:32
16 A 1:32
17 C 1:64
18 0 1:64

19 A -



20 C 1:16

21 A 1:32
22 0 1:64
23 0 1:64
24 c 1:64
25 0 1:32
26 A 1:32
27 C 1:32
28 0 -

29 A 1:64
30 C 1:64

Referencias:

(1) - Se denomina tftulo a la mayor dilucién del antisuero que da lineas

de precipitacién netas.

(2) -Los antisueros consignados con (=) corresponden a partidas no titula-

das por este métodoe.



CUADRO N©°14

TIPIFICACION DEL VIRUS AFTOSO POR EL METODO DE DIFUSION EN AGAR

Muestra Virus Virus s/concentrar Virus concentrado Virus concentrado
No© Tipo Método Ouchterlony con SO4(NH,), Ultracentrifugado
Mé&todo OQuchyrtlony M&todo Ouchterlony

1 0 Nege. Neg. O+
2 A Neg. A+ —
3 C Neg. Nég. Neg.
4 0 Neg. Neg. Nege
5 A Neg. Nege. A+
6 A Neg. Neg. Nég.
7 A Neg. Neg. Nege
8 C Nege Nege. C+
9 A Nege. Nege. A+
10 0] Neg. O+ -
11 A Neg. Neg. A+
12 0] Nege. O+ —
13 A Neg. - _—
14 A Neg. A+ —
15 C Neg. Nég. Nege
16 0 Heg. Neg. O+
1 0 Neg. Neg. Neg.
18 C Nege —_— —
19 A Neg. Neg. A +
20 A Neg. - _—
21 0 Nege. O+ ——
22 C Neg. Nég. C+
23 0 Neg. O+ _—
24 A Neg. A+ -
25 c Neg. C+ -
26 0] Neg. 0+ —_—
27 c Heg. Neg. C+



28

30
31
32
33

2
]

35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

> > > Q Q B O B O Pk QP Q> O O QP OO Q O O O

Q B o ©

2Q<

Q aQ o o

Neg.
Nege
Nege

(1)

Neg.
O+
C+
Nég.
A+
Nég.
Neg.
Neg.
o] 2
A+
C+
Nég.
Nege
Nege
O+
Nég.
o%
Nég.
C+
Nég.
A+
Neé.

Neg.

Nege.
O+
Nég.
Nege
C+

Nég.

Nege.
Neg.
C+

Nego
Nego

Nég.
Nege.
A+

Nege.

A+
Nég.

O+

Neg.
C+
O+
o+
Nego



62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83

84
85

86

87
88
89
90
91

93
94
95

Q » O Q B O Q O % b OQ O O Q O P O O O QP QOQQDP O OAQO

(o

Neg.
Nege.
O+
0+
A+
Nég.
Nege.
C+
C+
A+
Nég.

Neg.

Neg.

C+

Nég.
Nege.
Neg.

A+
A+
Nég.

Neg.

O+
Nég.
C+
Nég.
A+
C+
Nege.
Nege



96

97

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129

QP & > & > B P O

Q b O O ®» b O O O B & O % OP P » » O O O O O O Q

Nege
Neg.
Nege.
Neg.
Nege
Nege.
Nege
A+
Nég.
Nege.
O+
0+
0+5
o+
O+
o+
A+
Nég.
Nege
Nege.
Nege
Nege
O+
A+
Nég.
O+
O+
0+
A+
Nég.
Nege
Nege
Nege
C+

O+

Nég.
Nege
Nege.
Neg.,
Nege.
Nege.

Nég.
Neg.
A+



130 C —_— Neg. Neg.
131 0 - O+ ——
132 A — A+ —_
133 c —_ C+ _
134 0 - O+ _
135 A - A+ -—
136 C —_ C+ _—
137 — _ — _—
338 0 —_— O+ —_
139 A - A+ -
140 c _— C+ —_—
141 0 — 0+ _—
142 A - A+ -
143 c - C+ _—
144 C — C+ _—

Referenciag:

(1) ¢ Las muestras a partir del N° 30 en adelante no se realizan en

la dilucién sin concentrar,



2)
3)
4)
5)
6)

7)

8)

9)
10)
11)
12)
13)
14)
15)
16)
17)
18)

19)
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AGLUTINACION

Si definimos los "anticuerpos como globulinss modificadas
por un animal en respuesta a la introduccidn de un antigeno y que tienen
la propiedad de reaccionar con €1 de un modo especifico, en cualquier for-
ma susceptible de ser observada (1,2), inferimos que, las distintas deno-
minaciones con que se designa la unién ant{geno-anticuerpo, dependen de la
forma en que esta reaccién se pone en evidencia. \

Asi,cuando GRUBER y DURHAM (3) comunican la agrumacidén espe-
c{fica del vibridén colérico, frente al antisuero correspondiente (reaccién
de aglutinacidén) o cuando KRAUS (4) observa la precipitacién especifica
formada al poner en contacto suero antivibridén colérico frente a filtrado
estéril de los cultivos del mismo germen (reaccidén de precipitacidén), po-
nfan de manifiesto dos facetas de un mismo fendmeno.

DOERR ' (2) destaca claramente " que si un mismo antigeno a-
giutina las bacterias intactas y precipita los extractos de las mismas; pa-
rece poco probable que precipitinas y aglutininas no sean sino una doble
designacién de los mismos anticuerpos ".

Nosotros, para denominar este tipo de reacciones, hemos se-
guido el criterio de KABAT y MAYER (5) para quienes " cuando el ant{geno
tiene una dimensidn molecular tal que puede permanecer en solucidn, es ade-
cuado denominar a la agrumacién con el anticuerpo, como una precipitacidn;
en el caso de las partfculas antigénicas que centrifugan alrededor de 1.000
a 2,000 r,p.m. 0 en el caso en que aparezcan como particulas de regular ta-
mafio bajo el microscopio, al estado de agregacién de estas particulas sus-
pendidas, corresponde llamar aglutinacién".

Si comparamos la reaccién de aglutinacién de un bacilo fren-
te a su antisuero homélogo y la de precipitacidén de una molécula de globu-
lina frente a su antiglobulina, veremos que, le diferencia de tamafio entre
ambas se traduce, como bien lo hace notar ADIER (6), en una diferencia a-
preciable del numero de grupos antigénicos receptores, que en la Salmone-
1lla tiphosa O 901, es de 5,6 x 102 en 1la superficie total, en contraste
con los 62 receptores potenciales y 30 receptores efectivos que tiene, por

ejemplo, la molécula de ovoalbumina. Esto explica por que ‘se necesitan



menos moléculas de un anticuerpo para poner de manifiesto una reaccién
de aglutinacidn que una de precipitacién, al par que aclara el por qué
un mismo antisuero da generalmente més alto titulo cuando se lo mide por
aglutinacién que por precipitacidn.

GRUBER, sugirié el nombre de aglutinacidn para designar es—
te fendmeno e intenfd explicarlo suponiendo que la formacidn de grumos
era debido a la accibén de una aglutinina sobre la membrana de la bacte-
ria que se hacfa mds y m4s viscosa, facilitdndosele de este modo, su a-

glutinacidn.

-
BORDET (7,8) define la aglutinacién como " la unién en masa
de partfculas organizadas que por alguna peculiar influencia, cambian

sus propiedades de adhesién molecular ". Sus experiencias con suspensio-
nes de licrospira g¢omma,en soluciones salinas y en agua destilada, fren-
te al antisuero colérico, lo llevaron a pensar que este tipo de reaccio-

nes serolégicas se desarrolla en dos fases:

1) La primera fase-fase de adsorqidn de la aglutinina especifica
estaba regida por las leyes fisicoquimicas de la adeorcién

(isoterma de LANGMUIR)

2) La segunda fase-fase de aglutinacién- era funcidn de la concen-

tracidén de electrolitos del medio.

MARRACK (9) confirma este punto de vista y demuestra que
existe un éptimo de precipitacidn a una determinada concentracién salina
Yy que, a concentraciones mayores, la precipitacién disminuye debido a la
formacién de una atmésfera electrolitica, alrededor de los iones polares

del ant{geno y el anticuerpo, que reduce la atraccidn entre ambos.

EHRLICH (10) refuta la hipbtesis de BORDET y destaca la im-
portancia de la estructura quimica de la aglutinina a la que se supone po-
seedora de grupos capaces de producir la aglutinacidén. Estas ideas son
retomadas por LANDSTEINER (11) quien analiza el fendmeno de la especifici-
dad de las reacciones seroldgicas desde el punto de vista quimico y este-
reoqufmico. Su libro " The Specificity of Serological Reactions " es una

cldsica obra en el estudio de los fendmenos de inmunoquimica.



NORTHROP Y DEERRUIF (12) modifican la teorfa de las dos fa-
ses de BORDET e incorporan a ella los conceptos de BECHOLD,;H.E_S-NEISSER
y FRIEDEMAN (13) respecto al papel que juegan las cargas eléctricas perdi-
das en el fendmeno de la aglutinacién. Sus ideas pueden resumirse en los

siguientes postulados (14):

1) La aglutinacién debe ser considerada como la resultante de dos
fuerzas antdgdénicas, una fuerza de repulsién debidas a las cargas
eldctricas que tienden a mantener a las bacterias separadas y una
fuerza de cohesién que tiende a producir la agrumacién. En una
suspensidn bacteriana las fuerzas de repulsién son, en general,
mayores que las de cohesidn y todo factor que modifique este equi-

librio, produce la floculacidn.

