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Se evaluaron las técnicas empleadasen la tipificación de los virus afto­
sos y se reseñaron los nétodos de fijación del conplenento oon henólisis
del 100 %( Rottgardt y Chrles ); de fijación del conpleaento con lectura
del 50 fi de henólisis(Margni nodificada);de hemeaglutinaoión pasiva(Hirst)
y de hemoaglutinación indirecta<Boyden);de aglutinación de particulas de
látex sensibilizadas oon ¡anna globulina de los sntisueros hiperinnunes
(Lonbán,VázquezSaavedra y Sa Fleitas);de aglutinación de partículas de
colodio sensibilizadas con los virus aftosos(3a Pleitas y VázquezSaavedra)
y los de difusión en agar(0udin y Ouchterlony).­
Se compararonlos resultados obtenidos por las dos técnicas de fijación
del conplenento,comprobandoque,para los virus de epitelio lingual de bo­
vino infectado,el porcentaje de reacciones positivas con el priner letodo
era del 93 fi y por el segundo del 95 1.

En cambio para los virus de cultivo en medio Frenkel o B.H.K.,del 75 fi pg
ra el 100 fi de hemólisie y del 79 1 para el 50 fi H. .- Sobre el total de
virus estudiados(135) los porcentajes fueron del 91 fi.­
Con las tecnicas de fijación del complemento50 1 de henólisis (C' 50H )
los porcentajes fueron del 100 fi para los virus de epitelio y del 79 pa_
ra los de cultivozsobre las 135 nuestras virales consideradas los porcen_
taJes de reacciones positivas llegaron al 92 fi.­
Conla técnica de aglutinación de partículas de látex sensibilizadas con
¿anna globulina de los antisueros hiperinnunes,las reacciones fueron posi­
tivas en un 90 f con virus de epitelio y en 60 fi oon virus de oultivo;so­
bre el total de virus estudiados,l32,la positividad fue del 81 fi .­
En las pruebas de aglutinación de particulas de colodio sensibilizadas con
los virus aftosos de epitelio,el porcentaje de reacciones positiVas fué
del 85 fi y del 76 í cuando la sensibilización se realizaba oon virus de
cultivo.- Sobre los 128 antígenos estudiados por este metodolas reaccio­
nes fueron positivas en un 68 fi.
En las técnicas de difusión en agar las reacciones fueron positivas para
los viruA de cultivo en un 64 í y para los de epitelio en 71 fi;sobre el
totul de nuestras analizadas,131,fueron positivas el 68 fi .­
Desdeel punto de vista de la especificidad,todas las reacciones emplea­
das,excepto las de henoaglutínnción,no mostraron reacciones inespecifioas
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en ninguna de las diluciones del antígeno ni del antisuero ensayadas.­
Se con-araron,además la sensibilidad de las reacciones empleadas en la ti­
tulación de los antisueros y virus patrones,encontrando que la prueba de fi­
Jación del complementoSOfi H. era la que mostraba mayor sensibilidad,tanto
en los virus de cultivo comoen los de epitelio.­
Las pruebas de aglutinación de particulas de látex sensibilizadas muestra
una buena correlación con los valores obtenidos con la tecnica del 100 1
de hemolisis;la técnica del colodio sensibilizado ofrece menorpositividad
porcentu¿l que la prueba del látex para los virus de epitelio,no asi con
los de cultivo,en los que se observa un grado de positividad similar a los
de la técnica
3e estudiaron,

de fijación del complemento100 fi de hemólisis.­
por otra parte,la relación existente entre el titulo infec­

tante y la positividad,en las diferentes pruebas realizadas: las pruebas
de aglutinación parecieran mostrar una relación directa entre el el titulo
infectante (D.1.50) y el fi de reacciones positivas,regulhridad esta que

'no se manifiesta tan claramente en las de fijación del complemente.

l)

2
V

V3

4)

¡Las conclusiones de este trabajo fueron:
Las pruebas de fijbción del complementoson las que porcentual
mente dan mayornúmerode raucciones positivas,en la tipifica­
ción de los virus aftosos.

Las pruebas de eglutinación de particulas de látex y de colo­
dio sensibilizadas son promisorias comoun procedimiento rá­
pido y sencillo,de sensibilidad comparablea la técnica de
fijación del complemento1005 H. .­

Las pruebas de difusión en agar,a pesar de su especificidad,
no son adecuaias a la tipificación de los virus aftosos ,por
exigir virus de altos titulos o lu concentración de los nis­
mosc su uso es adecuado para pl estudio del mosaico antigénico
de los virus aftosos.

El cálculo estadístico de (12c)2,indica oue la prueba de difg
sión en agar respecto de la técnica del lUOfi de hemólisis da
diferencias significativas,lo mismoque la del látex para el
virus tipo "0" de cultivot Los otros métodos,para los tres t;
pos de virus,no dan diferencias significativas respecto al de
fijación de complemento100 % de hemólisis.

.3, ,/'¿W
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INTRODUCCION

La fiebre aftosa o glosopeda es definida por VERGE(l) como "una enfer­
medadcontagiosa,virulenta,debida a un ultravirus específico.Ataca es­
pecialmente a los bovinos y se caracteriza clínicamente por un estado
febril inicial,seguido de una erupción vesicular, sobre las mucosasy
sobre la piel".
La enfermedad se transmite de animal a animal por medio del virus conte­
nido-en los fluídos vesiculares y en la leche, raramente es transmitido
al hombre en forma directa(2).
VALLEEy CARRE(3), comunicaron en 1922, la pluralidad de los virus af­
tosos a los que denominaron "0" y "A"; WALDMANNy TRAUTWEIN(4) demos­

traron la existencia de un tercer tipo al que designaron "C", completando­
se así la tríada clásica "O", "A", "C" de los virus aftosos.
Después de la epizootia europea de 1951-52, se demostró la importancia
de los sub-tipos o variantes virales.
Diferentes 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.l, S.A.T.2 y S.A.T.3, aislados en el Re­
search Institute (AnimalVirus Diseases),Pirbright,Surrey,England (6) y
el tipo Asia l, encontrado también en el mencionadoInstituto.
El virus de la fiebre aftosa es considerado comoun subgrupo de los en­
terovirus,vinculado al grupo Coxsackie.(7). Es uno de los más pequeños
conocidos y el diámetro de su partícula esférica varía de 8 a 40 milimi­
crones (8). Está formadopor dos tipos de partículas: una es la partícula
infectante propiamente dicha,con un coeficiente de sedimentación alrede­
dor de 1408 y la otra, más pequeña, con un coeficiente de 14 S,es la par­
tícula fijadora del complemento,aunque esta propiedad,en menor grado la
posee también la partícula infecciosa. El diámetro de las mismas, es de
23 y 8 milimicrones respectivamente, valores estos obtenidos por micros­
copía electrónica y que coinciden, dentro de los errores experimentales
con los obtenidos a partir del coeficiente de difusión.
BROWNy CRICK(9), estudian la estructura antigénica del virus total y
de las partículas 20 y 7 milimicrones que se pueden obtener del mismo,



demostrandoque las bandas de precipitación del virus total frente a los
antisueros anti 20 y anti 7 milimicrones,eran serológicamente distintas
y que una oe ellas- 20 milimicrones- desaparecía cuando el virus se calen­
taba 30 minutos a 5690.

Nosotros pudimosverificar este hecho,pues al tipificar los virus por el
método de difusión en agar,observamos dos lineas al usar virus sin inac­
tivar y sólamente una cuando el virus había sido calentado previamente du
rante 3Q minutos a 5690. .­
El virus está formadopor un núcleo de A.R.N. infectante,rodeado exterior­
mente por una sustancia proteica. El A.H.N. es el responsable del poder ig
feccioso,en tanto que la especificidad serológica del virus está determina
da por la cobertura proteica y por los demás componentesglúcidos y lípi­
dos que se encuentran relacionados estructuralmente,al esqueleto del áci­
do nucleico (10).­
Desde el punto de vista inmunológico,el virus aftoso no es un buen antíge­
no,confirmando la regla que establece que los virus bien definidos y sin
subtipos serológicos,producen una inmunidad fuerte y prolongada y aquellos
que tienen numerosossubtipos-influenza,dengue,aftosa,etc.-producen una ba
ja y poco persistente inmunidad.­
A partir de 19 l,cuando en Francia se crea el primer centro de investiga­
ción contra la fiebre aftosa,hasta nuestros dias,ha sido un problemade
vital importancia la lucha para la erradicación 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,Rhone,France,los núcleos que concitan el mayor núme­
ro de comunicaciones y marchan a la vanguardia en la investigación de los
problemas relacionados con la fiebre aftosa.
Ennuestro país la acción oficial, se realiza a través de dos institucio­
nes: el Instituto Nacional de la Fiebre Aftosa, dependiente del Instituto
nacional de Tecnología Agropecuaria y la Comisión Asesora Nacional para
la Erradicación de la Fiebre Aftosa.
Desde el punto de vista sanitario tres son los métodos en que se ha basa­
do la acción profiláctica:

1) Eliminación de los animales infectados e incineración de los mismos.
2) Establecimiento de un cordón de inmunidad, rodeando los focos del

brote por rebaños vacunados que eviten la propagación de la onda
infectante y eliminación de los animales infectados.



3) Vacunaciónsistemática y repetida de los rebaños .­

Cualquiera que sea el métodoprofiláctico que se intente emplear para la
erradicación de la fiebre aftosa,debe ir acompañadode un plan de vacuna­
ción racional.

Las vacunas tipo VALLEE-SCHMIDT-HALDMANNpreparadas con virus de epitelio

de animales infectados,formolizado y adsorbido en Al(OH)3,protegen aprox;
madamenteal 90 % de los animales vacunados contra una agresión 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 (ll
pues 1a inmunidad se mantiene sólamente durante 4-6 meses subsiguientes a
la primo-vacunación.
Se han empleado,además,otros tipos de vacunas: vacunas saponinadas (l2),va
cunas con el complejoVioleta cristal e Sangre inactivada etc.,con resulta­
dos dispares (13),­
El 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 información es­
tadística para evaluar su verdadera eficacia.
Estos últimos años se ha intentado trabajar en la línea de las vacunas a v;
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,DHENNINy ASSO (15) mues­

tran que,por pasajes repetidos en conejos lactantes o ratones destetados,
se logra atenuar la virulencia a límites que permiten su empleo comovacu­
na: estos trabajos no han salido aún de la fase experimental.
En un pais comoel nuestro en el que la economía tiene una base agropecua
ria,es necesario extremar los esfuerzos para la erradicación definitiva de
esta epizootia.­
Por esta razón elegimos comotema de nuestro trabajo,1a tipificación de
los virus aftosos,para estudiar comparativamenteel verdadero valor de es
tas reacciones en la determinación del tipo de los virus aftosos.
Las pruebas clásicas usadas en la tipificación y estudio inmunológico de
un virus,son la sero-neutralización y la fijación del complemento.
La primera de ellas exige suero del animal enfermo en el período agudo y
de convalescencia,exigencia ésta que limita su aplicación,en el caso pag
ticular de la fiebre aftosa.
Por estas razones,analizamos en forma crítica,las técnicas de fijación del



complemento lOO % de hemólisis (C'100 H.) y del 50 % de hemólisis(C'50 H.)
(l6),se agregó el estudio de la hemoaglutinación activa y pasiva y de las
pruebas de difusión an agar,incorporando,finalmente,dos nuevos métodos de
aglutinación de partículas insoluble e inertes: látex y colodio.­
Esta bateria de reacciones,aplicada a la tecnología de los procesos de ob­
tención de vacunas por el procedimiento de WALDMANNo el cultivo del vi­
rus en medio Frenkel o en cultivos de epitelio renal de Mesocricetus aura­
tus(B.H.K.),permitiria un mayorgrado de certeza en la determinación del
tipo de virus y en la titulación de las cepas: esa ha sido la inquietud
que originara nuestro trabajo.­
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TECNICA GENERAL

La descripción de las pruebas serológicas estudiadas en
nuestro trabajo comprendenuna serie de esquemas en los que se detallan:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Introducción

Equipo
Material de vidrio
Drogas
Reactivos
Método

Resultados
Conclusiones
Bibliografia

Para obtener resultados comparablesy reproducibles (l, 2),
exigencia esencial en toda prueba serológica, es necesario:

l) Emplear reactivos estandardizados y controles adecuados.

2) Seguir estrictamente las indicaciones tecnicas de cada método.

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

l) Introducción

Para analizar cada métododesarrollado, se realiza una es­
cueta introducción histórica de la reacción, indicando la base teórica
de la mismay las modificaciones efectuadas a la técnica original.

2) Eguipo

1- Autoclave: Autoclave American Sterelizer Co., Erie, Penn., Made
U.SQA.

2- Estufas: a) Estufa para cultivo, Lutz Ferrando, Mod.254, Tempera­
tura 37° C. Ind. Arg.
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12­

13­

14­

b) Estufa para desecación de material de vidrio, Cien­
ce, Mod. 5040, Temperatura máxima 200° C. Ind. Arg.

Centrifugas: a) International Portable Refrigerated Centrifuge,
Mod. PR l. International Equipment Co., Boston,
Mass.) Uosvo

b) International Centrifuge, Size 2, International
Equipment 00., Boston, MaSSo' Uosvo

Congeladora: The Bastian Blessing Co., Mod. 8515

Refrigerador: Refrigerador de O°-6° C con compartimiento de con­
gelación, Westinghouse, Mod. S.P.F., U.S.A.

Precision Water Still, Mod3125, Precision Scienti­
fic Co., Chicago, U.S.A.

Destilador:

Balanzas: a) balanza de precisión, Sartorius, Gottingen
b) balanza E. Mettler, KB/T, Zurich, Swiss Made.

Microscopio: CARLZEISS "JENA" N° 281981, tubo binocular-Germany.

Baños de María: a) Cience, Mod. 3G, temperatura 37-56° C.,Ind.
Arg.

b) Cience, tamaño l m. por 50 cm., temperatura
37-56° C, Ind. Arg.

Fotocolorimetro: Crudo Caamañoy Cía., Mod. 1349, Ind.Arg.

Potenciómetro: Beckman Zeromatic pH meter. Mod. 4922 C.

termómetro de máxima y mínima, Enfis,Ind. Arg.
termómetro O-250° C.
termómetro O-lOO° C.

a)
b)
c)

Termómetros:

a) trompa de agua para vacio.
b) bomba para alto vacío, LANDI,Motor 1/2 HP,

MOdo14950 Ind. Arg.

Bombas de vacio:

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

l7­

18­

19­

Jeringas:

Agujas: hipodérmicas, acero cromo inoxidable, 25/8;
Ind. Arg.

Morteros:

Vidrio

b) metálicas tipo Kahn, para 24 y 30 tubos de he­
mólisis.

c) metálicas para lOOtubos de hemólisis

Pyrex, de lO m1., 5, l ml. Ind. Arg.
Becton, Dickinson and Co., B.D., Yale, l/Á ml. U.S.A.

25/6; 10/5,
B.D.27, U.s.A.

de porcelana de 10- 12 cm. de diámetro.

Reloj de intervalo

Portapipetas

3) Material de vidrio

1)

2)

3)

4)

5)

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

Probetas Pyrex graduadas de lOOml. a 2 litros de capacidad.

Matraces Erlenmeyer de lOOml. a 2 litros de capacidad.

Pipetas serológicas graduadas hasta la punta:

a) de l ml. graduadas en l/lOO m1.
b) de 2 ml. graduadas en 1/100 ml.