2) En el caso de bacterias no sensibilizadas,los electrolitos en con-
centraciones menores que 0,01 N afectan esencialmente el poten-
cial y en diluciones mayores que 0,01 N afectan principalmente a

las fuerzas de cohesién.

3) Se puede asi, sin alterar las fuerzas de cohesidén, producir la
aglutinacién por reduccidén de la carga, por efecto de los electro-
litos, a un nivel inferior al nivel critico que estd alrededor
de los 15 mV.

4) Cuando las bacterias se tratan con suero inmune, su fuerza de co-
hesién es protegida de alguna manera del efecto depresor de la
sal concentrada y la aglutinacién estd determinada solamente por
le carga. Por eso es que cuando el potencial de una bacteria sen-
sibilizada se reduce, por la accién de un electrolito, a un valor

menor gue 15 mV,, la suspensién aglutina.

PRESSMAN, CAMPBELL y PAULING (15) con agudo sentido critico,
ponen en duda la influencia de las cargas de superficie reducidas en el
fendmeno de la aglutinaciéne. En una ingeniosa experiencia copulan no méds

de 60 grtpos azo por célula y las enfrentan con los antisueros correspon-



dientes, observando que se produce la hemoaglutinacién. Imego hacen el
siguiente razonamiento: " si se supone el anticuerpo extendido en una
fina pelfcula de 3,5 Angstrdm sobre la membrana celular, ocuparia sélo
un 0,02 % de la superficie total " lo que les condujo a pensar que en el
sistema antigeno-anticuerpo por ellos estudiado, la aglutinacién no era

debida a cambios en las propiedades de la superficie de la célula.

MARRACK (9), explica el mecanismo de la precipitacién, su-
poniendo que el estado de agregacidén, es funcidn de la atraccién especi-
fica entre las part{iculas que es mutua y debida a la ligadura suministra-
da por ulteriores moléculas de ant{geno. Bastan, de acuerdo a su hipéte-
sis, dos grupos determinantes para que una molécula pueda formar un agre-
gado de tamafio ilimitado, logrdndose una arquitectura molecular similar

a la de un "enrejado".

HEILDELBERGER y KENDALL (16,17) identifican el mecanismo
que rige la formacién de los precipitados inmunes, al gue regula la aglu-
tinacidh de una bacteria por su antisuero, =rCligen como sistema de traba-
jo el polisacdrido especifico del Neumococo tipo III, de naturaleza no
proteica y su antisuero homélogo. La velocidad y el 6ptimo de esta reac-
cién pueden medirse en funcién del nitrdégeno proteico de los precipitados
que es proporcionado exclusivamente por el anticuerpo. De esta forma, la
cinética podfa expresarse cuantitativamente como una reaccidn bimolecular
seguida d4 una serie de reacciones competitivas que dependen de la propor-

cién relativa de los componentes.

BOYD (18) resume las ideas de HEIDELBERGER en cuatro premi-
sas esenciales:
1) El1 antfgeno (G) y el anticuerpo {A) son qufmica e inmunolégica~
mente multivalentes uno con respecto del otro, es decir, cada
sustancia posee dos o mds agrupaciones capaces de reaccionar

con la otra.

2) E1 anticuerpo puede ser considerado matemdticamente como si su

comportamiento medio fuese el de unea sustancia simple.,



3) La reaccidn se concibe como una serie de reacciones bimolecu-—-—
lares que tienen lugar antes que ocurra el de una sustancia

simple,

4) La Ley de accién de las masas se aplica siempre que las canti-
dades formadas de los productos de la reaccién, sean propor-

cionales a las concentraciones de las sustancias reaccionantes.

La teoria de MARRACK-HEILDELBERGER es la que mejor explica
las reacciones de aglutinacién y precipitacidn en los sistemas ant{geno-
anticuerpo y los datos experimentales confirman sus puntos de vista:
Pauling y colaboradores (19) demuestran que en la precipitacidn de los
haptenes sintéticos con dos o mids grupos combinantes especificos frente

al antisuero homélogo se forman compuestos del tipo:

- A-H-A-H-A-H-A-
tal como lo predice la teorfa.

Igualmente concluyentes son las experiencias de PAULING,
PRESSMAN y CAMPBELL (20) quienes mediante la sintesis de un haptene con
dos grupos especificos conocidos: R ( 4cido arsanflico ) y X (4cido car-

boxflico ) y la obtencidbdn de sueros anti-R y anti-X prueban que:
1) F1 haptene no precivita ni con el antisuero R ni con el anti-
suero X,

2) La precipitacién tiene lugar con une mezcla equimolecular de

suero anti-R - anti-X,

3) Los precipitados tienen una constitucién del tipo:
- Anti- X-XHR-anti-R-RHX-anti-X-XHR-
GHOSH (21) analiza las reacciones ant{geno-anticuerpo con

criterio fi{sicoquimico y resuelve matemdticamente el estudio de las con-

diciones de equilibrio, suponiendo:



1) Que el ant{geno se combina reversiblemente con el anticuerpo

en proporciones miltiples.

2) Que la afinidad de cualquier posicidén no es afectada por el
estado de combinacidn de cualquier otra posicidn del antfige-

Noe.

A partir de estas premisas, dedujo una expresién matemdti-

ca similar a la isoterma de LANGMUIR (22).

KLOTZ (23), FOWLER (24) y BOYD (25) encuentran distintas
ecuaciones que describen la cinética del proceso y que, cuantitativamente,
muestran una significativa coincidencia entre los valores que predice la

teorfa matemdtica y los encontrados experimentalmente.

En nuestra investigacidn seleccionamos los soportes inertes
empleados en distintos sistemas antigénicos: bentonita (26, 27, 28), cao-
1fn (29,30), resinas de intercambio idnico (31,32), colodio (33,34,35) ¥y
14tex (36,37,38,39,40,41) procurando adaptar los trabajos originales, al

caso particular de los virus aftosos.

Optamos, finalmente, por suspensiones de particulas de co-
lodio y de 1l4tex que tienen sobre los restantes soportes inertes, la ven-
taja de proporcionar dispersiones estables, de partfculas de didmetro

uniforme.



AGLUTINACION Dz PARTICULAS D LAT=X SENSIBILIZADAS

1) Introduccién

Las partfculas de 1l4tex son un soporte bioldgicamente inerte,
que proporcionan una superficie esférica de didmetro uniforme y libre de
toda interferencia orgénica (42). En suspensiones acuosas estdn cargadas

negativamente, lo que las hace sumamente estables.

ORESKES y SINGER (43), estudian el mecanismo de la adsorcién
de gamma globulina humana a partficulas de ldtex de poliestireno y expresan

sus resultados en la siguiente ecuacién:

ZL_ _ KN - Ka
a

en donde , r es la cantidad de proteina adsorbida; a, la cantidad de protel-
na remanente en solucidén cuando se alcanza el equilibrio; N, la cantidad

mdxima de proteina que puede ser adsorbida y K, una constante,

La cantidad de protefna adsorbida, por miligramo de 1l4tex, es
mayor para las particulas mds pequefias, 10 que era previsible, por ser 1la
superficie del agente adsorbente inversamente proporcional al didmetro de

sus partfculas.

De esta manera, una partfcula de 0,20 micrones de didmetro,
adsorbe por unidad de peso, cuatro veces mds gamma globulina gue una part{-

cula de 0,80 micrones de didmetro.

En algunos sistemas antigénicos, tiene especial importancia

la forma en que se oObtiene la gamma globulina.

SINGER, ALTHAN, GOLDENBZRG y PLOTZ (44) destacan que, en la
sensibilizacidén del 1l4tex con gamma globulina, para la prueba diagndstica
de la artritis reumatoidea, se debe usar exclusivamente la fraccién II de
COHN (45) por ser el dnico procedimiento que permite obtener una gamma glo-
bulina adecuada a la reaccidn. Hacen notar gque las gamma globulinas obteni-

das por electroforesis a flujo continuo, fraccionamiento salino, filtracidn




por gel, etc., suelen dar reacciones falsas negativas, fenémenos de pro-

zona e incluso inhibicién de la aglutinacién ( 42,45).

Nosotros ensayamos, con buenos resultados, la obtencidén de

la gamma globulina:

1) Por precipitacidén con cincuenta voldmenes de sulfato de amo-—
nio 1,39 I y agitacibén a 37° C, dejando en heladera a 0° C,
durante 24 horas, para completar la precipitacién. Centrifu-~
gacién posterior a 2500 r.p.m. durante 30 minutos y resus-

pensién del depdsito a su volumen original (45).

2) Por precipitacidén con soluciones de etanol 95% en las condi-
ciones de pH., temperatura y fuerza idénica que describen
COHN y colaboradores (46).

Ambos tipos de gamma globulinas no mostraban, electroforéti-
camente, rastros de albdmina, condicién esencial para que la reaccién

se produzca.

A pesar de que la cantidad de protefna adsorbida, por miligra-
mo de 14tex, es mayor para las partfculas mds pequefias, los trabajos de
LOMBAN, VAZQUEZ SAAVEDRA y SA FLEITAS (47) demuestran que, en el caso del
virus aftoso, el éptimo de aglutinacidén se logra con partfculas de 0,81

micrones de didmetro.

Zstos resultados parecieran indicar que la reaccidén depende
no solamente de la adsorcién de gamma globulina al soporte inerte, siné
también de otros factores que deben ser estudiados: punto isoeléctrico

y tamafio de los virus, fuerza idénica y pH. de las suspensiones.

En nuestro trabajo analizamos la sensibilidad de la reaccién
en relacién con la gamma globulina adsorbida y en funcidén del pH., la
temperatura y el tiempo de incubacidn, tanto en la fase de sensibiliga-

cibén como en la de aglutinacién propiamente dicha.



2) Eguipo
a) Se emplea el instrumental descripto en el capftulo Técnica Ge-

neral.

b) Agitador eldctrico universal con rebstato para regulacién de ve-
locidades de 1/50 H,P. Emil Gruner & Co. o=

3) Material de vidrio

Se cmplea el material de vidrio descripto en el capftulo Técnica

General,
4) Drogas

a) Polystyrene ldtex particles (Dow Chemical Company, Lidland,
llich.): suspensién de ldtex con 27,6 % de sbélidos totales y did-

metro medio de las partfculas: 0:81 micrones (L.D. 0,81).

b) Styrene-butadiene 14tex: Dow Latex 630 (Dow Chemical Company,
Midland, Mich.): suspensién de 1l4tex con 48 % de sélidos totales
y didmetro medio de las particulas de 0,14 micrones (L.D. 0,14).

c) Polystyrene 14tex particles (Dow Chemical Company Midland, Mich.):
suspensién de 14tex con 40 % de sélidos totales y didmetro medio
de las partfculas de 0,5-2,0 micrones. Por centrifugacién frac-
cionada se preparan suspensiones con partf{culas .de 0,5-1,0 micro-

nes (L.D. 0,5-1,0) y part{culas de 1,5-2,0 micrones (L.D. 1,5-2,0).

d) Polystyrene 1l4tex particles (llolter, Serum~Institut Dr. Hans
Molter: 6900. Heildelberg) Suspensién de partfculas de 14tex con
10 % de sélidos totales y didmetro medio de las partfculas de

0,81 micrones (L.M, 0,81).

e) Cloruro de sodio: Sodium chloride "Analar", NaCl, M.W. 58,45 B,D.
H,

f) Hidréxido de sodio: Sodium hydroxide "Analar", Na.,OH, M.,
40,00 B.D.H.



g) Cloruro de calcio: Calcium Chloride "Analar" CaCls, M. W.
110,99 BoDoHo -

h) Acido bérico: Boric acid, Baker Analized Reagent, H3BO3, Moo
61,84, J. T. BAKER., -

i) Glicina: glycine: H2N.CH2.COOH MeWe 75 Pfanstiehl Lab.
Inc. ‘lankegan. Illinois. U.S.A.

j) Acido clorhfdrico: Duperial, Cl H, P,M., 36,46 Dens, 1,185=
1,192, Ind. Arg.

5) Reactivos
a) Soluciones salinas:

1) Solucidn tampdén de glicina (pH 8,2)
ClNa eccocecseocscocncccne 9,00 g.
C1o0a seveeerennneaseanees 1,00 g.
Glicing eececececcccsccnce T,31 ge
NaeOH N eeeevveceoncansese 3,50 mle
HoO bidestilada CeSepPe eee 1 litro.

2) Solucién "tampdén" de boratos (pH 8,2)
H3B03 0,1 M. eeevvvasvesss 50 ml.
NaoOH 0,1 No eeveeesenceees 5,90 ml.
ClNQ eeseccsccscccscccsscese 0,85 g.
HoO bidestilada ceSeDe 100 ml,

3) Solucién de sulfato de amonio 1,39 M.
SO4(NH4) 2 eoseccescccecsse 183,50 Z.

H20 bidestilada CeSePe oeee 1 litro

b) Suspensiones de 14tex para la prueba:

A partir de las suspensiones originales de l1l4tex, se preparan



suspensiones en "tampén" de borato(pH 8,2) o de glicina (pH 8,2),

de modo tal que su concentracién sea el doble de la concentra-

cién, cuya turbidez corresponda a la escala N° 6 de McFARLAND.

Las suspensiones finales de ldtex se denominan de acuerdo al

tipo de 14tex, al tamafio de la partfcula y al tampén en que

se las suspendid:

1)
2)
3)
4)
5)

L.D.
L.D.
L.D.
L,D.

L.M,

0,81 G
0,14 B.

0,5-1,0 B.
1,5-2,0 B.

0,81 G.

_METODO_

La prueba consiste en provocar la aglutinacién especifica

de partfculas de l4tex, sensibilizadas con las gamma globulinas de los

antisueros aftosos, frente a diluciones crecientes de los ant{genos ho-

mélogos.,

La pauta de trabajo comprende cuatro partes:

a) Sensibilizacién de las partfculas de l€tex.

b) Diluciones de los antigenos. M

¢) Determinacién del tftulo de la gamma globulina adsorbida.

d) Tipificacién de las muestras de virus aftosos.

a) Sensibilizacién de las particulas de 1ldtex con gamma globulina de

los antisueros aftosos.

La sensibilizacién de las partfculas de 14tex, se realiza

segin la relacién: 9,5 ml. de la suspensién madre de ldtex + 0,5 ml.

de solucidn de gamma globulina.



1) Preparar diluciones de la gamma globulina del antisuero af-
toso "O", tipo, desde 1l:5 hasta 1:2560.

2) Colocar en gradilla para tubos de ensayo, una fila de 10

tubos.

3) Poner en el {ltimo tubo 0,50 ml. de la dilucidén 1:2560, con-
tinuar de igual modo con los otros tubos, hasta la dilucidn

1:5 del primer tubo.

4) Agregar a todos los tubos 9,5 ml. de la suspensién madré de
1dtex.

5) Preparar iguales diluciones con las gamma globulinas de los
sueros normal de cobayo y antirrdbico equino, usando la re-
. lacién 0,1 ml. de cada dilucién wds 1,9 ml. de la suspensién

madre de l4dtex, para la sensibilizacidn.

6) Repetir los pasos 1 al 5, con la gamma globulina de los anti-

sueros aftosos "A" y "C" respectivamente.

7) Tapar los tubos, agitarlos intensamente e incubar en helade-—

ra a 4° C durante 24 horas,

b) Diluciones de los antfgenos.

1) ©n gradilla para tubos de ensayo colocar 1 fila de 12 tubos.

2) En los 7 primeros tubos se efectdan diluciones del antfgeno
"0", tipo, en voldmenes de 6 ml. desde 1l:1 hasta 1l:64.

3) En el tubo N° 8 se agrega, cuando se dispone de &1, 6 ml. de

un antfgeno "O" ya titulado (control positivo).

4) En los tubos N° 9 y 10 se preparan iguales vollmenes de los

antf{genos A y C (controles de especificidad).

5) En el tubo N° 11, se preparan 6 ml. de suspensién de epitelio

lingual normal de bovino en dilucién 1:2 ,

- 6) En el dltimo tubo se preparan 12 ml. de una dilucién 1l:2 del



7)

ant{geno "O", tipo.

Repetir los pasos 1 al 6, para los otros dos antigenos tipo
IIAH y- "C " o.

¢) Determinacién del tftulo de la gamma globulina adsorbida:

1)

Preparar, en gradilla para tubos de hemélisis, trece filas de

10 tubos cada una. (Ver cuadro tipo N° 15 ),

2) En las filas N° 1 al 7, colocar en cada tubo 0,5 ml. de las

respectivas diluciones del antfgeno "O".

3) En los tubos de la fila N° 8, colocar 0,5 ml. del antfgeno

"O" en la dilucién 1:2 (control positivo).

4) En las filas N° 9 y 10 colocar 0,5 ml. de los antfgenos A y

C, en la dilucién 1l:2,

5) En la fila N° 11, se colocan 0,5 ml, de la suspensibén de epi-

6)

7)

8)
9)

10)

11)

telio lingual normal de bovino.

Agregar a los tubos de las filas N° 12 y 13, 0,5 ml. del ant{-

geno "O" en la dilucién 1:2.

Agitar la gradilla un minuto para la homogeneizacidén de los

tubos.,.
Incubar durante 90 minutos a 56° C. en bajio de llarfa.
Centrifugar 5 minutos a 2.500 r.p.m. =

Leer a ojo desnudo, sobre fondo negro y con fuerte iluminacién

lateral, agitando suavemente los tubos.

Los resultados se protocolizan de acuerdo al siguiente crite-

rio de lectura:

4+ fléculos grandes (2-3 mm) observables a simple vista con

clarificacién de la suspensién.

3+ fléculos medianos (1-2 mm) y clarificacién del medio.



2+ fléculos finos, fdcilmente visibles y escasa clarifica-

cién del medio.
14 fléculos muy finos.

fléculos extremadamente finos, diffcilmente visibles
(dudoso).