5 ml. graduadas en l/lO ml.
lO ml. graduadas en l/lO ml.

c) de

d) de

Tubos

a) de

b) de

c) de

d) de

para centrifugación

10 ml.

12 ml.

40 ml.

40 ml.

de

de

de

de

de fondo cónico, con tapa de bakelita:

capacidad graduados l/lOO ml.
sin graduación.
graduados l/lO ml.

capacidad
capacidad
capacidad sin graduación.

Matraces aforados Pyrex de lOO, 250, 500 y 1.000 ml. de capacidad.



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

8)

V9

10)

V
11

12)

13)

14)

15)

Embudosde vidrio:

de diámetro
a 12 cm. de diámetro

a 6 cm. de diámetro

a) de 18 a 20 cm.

b) de lO

c) de 5

Tubos de ensayo Pyrex

Tubos para hemoaglutinación Pyrex de fondo redondo sin botón ter­
minal.

Tubos de hemólisis Pyrex.

Placas de Petri de 12 cm. de diámetro.

Vidrios de reloj de diversos diámetros.

Portaobjetos.

Cubreobjetos.

Métodosde limpieza, preparación y esterilización de los materia­
les (3).

l) material de vidrio:
Todala cristalería debe ser usada químicamentelimpia; el ma­
terial nuevo exige un tratamiento previo con mezcla sulfocró­
mica o hipoclorito concentrado. Conviene marcar los émbolos
y el cuerpo de las jeringas con el mismonúmero 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:

l) Se deja varias horas en remojo en agua fria y se cepilla para
remover todo resto grosero, adherido al vidrio.

2) Sumergir en solución detergente caliente y dejar 24 horas. Se
emplea con buenos resultados el detergente 7X.

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

3)



4) Cepillar cada pieza con agua corriente fría.

5

6

)

)

7)

8)

9 V

lO)

11)

Enjuagar repetidas veces con agua corriente caliente.

anuagar con agua destilada y con agua bidestilada cuando la
técnica asi 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 proteínas, restos de co­
lodio, látex, etc., se los deja 24 horas en mezcla sulfocró­
mica, siguiendo luego con el tratamiento indicado.

Las pipetas se taponan en las boquillas con algodón, se las
clasifica por sus capacidades en mililitros y se distribuyen
en portapipetas metálicos.

Los tubos de hemólisis se preparan colocándolos, boca abajo,
en recipientes metálicos o en vasos de precipitación (2-4 li­
tros), tapados con gasa, con papel madera y atados, de acuer­
do a la técnica bacteriológica.

Los tubos de ensayo, probetas, frascos Erlenmeyer etc. se
preparan, para su esterilización, de acuerdo a la mismatéc­
nica.

2) Material de goma:

1)

2)

3)

4)

5 )

Hervir 15 minutos en solución detergente.

anuagar con agua corriente fria.

Enjuagar con agua destilada.

Secar en estufa.

Colocarlo en recipientes metálicos cerrados para su esterili­
zación.



Esterilización

1) Material de vidrio:
Esterilizar en horno (calor seco) a 160° C. durante una hora
o a 170° C. durante 30 minutos.

V2 Material de gomay soluciones:

Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 120° C. Cuando
las soluciones se alteran a esa temperatura (ej. Solución Al­
sever), se recurre a la tyndalización.­

4) Drogas:

Los productos quimicos empleados deben ser de máximapureza y sa­
tisfacer las exigencias de las técnicas desarrolladas. Hemosprocu­
rado emplear drogas que respondieran a estas caracteristicas (B.D.H.),
en cada caso se describe la sustancia empleada, consignando:

l) Nombre

2) Denominación en envase original
3) Grado de pureza
4) Fórmula

5) Peso molecular
6) Marca

5) Reactivos:
4

l) Aguadestilada: el agua destilada y bidestilada se obtiene se­
manalmentedel destilador general, ya descripto, verificando
periódicamente el pH que está 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 marcandoel nivel



del líquido,para completar su volumen cuando se hubiera producido
evaporación. Se las conserva a temperatura ambiente o en la hela­
dera, de acuerdo a las características de las mismas.
3) Antígenos:

En

a)
b)

Virus aftoso
Virus aftoso
espontánea o

nuestro trabajo empleamoslos siguientes tipos de antígenos:
tipo o patrón (O,A,C).
extraído de epitelio lingual de bovino infectado
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 extraído de ratón lactante inoculado.
g) Virus aftoso extraído de fluído vesicular de lesiones podales

de cobayo inoculado.
h

V
Virus aftoso de linfa de bovino inoculado experimentalmente
o infectado espontáneamente.

gativo).
lSuspensión de epitelio lingual normal de bovinok control ne­

La procedencia oe los antígenos que se consignan en el cuadro
N9 1, ha sido:

Los antígenos de epitelio lingual de bovino y de ratón lactante,

del Laboratorio de la ComisiónAsesora nacional para la nrra­

dicación de la fiebre Aftosa (C.A.N.E.r.A.) y los antígenos

de cultivo en medio Frenkel y de cultivo en epitelio renal,del

Instituto Nacional de la :iebre Aftosa, dependiente del insti­

tuto macional de iecnología Agropecuaria \I.N.T.A.)



6)

7)

8)

4)

5)

Método

Los virus aftosos tipo y el epitelio lingual normal de bovi­
no han sido proporcionados por amboslaboratorios.

Sueros

Empleamoslos siguientes tipos:

a) Antisueros aftosos hiperinmunes 0,A,C de cobayo
b) Sueros controles:

l) Control negativo: suero normal de cobayo.

2) Control de especificidad: suero equino antirrábico.

En el cuadro N° 2 se consigna, el número de origen de la
muestra, el tipo a que corresponde, el título obtenido por la
técnica de fijación de complementoy finalmente la proceden­
cia.

Los reactivos de aplicación especial se detallan en la técnica
respectiva.

Este capitulo se lo subdivide en dos partes:

1)

2)

Se describen los distintos pasos seguidos en las técnicas
(sensibilización de particular inertes, calibración del foto­
colorímetro para la prueba del 50 %de hemólisis, etc.)

Se detalla el desarrollo de la prueba en si, consignando dilu­
ciones, volúmenesusados, temperaturas, etc.

Resultados:

Se protocolizan los resultados de acuerdo a las indicaciones estableci­
das por los autores de cada método.

Conclusiones
Se discuten los resultados y se analizan la sensibilidad y especifici­
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CUADRO N° 1

ANTIGENOS

Muestra Virus N° de Material Título del
N° Tipo origen remitido (1) virus (2) Procedencia

1 o 1238 M.C. -— C.A.N.E.F.A.

2 A 1033 A.E.B. 10-7:8 u

3 C 976 M.c. ._ u

[0 979 M.C. __ ..

4 <3) 333 3:8: : 1:
L0 974 M.C. —_ u

5 A 975 M.C. ._ ..

5 A 978 M.C. __ n

7 A 977 m.c. _ ..

8 c 1148 M.C. __ n

9 A 1476 A.E.B. 10'7v53 n

1° 0 1347 A.E.B. 10-7253 u

11 A 1196 A.E.B. 1043.8 n

12 0 1089 A.E.B. :10'798 n

13 A 1202 M.C. __ n

14 A 1159 A.E.B. 10’7v53 u

15 C IV,(18)23 A.E.B. __ n

16 o 1301 M.C. ._ u

l7 0 8/5/63 A.E.B. -— n

18 c 1222 A.E.B. 10'7'63 n

19 A 1207 A.E.B. 10'7'53 n



20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

3o

31

32

33

34

35

36

37

38

39

4o

41

42

C)b

O

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

E.B.P.

E.B.P.

M.R.

A.E.B.

A.E.B.

M.C.

A.E.B.

A.E.B.

R.C.P.

E.C.P.

E.C.P.

M.C.

10'7v53
10-7963

1837.63
10'798

10‘7v53

10-7:8

10-7963

10-8,O

10-7,8

10-7,96

lo-7.30

10-7,63

10‘7'53

10-8,0

10-8,2

10"7'8

10’7¡63

10-7963

10‘7'53
10-7963

10-7963

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

I.N.T.A.

Il

ll

CvoNoEoFvo

ll

Inst. Malbrán

" (4)

CvoNoEoFvo



43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

so

61

62

63

64

65

66

C)

b>-b

r0
L0

1588

1559

1510

1514

1428

1499

1528

1518

1611

1604

1636

1526

1559

1577

1555

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.

4.3.3.

A.E.B.

M.C.R.L.

M.C.
M.C.

R.L.

A.E.B.

M.C.

M.C.

M.C.
MOC.
M.C.
M.C.

E.B.P.

E.B.P.

10-7963

10'7'53

10'7v53

10'7980

10-7,ao

10'7' 8°

10-7,
10-7,
10-7163

10‘7763

10’7963

10'796

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



67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

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

10'7v53

10'7'53

10'7'53

10‘7v53

10-7,80

10'7963
10.7963

(5)

C OAONOEOFOAO

COAONonEOFOA.



87 L’EoBo COAONOEOFOA.
llLo 2279 4.3.3. 10-7.80

88 A 3600 M.C. ._ n

89 ic 2172 4.3.3. 10-7v80 n
LC 2202 4.3.3. 10-7,8o u

9o 0 30/9/64 E.B.P. 10r8v° u

91 A 30/9/64 E.B.P. 10‘8'0 n

92 C 30/9/64 E.B.P. 10-8:0 u

93 - 3049/64 E.N.B. ._ u

94 o 216 A.C.F. 10'7v8° I.N.T.A.

95 0 213 A.C.F. 10-4,04 u

96 0 214 4.0.3. 10-7a54 u

97 4 223 A.C.F. 10‘5v04 u

98 A 224 4.0.3. 10'5v80 u

99 A 225 4.0.3. 10‘4v54 u

100 A 226 A.C.F. 10'3v80 u

101 4 227 A.C.E. 10-2954 n

102 A 237 A.C.F. 10'5'04 n

103 A 236 A.C.F. 10-6,54 n

104 C 234 A.C.F. 10'7v54 n

105 C 235 A,C,F, 104,80 u

106 0 232 A.C.F. 10-6.54 u

107 0 233 A.C.F. 10’7930 n

108 o 254 4.0.3. 10-8v04 u

109 0 255 A.C.F. 10-8o04 u

110 0 260' 4.0.2. 10’5'54 n

111 0 250 4.0.9. 10-75)4 u



112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

.122

125

124

125

126

127

128

129

13o

131

132

133

134

135

c>br>

>

F0
L0

258

246

247

261

262

256

259

268
269

266

270

298

302

330

_3/7/63

28/8/63

17/8/63

8/8/53

18/4/64

17/3254

13/3764

15/4/64

21/4/64

A.C.F.

A.C.F.

A.C.F.

A.C.F.

A.C.F.

A.C.F.

A.C.F.

A.C.E.

AOCOF.

AOCOFO
AQCQFQ

A.C.F.

A.C.F.

A.C.F.

A.C.F.

A.C.F.

B.H.K.(Cr)

B.H.K.(Cr)

B.H.K.(Cr)

B.H.K. (Cr)

B.H.K.(Bov.)

B.H.K.(Bov.)

B.H.K.(Bov.)

A.F.Y.

A.F.V.

10-7,80

10-5,3°

10-6,80

10-7!04

10-7,54

10-5954

10-7,54

10-7,54

10'5v3o

13:7, 54

1o-6,80

10-8,80

lo-6,04

10-5,80

10-7,80

1o-7,80

10'5'48

10'8v°

l043,54

10-5v54

1043,54

10'8v°

I.N.T.A.



136 c 27/4/64 4.2.v. 7,73 I.N.T.A.

137 —— —— E.N.B. - "

138 o 17/4/64 E.C.P. 10""8 Inst.Malbrán

139 A 23/4/64 E.C.P. 10-745 n

14o c 29/4/64 E.C.P. 10-7.0 n

141 o 10/6/64 A.L.B. 10-8v0 (4)

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

143 c - 24/6/64 A.L.B. 10"7'8 (4)

144 c 1846 4.3.3. 10-7:53 C.A.N.E.F.A

Referencias:

(1) A.E.B. =
E.N.B. :
R.L. :

M.C. :

M.C.R.Lc

E.c.P. :
E.B.P. :

antígeno de epitelio lingual de bovino.
epitelio lingual normal de bovino.
antígeno preparado a partir de ratón lactante inoculado con
virus aftoso.
muestra campo, corresponde a epitelio lingual de bovino
infectado espontáneamente.

muestra camporatón lactante, corresponde a un pasaje por
ratón de la muestra campode epitelio lingual de bovino
infectado.

antígeno cultivo Frenkel, corresponde a la fase liquida
del cultivo de tejido, agregada del sobrenadante por cen­
trifugación de la extracción acuosa del tejido lingual.

epitelio de cobayo, inoculado con virus patrón.
epitelio lingual de bovino inoculado, usado comopatrón,
luego de haber sido tipificado (4 + , durante 30 min.)
contra sueros hiperinmunes patrones.



2)

3)

4)

5)

B.H.K. (Cr) :

B.H.K.(Bov.):

A.F.V. z

A.L.B. 2

antígeno cultivado en epitelio renal de Criceto dorado,
corresponde a la fase líquida del cultivo de tejido,
más el extracto sobrenadante del triturado del cultivo
celular.

antígeno cultivado en epitelio renal de bovino, corres­
pondea la suspensión viral constituída por la fase
líquida del cultivo de tejido, más el extracto sobrena­
dante del triturado del cultivo celular.

antígeno de fluído vesicular de lesiones podales de
cobayo inoculado con virus aftoso.
antígeno de linfa de bovino.

Dosis letales límites 50 fi (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 preparación del antígeno se utilizó un "pool" de muestras.

Antígenospatrones de epitelio plantar de cobayos inoculados, de a­
cuerdo a la técnica de Rottgardt y Charles, obtenidos por nosotros
en el Instituto Malbrán.

Muestras adquiridas en laboratorios privados.



ANTISUEROS AFTOSOS DE COBAYOS HIPERINMUNIZADOS

Muestra. Antisuero Titulo
N° Tipo F.del C. (l) Procedencia (2)

l O 13180 C.A.N.E.F.A.

2 0 12180 C.A.N.E.F.A.

3 o 1:160 Instituto Malbrán

4 A 1:1oo C.A.N.E.F.A.

5 A 1:80 Instituto Malbrán

6 C 1:160 C.A.N.E.F.A.

7 C 13150 CvoNoEoFoA.

8 C 1:180 Instituto Malbrán

9 0 13100 I.N.T.A.

10 A 1:160 "

ll C 1:320 "

12 0 1:80 Instituto Malbrán

13 A 1:100 " "

14 C 13160 " "

15 o 1:150 C.A.N.E.F.A.

16 A 1:160 "

18 C 1:160 "

18 0 18100 I.N.T.A.

19 A 13100 C.A.N.E.F.A.



20 C 13150 I.N.Ter

21 A 1:50 "

22 0 1:150 "

23 o 1:80 C.A.N.E.F.A.

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

25 O 1:120 Instituto Malbrán

26 A 1:80 " "

27 C 13150 " "

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

29 A 1:90 "

3o c 1:250 n

31 o 1:80 u

32 A 1:90 "

33 C 12250 "

Referencias:

(l) - Titulo de los sueros hiperinmunes obtenidos por la técnica de
fijación del complemento (100 %1H)tal comonos fueron remitidos
por las Instituciones Oficiales: C.A.N.E.F.A. e I.N.T.A.

(2) C.A.N.E.F.A. : Comisión Asesora Nacional para la Erradicación de
la Fiebre Aftosa.

I.N.T.A. : Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria.