S

- los tubos son considerados negativos cuando muestran una
apariencia opalescente, sin depdsito o con pequefio depé-
sito, que se dispersa con facilidad por agitacidn suave

(ver fotograffa N° 9 ),

12) Se denomina "tftulo de la gamma globulina", a la mds alta dilucién
de la misma que da aglutinacidén 4+ con una de las diluciones del
antfgeno homélogo tipo, dilucién esta que, a su vez, se designa
"t{tulo" del antfgeno. ’

13) Determinados los tftulos de las gamma globulinas O,A y Cylos
t{tulos de los antfgenos tipos correspondientes, se fraccionan y
rotulan consignando la fecha en que se efectuéd la prueba, y se
conservan en la congeladora a =30° C., hasta el momento en que se

.los emplee para la tipificacidn,

d) Tipificacién de los virus aftosos.

1) En gradilla para tubos de hemélisis preparar una fila de 4 tubos
por cada virus a tipificar: rotular indicando N° de virus (ver
cuadro No 16 ),

2) Incorporar 3 filas de 4 tubos cada una para los ant{genos contro-

les positivose.

3) En los tubos de las hileras N° 1, 2 y 3, colocar 0,5 ml. de la
suspensién de ldtex sensibilizado con gamma globulina de los anti-

sueros 0, A y C respectivamente, en su titulo.

4) En los tubos de la ltima hilera agregar 0,5 ml. de la suspensién



madre de l4dtex, en tampén de glicina.

5) Agregar en los tubos de cada fila 0,5 ml. de las suspensiones vi-
rales problema y en las tres ltimas filas 0,5 ml, de las suspen—

siones de los antfgenos 0, A y C tipos, como controles positivos.

6) Agitar intensamente durante un minuto e incubar una hora y media

a 56° C, en bafio de maria,
7) Centrifugar 3 minutos a 2,500 repem. —

8) Leer y consignar los resultados en el protocolo.

Este tipo de prueba se realizd con los sistemas siguientes:

a) Aglutinacién de partfculas de l4tex sensibilizadas con gamma glo-

bialina frente a los virus a tipificar.

b) Aglutinacién de partfculas de 1l4tex sensibilizadas con los anti-

sueros aftosos frente a los virus problema.

c) Aglutinacién de partfculas de 1l4tex sensibiligadas con virus af-

tosos problema, frente a los antisueros aftosos.



7)_Resultados,
Para realizar la prueba de aglutinacién de partfculas de l4tex,se proce-
dié primero a estudiar las condiciones de trabajo que dieran resultados
comparables y reproducioles.
Se efectuaron reacciones de aglutinacién de partfculas de 14tex (L.K.0,81.
sensibilizadas con las gamma globulinas de los tres tipos de sueros,fren-
te a los virus homélogos, usando como variables,en la fase de sensibili-
zacién, la temperatura (02,252),el pH (7,0- 8,2) y el tiempo de incubaciér
( 2,24 horas). Cuadro L2 17.
Los resultados de esas pruebas condujeron a fijar las variables ens 09C,
24 h. y pH 8,2.
En las otras condiciones de trabajo,se obtenfan reacciones negativas y
algunas inespecificas.
Estas. pruebas se realizaron también con partfculas de l4tex de distintos
tamafios y procedencias(ver Drogas).
De todas ellas las que dieron aglutinacién positiva y espec{fica fueron
las de Dow Chemical Company,0,8l y las de liolter Serum Institut 0,81;0p-
tamos finalmente por las L.i. 0,8l, por sernos m4s accesible su provisién.
Una vez elegidas las partficulas(L.l.0,81) y establecidas las condiciones
de trabajo(02C,24 h. y pH 8,2) se procedib a titular los sueros hiper-
inmunes.
Se titularon 23 sueros hiperinmunes, contra los antigenos patrones,obte-
niendo tftulos que van desde 1:80 a 1:320. Cuadro N¢ 18,
Una vez conocidos los tftulos de los sueros hiperinmunes,se los aplicé
en la tipificacién de las muestras virales.
Se estudiaron 132 muestras a las que se les determinaron sus tipos(Ver
Cuadro ii? 19), obteniéndose un 90% de reacciones positivas para los vi-
rus de epitelio y un 60% para los ae cultivo. Sobre el total de las mues-
tras la positividad fué del 8l%. Grifico l'? 10.
En las reacciones de tipificacién por partfculas de l4tex,si se expresa
la positividad obtenida en funcién del tftulo el virus, se observa que

para el virus "O", a tf{tulos menores que 10-7’O le corresponden reaccio-
14

b4

nes positivas en el 50% de las pruebas estudiadas; entre 10
65%; con tftulos 10707 4 10-8’0, 70% y a tftulos mayore: que 10
100%. Grifico K@ 11.

Para el virus "A", a tftulos inferiores que 10~

el

7’0, se obtiene 40% de

positividad, que asciende al 36;: para tftulos comprendidos entre 10-7’0

y 10-7’6, llegando al 100% para t{tulos de 10757 3 10-8,0,



7,0 8,0

Para el virus "C", a tftulos comprendidos entre 10 y 10 » Se obtu-

vo 100% de positividad.

Los antfgenos usados para esta prueba(l32),correspondientes a los tres
tipos de virus, tanto las muestras de epitelio lingual como los virus

de cultivo, dieron aglutinacién positiva frente a los antisueros homélo-
gos y resultados negativos frente a los antisueros heteroldgos lo mismo
que con los sueros controles negativo y de especificidad.

Para determinar la sensibilidad de la prueba se efectuaron reacciones de
aglutinacién de partfculas de 1l4tex sensibilizadas con gamma glotulinas
de los antisueros aftosos, frente a los virus homélogos,tipos. Los resul-
taaos iueron obtenidos de acuerdo a la pauta detallada en el Cuadro L215.

Se consignan a continuacién los valores encontrados:

Suero "O",i8 3 1:160 Antfgcrno "O",N2 90 1:4
Suero "O",N¢ 9 1:80 Antigeno "O",N°138 1:2
Suero "O",Ne25 1:120 Ant{geno "O",N2 32 12
Suero "A",N¢ 4 1:100 Ant{geno "A",N2 91 1:8
Suero "A",N216 1:160 Antf{geno,N2139"A" 1:4
Suero "A",N226 1: 80 Antfgeno, "A",N233 1:2
Suero "C",N21ll 1:320 Antfgeno "C",N292 1:8
Suero "C",Ne17 1:160 Antfgeno "C",N2140 1:2
Suero "C",Ne27 1:160 Ant{geno "C",N2 34 1:4

Los tftulos resultantes vara los diferentes antf{geros,son ligeramente
inferiores a los obtenidos por la técnica de fijacidn del complemento
100% H. En cuanto al de los antisueros,se obtienen valores similares a
los que da el citado método.

Todas estas pruebas se realizaron usando partfculas de l4tex sensibili-
zadas con gamma globulina y se omiten los resultados obtenidos con par-
t{culas sensibilizadas con sueros hiperinmunes y con virus aftosos, en
razén de los bajos tftulos obtenidos.

Esta reaccién por su especificidad y sencillez constituye un procedimien-
to gue puede ser empleado como prueba tamiz en las encuestas epidemiol$-

gicas.
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CUADRO N2 15

Protocolizacin de las pruebas de aglutinacidn de particulas
de latex, sensibilizadas con gamma globulina de suero *C*

; Diluciones de la gamma elobulina tipo *C*
Antigenos A1 colinatipC/t)
1:5 1910 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:12801:256
;J | l 3 R O b S AP - -
2|e
E E :N: ]2 B b 2 T T S S, - -
2 ,%8 [ {444 4vdastststrsstresris 4oe - - -
» $'E
‘E :§4! BB o f | = i | =) = s ] =
Blags [6]=|-|-|=-=|=|=]|=|=1|=
,§§§|:32-----_-_--
S | <t ' S !
= L |- - - |- = = |-|-|-|-
Nei Antism?..chm R 2 2 T e e
epiteiio
Antjgeno*A*(Y
» W2\ epitelio S O A Ul | (i
| .. | Antigeno®0* @
° N3 epitelio = S R R (S B el =l o
e o -
e e [eito Snematont] - |- [=|=|=1=]|-1=|=]-
o| | mai bvino N N 1 0 O |
© e Antigeno *C+(3)f Suero normal de cobayo (control negativo)
epitelio o R e e el B
6 Antigeno “C)| Suero antirrabico equino (control especificidad)
i' eptelio - ===l =]=|=|=]=]=
Referencias:

(1) Gamma globulina de suero hiperinmune "C",N2 27,el
diluyente fué tampén de glicina.

(2) Antfgeno "C",Ne 34.

(3) Se denomina antfgeno en la dilucidén 1l:l,al sobre-
nadante de la extraccién en solucién fisiolbgica,
del triturado de epitelio lingual, en relacién 1:5
0 a los sobrenadantes de los cultivos en medio Fren-
kel y en B.H.K.

(4) Se usaron,los antf{genos,en sus tftulos,cuando se
conocfan o en la dilucién 1l:2.

(5) El1 antf{geno se usb en la dilucidn 1l:2.




CUADRO N216

Tptie i ey,

Fila|a e [Antisue] Antisue{ Antesuelc o) | Re.s ul-
ne [Antigenos ()| re) 10 @) to @ liom! tados

ne1089 AEB. [#444 - | - | ~ |Virus’0"
n*1207 A.E.B.r - 4444 = | = |Virus A"
232 AEB| = | +¢ | = | = |Virus'A
neis88 MC| ¢ | = | = | = |Virus*0"
Myt EBP | = | = l444d = [Virus'C*
23y ACF.[ = | = | 44 | = |Virus*C"
ey NG| - | - (4ae| - [VirusC*
e a6k veee = | = | = |Vius®0"
Controles (3)
9 *ﬁ%?%ig'+ooﬁ - | - ﬁ -
Ant ‘A* '
10 ng:&.?. roﬁ - r-

i1 | perees | -
1:46

| N[O\ N =

=

= aees -
|

Referencias:
(1) Antfgenos de distintos tipos usados en la
dilucién 1:1.
(2) Antisueros aftosos hiperinmunes en la di-
lucién correspondiente a sus tftulos.
(3) Se usan los antfgenos "O", "A", "C", en

sus respectivos tftulos(antfgenos patrones)




Protocolo corres

CUADRO N¢ 17

cidn de particulas de latex, L
r:-a;hhﬁudcmﬁsunafbso,mfundcin del pH,
de

pondiente a las pruebas de aglutina-

081, sensibilizadas con

ra y del tiempo de incubacion,en la fase

liza idll Reciproca de las dilucioms,dt%am glo-

~ bulina de antisuero aftoso tipo *C* (1)
Antigenos (2) | pH (3[Tmetlempol 5 0 55 4o g0 160 320 640 1260/2560

P ratura (b
|

7,0 o Vel sl B e e el el el el U=

2 |+ 2 + 2 2 - - | = = =

Antigeno : 1% o oy o s e P P e
de 82 U |44 4+ 4+ 4¥ ¥ 4+ 24 24 | -
epitelio 70 [ = = e|e|e|afe|=]=
R I L e e e e A
82 N+ 2 ¢ - 2 === ==

70 IS 15l B R EEE IS TEE

" |- ¢ 2 - = = | |-
Antigeno 0% N ) B B B R
sk 1 E IR EIR EEEIE
epitelio | 79 g = = || = S [
tipo *0° % T
82 2. i= = =) =) Sl peilis e

v “ - - - - - - - - - -

nl AR EEEEREREERE
Antigeno L7l T e e s b [ B et e B
de _.'2 MW |= == |c|a|e|elele =]
epitelio 70 === == = =l
tipo'A” T e T
82 % |- == =|=|aja|=|=]=

Reciproca de las diluciones de gamma globulina de

suero normal de cobayo (control negativo)

2 - - - - - - - - - -

- 70 el Pl-lglgle|=|=|o]m]=|=-
fgemo | g7 NEH - EEEBEE
ilslle, |7 ANNHNNNEEEEE
tipo’C 25'C»’; P I e e e B e e e
AR REEE

Referencias:

(1) Diluciones gamma globulina de antisuero "C",
- suspensién 14tex L.M.O,81.
Los antigenos

(2)
(3)

Ne

y "A" NO 46,

(@

pH 7,0 se usé

coO
pH

n

fo

Q
\),

£

sfatos.

2 tampén

usados fueron,"C",Ne22;"0",N259
isiolégica tamponada

de glicins.



GRAFICO N2 10

REPREJENTACION GRAFICA DE LOS RESULTADOS DE LA
TIPIFICACION DEL VIRUS AFT050, DE EPITELIO y DE CULTIVO,
POR A PRULBA DEL LATEX

VIRUS DE VIRUS DE | VIQUS DEEPITELIO
CLATEDEYRUS | roiTeilo CULTIVO | vieus. e caerivo

VIRUS TIPO “O" <:ZE%> ﬂw 1'!!}} ‘lE%}
viRuS TIPO 4" <:2%%> | {%HEI} 1"%!}

vieus Tipo*g* @ @

GRAFICO N¢ 13

REPRE[ENTACION GRAFICA DE LOf RESULTADOS DE L4 TIPIFICA (10N DEL ViRUS
AFT050, EN FUNCION DEL TITULO DEL VIRUS, EN L4 PRUEBA DEL L4IEX

TITULO DEL VIRUS (1)

TTULO,DEL VIRUS MENOR e 10-70 | del0-10310-76 | delol! 3 10780 | MAYORdei0-89 | de 02521085
vius TIPQ *0" (/;\ :
\\ﬁ
7 + /'7
VIRUS TIPO “4" ( fgj @
~ -
VRUs TIPO “C* ) 3

Refcrcncias.(l) + sector proporcional al % de positividad.
— sectop proporcional al % de reacciones
negativas.
(2) Para el virus "C",no se tipificaron muestras
con esos tftulos.




CUADRO N° 18

TITULO DE LOS SUEROS AFTOSOS HIPERINMUNES OBTENIDOS EN LA

PRUEBA DE AGLUTINACION DE PARTICULAS DE LATEX

Muestra Antisuero

N© Tipo T{tulo (1)
1 0 1:160
2 0 - (2)
3 0 1:160
4 A 1:80
5 A 1:80
6 c 1:320
7 C 1:160
8 c. 1:160
9 0 1:80

10 A -

11 o 1:320

12 0 1:80

13 A 1:80

14 c 1:80

15 0 -

16 A 1:160



17 c 1:160

18 0 1:160
19 A 1:80
20 C -
21 A -
22 0 1:80
23 0 1:80
24 C 1:160
25 0 1:80
26 A 1:80
27 c 1:160
28 0 -

29 A 1:80
30 c -

31 0 -

32 A -

33 c -

Referencias:

(1) Se denomina tftulo del antisuero ( o de la gamma globulina) a la.
méds alta dilucidén del mismo que da aglutinacién 4+, frente a la ma-

yor dilucién del antigeno homélogo, patrén.

(2) - Los antisueros consignados con (-), corresponden a partidas no titu-~

ladas por este método.



CUADRO N° 19

TIPIFICACION DEL VIRUS AFTOSO POR LA PRUEBA DEL LATEX

Muestra Virus
No Tipo Resultados
1 0 04 +
2 A M+
3 c C4+
4 0 02+
5 A M+
6 A Neé.
7 A AM+
8 c C4+
9 A A3+
10 0 02+
11 A A2+
12 0 04+
13 A A+
14 A A4+
15 c C2+
16 0 {04+
17 0 —
18 C Ca+
19 A Ad+
20 A A2+
21 o) 04+
22 c C4+
23 0 04+
24 A M+
25 c C4+
26 0 Neg.
27 c

C4+
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O O 0D O 4 DO 4 0 A0 4o 4 0 <4 0 40 v <4 4 <

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

51

04+
04+
A2+
C4+
C4+
04+
04+
Cl+
C4+

_OOACCOOCC

52
53
54
55
56
57
58
59
60

61



Neg.
C4+
04+
04+
M+
C4+
04+
C4+
C4+
A+
Nege.
01+
04+
02+
Neé.
04+
Ol+
o2+
Cl+
02+
Ad+
Ad+
02+
C4+
04+
A2+
C4+
04+
A4+
C4+

[ ]
O D O O 4 U O D VD €4 D O O O 4 O B O 0O D O 4 4 0 D O 4 v o <4 o

62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92

02+

o

93
94

Ne;{.

o

95



96

97

98

99
100
101
102
103
194
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129

O>Oo»booo:-:»Obobb>>oooooo<30>>bb>b>O

Nego
Neg.

C3+



130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144

Q P O Q p» O Q

Q QP O Q p O |
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Referenciass

Las muestras indicadas con ( — ) corresponden a epitelio

normal, a flufdo vesicular, a linfa de bovino y a antfgenos que por no

alcanzar el material no se pudieron tipificar.




AGLULPTINACION Do PARTICULAS Div COLODIO SaWSIBILIZADAS
CON_VIRUS AFTOSO

1) Introduccidén

Las bases tedricas del método de aglutinacidén con particu--
las de colodio sensibilizadas fueron establecidas por LOEB (48), quien de-
mostré, que las particulas en suspensidn acuosa estaban cargadas negativa-
mente y que la mdxima diferencia de potencial cataforético (P.D.) entre
las partficulas y el lfquido dispersante era aproxidamente de 70 mV. Iste
alto potencial de superficie d4 estabilidad a las suspensiones que flocu-
lan solamente cuando su potencial, por variacidén del tamafio de las part{i-
culas, del pH o de la fuerza iénica, cae por debajo de su nivel critico,

que estd alrededor de los 14 mV.

CANNON y MARSHALL (49) adaptan el método de aglutinacién de
particulas de colodio al sistema albdmina de huevo-anti albdmina de huevo

y estudian las variantes que rigen su aglutinacién.

Pero es CAVILTI (50) quien, en una serie de exhaustivos tra-
bajos, analiza de una manera minuciosa, todos los factores que inciden en
el mecanismo de aglutinacién de las partfculas de colodio sensibilizadas

con distintos antigenos.

Sus conclusiones se resumen en los siguientes puntos:

a) Debe usarse para la obtencién de las suspensiones de colodio,
una solucidén etéreo—alcohdlica de colodio de pureza que respon-

da a la Farmacopea Americana (51).

b) La precipitacidén de las partfculas se efectla con una solucidn
de agua-acetona en condiciones determinadas de temperatura, de

acuerdo al esquema descripto en su trabajo (50).

c) La seleccidn del tamafio de las particulas que oscila entre el
li{mite inferior de la visibilidad microscdpica y 4-5 micras,

se logra por centrifugacién selectiva.



d) Las inespec{ficas se evitan:

1)

2)

3)

acuerdo a las

1)

2)

Por inactivacién del suero a 56° C., durante 30 minutos, in-

mediatamente antes de su uso.