Instituto Malbrán: antisueros obtenidos y titulados en el Insti­
tuto Nacional de Microbiología, Carlos G.ráno
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6) Tipificación de los virus aftosos.
1)

2
V

V3

4 V

V5

6

7)
V

8)

9 V

10)
ll)

12)

13)

14)

15)

16)

Diluir los sueros hiperinmunes "0","A" y "C" en los títulos obtenidos
en la prueba anteriormente descripta,calculando la cantidad necesaria
para tipificar todos los antígenos. '
Preparar diluciones de los antígenos 1:10 a partir de la dilución deno­
minada"antígeno puro".

Preparar diluciones del complemento conteniendo l y 2 unidades C‘HSO .
Colocar en gradillas para tubos de hemólisis,2 filas de 5 y 4 tubos por
cada antígeno a tipificar. Numerarlos tubos de l a 8 e indicar N9 del
antígeno.
Colocar 0,40 ml. del antisuero "0" en los tubos N9 l y N9 6,de antisue­
ro "A" en los N9 2 y N9 7 y de antisuero "C" en los números 3 y 8.
Agregar a todos los tubos 0,40 m1. del antígeno en estudio.
En los tubos N2 4,5 y 9 agregar 0,40 , 0,90 y 0,40 m1. de tampón de vg
ronal respectivamente.
En los tubos del N2 l al N9 4,adicionar 0,50 ml. de complemento con l

unidad de C'H50 y en los tubos del N9 6 al N9 9, 0,50 ml.\de ÏZC'HSO " .
Incorporar 3 tubos controles de antisuero:

Tubo N9 10 :0,40 ml. antisuero "0"+ 0,40 ml. tampón veronal + 0,50
m1. de complemento(ZC‘H ) .50

tubo N9 ll :0,40 m1. antisuero "A" + 0,40 m1. tampón veronal f 0,50

ml. complemento (2C'H50)
:0,40 ml. antisuero "C" f 0,40 ml. tampónveronal + 0,50
m1. complemento (2C'H

Tubo N9 12

50)
Agitar los tubos y dejar 20 horas a 49C en heladera.
Agregar a todos los tubos 0,50 m1. de sistema hemolitico,agitar e incu­
bar 60 minutos a 379G.
En los tubos controles de antígeno,N9 4 y N9 9,debe haber hemólisis 50%_
en el N9 5 debe haber fijación completa pues no lleva complemento. ,
Los tubos N9 10,11 y 12 , controles de sueros hiperinmunes,deben preseg
tar hemólisis 50%.
E1 tipo del virus está determinado por una fijación completa(4+) con
un tipo de antisuero(antisuero homólogo)y hemólisis con los otros an­
tisueros( antisueros heteróIogos). ’
Las lecturas se realizan en el fotocolorímetro,como en los casos ante­
riores
Anotar los resultados en el protocolo.



17) El esquemasiguiente detalla el desarrollo de la prueba:

Tubo Antisuero Antígeno Tampón Complemento SistemaN° ­

' 1:10 veronal lC'H50 hemolitico

l 0,40 "0" 0,40 -- 0,50 0,50
Incubar Incubar

2 0,40 "A" 0,40 —- 0,50 0,50
20 h. 601m

3 0,40 "C" 0,40 - 0,50 0,50
a a

4) —_— 0,40 0.40 0,50 0,50

490 3790
5 ..- 0,40 0.90 — 0,50

6) 0,40 "o" 0,40 —- 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 m20 h. 60

9 _.. 0,40 0,40 0,50 0,50
a a

10 0,40 "0" --- 0,40 0,50 0,50
49C 379G

ll 0,40 "A" -- 0,40 0,50 0,50

12 0,40 "C" --- 0,40 0,50 0,50



7) Resultados:
La técnica de fijación del complementoaplicada a la tipificación de los
virus aftosos,se realizó de acuerdo a los métodossiguientes:

l) Fijación del complemento tomando comopunto final de lectura el 100 %
de hemólisis.

2) Fijación del complemento tomando comopunto final de lectura el 50 %
de hemólisis.

l) Para efectuar la tipificación debimos,previamente,titular los sueros hi­
perinmunesde acuerdo a la pauta de trabajo descripta en Métodoen este
mismocapítulo.
Los títulos de los antisueros,en la técnica del 100 %de hemólisis,va­
rían entre 1:50 y l:320,como se puede observar en el cuadro de valores
N2 3 donde figura el total de los sueros titulados.
En la tipificación de las muestras virales,se estudiaron 135 antígenos
(Cuadro N9 4) a los que se les determinó el tipo,obteniéndose 98 % de
reacciones positivas para los antígenos de epitelio y 75 %de positivi­
dad para los virus de cultivo.

Sobre el total de muestras examinadas la positividad fué del 91 %.Grá—
fica N9 3 .
Si se expresa 1a positividad de las reacciones en función del título
del virus( D.I.5o ),se observa que,para el virus 0,títulos menoresde
10-7’o dan 75 %de reacciones positivas,descendiendo al 65 %para títu­
los entre 10'7'o a 10'7' . Títulos entre 10'7'7 a 10'8'O dan 100 %de
positividad.
Para el virus A1a reacción muestra el siguiente gradienteztítulos meno­

“7'0 a 10‘7'6,
,100 %de reacciones positivas y final­

res que 10-7’o,63 %de reacciones positivas;títulos de 10
86 %;títulos de 10"7'7 a 10'8'o
mente,para el virus C ,la positividad es del 100 %para los títulos com

-8’5 . Ver Gráfica N9 4 .

Los valores encontrados no permiten establecer que exista una relación

directa entre el título infectante( D.I.50 ) y el título fijador del
complemento,lo que se explicaría si se tiene en cuenta que el virus de

prendidos entre 10-2’5 y 10

la fiebre aftosa está formadopor dos partículas de distintas caracterig
ticas fisicoquímicas y antigénicas.
La más pequeña 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 embases diferente lo que hace variar,dentro de límites muy



amplios la proporción en que se encuentran una con respecto de 1a otra. Condi­
ciones y lineas de trabajo que escapan a la índole de nuestra investigación,rg
solverían este problema. Para determinar la sensibilidad de nuestra técnica,tg
mamosun grupo de virus patrones y efectuamos con ellos la prueba de fijación
del complementoen forma cuantitativa para determinar las máximasdiluciones
de los virus y de los antisueros que dan reacción positiva 4 + . El cuadro N9 5
muestra el desarrollo de la prueba.

CUADRO N9 E

Anti no"Q" Diluciones del suero hiperinmune "0" N2 3
Nge90 1:20 1:40 1:80 1:160 12320 C.A

1:5 4+ 4+ 4+ 4+ 1- _
1:10 3 + 3 e 2 + 2 9 9 _
1:20 2 + 2 e 2 + 1 e - _

1;40 1 + t - - _ _

Antígeno "A"
3 N991

1:5 - — _ - _ _
1:10 _ _ _ 7 _ _

Antígeno "C"
N9 92

1:5 - - _ - _ _
1:10 _ - _ _ _ _

A continuación se transcriben los resultados obtenidos con los otros antí­
genos y antisueros patrones:
Suero "0",N99 - 1:100 Antígeno "0",N9138 - 1:10
Suero "O",N925 - 1:150 Antígeno "O",N932 - 1:10
Suero "A",N9 4 - 1:100 Antígwno "A",N9 91 - 1:5
Suero "A",N916 —1:180 Antígeno "A",N9 139 —1:10
Suero "A",N926 - 1:80 Antígeno "A",N933 - 1:5
Suero "C",N911 - 1:400 Antígeno "C",N992 - 1:20
Suero "C",N917 - 1:160 Antígeno "C",N9140 - 1:10
Suero "C",N927 - 1:160 Antígeno,N934,"C" - 1:10



Estos antisueros y antígenos se titularon también por 1a técnica de 50 %de
hemólisis. Los resultados y la comparación de los dos métodos,respecto a su
sensibilidad,se incluyen en "Resultados de la fijación del complemento50%H.

2)En la prueba de fijación del complementocon lectura fotocolorimétrica del
50%de hemólisis,1a titulación de los antisueros se realizó siguiendo la tég
nica descripta en Método.
En total fueron titulados 22 sueros hiperinmunes con titulos que varían en­
tre 12400 y 1:3200 ( Cuadro N9 3 ).
En 1a tipificación de los antigenos,de los que se estudiaron 135 muestras (Ver
Cuadro N24),se encontró 95 %de positividad para los virus de epitelio y 79%
para los de cultivo. Sobre el total de los antígenos examinados,1apositivi­
dad fué del 92 % .- Para determinar la sensibilidad de esta técnica,tomamos
un grupo de sueros hiperinmunes y de virus patrones y efectuamos 1a prueba
de fijación del complemento50%H.,en forma cuantitativa,con el objeto de ob­
tener las mayores diluciones de antígenos y antiSueros que dan fijación com­
pleta 4 e .- El Cuadro N9 8 muestra el desarrollo de la prueba. .

CUADRO N9 8

Antigeno "0" Diluciones del suero hiperinmune "0" N9 15
N2 90 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 1:6400 C.A.

1:10 4
1:20 4
1:40 4
1:80 4
1:160
1:320 - - - - - - '
c.s - — - - - ­

Antigeno "A"
N9 91

1:20 +
1:40 - - - - - - ­
1:80 - - - - - - '

Antigeno "C"
N9 92

1:20 e + - - - - ­
1:40 + - - - - - ­
1:80 - - - - - - ­

4 4 3 + l + - ­
2

2

2++e+ +e++

4

4

4e++e



A continuación se transcriben los resultados obtenidos con los otros antíge­
nos y antisueros tipos:
Suero "0", N93 - 1:1000 Antígeno "0",N9 138 - 1:80
Suero "0“,N9 25' 1:1000 Antígeno "O",N9 32 - 1:80
Suero "A",N9 10- 1:1600 Antígeno "A",N9 91 - 1:40
Suero "A",N9 32- 1:400 Antígeno "A",N9 139 - 1:40
Suero "A",N9 16- 1:800 Antígeno "A",N9 33 - 1:80
Suero "C",N9 11- 1:3200 Antfgeno "C",N9 92 - 1:160
Suero "C",N9 14- 1:1000 Antígeno "C",N9 140 - 1:80
Suero "C",N2 27- 1:800 Antígeno "C",N9 34 - 1:40

Comparación de la sensibilidad del método de 100%y del 50%de hemolisis en
la titulación de los sueros hiperinmunesy los antígenos patrones.

Suero Iácnica 100% Técnica 50% Virus Técnica 100 fi Técnica 50 fi
0 1:160 1:800 0 1:5 1:80
0 1:100 1:1000 0 1:10 1:80
0 1:150 1:1000 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 1:4U0 1:3200 C 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 expresamosla positividad de las 135 muestra tipificadas

en función del título(D.i.50 ) de las mismas,observamosque el virus "O"
a títulos inferiores de 10 '7'U da 75 %de reacciones positivas;de 10-7’U a
10"7’6 ,100 % ; para títulos de 10-7’7 a 10-8’O ,93 %y para títulos mayo­
res que 10-8’0,100 %de positividad.

.Para el virus "A" los resultados fueron: título menor que 10- 0,81 %de pg
sitivos;de 10'7'o a 10’7'6,91 % ; de 10’7'7 a 10‘8’°,1oo 96y para titulos
mayores que 10-8’0,100 %de positividad.­
Los resultados para el virus "C" dieron : títulos de 10 a 10 - ’100 5
de positividad y,fina1mente para títulos mayoresde 10-8’0,todas las reaccig

7,

’790 8,0

nes fueron positivas.- Gráfica N96.­
La prueba de fijación del complemento,100 % de hemólisis,fué tomada comoprg
totipo,para correlacionar los valores obtenidos en las diferentes técnicas
usadas en este trabajo. Los resulados finales muestran los cuadros compara­
tivos.­
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CUADRO N9 fi l

ANTISUEROS AFTOSOS DE COBAYOS HIPERINMDNIZADOS,TITULADOS PQE LA TECNICA

DE FIJACION DEL COMPLEMENTO: LECTURA 100% DE HEMOLISIS Y 5Q% DE HEMOLISIS. 4

Muestra N9 Antisuero tipo Título 100%H.(l) Título 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 12400

g c 1:160 1:1000 ‘

7 C 12160 1:1000 1

8 c 1:180 1:1000 J
9 0 1:80 -- ‘

10 A 1:160 1:800
11 c 1:320 123200
12 0 1:80 12400

13 A 1:100 1:500
14 c 1:160 1:1000
15 0 1:150 1:800
16 A 12120 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 O 1:80 -­
32 A 1:90 1:400
33 C 13250 4.

Referencias:
(1) Se denominatítulo del antisuero, la mayordilución del

mismoque da fijación completa(4+) frente al antígeno homólogo.
(2) Los antisueros consignados\--) corresponden a partidas no

tituladas por este método.



CUADRO N9 4

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

Resultados
Muestre N2 Virus tipo 100 9€H 50 7€H

1 O 0 4+ 0 4+

2 A A 4+ A 4+

3 C C’4? C 4+

4 O 0 2+ U 3+

5 A A 4+ A 41.

6 A A 1+ A 2+

7 A A 4+ A 4+

8 C C “4+ C 4+

9 A A 4+ A 4+

10 0 0 3+ 0 4+

11 A A 4+ A 3+

12 O 0 4+ 0 4+

13 A A 4+ A 4+

14 A A 4+ A 4+

15 c c 4+ c 4+

16 0 0 4+ 0 4+

17 0 0 3+ 0 2+

18 C C 4+ C 4+

19 A A 4+ A 4+

20 A neg. A 2+

21 0 0 4+ O 4+

22 C C 4+ C 4+

23 O O 4+ 0 4+

24 A A 4+ A 4+

25 C C 4+ C 4+

26 0 0 2+ 0 4+

27 C C 4+ C 4+

28 0 O 4+ 0 4+

29 0 0 4+ O 4+

30 O 0 4+ O 4+

31 C C 4+ C 4+

32 0 0 4+ O 4+



33

34

35

36

37

38

39

4o

41

42

43

44

45

46

47

4a
49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67
68

69

7o

=>>>OC>O>O>O>0>O>OO>
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O>O>O>OO>
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++fi+++ch°f°>

>>>OO>O>g

9°

OOOO>OOOOOOOOOO>OO

u4>4>m4>4>4>4>
+*»+++-oar

4:..p-m.>4=-4=-4>4=-4>4>m.>4>4>.>¡-14>4> ++á+-r-t+++-oor++-o++»oo

O>O>O>OO>
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71

72

73

74

75

76

77

7a

79

80

81

82

83
s4
85
se
87
88

a9

9o

91

92

93
94

95

96

97
9a

99
100
101

102

103

104

105
106

107
108
109

O>OÓ>OOO>>-OOOOOO>OOOO>

OOOOOÓ>>>>>>>OOO

4+

1+

3+

4+

2+

1+

4+

4+

2+

3+

3+

4+

4+

4+

4+

4+

4+

1+

4+

4+

4+

4+
O>OO>OOO>>OOOOCO>OOOO>

0 3+

neg.
0 1+

neg.
A I
neg.
neg.
neg.
neg.