Agregando agentes estabilizantes del tipo suero normal de

conejo, a las soluciones salinas.

Usando soluciones salinas de ClNa 1,1 % preparadas en agua
tridestilada, libres de iones calcio y sulfato que disminui-
rfan sensiblemente el potencial cataforético del sistema

produciendo la aglutinacidén espontdnea de las particulas.

Nosotros empleamos suspensiones de colodio obtenidas de

técnicas siguientes:
Precipitacidn segin el método de CANNON y MARSHALL, modifi-
cado por CAVELTI.

Precipitacidén segin las indicaciones de ARJONA y JILENGZZ
DIAZ (52).

Preferimos trabajar con las suspensiones del primer procedi-

miento, aunque mds laborioso y de ajustada técnica, proporciona particulas

de didmetro mds uniforme y suspensiones de mayor estabilidad.

Buscamos las condiciones 4ptimas en que se produce la aglu-

tinacidén, para el virus aftoso, estudiando la influencia de la concentra-

cién salina, la temperatura y el tiempo, tanto en la sensibilizacién de

las partfculas como en la prueba de aglutinacién.

2) Eguipo:
a) Se

emplea el instrumental descripto en el capftulo Técnica Ge-

neral.

b) Agitador eléctrico universal con redstato para la regulacién

de

velocidades 1/50 H.P. Emil Gruner & Co.



3) Katerial de vidrio:

Se emplea el material de vidrio descripto en el capftulo

Técnica General.

4) Drogas

1) Cloruro de sodio: Sodium Chloride, Analar, ClNa M.%W. 58,45,
B.D.H.

2) Acetona: Acetone, Baker Analized Reagent, (CH3),CO, M.V,
58,08 J.T. BAKZR.

3) Colodio: solucién etéreo-alcohélica, Off. F.A.,Sintorgan,
Ind. Arge.

5) Reactivos
a) Soluciones salinas
1) Soluciédn fisioldgica:

clNa.......-...-booooooo.oo 8,5 g.
H20 tridestilada c.Sopooooo 1 litrO

Se esteriliza antes de usarla.
2) Solucién de cloruro de sodio 1,1 % g.

C].Na ® © © 00 %0 000 OO OCO 9 OO OO 11'08
H20 tridestilada CeSePe eee 1 litro

Se esteriliza antes de usarla. Para todas las diluciones usa-
das en esta prueba se emplea este diluyente.
b) Solucidn agua—acetonas

ACetoNa eecescccsccscssssse 1 VOolumen

Agua tridestilada e.ecesees 3 volUmenes
¢) Ant{genos:

Se usan los ant{genos consignados en el capftulo Técnica Ge-

neral,



d) Sueros:

Se usan los antisueros y los sueros controles negativos con-—

signados en el capf{tulo Técnica General.
e) Suspensién madre de colodio:

Para la preparacién de la suspensién madre de colodio, se sigue
la técnica de CAVELTI (50), adaptada al virus aftoso por SA
FLZITAS Y VAZQUSZ SAAVEDRA (54),

f) Suspensién de colodio para la prueba:

A partir de la suspensidén madre de colodio, se prepara una nue-
va suspensién, de modo tal, que su concentracidn sea el doble
de la concentracién cuya turbidez corresponda al N° 2 de la es-

cala turbidimétrica de McFARLAND (55).

LETODO

La tipificacién de los virus aftosos por el procedimiento

de aglutinacién de partfculas de colodio, counprende:

a) Sensibilizacién de las partfculas de colodio con ant{genos af-

tosos "tipo"“.
b) Determinacién del tftulo éptimo de los antisueros aftosos.

¢) Tipificacién de los virus problemas.

a) Sensibilizacidén de las partfculas de colodio con los virus aftosos:

1) Preparar diluciones de los antigenos aftosos tipo O, A y C

desde 1l:1 hasta 1:64.

2) Mezclar iguales cantidades de las diferentes diluciones de
los antfgenos con la suspensién de colodio. Preparar igua-
les mezclas con antigenos O, A y C, ya titulados, que se

los usa como controles.



3) Cuando los antfgenos utilizados provienen de epitelio lingual

4)

5)

de bovino (antf{geno de epitelio) se agrega el correspondiente
control constitufdo por: susvensidn de colodio sensibilizado
con suspensién de epitelio lingual normal de bovino, preparado
con las mismas técnicas utilizadas para el epitelio lingual

de bovino inoculado..

Agitar los tubos intensamente y dejar 24 horas en la heladera
a 4° C.

Las partfculas as{ preparadas estdn listas para la prueba.

b) Determinaciédn del tftulo éptimo de los antisueros aftosos.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Preparar diluciones de los antisueros aftosos 0, A y C desde
1:1 hasta 1:2560, Incorporar como controles, iguales dilucio-

nes de suero normal de cobayo y suero antirrdbico equino.

Preparar gradillas con 12 filas de 10 tubos de hemblisis cada

una .

Colocar en los 10 primeros tubos de la dltima hilera 0,2 ml.
de la diluciédn del antisuero aftoso "O", 1:2560, continuar
con las otras diluciones hasta la dilucidén 1l:5. Ver cuadro

tipo N° 20.

En las filas N° 11 y 12, colocar 0,2 ml. de las diluciones de

los sueros controles.

Agregar a los tubos de las filas N° 1 a N° 7, 0,2 ml. de las
suspensiones de colodio sensibilizadas con las diferentes dilu-
ciones del antigeno "O".

En la fila N° 8, colocar 0,2 ml. de las suspensiones de colodio

sensibilizados con antfgeno O, usado como control positivo.

“n las filas N° 9 y 10, colocar 0,2 ml. de las suspensiones de

colodio sensibilizadas con los antigenos A y C.



7) En las filas Ne 11 y 12,agregar en todos los tubos, 0,2 ml, de la sus
pensién de colodio sensibilizada con el antigeno "O",

8) Tapar los tubos,agitar e incubar en la heladera a 4°C durante 24 horas

9) Centrifugar los tubos 3 minutos a 1,400 r.p.m.,en centrifuga refrigera
da.

10) Repetir esta prueba usando los sistemas Suero"A"-Antigeno "A" y Suero
nge_Antigeno "C" .
11) Luego de la centrifugacién,se procede a la lectura: a cada tubo se lo
agita suavemente para lograr la resuspensién de las particulas.
12) Se interpreta la aglutinacién de acuerdo a cuatro criterios principa-
les:
a) Presencia de aglutinacién visible a simple vista,sobre fondo
negro e iluminacién lateral.

b) Apreciacién de diferencias en el grado de transparencia de la
suspensién en su conjunto.

c) Apreciacién de la aglutinacién reflejada sobre espejo céncavo.
d) Observacién microscédpica de la aglutinacién entre porta y cu-
bre-objeto.

13) Efectuar la lectura utilizando el primero de estos criterios.El grado

de posiYividad,se expresa de acuerdo al tamafio del grumo:

+++ grumos de 1- 2 mm
++ grumos pequefios de menos de 1 mm.

+ "granulado fino" en el 1limite de la visibilidad di -

recta.
+ granulado dificilmente visible(dudoso)

- no se observa a simple vista grumos: ni granulaciones.

Fotograffas N2 10 y 11.-



14)

Se dernonmina "tftulo del antisuero" la mayor dilucién del mismo
que da un grado de positividad de 3+, frente a la mayor dilucidn
del antigeno tipo, que a su vez se denomina "tftulo del antfge-

no".

¢) Tipificacién de los virus problema.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

8)
9)
10)

11)

Sensibilizar la suspensién de colodio, con los antigenos proble-

ma, en las condiciones ya descriptas (54).

Preparar una gradilla con una fila de cuatro tubos de hemélisis

por cada antf{geno a tipificar. Cuadro N2 21.

Colocar 0,2 ml. de los antisueros O, A y C en los tubos N° 1, 2
¥ 3 respectivamente, en las diluciones que corresponden a sus
t{tulos.

Adicionar a todos los tubos 0,2 ml. de la suspensidén de colodio

sensibilizada con el antf{geno a tipificar.

Agregar en el tubo N° 4, 0,2 ml. de solucién salina 1,1 % adicio-

nada de suero normal de conejo al 1 %.
Repetir estas operaciones con cada virus problema.

Incorporar al sistema, como control positivo, suspensiones de co-
lodio sensibilizadas con los antigenos tipo O, A y C en los res-—

pectivos tftulos.

Tapar los tubos, agitar e incubar 24 horas en la heladera a 4° C.
Centrifugar 3 minutos a 1.400 r.p.m.

Leer y anotar los resultados en el protocolo.

Una vez obtenido el tipo de cada virus problema puede determinar-
se el t{tulo del mismo lo que permite comparar su poder agluti-

nante con el de los antigenos patrones.



7) Resultados:

Para realizar la prueba de aglutinacién de particulas de colodio,se proce-
dié primero,a seleccionar el tipo de particulas que resultara mds conve--
niente para ese fin.-
Con tal objeto se efectuaron reacciones de aglutinacién con particulas de
/colodio sensibilizadas con los tres tipos de virus,frente a diluciones
crecientes de los antisueros homélogos,usando:

1) Particulas obtenidas por el método de CAVELTI(50).