2+

3+

3+

2+

1+
4+

OOOOOO>

O>OO>OOO>>OOOOOO>OOOO>



110 0 o 1, o 1,
lll 0 0 1+ 0 1+
112 A A 2+ A 2+

113 A A 1+ A 2+

114 A A 1+ A 2+

115 A A 1+ A 2+

116 0 neg. O 1+

117 A A 2+ A 2+

118 0 0 4+ O 4+

119 A A 2+ A 2+

120 A A 2+ A 2+

121 O 0 3+ 0 3+

122 O 0 3+ 0 3+

123 0 O 2+ 0 2+

124 A A 2+ A 2+

125 A A 1+ A 2+

126 O neg. O 1+

127 O neg. neg.
128 A A 1+ A 1+

129 C C 2+ C 2+

130 C neg. neg.
131 O 0 4+ 0 4+

132 A A 2+ A 2+

133 C C 3+ C 3+

134 O -- ' -­
135 A -- -­
136 C —- -­

137 -- -- -­
138 O O 4+ O 4+

139 A A 4+ A 4+

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 antígenos que, por no alcanzar el materia1,no se pu­
dieron tipificar.
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FIJACION DEL COMPLEMEYT

En 1894, PFEIFFER(l) comunica que el suero de cobayos so­
brevivientes a la inoculación experimental, con una suspensión de Micros­
pira comma,contenía una sustancia capaz de lisar el vibrión colérico, de­
mostrando el carácter inmunológico del fenómeno.

Cuatro años más tarde, BORDET(2) prueba que cuando se inocu­

lan eritrocitos de conejo a un cobayo, el suero de este último es capaz
de hemolizar especificamente los glóbulos rojos de conejo. Ambasexpe­
riencias, ocurrian en presencia de complementoy pusieron de manifiesto,
1a capacidad que tiene un anticuerpo (bacteriolisina o hemolisina) de
reaccionar en forma especifica, con el antígeno que le dió origen.

Experiencias posteriores de BORDETy de EHRLICH(3) demuestran

que la hemólÏsis se produce, por la acción conjunta de tres sustancias:

l) Glóbulos rojos de una especie animal fijada.

2) Suero hemolitico, inactivado, anti-glóbulos rojos de la
especie elegida.

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

La hemolisina o amboceptor es un anticuerpo especifico, termo­
estable, provocado por la inyección del antígeno y capaz de combinarse
con él.

El complementoo alexina (del griego, sustancia protectora),
es un grupo de proteínas séricas ligado a las globulinas (5), del que se
han podido identificar cuatro fracciones: C'l, C‘2, C'3 y C‘4.

La fracción C'l es una globulina, termolábil a 55° 0,; C'2,
una glucoproteína, termolábil a 55° 0.; C'3, un fosfolipido, termoestable
a 55° C. que pierde su estabilidad por calentamiento a 66° C.,durante 30
minutos y C'4, una glucoproteina levógira relacionada con el ion calcio



y termoestable a 55° C. Para que la hemólisis se produzca, se requieren
los cuatro componentes.

Recientemente PILLBMER(6,7) ha descubierto un nuevo componen­

te proteico, inespeoífico, del suero humanonormal, esencial para la bac­
teriolisis y la hemólisis de los glóbulos rojos, al que denominóproper­
=dinay cuya intervención en los sistemas antigénicos, es aún objeto de
estudio.

Los trabajos de MAYER(8) y RENT(9), demuestran que el Mgff

y otros iones divalentes comoel Ca++, Niff y Coff, son esenciales para
la acción hemolítica del complemento.

El fenómenode la hemólisis es un magnifico indicador para po­
ner en evidencia la reacción antígeno-anticuerpo, siempre que se establez­
can, de una manera univoca, las condiciones de trabajo y se definan la
unidad de complementoy la unidad hemolítica usadas en el sistema.

Son BORDETy GENGOU(10) los primeros en intuir el mecanismo

de esta reacción y aplicarlo, en el transcurso de una controversia con
EHRLICHy MDRGBNROTH,acerca de 1a unidad o multiplicidad del complemento

en los sueros normales, al sistema Pasteurella pestis-suero equino anti­
pestis.

WASSERL , NEISSER y BRUCK(11) comprenden la transcendental

importancia del métodoy lo aplican al diagnóstico de la sífilis. A par­
tir de este momento,se convierte en la técnica más empleada en los estu­
dios inmunológicos (12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20).

El métodose puede dividir,en dos partes principales:

l) Se ponen en contacto el antígeno, el anticuerpo y el comple­
mento. Si el anticuerpo y el antígeno son específicos, se
combinany el complejo antígeno-anticuerpo, es capaz de unir­
se al complemento ( fijación del complemento ).
Si el antígeno y el anticuerpo no son especificos o si falta
uno de ellos, no se produce el complejo antígeno-anticuerpo



y el complementoqueda en libertad (no ocurre fijación de
complemento).

V2 La reacción de fijación de complemento,necesita un sistema
accesorio que indique si la reacción se ha producido o nó.
El sistema empleado, es el sistema hemolitico (glóbulos ro­
jos + hemolisina) que revela 1a presencia de complementoli­
bre, hemolizándose totalmente (reacción de fijación de comr
plemento negativa), o en forma parcial (reacciones positivas
intermedias) o que permanece inalterado, sin mostrar hemóli­
sis (reacción de fijación de complementopositiva) si no hu­
biera complementolibre.

En las pruebas de tipificación de virus aftoso, se emplearon
dos técnicas: la del 100 % de hemólisis y la del 50 % de hemólisis, que
difieren sólo en la forma en que se evalúa el punto final de 1a hemólisis.

Originariamente, la unidad hemolitica del complemento, se ex­
presaba comola menor cantidad del mismoque producía la lisis total
(C'HlQO)de los glóbulos rojos sensibilizados.

Los trabajos de WODSWORTHy MALTANERy colaboradores (21) de­

mostraron la ventaja de expresar, comounidad de complemento, la cantidad
que lisa exactamente el 50 %de los glóbulos rojos sensibilizados.

Observandoel gráfico que tabula los porcentajes de hemóli­
sis en función de las cantidades de complementousado, señalaron que la
proporción de células lisadas no responde a una función lineal sino a
una curva sigmoidal. La forma de esta curva evidencia que el 100 fi de
hemólisis, comopunto final de la reacción es solo una expresión aproxi­
mada del fenómeno, puesto que, se necesitan grandes cantidades de comple­
mento para lisar los últimos 5-10 fi de glóbulos rojos, En la parte media
de la curva, el grado de lisis es más sensible, a los pequeños aumentos



del complemento, comolo muestra el gráfico siguiente:
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Se llega a una más precisa titulación de la actividad del com?

plemento, fijando comounidad hemolitica (C‘H50) la cantidad del mismo
que lisa exactamente un 50 %de los glóbulos rojos sensibilizados. Esta
unidad, como lo hacen notar KABATy MAYER(22) es " completamente arbi­

traria puesto que sus magnitudes dependen de la concentración de glóbulos
rojos, de la fragilidad de los mismos, de la cantidad de anticuerpo usado
en la sensibilización, de la fuerza iónica del sistema, de la concentra­
ción de los iones Ca y Mg, del pH, del tiempo de reacción y de la tempera­
tura ".

La ecuación de von KROGH(23), denominada funcion de creci­
miento o función logistica, pronostica matemáticamente con buena aproxima­
ción, los datos experimentales. En esta expresión:

Y

l-Y
x K< >¿ï

x, representa la cantidad de complementodiluido, en m1.; y, el grado de



lisis; K, 1a unidad de complemento 50 %H y n, una constante paramétrica
que depende de las condiciones de trabajo.

La técnica de fijación de complemento, con cualquiera de sus
innumerables Variantes, tendientes a dar mayor sensibilidad al método,
ha permitido (24):

1) Tipificar un virus situándolo dentro de un determinado grupo
inmunológico (25, 26).

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



La técnica de fijación del complementoaplicada a la tipi­
ficación del virus aftoso.

1) Introducción

Hasta el año 1922, no se conoció ningún procedimiento satis­
factorio para el diagnóstico serológico de la fiebre aftosa. Recién cuan­
do WALDMAN,N. y PAPE (28) demuestran la receptividad del cobayo al agen­

te infeccioso, pueden VALLEEy CARRE(29) probar la pluralidad de los vi­
rus de la glosopeda y estudiar los métodos de inmunización activa y pasi­
va: se inicia asi, la investigación sistemática de la respuesta del siste­
mainmunitario a la infección.

Los resultados dispares logrados al intentar aplicar el mé­
todo de fijación del complementoa la tipificación del virus aftoso (30,
31 y 32), llevan al gobierno de EE.UU.a designar una Comisión, dependien­
te del Departamento Nacional de Agricultura e integrada por LATSLY,OLITS­
KY, TRAUMy SCHOENING,para estudiar la técnica mencionada como método

diagnóstico de la fiebre aftosa. En su informe afirman no haber logrado
poner de manifiesto ningún anticuerpo específico en el suero de los ani­
males de experiencia )cobayos, cerdos y ovejas), demostrando solamente la
presencia de anticuerpos sensibilizantes (33).

Un año después CIUCA(34) encuentra las condiciones preci­
sas en que se debe realizar la prueba y demuestra:

l) La existencia de anticuerpos fijadores del complementoen el
suero de los cobayos convalescientes, entre el 7° y 15° dia
subsiguiente a la inoculación.

2) Quelos 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 (35,36,37,38 y 39) comunicanmodi­
ficaciones técnicas al métodooriginal, tendientes a lograr una mayorsen­
sibilidad y una estandardización de las condiciones de trabajo que asegu­
ren la reprodudïbilidad de las pruebas.

Posteriormente WADSWORTH,MALTANERy MALTANER(21) OSLER,



STRAUSSy MAYER(40), V. STEIN y VANNGU (41), describen métodos de téc­

nica más rigurosa para la fijación del complemento,los que tienen de co­
mún el empleo del complemento sstandardizado en unidades hemoliticas 50%

(0'50 H). Estos procedimientos exigen la lectura espectrofotométrica o
fotocolorimétrica y una escrupulosa pauta de trabajo lo que limita su
aplicación a planes investigativos.

MARUCCI(42), SMITHy HEINING(43) aplican estos procedi­

mientos a la tipificación y titulación de los virus y anticuerpos aftosos,
logrando una mayor sensibilidad que la obtenida por el método clásico
(44).

En nuestro trabajo usamosdos técnicas para la fijación de
complemento:

l) Tomandocomopunto final de la reacción el 100%de hemólisis
y definiendo el titulo del complementocomola menor concentra­
ción del mismoque produce hemólisis total (39).

2) Tomandocomounidad hemolitica del complemento exactamente la
cantidad que lisa el 50%de los glóbulos rojos sensibilizados
de acuerdo al procedimiento de Margni (45).

2) Eguipo:
Se emplea el instrumental descripto en el capítulo Técnica

General.

3) Material de vig;;g¿
Se empleael material de vidrio descripto en el capítulo

Técnica General.

4) Drogas:
a) Cloruro de sodio: Sodium Chloride "Analar", ClNa M.W.58,45, B.D.H.

b) Citrato de sodio: Sodium Citrate: Na306H507.2H20,M. w. 294,11,
Baker Analyzed Reagent.

c) Glucosa: Dextrose Monohydrate Crystal, “Analar” CGHiz05.H20, M.W.
198,178 B.D.H.

d) Acido cítrico: Citric Acid Monohydrate Crystal: H3C6H
210,146.

e) Acido dietil-barbitúrico: Barbitone: (02H5)2. CO.NH.CO.NH.CO,M.W.
M. w. 184,20, B.D.H.
Dietil-barbiturato de sodio: Barbitone sodium:

507.H20, M.W.

V
f



5)

g) Cloruro de magnesio: Magnesium Chloride: "Analar" MgC12.6H20, M.W.
203,33: B-D-Ho­

h) Cloruro de calcio:
BQDOH.

Calcium Chloride: “Analar”, Ca012 M.W.110,994,

i) Glicerina: Glycerol "Analar": CH2(OH)-CH(OH)-CH2,OH,M.W. 92,10,
B.D.H.

Reactivos:

l) Aguadestilada:
Se emplea agua destilada estéril que se conserva en reci­

pientes de vidrio herméticamente tapados. Se la prepara semanalmente
y se la conserva en la heladera a 4° C.

2) Solución fisiológica:

OOOOOOOOOOOOOOIOICO.9g.

H20destilada c.s.p. .... l litro

El cloruro de sodio para esta solución 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 cuidadosamentepara lograr una perfecta disolu­
ción y, previa filtración, se esteriliza en autoclave durante 15
minutos a 120° C.

3) Solución Alsever:

Glucosa................ 2,50g.
Citrato de SOdiOoooooooo0,80 go
Cloruro de sodio .......42,00 g.
ACidO Cítrico oooooooooo 0,55 go

Llevar a pH6,1 con ácido cítrico y esterilizar por bujia es­
terilizante. Conservar en la heladera a 4° C.



4) Solución buffer de veronal isotónico:

5 V

ClNaonoooooooooooooo go
5,5 dietilbarbitura­
de sodio............ 3,00g.
CO3HNa.............. 2,52 g.
5,5 ácido dietilbar­
bitúrico............ 4,60g.
Cleg.6 H20......... 1,00 g.
ClQCa.'2H20........ 0,20 ga

Las tres últimas drogas se disuelven en alrededor de 500 ml. de
agua destilada caliente, agregar a la solución los componentesres­
tantes, enfriar a temperatura ambientey adicionar agua destilada
hasta lleVar a un volumenexacto de 2 litros. Esta solución que
constituye, la solución madre de veronal se conserva en la helade­
ra a 4° C. y se diluye 1:5, con agua destilada en el momentode su
uso. El pHdel buffer de veronal isotónico diluido, debe ser 7,2­
794o

Suspensión de glóbulos rojos de carnero al 5 fi.

a) La recolección y preservación de la sangre de carnero, se la rea­
liza de acuerdo a las indicaciones dadas por KDLMER(46).

b) A partir de la sangre recolectada sobre solución de Alsever, se
toman, previa filtración a través de gasa, una cantidad adecua­
da de sangre para el trabajo del dia, transvasándola a tubos
de centrífuga de fondo redondo de 40 ml. de capacidad a los que
se añade 8 #1Q.*volúmenesde solución fisiológica.

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

Vd Separar el liquido sobrenadante, por succión con una pipeta ca­
pilar, quitando la capa superior de glóbulos blancos.

Ve Repetir el lavado con solución salina, resuspendiendo los gló­
bulos rojos por agitación suave e inversión de los tubos.



f) Centrifugar y repetir este procedimientohasta efectuar tres

lavados. Si al tercer lavado el liquido sobrenadante no es in- ‘coloro, los glóbulos son demasiadofrágiles y no deberán utili­
ZBJ’SG.

g) Después de separar el líquido sobrenadante del tercer lavado,
los glóbulos se transvasan a un tubo de centrífuga graduado
1/100 y se centrifugan a la mismavelocidad, durante 15 minutos
para sedimentar las células firme y uniformemente.

h) Leer el volumen de glóbulos rojos sedimentados en el tubo de
centrífuga y separar el liquido sobrenadante.

i) Preparar una suspensión al 6 %en solución fisiológica.

j) Se colocan lO ml. de esta suspensión en un tubo de centrífuga
graduado 1/100 y se centrífuga lO minutos a 2.000 r.p.m. La lec­
tura de sedimento nos da la concentración real de la suspensión.

Vk Conese dato se calcula, por regla de tres simple, la cantidad
de solución fisiológica que es necesario agregarle al total de
glóbulos al 6 %para llevarlos al 5 %. Una vez preparada se re­
pite el mismocontrol, para verificar si realmente ha quedado
al 5 %.

l) La suspensión se conserva en refrigerador hasta el momentode
su 1180.

Vm Los glóbulos rojos de carnero conservados en solución Alsever,
pueden ser usados aproximadamentedurante cuarenta dias.

6) Complemento:

a) Seleccionar 4 ó 5 cobayos machos, grandes y sanos. mantenerlos
en ayuno durante 24 horas.

b) Con jeringa y aguja estériles, extraerles de 3 a 5 ml. de sangre
por punción cardiaca. Colocar en tubos de ensayo estériles y de­



VC

d V

Ve

f)

1)

jar coagular en pico de flauta.

Colocar en estufa l hora para retracción del coágulo, y 3 horas
en la heladera a 4° C.

Se transvasa el suero a tubos de centrífuga y se lleva lO minu­
tos a 2.000 r.p.m. ­

Mezclar los sueros de todos los tubos en los que el suero se
presenta limpido. Centrifugar de nuevo iguales tiempo y revolu­
ciones.

Fraccionar en volúmenes de l-l,5 ml. que se conservan ampollados,
en la congeladora a - 20° C, durante unos 15 dias, o liofilizar­
lo y conservarlo en la heladera.

Suero hemolítico: anti glóbulos de carnero.
Se emplea el método de DARTER(29) según el cual :

l) Se eligen 6-8 conejos de aproximadamente 2 kilogramos cada
uno.

2) Desfibrinar con cuentas de vidrio, una pequeña cantidad de
sangre de carnero fresca.

3) Administrar a cada conejo, una serie de 5 inyecciones intra­
cutáneas de sangre total de carnero, cada 3 dias, comenzando
con una dosis de 0,5 ml. y aumentando 0,5 ml. cada vez.

4) Preparar una suspensión de glóbulos rojos de carnero, al 20%,
lavando perfectamente los glóbulos con una solución salina
0,9 % a la que se agrega sulfato de magnesio al 0, 01 fi.

5) Administrar 2 inyecciones endovenosas de l ml. de suspensión
de glóbulos de carnero al 20 %, tres días después de haber
aplicado la última inyección de sangre total de carnero.

El esquema siguiente resume elprograma de inyecciones:



Material"
Dia Dosis Via de administración inyectado

(m1.)

1 0,5 Intracutánea Sangre total
3 1,0 Intracutánea Sangre total
5 1,5 Intracutánea Sangre total
7 2,0 Intracutánea Sangre total
9 2,5 Intracutánea Sangre total

12 1,0 Endovenosa Glóbulos lavados al 20%
15 1,0 Endovenosa Glóbulos lavados al 20%
18 Sangrado de prueba

1

11)

h)

6) Las sangrias de prueba se hacen comenzando 3 dias después de la
2a. inyección endovenosa, por punción de la vena marginal de la
oreja y recolectando l ml. de sangre aproximadamente.

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

8) Sangrar a blanco los conejos que tengan por lo menos una unidad
hemolitica en la dilución 1: 2000.

9) Separar los sueros de los coágulos, por centrifugación. Inacti­
var 30 minutos a 56° C. en baño de agua.

0) Agregarle igual cantidad de glicerina neutra y conservarlos en
la heladera a 4° C.

Repetir las inyecciones endovenosas de glóbulos rojos lavados al
20 fi, en los conejos que presenten un titulo bajo de hemolisina
y continuar en la forma ya indicada.

Antigenos:
Los antígenos, consignados en el Capitulo Técnica General, fueron
preparados de acuerdo al siguiente método:

l) Antigeno de virus aftosa de epitelio plantar de cobayo inoculado:



2)

se inoculan cobayos por vía intradermoplantar, con cada uno de los
virus aftosos patrones.
A las 24-48 horas de la inoculación, se extraen por separado:

l) Fluído vesicular, el líquido tal comose extrae se centrífuga a
3.000 r.p.m. durante 15 minutos,se recupera el sobrenadante y se
Conserva en congeladora a -209 C.
Antes de usarlo se inactiva a 569 C., 30 minutos ( si la técnica
así lo exigiera) y se centrífuga nuevamentea 3.000 r.p.m. du­
rante 5 minutos. Este constituye el antígeno de fluído vesicular
de cobayo (A.F.V.).

2
V Epitelio plantar: se prepara el antígeno siguiendo el método que

describimos para la preparación del antígeno de epitelio língual
de bovino.

El antígeno de epitelio podal de cobayo (E.C.P.) una vez tipifi­
cado con los sueros hiperinmunes tipos, se usa comovirus o antí­
geno patrón o tipo. Debe dar fijación completa, 4+ durante 30 mi­
nutos, frente al suero homólogo.

Antígeno de epitelio lingual de bovino inoculado( o infectado espon­
táneamente): tipificado con los sueros hiperinmunes patrones,debe dar
fijación completa, 4+ durante 30 minutos,con el suero homólogo. Se
usa comoantígeno o virus patrón o tipo.
Preparación: el material, recibido en forma de epitelio lingual de
bovino, se lava con solución fisiológica estéril y se corta en trozos
pequeños,se tritura en un mortero con vidrio molido, ambosestériles.
Se agrega solución fisiológica en la proporción 1:5 (peso/volumen) y
se deja en maceración en la heladera a 49 C.,durante 3 horas.
Se centrífuga a 4.000 r.p.m. durante 15 minutos. Se recupera el so­
brenadante y se inactiva a 569 C. durante 30 minutos, en baño de ma­
ría. Se centrífuga a 4.000 r.p.m. durante 5 minutos.
El sobrenadante se congela a —209C. y se conserva a esa temperatura
hasta su uso.
El antígeno se conserva congelado, durante meses y hasta un año.
Para la prueba se descongela, con agitación contínua, a temperatura
ambiente y se centrífuga nuevamente a 4.000 r.p.m. durante 5 minutos.

se aplica a todos los materiales de origenEste procedimiento



de epitelio lingual de bovino, ya sea inoculado (antig. ep. bov.)
o infectado espontáneamente (muestra campo: M.C.).

Antigeno de ratón lactante inoculado:V3

Se sigue las mismas indicaciones que para la preparación del an­
tígeno de epitelio lingual de bovino inoculado.

4) Antigeno de virus aftoso cultivado en medio Frenkel:

En la prueba utilizamos, previa centrifugación a 4.000 r.p.m.
durante 3 minutos, la suspensión del virus aftoso, consistente
en la fase liquida agregada del sobrenadante por centrifugación,
de la extracción acuosa del tejido lingual, tal comonos fuera
proporcionada por el Instituto de la Fiebre Aftosa, donde se em­
plea para su elaboración la técnica de FRENKEL(47) modificada
por el mismoautor (antig. Frenkel).

5) Antigeno de virus aftoso cultivado en cultivo de epitelio renal
de Criceto dorado o en epitelio renal de bovino.
Empleamos,previa centrifugación a 2.500 r.p.m. durante tres mi­
nutos la suspensiónviral (fase liquida del cultivo de tejido,
másel extracto sobrenadante del triturado del cultivo celular),
tal comonos fuera suministrada por el Instituto de la Fiebre
Aftosa, donde se desarrolla un método de cultivo celular en mono­
capa en frascos rotantes (48). (antig. ep. renal).
Se conservan en congeladora a - 20° 0.; 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 Antigeno asi obte­
nido se lo denomina "antígeno puro".

i) Antisueros aftosos:

Los antisueros de cobayos se preparan de acuerdo al método preconi­
zado por ROTTGARDTy CHARLES(39), según el cual se utilizan coba­

yos machos de 400-500 gramos que se infectan con los virus patrones

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



por cobayo, deben sufrir l ó 2 por bovino y luego volver a cobayo.

Tras completo restablecimiento de las lesiones podales, 3 a 4 se­
manas, se reinfectan por la mismavía los que hubieran generaliza­
do la infección, éstos no deben enfermar.

A los 3 ó 4 dias de la reinfección, comienza la hiperinmunización.
Esta consiste en 3 inoculaciones intradermoplantales de 0,3 ml.
de la suspensión de virus al 10 fi, con intervalos de 3 a 4 días, y
finalmente una inyección endovenosa de l ml. después de otro in­
tervalo de 3 a 4 dias.
Se sangran los cobayos a blanco, a los dos días de la última inyec­
ción. Una vez obtenido el suero, se inactiva a baño de María 30
minutos a 56° C., se filtra por Zeitz EK, se fracciona y se conser­
va en oongeladora a - 20° C.

METODO

Tipificación del virus aftoso por la técnica de fijación del
complemento con lectura de 100 % de hemólisis.

El desarrollo de esta prueba comprendelos siguientes pasos:

1) Titulación del suero hemolitico.
2) Preparación del sistema hemolítico.
3) Titulación del complemento.

a) solo
b) frente al antígeno

4) Titulación del antígeno. l
5) Determinación, en los sueros hiperinmunes, de:

a) tipo y especificidad
b) de actividad o título

6) Tipificación de los virus.

l) Titulación del suero hemolítico (24).

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



con el titulo de las diluciones de hemolisina, de acuerdo al
siguiente esquema:

Hemolisina l % Solución salina Separar Título

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

1,0 1,0 12200
0,5 1,5 1:400
0,3 195 13600
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 7,8 6 1:4ooo
0.2 9,8 ' 8 1:5000
0,2 ll, 8 10 136000

Guardar la gradilla en la heladera hasta el momentode su
uso.

2) Preparar una suspensión de glóbulos rojos de carnero, al
2,5 %, tal comose describió en "Suspensión de glóbulos ro­
jos de carnero".

3) Preparar una dilución de complemento: 1:10. Colocar, con
pipeta de l m1., en el fondo de un tubo de ensayo, 0,4 ml.
de complemento. Descartar esa pipeta. Agregar 3,6 ml. de so­
lución fisiológica. Meaclar perfectamente con una pipeta lim­
pia.

4) Preparar una gradilla tipo Kahn, con ll tubos de hemólisis.
Rotular indicando la dilución del suero hemolítico.

5) Colocar en cada tubo 0,25 ml. de cada dilución del suero he­
molítico, 0,25 ml. de complemento1:10 y 0,25 m1. de glóbulos



rojos de carnero al 2,5 %.

6
V Incorporar tres tubos controles:

a v Control del suero hemolitico: 0,5 ml. de suero hemolitico
1:200 más 0,25 ml. de suspensión de glóbulos rojos al 2,5%.

b) Control de la solución fisiológica: 0,5 ml. de solución
fisiológica, + 0,25 ml. de suspensión de glóbulos rojos
al 2,5 7o.

Vc Control del complemento: 0,5 ml. de complemento 1:10 +

0,25 ml. de la suspensión de glóbulos rojos al 2,5 %.I

7) Agitar los tubos e incubarlos a baño de Maria durante 15 mi­
nutos a 37° C.

8) Leer y anotar los resultados, consignando comotitulo de la
hemolisina la más alta dilución de ésta, que da hemólisis
completa.

V9 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 diluciones.

2) Preparación del sistema hemolitico.

l) Preparar una dilución del suero hemolítico que contenga 5 uni­
dades hemoliticas por ml. Por ejemplo, si el título del sue­
ro hemolitico fuera 124000, se prepara una dilución 12800.

2) Mezclar iguales cantidades de la suspensión de glóbulos ro­
jos de carnero al 5 %y de la dilución de suero hemolitico
que contiene 5 dosis hemoliticas.

3) Agitar suavemente e incubar a baño de maría 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 hemolitico se debe preparar para la tarea del día.
U



3) Titulación del complemento(24).

a)
1)

2)

3)

V4

5)

6)

V7

8)

9)

Titulación del complementosolo.
Preparar una dilución 1:10 del complemento.
Colocar en gradilla tipo Kahnuna fila de 5 tubos de hemóli­
sis.

Se coloca, con pipeta de l m1., 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.

Llevar el volumen en todos los tubos a 0,5 ml. con solución
fisiológica. De esta forma se obtienen diluciones del comple­
mento del 1, 2, 3, 4 y 5 %.

A cada tubo se le agrega l ml. de solución fisiológica y l ml.
de sistema hemolitico.

Agitar e incubar 15 minutos a 37° C. en baño de maria.

Leer y anotar los resultados, considerando titulo del comple­
mento la menor concentración del mismo que produce hemólisis
total.

Se considera unidad complementaria, la cantidad de complemen­
to que corresponde al tubo siguiente al que ha dado el títu­
lo.
del 3 %.

El esquemasiguiente resumen las cantidades y el orden de

Si el titulo es del 2 %, la unidad complementaria será

los tubos:

1% 2% 3% 4% 5%

Complemento1:10(ml.) 0:05 6,10 0,15 0,20 0,25
Solución fisiológica (m1.) 0,45 0540 0,35 0930 0:25

Soluciónfisiológica (m1.) l l l l l
Sistema hemolítico (m1.) 1 1 1 1 1



b) Titulación del complementofrente al antígeno.

Esta titulación nos permite obtener la cantidad del complemen­
to que luego se empleará en las pruebas de determinación de tipo y título
de sueros hiperinmunes, en la titulación de los antígenos y en la prueba
de tipificación.

Esta titulación del complementofrente al antígeno, consiste
en colocar cantidades constantes de antígeno, frente a cantidades varia­
bles de complemento ( 1, 2, 3 y 4 u.c. ) y observar en cuales tubos se
produce hemólisis total.

1)

2)

3)

v4

5)

6 V

7)

8 v

9)

10)

Preparar, en una gradilla con 4 tubos de ensayo, diluciones
del complemento conteniendo 1, 2, 3 y 4 u.c.

Colocar en una gradilla tipo Kahnuna fila de 5 tubos de he­
mólisis cada una, por cada antígeno a tipificar.

En todos los tubos de cada fila, colocar 0,25 ml. del antí­
geno correspondiente.

A los tubos N° l, 2, 3 y 4, de cada fila, adicionarles 0,25
m1. de las diluciones del complementoque contienen l, 2, 3,
y 4 u.c. respectivamente.

Agregar a los tubos N° 1, 2, 3 y 4, de cada fila, 0,25 ml.
de solución fisiológica y al último tubo 0,50 ml.

Incubar 20 minutos a 37° C. en baño de maría.

Adicionar a todos los tubos, 0,50 ml. de sistema hemolítico.

Incubar 30 minutos a 37° C.

Leer y anotar los resultados, considerando título del comple­
mento frente al antígeno, la menor cantidad del mismoque
producehemólisis total.

En el tubo N° 5, control de antígeno, no se debe observar he­
mólisis.



11) Si no se produce hemólisis total en ningún tubo, significa
que el antígeno ha fijado el complemento, es decir, que el
antígeno tiene poder antioomplementario.

12) El esquemasiguiente resume el desarrollo de la prueba:

Tubo Antíge- Complemen- Solución fi- Sistema
N° no N° (m1.) to (m1.) siológioa (m1.) hemolí­

tico (ml)

1 0,25 0,25 (lu.o.) 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 (3u.c.) 0,25 minutas 0,50 minutos
4- 0,25 0,25 (4u.c.) 0,25 a 0,50 a
5 0,25 ---- 0,50 37° C. 0,50 37° C.

4) Titulación del antígeno.

Se utiliza cuandose tiene interés en conocer o verificar su
título.

1) Preparar las siguientes diluciones:

a) Antígeno, desde 1:5 hasta 1:160, en solución fisiológica.
b) Suero hiperinmune homólogo1:5, en solución fisiológica.
c) Complemento,conteniendo 2 u.c., en solución fisiológica.

2) En gradilla tipo Kahn, colocar una fila de 8 tubos de hemó­
lisis, por cada antígeno a titular.

3) Conpipeta de 1 ml. transferir 0,25 ml. de cada dilución del
antígeno a los 6 primeros tubos.