2) Particulas precipitadas segin las indicaciones de ARJONA y

JIHMENEZ DIAZ(52).

A su vez se estudiaron las variables temperatura(0,25 y 37°2C) y tiempo de
sensibilizacién de las particulas(2 y 24 horas). Cuadro N2 22.
Los resultados de esa pruebas condujeron a elegir las particulas segin Ca
VELTI,para efectuar las tipificaciones.-
Las otras particulas daban reacciones inespecificas en algunas condicio--
nes de trabajo y en otras reacciones negativas.-
También las particulas de CAVELTI,a 25 y 37%C,con tiempo de incubacién de
2 ¥ 24 horas,no daban resultados satisfactorios.
Finalmente se fijaron,como consecuencia de 1los resultados obtenidos,las
condiciones Optimas de sensibilizacidén: 02C y 24 horas. Establecidas esas
variables,se efectué la prueba de aglutinacién usando como diluyente solu-
cién de cloruro de sodio 0,85 % y 1,1 %.-
La primera de ellas daba algunas reacciones inespecificas,no asi las reac-
ciones realizadas con la segunda solucidén que se eligidé como diluyente de-
finitivo.-
Una vez elegido el tipo de partficulas(CAVELTI) y establecidas las condicigo
nes de trabajo(02C y 24 horas),se procedié a titular los sueros hiperinmu
nes ., Se analizaron por este método 21 sueros,frente a ant{genos patrones,
obteniendo valores que van desde 1:80 hasta 1:320. Cuadro N2 23 .
Los sueros hiperinmunes en los titulos obtenidos,se usaron en la tipifica-
cibén de los virus aftosos.-
Se tipificaron en total 128 muestras virales( Cuadro N® 24 ),encontrando
90 % de reacciones positivas para los virus de epitelio y 80 % para los de
cultivo. Sobre el total de muestras la positividad fué del 81 %.- Ver Gri-
fico N2 12 .-
Si expresamos los resultados en funcién del titulo del virus,se observa :

-7’0

para el virus "O" a titulos menores gue 10 ,50 % de reacciones positi-



-7,0 7,6 Ty7 8,0

vas; de 10
-8,0

a 10 , 65%; de 10 a 10~
y» 100% de positividad.

Para el virus "A", con t{ftulos inferiores a 10
-1,0 4 10‘7'6, 86%; entre 10”757 y 10
=8:0 100% de positividad.
Pinalmente, para el virus "C", a tftulos entre 10_7’0 a 10-7’6,84% Y para
tftulos 107707 2 10780 | 100% de positividad. Gr&fica Ne 13.

Todos los antfgenos utilizados, tanto los de epitelio lingual, como los pro-

,86% y a tftulos mayores
que 10
-7,0 3 »

_ »54% de reacciones posi-
tivas; de 10 -8’0, 83% y a t{tulos ma-

yores que 10

venientes de cultivo tipo Frenkel y B.H.K., correspondientes a los tres tipos
de virus, dieron aglutinacién positiva frente a los antisueros hom&logos y
resultados negativos frente a los antisueros heterflogos y con los sueros
controles negativo y de especificidad(suero normal de cobayo y suero equino
antirrdbico).

Para determinar la sensibilidad de la prueba se efectuaron reacciones de a-
glutinacién de particulas de colodio sensibilizadas con los virus tipo,fren-
te a los antisueros homélogos,patrones. Los resultados fueron obtenidos de
acuerdo a la pauta detallada en el cuadro 1i? 20,a continuacién se consignan

los valores encontrados:

Suero "O",i23 1:80 Ant{geno "0O",..2 90 1:32
Suero "O",N2 14 1:160 Antfgeno "O",N2138 1:16
Suero "O",i225 1:30 Antfgeno "0O",i232 1:32
Suero "A",ii%4 1:80 Antf{geno "A",1291 1:32
Suero "A",L25 1:80 Ant{geno "A",1i2139 1:32
Suero "A",N226 1:80 Antfgeno "A",N233 1:16
Suero "C",N211 1:160 Ant{geno "C",i292 1:16
Suero "C",.217 1:80 Ant{geno "C",N2140 1:32
Suero "C",N2 27 1:160 Ant{geno "C",N234 1:8

Los tftulos obtenidos para los diferentes antfgenos,son generalmente superio-
res a los correspondientes t{tulos obtenidos por la técnica de fijacién del
complemento,1.0% H.

En cuanto a los tftulos ae los antisueros,se obtienen valores similares a
los obtenidos con la citada técnica.

Esta reaccién,por su especificidad y sensibilidad,proporciona un instrumento

eficaz para la tipificacién de los virus aftosos.
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CUADRO N¢ 20

Protocolizacion de las pruebas de aglutinacion
de colodio sensibilizado con antigenos aftosos.
frente a sus antisueros homologos.

, Diluctones del antisuero aftoso tipo “0° (1)
Antigenos
1S 110 120 140 180 1160 1320 1:640 1128012560
K| o ||m0¢0000000044000004++ ++ &+ T
£ |3 : :
™ 1S |12 |+asstsenssres 4 & + -
s') % LT 44 44 04001"2.007 + ' +. - -
g": |8+++l+++.+'-'-".._
- 21 . - N
w B[1I6[+ 2 44 4t 4+ 4 = - - -
Sl2132]¢ + 44 44 - = - = - -
éé‘m L o
o |« - = % _ - = =
Antigeno tipo *0* (3)
L cpmo;r:qunl e rraar e Yo - o o -
bovino-colodio o T
Antigeno tipoA* (s ' .
o i Moty I
[ lega| Antigeno tipa*C=(y
f”ﬂfﬁmmiﬁmé)" - - - == - ="
: Antigeno tiso 0" |Nlucknes de suero nmalbdhyo(conirol segitivg]
o™ f:‘c:\mol.::n(b e
Antiqeno tipo"0~ [Mrkrones de suere antirrabuco equino (control especifiondad
15 Frcrmrcobdbw _— e e e e m - = =
Referencias:
(1) Suero de cobayo hiperinmunizado,tipo "O" N¢ 2,el

(2)

(3)

(4)

diluyente fué solucién salina 1,1 %.

Antigeno "O" N2 108. Se llama antfgeno en la dilu-
cién 1:1,al sobrenadente de la extraccién en solu-
cién fisiolbgica del triturado de epitelio lingual
en la relacién 1:5 o a los sobrenadantes de los cul
tivos en medio Frenkel y en cultivo de células re-
nales.

Para sensibilizar la suspensién de colodio se em--
pleala dilucidén Séptima del antigeno(t{tulo del an-
tigeno),cuando esta se conoce o en su defecto,la
dilucién denominada 1:1. Antigeno ."A" Ne 119 y "C"
Ne 105.

Se emplea la dilucién del antigeno denominada 1l:1 .



CUADRO N¢ 21

Tipificacion de virus aftoso por la prueba de
aglutinacion de colodio

o Atigenas ) s o et ot et
| |m3ofrenkel| ++ — —  — IVires'0"
2 (nien MC. | — +++ - — |VirusA"
J [mBoIMCRL|+++ - — - [Virus’0"
4 {me23L Frenkel| — = ++ —~ [Virus"C"
5(miss MR | = = 4+ - |Virus'c®
6 |m226 frenkell — — = — [Negativo
T(w2522MR| - + = — [Virus"A'

Controles (3)

Antigeno’0"tipo !

8l Wtworrs |*¥H - - -
Adtigeno'tipo| !

9 titulo 1:4 - 4"++f - -
AntigenoC*tipo

0] titlo 6 | = | — [*HH -

Referencias:
(1) Antigenos de distintos tipos usados en la dilu--

cién 1:1 .-

(2) Antisueros afto®os hiperinmunes,en la dilucién co-
rrespondiente a su titulo.-

(3) Se usan como controles los antigenos "O","A" y
"C". tipos en sus respectivos titulos.-



dio,

B Protocolizacion de Iaspmbas-doagiuﬁnadén de particulas de colo-

CUADRO Ne22

radas segun Ia tecnica de Cavelti, sensibilizadas con virus

afl‘os':?‘r“.on funcion de las variables, temperatura y tiempo

lecsbacion (1)| Reciproca de ks diluciones del antisuero aftoso A (1
ra] Wye| 5 [ 10120 40 180 160 320 640 1280 2560 s -
sum ‘ ’ - - - - - - - - - - -
0&:%:‘.‘:0 24 | 4+ +++¢+*++++++!f+ * e = - -
MR [ A s S g2 = = = =] =
s v Al 5 45+ 2 - = - 7 3] =
wn [0 |||z =/ = =2 =2 = = =
:i&gk‘.”.’.f;::‘:::::::
©la ¥ alsls s =[5 =2 5§ = = =
®lo| Supensin | 0 [a4 [ 12 = =2 = Z Z Z = =
uL Colodio. o T R e =
- |© .‘*w L 24 - - - - - - - e - - -
| <" 37 2 - - - -i- - - = - - -
el | - ¥ *+ = 44+ = =l /=12 =
_‘: hdﬂuatrldﬁmnddwnouuﬂdudqouuhﬂnuﬂwﬂ
o | Sespensis [0 ||z =)= =]z =[='=]=/= =
M;;;:. LI B iJ::}iE‘: s|z|{=zj=z| =
A |w|2lgl=z=|=]z =|=|=|=|=] =
Referencias:
(1) Suero de cobayo hiperinmunizado,tipo "A" N2 26(titulo 1:80);el
diluyente fué solucidén salina 1,1%,también para los antigenos.
Las diluciones que se consignan se refieren a las diluciones
iniciales,antes de mezclarlas con las diluciones de antigenos.
El volumen total de las mezclas en cada tubo fué de 0,4 ml.(O;,
ml. de dilucién del antisuero 4+ 0,2 ml. de dilucién antigeno-
colodio).
(2) Los antigenos usados fueron,"A" N2 19,"O" Ne 21 y "C" Ne25 .
(3) La misma prueba se efectué a 0,25 y 379C de temperatura y de-
jeando 2 y 24 horas para la sensibilizacién de las particulas.
(4) Control de la suspensién de colodio,contiene 0,2 ml de suspen

8ién de colodio 4 0,2 ml. de solucién salina 1,1 % adiciona--
da de suero normal de conejo o de cobayo al 1%
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Referencias:

(1) Positivo(s+),sector proporcional al % de positividad.
Negativo(-),sector proporcional al % de negatividad.