4) Agregar 0,25 ml. del suero hiperinmune homólogo 1:5, a los
tubOSNolal7o

5) Adicionar a todos los tubos 0,25 ml. la dilución del comple­
mento conteniendo 2 u.c.



6) A los tubos N° 7 y N° 8 se les agrega 0,25 ml. de solución
fisiológica y al tubo N° 8, 0,25 ml. del antígeno en la di­
lución 1:5.

El tubo N° 7 constituye el control de suero hiperinmune y
en el N° 8, el control de antígeno.

7) Se incuban 20 minutos a 37° C. en baño de maria.

8) Se agrega a todos los tubos 0,50 ml. del sistema hemolítico,
agitar para homogenizar.

9) Incubar 30 minutos a 37° C.

lO) Leer y anotar los resultados, considerando el título del an­
tígeno, la más alta dilución del mismoque da fijación com­
pleta ( 4 + ); verificar que los tubos controles N° 7 y N° 8,
presenten nemólisis total.

ll) El esquemasiguiente, indica la forma en que se desarrolla
la prueba:

Tubo o Antisuero Complemen- Sol.fisio- Sist.he­
N° Antigeno N 1:5 to 2u.c. lógica molítico

1 0,25 (1:5) 0,25 0,25 - Incu_ 0,50 Incu,
2 0,25 (1:10) 0,25 0,25 - bar 0,50 bar
3 0,25 (1:20) 0,25 0,25 —- 20 mi_ 0,50 3o mi_
4 0,25 (1:40) 0,25 0,25 -— nntos 0,50 nutos
5 0,25 (1:80) 0,25 0,25 -- a 0,50 a
6 0,25 (1:160) 0,25 0,25 -— 0,50

o O OC.7 ___ 0,25 0,25 0,25 37 C 0,50 37

8 0,25 (1:5) —— 0,25 0,25 0,50

12) Los patrones de lectura del grado de hemólisis, se efectúa
del siguiente modo:

a) Colocar 6 ml. de una suspensión de glóbulos rojos al 5%,
en un Erlenmeyer de lOO m1., y agregar 24 ml. de solución



b)
fisiológica.
Separar en un tubo de ensayo, la mitad de la mezcla anterior;
congelar y descongelar hasta conseguir hemólisis total.

c) Disponer en una gradilla, 5 tubos de ensayo y agregar de a) y
b), las siguientes cantidades:

l 2 3 A, 5

a) 5 3,75 2,5 1,25 o

b) o 1,25 2,5 3,75 5

Lectura 4 + 3 + 2 + l + ( - )

d) Colocar en una gradilla tipo Kahn, 5 tubos de hemólisis, ro­
tulados : 4+, 3+, 2+, 1+ y (-).

e) Transferir 1,25 ml. de los tubos de ensayo 1, 2, 3, 4 y 5
a los tubos de hemólisis respectivos, con el objeto de tener
los patrones en volúmenesy tubos iguales a los de la prueba

f) La lectura se realiza a ojo desnudo, comparandola hemólisis

5)

de los tubos de reacción con la de los tubos patrones.

Sueros hiperinmunes: con estos sueros se realizan dos tipos de
determinaciones:
a) Prueba de especificidad y tipo: que consiste en enfrentar ca­

da suero hiperinmune 0, A. y C a los antígenos aftosos pa­
trones 0, A y C respectivamente, con el objeto de determinar
con cuál de ellos produce fijación total y comprobarsi es­
ta fijación es específica.

La reacción consiste en:

1) Titular el complementofrente a los antígenos patrones 0,
A y C, de acuerdo a las indicaciones dadas en " Titula­
ción de complementofrente al antígeno ".



2)

3)

4)

5)

6)

7)

8 V

9)

10)

11)

12)

13)

Con el resultado obtenido se preparan diluciones del comple­
mento con l y 2 u.c.

Preparar diluciones de los sueros hiperinmunes 1:5.

En gradilla tipo Kahn, colocar dos filas de 4 tubos de hemo­
lisis cada una; numerarlos de l a 8.

En todos los tubos colocar 0,25 ml. del antisuero "0" en la
dilución 1:5.­

En los tubos N° l y 5, colocar 0,25 ml. de antígeno "0" pa­
trón; en los N° 2 y 6, 0,25 ml. de antígeno "A" patrón; en
los N° 3 y 7, 0,25 ml. de antígeno "C" patrón y en los No 4
y 8, agregar 0,25 ml. de solución fisiológica.

A los tubos de la primer fila adicionar 0,25 ml. de comple­
mento con 2 u.c.

Repetir los pasos desde 4) a 7) con los antisueros "A" y “C”,
usando los antígenos patrones.

Agitar e incubar 20 minutos a 37° C. en baño de maría.

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

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 hemólisis después de ese tiempo, se
lo desecha por tener acción anticomplementaria.

El suero hiperinmune debe dar fijación completa (4+) frente
al antígeno homólogo(prueba de tipo) y hemólisis total,
frente a los antígenos heterólogos (prueba de especificidad).
La prueba se dispone como sigue:



Tubo Antisue- Complemen- Sol.fisió— Sist.he­
N° ro "O" Antigeno to l u.c. lógica molitico

1:5

l 0,25 0,25 "0" 0,25 -- 0,50
2 0'25 0,25 "A" 0,25 ___ Incu- 0,50 Incu­
3 0,25 0,25 "c" 0,25 ——- bar 0,50 bar
4 0,25 -—— 0,25 0,25 2° m" 0,50 3° "11’

nutos nutos
2 u.c.

5 0,25 0,25 "o" 0,25 —__ a 0,50 a

6 0,25 0,25 "A" 0,25 --- 37° c. 0,50 37° 0.
7 0,25 0,25 "cu 0,25 —_— 0,50

8 0,25 -- 0,25 0,25 0,50

b) Prueba de actividad o título de los sueros hiperinmunes: consis­
te en determinar el título de los antisueros aftosos que, en la
prueba anterior, resultaron especificos.

La

1)

2)

3)

4)

V5

6)

V7

8)

técnica se efectúa de la manera siguiente:

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

Preparar diluciones del complementoconteniendo 2 u.c.

Colocar en gradilla tipo Kahn, l fila de 8 tubos de hemólisis.

En los tubos N° l al 7, colocar 0,25 ml. de cada dilución del
antisuero "O", desde 1:5 hasta 1:320.

En todos los tubos agregar 0,25 ml. de antígeno "O" patrón y
0,25 ml. de complemento con 2 u.c.

Al tubo N° 8, adicionar 0,25 ml. de solución fisiológica.

Agitar e incubar 20 minutos a 37° C. en baño de maria.

Adicionar a todos los tubos 0,50 ml. de sistema hemolítico,



agitar suavemente e incubar 30 minutos a 37° C.

9) Verificar el tubo N° 8 (control de antígeno) que debe dar hemó­
lisis total.

lO) Se denominatitulo del antisuero la mayor dilución del mismo
que da fijación completa (4+). Si el titulo quedara comprendi­
do entre dos diluciones, se efectúan diluciones intermedias y
se repite la titulación.
Todoslos antisueros aftosos deben ser titulados por este méto­
do. Se rotulan los tubos indicando tipo, título y fecha de ti­
tulación.
La prueba se realiza de acuerdo al esquemasiguiente:

Tubo Antisue- Antíge- Complemen- Sol.fisio— Sist.he­
N° ro “0" no "0“ to 2 u.o. lógica molitico

1 0,25 1/5 0,25 ml. 0,25 ——— 0,50m1.

2 0,25 1/10 0,25 m1. 0,25 ——— 0,50m1.

3 0,25 1/20 0,25 ml. 0,25 ——— 0,50m1.

4 0,25 1/40 0,25 ml. 0,25 -— 2° 0,50ml. 3°
5 0,25 1/80 0,25 m1. 0,25 ——— minu’ 0,50m1.m1nu'

6 0,25 1/160 0,25 ml. 0,25 ——— t°s 0,50 mi.“S
7 0,25 1/320 0,25 m1. 0,25 0,50m1.

8 ——————- 0,25 mi. 0,25 0,25 37° C. 0,50m1. 3g?

6) Tipificación de los virus aftosos:

l) Diluir los sueros hiperinmunes 0, A y C en sus títulos co­
rrespondientes, calculando la cantidad necesaria para ti­
pificar todos los antígenos.

2) Preparar diluciones del complementoconteniendo 1 y 2 u.c.
de acuerdo al titulo obtenido al titular complementofren­
te a cada antígeno.



3)

4)

V5

6 v

7)

8)

9)

10)

11)

Colocar en gradillas para tubos de hemólisis 2 filas- de 5 y
4 tubos - por cada antígeno problema. Numerar los tubos de l
a 9 e indicar N° del antígeno.

Colocar 0,25 ml. del antisuero "O" en los tubos N° l 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.

Agregar a todos los tubos 0,25 ml. del antígeno problema, en
la_dilución denominada"antígeno puro".

En los tubos N2 4, N° 5 y N° 9 agregar 0,25, 0,50 y 0,25 ml.
de solución fisiológica respectivamente.

En los tubos del N° l al N° 4 adicionar 0,25 ml. de complemen­
to conteniendo l u.c. y en los tubos del N° 6 al N° 9, 0,25
ml. de complemento conteniendo 2 u.c.

Incorporar 3 tubos controles de antisuero:

10) 0,25 ml. antisuero "O" + 0,25 ml.S.F. + 0,25 ml. complemen­
to (2 u.c.) i .

ll) 0,25 ml. antisuero "A" + 0,25 ml.S.F. + 0,25 ml. complemen­
to (2 u.c.) i a

12) 0,25 ml. antisuerc "C" + 0,25 ml.S.F. + 0,25 ml. complemen_
to (2 u.c.) . .

Agitar suavemente los tubos e incubar 20 minutos a 37° C. en
baño de maria.

Agregar a todos los tubos 0,50 ml. de sistema hemolitico, agi­
tar e incubar 30 minutos a 37° C.

El esquemasiguiente detalla el desarrollo de la prueba.



Tubo Antígeno Sol.fisio- Complemen- Sist.hemo­
N° Antisuero N° lógica to l u.c. lítico

' 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 0.

2 u.c.

6 0,25 "0" 0,25 -—— 0,25 0,50

7 0,25 "A" 0,25 -—— 0,25 Incu- 0,50 Incu­
8 0,25 "Cn 0'25 ..... 0,25 bar 0,50 bar
9 --—-- 0,25 0. 25 0.25 20 mi- 0,50 30 mi­

10 0,25 "0“ - -- 0,25 0,25 nutos 0,50 nutos
11 0,25 "A" —-—— 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 antígeno N° 4 y 9, debe haber hemóli­
sis total. En el N° 5, debe haber fijación completa (4 +), pues
no lleva complemento.

13) Los tubos N° lO, ll y 12, controles de sueros hiperinmunes, de­
ben presentar hemólisis total.

14) El tipo del antígeno está determinado por una fijación comple­
ta (4+) con un antisuero, antisuero homólogoy hemólisis total
con los antisueros heterólogos.

15) Los antígenos que fijan con más de un antisuero, indican que
son mezclas de más de un tipo de virus.

16) Rotular indicando N° de antígeno, tipo y fecha de tipificación.
Conservar en congeladora a - 20° C.

17) Protocolizar los resultados.



El

1
V

METODO

Tipificación del virus aftoso por la técnica de fijación del complemen­

to( C’ ) con lectura fotocolorimótrica del 50 %de hemólisis .
H 50

desarrollo de esta prueba comprendelos siguientes pasos:
l)
2)

3)

4)
5)

6)

Titulación del suero hemolitico.
Preparación del sistema hemolitico.

Titulación del complemento ( C'H 50 )
Determinación del por ciento de hemólisis: trazado de la gráfica.
Titulación de los sueros hiperinmunes.
Tipificación de los virus.

Titulación del suero hemolitico:
l) El suero hemolitico se lo empleaen el titulo obtenido en la titula­

ción del mismopara la prueba de fijación del complemento,100 fi de
hemólisis.

2) Preparación del sistema hemolitico:

3 V

l) Se prepara una dilución que contenga 4 D.H./ml. (45) .
2) Preparar una suspensión de glóbulos rojos de carnero al 5 %,1avados

y resuspendidos en tampón de veronal.
3) Mezclar iguales volúmenes de 1) y 2). Incubar 30m a 37°C,en baño de

maria.
Titulación del complemento(45).:
"En una serie de 5 tubos de hemólisis,colocar 1 ml. de buffer. Al pri­
mero añadir l m1. de una dilución en buffer 1:8 de suero fresco de co­

bayo(complemento).Mezclar y transferir un mililitro al segundo,mezclar
y transferir l ml. al tercero y continuar así hasta el último.Añadir 2
testigos conteniendo 1 ml. de buffer(0 %de hemólisis:blanco) y 1 ml.
de agua destilada(100 %de hemólisis).
Añadir a todos los tubos 1 ml.

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

de sistema hemolítico. Se coloca la mez­

de agua fría para detener la hemólisis.



Se centrifugan los tubos a 3.000 r.p.m. durante 5 minutos. Se toman 1 ml.
y de los dos controles y se vuelcan en tubos conteniendo 9 ml. de solución
de carbonato de sodio uno por mil o de amoniaco uno por mil.
El gradiente de hemólisis en cada tubo es leído en fotocolorímetro ( Crudo
Caamaño 420 o Coleman 540).

El título del complementocorresponde a la recíproca de la concentración de
suero de cobayo que da 50%de hemólisis.
Este puede calcularse por la Ibímula de van KROGH(23):

l/n
x= K ( 1:19 )

o mediante el método gráfico que resulta más accesible y que es el que he­
mos empleado en nuestro trabajo.

x: recíproca de la concentración final del suero de cobayo

y: É de hemólisis observada100 -% de hem lisis observada

Se tabula_z_para cada valor de x en triple papel logaritmico.
La cantidad de complemento que causa el 50%de hemólisis está dada por el
punto en el cual una linea trazada con los valores experimentales corta a

II

la abscisa para y=1 .
Ejemplo de valoración:

x Doo. %TO y

1:16 660 22 100 ­

l: 32 650 22,5 98 49
1:64 580 26,5 88 7,3
12128 377,5 42 57 1,3
1:256 143 72 21 0,2

Testigos:
0 fi Hemólisis 100 0 ­

100 fi Hemólisis 660 22 100 ­

Marcandoen la gráfica los valores de I obtenidos para cada valor de x
y uniendo esos puntos,en el lugar que dicha recta corta a y: l ,esa con­
centración de x corresponde a la que da 50%de hemólisis. En nuestro ejem­
plo dilución 1:140 ( Gráfica N9 1 ) .



4)

5)

Determinación del por ciento de hemólisis.
"Para determinar el %de hemólisis es necesario confeccionar una gráfica
en papel semilogarítmico 1a que se obtiene de la siguiente manera: en un
tubo de hemólisis colocar 2 ml. de la dilución del complementoque da 50%
de hemólisis(glóbulos rojos 5%y 4 D.H.). Colocar la mezcla en baño de
agua a 379Gdurante 30 minutos. Retirar y colocar en baño de agua fria pg
ra detener la hemólisis. 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 hemóli­
sis. Se leen al fotocolorímetro con filtro adecuadoken nuestro caso fil­
tro 420). Anotar los resultados en %de transmisión.
Ejemplo:

Muestra % de hemólisis 4%de transmisión
A 50 40

B 25 56

C 8 83

En papel semilogaritmico trazar la gráfica en función de los %de trans­
misión y %de hemólisis(gráfica N9 2 9).

interpretación de la lectura:
50 % H negativo

35-40 % H 1 f

25 % H 2 +

12 a 15 % H 3 +

0 % H 4 +

La curva conviene cntrolarla periodicamente."
Titulación de los sueros hiperinmunes aftosos.
na técnica anteriormente descripta la hemosadaptado para la titulación
de los sueros hiperinmunes,de la siguiente manera:
l) Efectuar diluciones del antisuero "O" desde 1:5u a 1:3.200.
2) Colocar en una gradilla tipo Kahnuna fila de 8 tubos de hemólisis.
3) En los tubos del N9 1 al N9 7,colocar 0,40 ml. de cada dilución del an­

tisuero "O" .­



4 V

5)
6)

7)
8)

9)
10)

11
V

Colocar en todos los tubos 0,40 ml. del antígeno "0" patrón 1:10( a partir
de'la dilución denominada"antígenopuro").
Agregar a todos los tubos 0,50 ml. de complemento que da 50%de hemólisis
Repetir los pasos de l a 5 con los antisueros "A" y "C" y sus antígenos
homólogos.
Agitar e incubar 18-20 horas en heladera a 49C. .
Añadir 0,50 ml. de sistema hemolítico e incubar 60 minutos a 37QC,retirar
y colocar en baño de agua fría.
Centrifugar a 3.000 r.p.m. durante 5 minutos.
Verter l ml. del sobrenadante de cada tubo en 9 ml. de carbonato de sodio
uno por mil.
Leer al fotocolorímetro las transmisiones respectivas. El esquemasiguieg
te indica el desarrollo de la prueba:

Tubo Suero hip. Antígeno Complemento Tampón Sistema_
N9 "0" "0" 1:10 C'H 50% Veronal hemolítico

l 0,40(l:50) 0,40 0,50 - 0,50
2 0,4O(l:100) 0,40 0’50 __ Incubar 0,50 Incubar
3 O,40(1:200) 0,40 0,50 ¿é 0,50
4 0,40(1=400) 0,40 0,50 - 20 h. 0,50 60 m
5 0,40(l:800) 0,40 0,50 - 0,50
6 0,40(1:1600) 0,40 0,50 —- a 0,50 a
7 0,40(1:3200) 0,40 0,50 - 49C. 0,50 379G
8 - 0,40 0,50 0,40 0,50

12) Con los valores de

V13

14)
v 15)

16)

transmisión leídos y utilizando la gráfica %T= f(%H),
se obtiene el %de hemólisis. Coneste último dato se expresan los resul­
tados de acuerdo a las indicaciones dadas en "Interpretación de la lectura"
Se denominatítulo del antisuero la más alta dilución del mismoque da fi­
jación completa(4+). Si el título quedara comprendidoentre dos diluciones,
se efectúan diluciones intermedias y se repite la titulación.
En el tubo N98(control de antígeno)debe haber hemólisis 50%.
Anotar los resultados en el protocolo consignandoN9de antisuero,tipo,tí­
tulo y fecha de titulación.

Los sueros hiperinmunes se conservan fraccionados en congeladora a -2090.



HEMOAGLUTINACION

l) Introducción

Con los trabajos de McClelland y Hare (l) y de Hirst y
Pickels (2) en los que se demuestra la aglutinación directa y la inhibi­
ción de la mismaen los glóbulos rojos de pollo, frente al virus de la in­
fluenza, se inicia una serie de comunicacionessobre la aplicación de esta
propiedad a otros virus (3,4,5).

Para hacer evidente este fenómeno, se mezclan suspensiones
de glóbulos rojos de pollo, cobayo o humanos, según el virus considerado,
con suspensiones virales y se dejan en reposo. Los glóbulos rojos sedimen­
tan en grumos de mediano tamaño, visibles macroscópicamente.

La cohesión de los eritrocitos no es del mismotipo que en
la aglutinación comúny los grumos se dispersan fácilmente por medio de una
suave agitación.

Existen virus que,a1 ser mezclados con suficiente cantidad
de glóbulos rojos, son adsorbidos a los eritrocitos a los pocos minutos y
luego comienzana eluir espontáneamente (influenza, parotiditis, enfermedad
de Newcastle, viruela, vacuna, etc.) y otros en los que el agente agluti­
nante es una sustancia soluble, separable de las partículas virales.

Los anticuerpos contra el antígeno soluble, denominadotam­
bién antígeno S., aparecen antes en el curso de una infección, que los an­
ticuerpos contra el antígeno fijo al virus o antígeno V. Ambasformas anti­
génicas son fijadoras del complemento,serológicamente diferenciables y tie­
nen importancia en la interpretación epidemiológica de los resultados en-—
contrados.

Deberecordarse, por otra parte, la hemoaglutinación produ­
cida por sustancias que no son antígenos virales: las fito-aglutininas que
se muestran capaces de precipitar los glóbulos rojos y algunos extractos
vegetales, comolos de la Ulex europeus (6), aglutinan selectivamente el

grupo O y el A2 de los eritrocitos humanos, y la Sophora japonica? los del
grupo A y B más fuertemente que los del grupo 0. Agrégase a esto un con­



siderable númerode bacterias (H. pertussis; E. coli ; Cl. botulinum) que
poseen sustancias causantes de la directa aglutinación de los glóbulos ro­
jos, propiedad esta que se busca aprovechar en las reacciones antígeno-an­
ticuerpo.

En nuestro trabajo hemosdividido las técnicas empleadas en
los grupos siguientes:

l) Reacciones de hemoaglutinación directa.

a) Aglutinación de una determinada clase de glóbulos rojos frente
a un tipo de virus (8,9).

b) Reacción de inhibición de la hemoaglutinación directa (10,11,
12,13,14).

2) Reacciones de aglutinación pasiva o indirecta.

a) Aglutinación de un determinado tipo de glóbulos rojos, sin tra­
tar, sensibilizados con el antígeno, frente a diluciones cre­
cientes del antisuero (15,16,l7).

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

c) Aglutinación de un determinado tipo de glóbulos rojos tanados
y sensibilizados con gammaglobulina del antisuero, frente a
diluciones crecientes del antígeno homólogo(20,2l,22).

Reacciones de hemoaglutinación directa.

Este tipo de reacciones nos permite:

a) La concentración del virus, por aglutinación de los glóbulos ro­
jos con el virus adsorbido y posterior elución del mismo(23).

b) Titulación del antígeno, enfrentando diluciones crecientes del
mismocon cantidades constantes de glóbulos rojos (17).

c) Hacer específico este tipo de pruebas, recurriendo al artificio



de inhibir la hemoaglutinación por neutralización de las hemo­
aglutininas por el antisuero homólogocorrespondiente (13).

Siguiendo la nomenclatura de Jawetz, Melnick y Adelberg (24)
la"unidad aglutinante" del antígeno se define como“ 0,5 ml. de la más al­
ta dilución del antígeno que aglutina completamente, 0,5 ml. de una sus­

] pensión tipo de eritrocitos humanos". La lectura de los resultados se
efectúa de acuerdo a los tipos descriptos por Salk (12), según el cual:

a) La aglutinación positiva (4 + ) está indicada por un revestimien­
to rojo, granular y difuso, de la concavidad del tubo.

j b) La ausencia de hemoaglutinación ( - ) está indicada por la for­
mación de un botón rojo, compacto, en el fondo del tubo.

o) La aglutinación parcial ( 1 , + , 2 + y 3 + ) está indicada por
un aspecto intermedio entre el revestimiento difuso del tubo y
el botón rojo. Este toma el aspecto de un anillo con el cen­
tro vacío. Los anillos son de diverso tamaño, dependiendo del
grado de aglutinación.

La hemoaglutinación es inhibida por los anticuerpos produci­
dos por el virus homólogo. De manera que puede utilizarse para averiguar
de qué antígeno o anticuerpo se trata. El sistema de trabajo usado compren­
de:

l - Un antígeno 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 hemoaglutinación.

3 - Los glóbulos rojos, de la especie animal elegida, que actúan como
indicador de la reacción.

Reacciones de hemoaglutinación pasiva o indirecta.

En la hemoaglutinación pasiva o indirecta, se efectúa la
reacción antígeno/anticuerpo usando el eritrocito comosoporte inerte del



antígeno o del antisuero. Las sustancias que sensibilizan los glóbulos ro­
jos, a las que se suele denominarhemosensitinas, son generalmente polisacá­
ridos o lipo-polisacáridos.

Los eritrocitos pueden ser de pollo, ganso, cobayo, humanos,
etc., segun el tipo de virus a tipificar y sus concentraciones varían entre
0,25 y 6 %.

Los trabajos de Keogh, Ïorth y Warburton (25,26) y de
Middlebrook y Dubos (27), fueron el punto de partida de una línea de tra­
bajo tendiente a fijar antígenos bacterianos, de naturaleza polisacárida
sobre los glóbulos rojos. Pero, cuando se quiso efectuar la sensibiliza­
ción con antígenos proteicos purificados, se encontró que la adsorción era
difícil o que no tenía lugar.

Boyden(20,21) estudia el proceso de la sensibilización par­
tiendo de la hipótesis de que el mecanismose podía realizar en dos partes.
En la primera, por acción de determinados reactivos se lograba la altera­
ción de la membranaglobular y en la segunda, en ajustadas condiciones de
temperatura y pH, la adsorción del antígeno por el glóbulo rojo.

Boydeny posteriormente Stavitsky (22) analizan las condicio­
nes para lograr una alteración de la membranadel glóbulo, que permita la
adsorción con óptimo rendimiento, de proteínas purificadas. Esta fase (fa­
se de alteración) la consiguen por la acción del ácido tánico l/20.000, a
pH 7,2 y 37° C. de temperatura.

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

Jandl y Simmons(28), analizan la acción de los cationes me­
tálicos sobre la membranacelular del glóbulo rojo, en función de su capa­
cidad de adsorción frente a distintos antígenos y Kritzman, empleandoclo­
ruro crómico comosustancia modificadora de la membrana, logra la adsor­
ción de gammaglobulina a la mismay la precipitación en forma específica

frente a la antigamma globulina (reacción de Coombsmodificada (29) ).
También se ha procurado en algunas técnicas alterar la mem­

brana celular, con proteínas enzimáticas (papaína., pepsina, tripsina) para



lograr un mayorrendimiento en la sensibilización.
El principal inconveniente de este tipo de reacciones,

es que, exige una respetuosa sujeción a técnicas laboriosas y que obli­
ga a usar los glóbulos rojos tanados dentro de las 24 horas de prepara­
dos.

Por esta razón, se buscó sustituir los glóbulos rojos
frescos por glóbulos rojos formolizados que podian ser conservados
(30,31), previa liofilización, durante 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 proteinas con bencidina
tetradiazotada.

2) m=
a) Se emplea el instrumental descripto en el capítulo Técnica Gene­

ral.

3) Material de Vidrio:
a) Se emplea el material descripto en el capitulo Técnica General.

4) Drogas:

a) Fosfato monopotásico: Potasium dihydrogen ortho phosphate "Ana­

lar" KH2PO M. W. 136,09 B.D.H.­4)

b) Fosfato disódico anhidro: di-Sodium hydrogen ortho phosphate an­

hydrous"Analar", MoWo BoDoHo­
c) Fosfato monosódioo: Sodium dihydrogen ortho phosphate "Analar",

NaH2P04.H20 B.D.H. —

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

Ve Sulfato de amonio: Ammoniumsulphate "Analar" SO4(NH4)2. M. W.
BoDoHo_



5)

f) Acido tánico: Tannic acid C76H56046, M. W. 1701, 25 B.D.H.

g) Citrato de sodio: di-sodium hydrogen citrate Na2H06H507.l%H20
"Analar" M. W. 263,12 B.D.H.

h) Acido cítrico: Citric acid: C(OH) (COOH) (CH2.COOH)2. H20 M. W.
210,15 "Analar" B. D. H. ­

i) Glucosa anhidra: D (+) Glucose anhydrous: CHO. (CH.OH)4. CH2OH,
"lnalar" M. w. 180,16 B.D.H.­

j) Hidróxido de sodio: Sodium hydroxide "Analar" Na.0H, M.W.40,00
B.D.H. -'

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

Beactivos

a) Soluciones madres

l) Solución de cloruro de sodio 1,5 M .
ClNa 87.675 e.

Aguabidestilada c.s.p. 1.000 ml.
Se conserva a temperatura ambiente

2) Solución de fosfato disódico 0, 5 M.

PO4HNa2anhidro 70,99 g.
H20bidestilada c.s.p. 1.000 ml.

Conservar a temperatura ambiente

3) Solución de fosfato monosódico l M.

0.8.1). ml.
4) Solución de fosfato monopotásico 0,15 M.

P04H2K 20,41 g.

H20bidestilada c.s.p. 1.000 ml.



5) Solución de fosfato disódico 0,15 M.

P04HNa2anhidro 21,29 g.

H20bideStilada c.s.p.; ‘1.ooo ml.

6) Solución de ácido tánico 1: 1000

Acido tánico 0,200 g.

H20bidestilada c.s.p. 200 ml.

7) Solución fisiológica 0,85 %

ClNa 8,5 g.

H20bidestilada c.s.p. l¿000 m1.

b) Soluciones de trabajo.

l) Solución pH 6.0
Se mezclan las soluciones madres en la siguiente propmrción.

ClNa 1,5 M. 50 ml.

PO4H2Na l M 92 ml.

H20bidestilada c.s.p. 500 ml.

Conservar en la heladera a 4° C.

2) Solución pH 7,0

ClNa 1,5 M. 50 m1.

PO4H2Na l,M. 4o m1.

bidestiladaCosopo ml.

3) Solución tampón de fosfatos pH 7,2 .

PO4HáK 0,15 M. 12 ml.

PO4HNa2 0,15 M 38 ml.
Solución fisiológica 0,85 % 50 ml.
Conservar en heladera



4) Solución tampón de fosfatos pH 6,4.

5)

6

7

8

9

V

V

V

V

P04H2K 0,15 M. 34 ml.

P04HNa2 0,15 M. 16 m1.

Solución fisiológica 0,85 % 50 ml.

Solución de ácido cítrico 10 %.

Acido cítrico lO g.

H20 destilada c.s.p. 100 ml.

Solución de Alsever modificada.

Se usa la mismasolución que indica el capitulo Fijación de
complemento.

Solución de ácido tánico l: 20.000

Solución ácido tánico l o/oo ml. 5
Solución fisiológica 0,85 %c.s.p. ml. 100

Solución de Veronal:

Se indica en el capitulo Fijación de complemento.

Solución D. G. V.

Gelatina blanca 0,6 g.
Glucosa 10,0 g.
Solución tampón veronal 200 ml.

H20bidestilada c.s.p. 1.000 ml.

Se disuelve la gelatina en 300 ml. de agua bidestilada calien­
te, hasta completar disolución, se agrega la glucosa y una
vez disuelta, se deja enfriar; agregar la solución tampónde

veronal y completar a 1.000 ml. Fraccionar y esterilizar en
autoclave. Conservar a 4° C.



C) Antígenos

Se usan los antígenos descriptos en el capítulo Técnica Gene­
ral.

d) Sueros

1) Sueros hiperinmunes aftosos. Se usan los sueros descriptos en
el Capítulo Técnica General.

2) Sueros controles negativos. Se usan los sueros descriptos en
el capítulo Técnica General.

e) Gammaglobulina.

La gammaglobulina se obtiene de acuerdo a la técnica siguiente:

l) Tomarcinco frascos de centrífuga de 250 ml. cada uno y nume­
’ rarlos de l a 5.