(2) Para el virus "C" no se lipificaron muestras con esos
titulos.




CUADRO N©23

TITULO DE LOS SUEROS AFTOSOS HIPERINMUNES OBTENIDOS EN LA

PRUEBA DE AGLUTINACION DE PARTICULAS DE COLODIO

lmestra Antisuero _
No Tipo T{tulo (1)
1 0 1:160
2 0 1:160
3 0 1:80
4 A 1:80
5 A 1:80
6 c - (2)
7 C 1:160
8 C 1:160
9 0 -
10 A 1:320
11 c 1:160
12 0 1:80
13 A 1:80
14 c 1:160
15 0 -
16 A -

17 o 1:80



18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

1:80

1:320
1:80
1:80

1:160

1:80
1:80

1:320

Referencias:

(1) - T{ftulo del antisuero es la mayor dilucién del mismo que da un

grado de positividad de 3+ frente a la mayor dilucién del ant{-

geno homélogo, patrén.

(2) - Los antisueros consignados con (=), corresponden a partidas

no tituladas por este método.



CUADRO N© 24

TIPIFICACION DEL VIRUS AFTOSO POR LA PRUEBA DEL COLODIO

Muestra Virus
Ne Tipo Resultados
1 0 03+
2 A A3+
3 c C3+
4 0 o1+
5 A A3+
6 A A}
7 A A2+
8 C C3+
9 A A2+
10 0 o1+
11 A A3+
12 0 03+
13 A A3+
14 A A3+
15 C Co+
16 .0 703+
17 0 o1+
18 c C3+
19 A A3+
20 A Al+
21 0 03+
22 C C2+
23 0 03+
24 A A3+
25 C C3+
26 0 o}
27 C

Ci+
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37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

28
29
30
31
32
33
34
35
36

03+
03+
A

C3i+

52

O O € O

53

54
55
56

C3+
03+
03+
Neé.
C3+

O O O O O

57
58
59
60
61
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74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92

62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73

02+
Neéo

{ o o

93
94
95



96

97

98

99
100
101
102
103
104
. 105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129

QFr OO P » OO OFP » O ObFb P b OO0OOOCOQOQEPPE P P+ P Pk P O

A2+
02+
03+
02+
A2+

02+
Neé;

Cl+



130 c Neg.
131 0 03+
132 A A2+
133 c C2+
134 0 —
135 A —
136 o —_
137 — —_—
138 0 03+
139 A A3+
140 C C3+
141 0 _—
142 A —_—
143 c —
144 c

Referencias:

Las muestras indicadas conf =~ ) corresponden a epitelio
normal a flufdo vesicular y a ant{genos que por no alcanzar el material,

no se pudieron tipificar.
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Resul tados generales:

En nuestro trabajo estudiamos las distintas técnicas empleadas en la ti-
pificacién del virus aftoso,desde dos puntos de vista: 1) especificidad
2) Sensibilidad.- '

1) Desde el punto de vista de la especificidad,todas las reacciones
empleadas,excepto las de hemoaglutinacién,se mostraron completa-
mente especificas,en todas las diluciones del antigeno y el an-
tisuero.

2) Al comparar la sensibilidad de las reacciones empleadas en la ti
tulacidén de los antisueros y virus patrones,se observo que:

a) Con la técnica de fijacibén del complemento 100% H se en -
contraron,para los antisueros,titulos desde 1:30 hasta
1:400; para los virus correspondieron tftulos de 1:5 a
1:20.-

b) Con la prueba de fijacién del complemento 50% H.,las reac
ciones se muestran positivas en diluciones de 1:400 a 1
1:3200 para los antisueros y de 1:40 a 1:160,para los vi
rus patrones.

c) Las pruebad de aglutinacién de particulas sensibilizades
con l4tex,dan para los sueros hiperinmunes,titulos desde
1:80 hasta 1:320 y para los virus patrones 1:2 a 1:8 .

d) Con particulas de colodio sensibilizadas se obtienen para
los antisueros tftulos desde 1:80 hasta 1:160 y para los
virus 1:8 a 1:32.

e) Los métodos de difusién en agar,mostraron ser especificos,
pero los titulos cue dan Sptima precipitacién oscilan en-
tre 1:1 y 1:64.- E1 virus,en todos los casos,debe tener al
to titulo infectante(D.I.50) o en su defecto ser concentra
do por alguno de los métodos descriptos.

f) En las pruebas de hemoaglutinacién,no se pudo demostrar,
dentro de nuestras condiciones de trabajo,ningén tipo de
precipitacién.-

El Cuadro N2 25 tabula porcentualmente,los valores encontrados con cada
una de las pruebas ensayadas,para los tres tipos de virus de origen epi-
telio lingual de bovino infectado o medios de cultivo tipo Frenkel o
B.H.K. .-

De la comparacién de estos métodos se desprende que la mayor positividad
porcentual,se obtiene con el método de fijacién del complemento 100% H,
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S3i analizamos estadisticamente los resultados obtenidos para cada método,
en comparacién con los de la técnica de fijacibén del complemento 100 % H,

2
aplicando el criterio de (%, ¢) de Pearson,resulta:

Virus tipo "O"

iétodos que Virus de epigelio Virus de cultivo

se comparan (% e) (1e)?
100 4 H - 50 % H 0,0138 0,1634
100 4 H - Litex 2,9865 4,1551
100 ¢ H - Colodio 2,5248 1,2884
100 4 H - Dif.Agar 5,1258 0,0000
Virus tipo "A"
100 %4 - 50 $ H 0, 0050 0,3126
100 4 - Litex 0,0708 1,4540
100 % - Colodio 2,6555 0,103%6
Virus tipo "C"
1004 H - 50 4 H 0,0175 0,4129
100 % H - Létex 0,5178 0,0124
100 4 H - Colodio 2,0804 0,1750
100 % H - Dif.Agar 11,2176 0,1750

Se han tomado como valores de (Y, c)2 con diferencias significativas

aquellos que excedieron el valor 3,8410,correspondientes a un nivel
del 5 m,para un grado de libertad. Como diferencias muy significati

vag los valores de ( % 0)2 gque excedieron el valor 6,6350 para un ni
vel del 1% y un grado de libertad.
Se han tomado como valores de ( ‘Z.c)2 sin diferencias significativas

los menores de 3,8410 para un nivel mayor del 5 % y un grado de li-
bertad.



CONCIUSIONES

1) Las pruebas de fijacién del complemento son las que,porcentualmente,
dan mayor nidmero de reacciones positivas,en la tipificacidén de los
virus aftosos. Con la técnica del 50 % de H. se obtiene una sensibili
dad superior a la de cualquiera de los otros métodos, tanto en la ti-
tulacién de los antisueros como en la de los virus.

Tienen,como dnica limitacién,ser técnicas cue exigen un riguroso "me_
dus operandi",especialmente la del 50 % H cuyo empleo se cncuentra

l1imitado a las tareas de investigacién.

2) Las pruebas de aglutinacién de particulas de ldtex y de colodio sen-
sibilizadas son promisorias como un procedimiento rdpido y sencillo,
facil de adantar a las tareas de rutina y adecuado como prueba tamiz
en las encuestas epidemioldgicas. Ofrecen. una positividad y sensibili
dad,comparables a las de la técnica cldsica de fijacidén del complemer
to 100 % H.

3) Las pruebas de difusidén en agar,proporcionan una buena especificidad;
su empleo no es adecuado para la tipificacién de los virus aftosos,
por requerir la concentracién previa de los virus y un tiempo de --
reaccién que,en algunos casos,llega a los siete dias. Este procedi-
miento,en cambio,es adecuado para el estudio del mosaico antigénico
de los virus aftosos.-

4) De acuerdo al cdlculo estadistico el valor de ( Z,clz indica dife-
rencias significativas entre el método de fijacién.del complemento
1u0 % H. y la prueba de difusidén en agar;también entre la técnica
del 10 % de H. y la del l4dtex,para el virus tipo "O" de cultivo,en

2
los demds casos,los valores de ( % c)“ no muestran diferencias sig
nificativas.
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