V2 Adicionar al primero, 2 ml. de suero antiaftoso "O"; al segun­
do, 2 ml. de suero antiaftoso "A"; al tercero, 2 ml. de suero
antiaftoso "C"; al cuarto, 2 ml. de suero normal de cobayo y
al quinto, 2 ml. de suero antirrábico equino.

3) Agregar a cada uno de los frascos, con suave agitación, 100 ml.
de sulfato de amonio 1,39 M.

4) Colocar los frascos 30 minutos a 37° C. y 24 horas a 4° 0., pa­
ra completar la precipitación de la gammaglobulina.

5) Centrifugar 30 minutos a 2.500 r.p.m. en centrífuga refrigera­
da.

6) Decantar cuidadosamente el sobrenadante y desecharlo.

7) Resuspender el depósito en solución fisiológica con l % de sue­
ro normal de conejo y llevar a su volumen original (2 m1.).

8) Las soluciones de gammaglobulina, se conservan en congelado­
ra a - 20° C hasta el momentode usarlas.

f) Suspensiones de glóbulos rojos,
Las suspensiones de glóbulos rojos, se preparan de acuerdo a la



1)

técnica de CLARKEy CASALS(10), conservándolas:

l) En solución Alsever en relación 1: 2 para las especies, car­
nero, pollo, cobayo, conejo, ratón y humanos ( 0 Rh neg.)­

2) En solución D. G. V. en proporción 1:5 cuando se trata de
glóbulos de ganso.

METODO

Reacción de hemoaglutinación directa.

Para el desarrollo de esta prueba, utilizamos la pauta de trabajo
empleada en el Instituto de Virología de la Universidad Nacional de
Córdoba,(33) dividiendo la técnica en dos partes:

a) Determinación de la unidad hemoaglutinante.

l) Se disponen en una gradilla, 2 filas de 10 tubos de hemólisis
por cada virus a titular. La primera fila se designa fila de
dilución, la segunda "fila de reacción".

2) Rotular el primer tubo de cada fila de reacción con el nombre
del antígeno y su dilución inicial.

3) Preparar las diluciones de los antígenos al 1:2; con una pi­
peta de 5 ml. colocar 0,5 ml. de la solución fisiológica tam­
ponada al pH de trabajo, en todos los tubos de la fila de di­
lución, menos en el primero.

4) Conuna pipeta de l ml. agregar 0,5 ml. del antígeno original
al segundotubo de la fila de dilución correspondiente; y
0,25 ml. al primer tubo de la fila de reacción descartar la
pipeta. Conuna nueva pipeta mezclar bien el contenido de
ese segundotubo, transferir 0,5 ml. al tercer tubo de la mis­
mafila y descartar la pipeta.

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



de dilución.

6) Transferir 0,25 m1. del décimo tubo de dilución al décimo
tubo de la fila de reacción, con la mismapipeta, transferir
0,25 ml. del noveno al noveno, hasta terminar.

7) Conuna pipeta de l ml. agregar 0,25 ml. de solución fisio­
lógica a cada tubo de la fila de reacción.

8) Conuna pipeta de 5'ml. agregar a cada tubo, de la fila de
reacción, 0,5 ml. de la suspensión de eritrocitos.

9) Preparar un control de eritrocitos, con 0,5 ml. de solución
fisiológica más 0,5 ml. de suspensión de eritrocitos.

10
V Repetir iguales operaciones con una suspensión de epitelio

lingual normal de bovino (control negativo).

Vll Agitar bien la gradilla y dejar a temperatura ambiente durante
l hora.

12 Realizar la lectura de acuerdo a las indicaciones de Salk.
“V

Protocolizar los resultados considerando como" unidad hemoa­
glutinante", la mayor dilución que da aglutinación completa.
Los controles deben ser todos negativos. (Ver cuadros N9 9 y 10

13) Preparar de cada virus, una suspensión que contenga 4 u. h. ,
por ej.: si la unidad hemoaglutinante se obtuvo en la dilu­
ción l:128, la suspensión de ese virus se prepara en la dilu­
Ción 1:32.

VJFb) Tipificación de los virus por inhibición de la hemoaglutinación.
.1) La inhibición especifica de la hemoaglutinación por el anti­

suero homólogoha permitido, en distintos sistemas virales,
la tipificación del virus en estudio, cuandose tienen los
antisueros tipos correspondientes.
En el caso del virus aftoso no se pudo realizar esta prueba,
debido a que, en la determinación de la unidad hemoaglutinan­
te, a pesar de las numerosasvariantes incorporadas a la téc­



nica, no se logró en ningún caso hemoaglutinación específica

2) Reacción de hemoaglutinación indirecta o pasiva.

Seguimos la pauta de trabajo descripta por BOYDENy STAVITSKY,divi­

diendo la marcha de la reacción en dos partes: la primera, en que
se tanan y sensibilizan los glóbulos rojos y la segunda en la que
se produce hemoaglutinación.

a) Tanado de los glóbulos rojos.

1... Tomar lO ml. de la suspensión de glóbulos rojos al 2,5 % en
tampón de fosfatos pH 7,2, agregar lO ml. de la solución de
ácido tánico 1:20.000, preparada en el momentode la prueba.

Incubar 15 minutos a 37° C., agitando suavemente cada 5 minu­
tos.

Centrifugar 10 minutos a 2.000 r.p.m. y decantar el sobrena­
dante con pipeta Pasteur unida a una bombade agua.

Resuspender los glóbulos_rojos en solución tampónde fosfatos
pH7,2, en un volumendoble del inicial. Centrifugar iguales
tiempo y revoluciones.

Decantar el sobrenadante en la forma ya descripta, resuspender
a la concentración inicial de 2,5 % (lO m1.), con solución fi­
siológica no tamoonada.

Estos glóbulos rojos tanados pueden conservarse hasta 24 horas
en la heladera, a 4° C.

' b) Sensibilización de los glóbulos rojos tanados, con antígenos Vira­
lés.
l­
2­

Colocar 7 tubos de centrífuga de 12 ml. en un soporte.

Agregar a los tubos del N° 2 al N° 7, 2 ml. de solución fisio­
lógica a la que se le ha adicionado, suero normal de conejo,
adsorbido, al 1 %.



3- Agregar al tubo N° l.y al N° 2, 2 ml. de la suspensión de an­
tígeno aftoso tipo "O". Descartar esa pipeta.

4- Mezclar el contenido del tubo N° 2 y transferir 2 ml. al 3er.
tubo, usando pipeta de 2 ml. Repetir la operación cambiando
la pipeta cada vez, hasta el último tubo, del que se desechan
2 ml. El antígeno queda diluido de l:l a 1:64.

5- Agregar a cada tubo 8 ml. de solución tamponada de pH 6,4 y
2 ml. de suspensión de glóbulos rojos tanados al 2,5 %. Incu­
bar 15 minutos a 37° 0., en estufa, agitando suavemente cada
5 minutos.

6- Centrifugar lO minutos a 2.000 r.p.m. y decantar el sobrenadan­
te de cada tubo con pipeta Pasteur, unida a una bombade agua.

7- Lavar con 4 ml. de solución fisiológica, adicionada con suero
normal de conejo, adsorbido, al l %.

8- Centrifugar lO minutos a 2.000 r.p.m. Decantar el sobrenadan­
te con pipeta Pasteur.

9- Resuspender en 2 ml. de solución fisiológica, con suero normal
de conejo, adsorbido, al 1%, llevando los glóbulos rojos tana­
dos y sensibilizados, a una concentración final de 2,5 %.

10- fectuar idénticas operaciones con los antígenos "A" y "C" y
con la suspensión de epitelio lingual normal de bovino, que
se usa comocontrol.

ll- Incorporar también, comocontrol de glóbulos rojos tanados, un
tubo, en el que se sustituye el antígeno por solución fisioló­
gica, siguiendo la mismamarcha.

c) Sensibilización de los glóbulos rojos tanados, con gammaglobuli­
na de los antisueros aftosos.

l- Con las gammaglobulinas de los antisueros O,A,C,,preparadas
de acuerdo a la técnica anteriormente detallada, efectuar di­



2­

luciones de 1:5 a 122560, en solución fisiológica.

Conestas diluciones, realizar las mismasoperaciones descrip­
tas para la sensibilización de glóbulos rojos tanados con ana
tigenos virales, sustituyendo en cada caso, estos últimos, por
las respectivas diluciones de las gammaglobulinas.

Incorporar comocontroles, gammaglobulina de suero normal de
cobayo, en las mismas diluciones y glóbulos rojos tanados más
solución fisiológica.

3) Desarrollo de la prueba.

a) Glóbulos rojos tanados y sensibilizados con los antígenos vira­
les frente a diluciones crecientes de los antisueros.

Preparar una gradilla con 5 filas de lO tubos de ensayo cada
una. Rotular indicando tipo de suero y dilución.

En el tubo N° l de cada fila, colocar 8 ml. de solución fisio­
lógica con suero normal de conejo, adsorbido, al l %, y en los
tubos restantes 5 ml. de la mismasolución.

En el tubo N° l, de la primera fila, agregar 2 ml. de antisue­
ro aftoso tipo "0" 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 mismafila.

Repetir esta operación, cambiandode pipeta cada vez, hasta el
último 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 antirrábico equino.

Las diluciones de los sueros van desde 1:5 a 122560.

Preparar para la prueba final, una gradilla con 12 filas de
lO tubos de hemólisis cada una, de las cuales 7 filas corres­



3)

a)

luciones de 1:5 a 1:2560, en solución fisiológica.

Conestas diluciones, realizar las mismasoperaciones descrip­
tas para la sensibilización de glóbulos rojos tanados con an­
tígenos virales, sustituyendo en cada caso, estos últimos, por
las respectivas diluciones de las gammaglobulinas.

Incorporar como controles, gammaglobulina de suero normal de
cobayo, en las mismas diluciones y glóbulos rojos tanados más
solución fisiológica.

Desarrollo de la prueba.

Glóbulos rojos tanados y sensibilizados con los antígenos 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 dilución.

En el tubo N° l de cada fila, colocar 8 ml. de solución fisio­
lógica con suero normal de conejo, adsorbido, al l %, y en los
tubos restantes 5 ml. de la mismasolución.

En el tubo N° l, de la primera fila, agregar 2 ml. de antisue­
ro aftoso tipo "0“ 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 mismafila.

Repetir esta operación, cambiandode pipeta cada vez, hasta el
último 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 nonmal de cobayo y con sue­
ro antirrábico equino.

Las diluciones de los sueros van desde 1:5 a 1:2560.

Preparar para la prueba final, una gradilla con 12 filas de
lO tubos de hemólisis cada una, de las cuales 7 filas corres­
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ponden a las diluciones del antígeno aftoso “0" desde 1:1 a
1:64 y las restantes, a los antígenos controles "A" y "C", a
la suspensión de epitelio lingual normal de bovino, al suero
control negativo y al suero control de especificidad. Ver cua­
dro tipo N° 11 o

Colocar en los lO primeros tubos de la última hilera, 0, 4 ml.
de la dilución del antisuero "O" 1:2560, siguiendo en las o­
tras hileras con las diluciones restantes. En las dos últimas
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
"CII .

Agitar a mano para homogenizar y dejar 30 minutos a 37° C., en
estufa, y 18 horas en heladera a 4° C.

l3-La lectura se efectúa a las 24 horas, sobre espejo cóncavo,

14­

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

Anotar los resultados en el protocolo.

b) Glóbulos rojos tanados y sensibilizados con gammaglobulinas de los
antisueros aftosos frente a diluciones crecientes de los antígenos.

1­ Preparar una gradilla con 5 filas de 7 tubos de ensayo cada
una y rotular indicando tipo de antígeno y dilución.

En los tubos desde el N° 2 al N° 7, colocar 5 ml. de solución
fisiológica con suero normal de conejo, adsorbido, al 1 %.

En el tubo N° l, de la primera fila, colocar 14 ml. y en el
N° 2, 5 ml. de antígeno aftoso "0". Descartar la pipeta.

Con pipeta de 5 ml. mezclar el contenido del tubo N° 2 y trans­
ferir 5 ml. al tubo N° 3.
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Repetir esta operación, cambiandola pipeta cada vez, hasta
el último tubo del que se desechan 5 ml.

Repetir los pasos 2, 3, 4 y 5 con los antígenos "A" y "C" y
con la suspensión de epitelio lingual normal de bovino.‘

Las diluciones de los antígenos van de 1:1 a 1:64.

Preparar para la prueba final, gradillas con 12 filas de 10
tubos de hemólisis cada una, que corresponden a las dilucio­
nes del antígeno "0" de 1:1 a 1:64; a los antígenos controles
"A" y "C", a la suspensión 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
tígeno aftoso "0" 1:1. En las filas siguientes, 0,4 ml. de
las diluciones restantes.

En las filas octava y novena, colocar 0,4 ml. de los antígenos
controles "A" y "C", respectivamente, en la dilución 1:1.

En la décima fila, colocar 0,4 ml. de 1a suspensión de epite­
lio lingual normal en la dilución 1:1.

En todos los tubos de las dos últimas filas, colocar 0,4 ml.
del antígeno aftoso "0" en la dilución 1:1.

Adicionar a los lO primeros tubos de cada hilera, 0,05 ml. de
glóbulos rojos tanados y sensibilizados con las distintas di­
luciones de la gammaglobulina del antisuero aftoso "0".

En la fila N° ll, adicionar a todos los tubos 0,05 ml. de gló­
bulos rojos tanados y sensibilizados con la gammaglobulina
de suero normal de cobayo y en la última fila 0,05 ml. de gló­
bulos rojos tanados y sensibilizados con la gammaglobulina
de suero antirrábico equino.

Repetir los pasos desde el 8 al 14 con los antígenos aftosos
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ÍÏ7r Efeétuarfla lectúía a las 24 hórás, ¿9 acuerdo ¿zlááïindiéacioé
jes-de StavitskyÁ '

18- Anotar lós resultados en el protocólkfi



7) Resultados:
En las pruebas de hemoaglutinación se emplearon los siguientes antígenos:

a) E.B.P;,epitelio bovino patrón.
b) A.E.B.,antígeno epitelio bovino.
o) A.C.F.,antígeno cultivo Frenkel.
d) B.H.K.(Cr),antígeno B.H.K. de Criceto dorado.
e) B.H.K.(Bov),antigeno cultivo B.H.K. de bovino.

Se estudiaron en total 120 antígenos de diferente origen,con los que se
realizaron las reacciones que detallamos a continuación:

l) Hemoaglutinacióndirecta:
a) Hemoaglutinación directa en función del pH de la solución

fisiológica y de la temperatura(para cada tipo de eritroci­
toá. Cuadro N9 9 . ­

b) Hemoaglutinación directa en función del pH y de la concen­
tración de eritrocitos(para cada tipo de eritrocitos) Cua­
dro N910 .

En nuestras condiciones de trabajo no fué posible determinar,con ningu­
na de las variantes introducidas,1a unidad hemoaglutinante: los resulta
dos se consideran negativos para los tipos de virus aftosos usados.

2) Hemoaglutinaciónindirecta,con glóbulos rojos sensibilizados con
los distintos tipos de virus aftosos:

a) Hemoaglutinación indirecta en función del pH de la solución
fisiológica y de 1a temperatura,para cada tipo de eritroci­
tossensibilizado.

b) Hemoaglutinación indirecta en función del pHy de la conceg
tración de eritrocitos,para cada tipo de eritrocito sensibi­
lizado.

Las modificaciones introducidas en nuestra pauta de trabajo no fiafi perú;
tido determinar ningún tipo de hemoaglutinación especifica,por lo que los
resultados se consideran negativos para esta prueba. Los cuadros que mueg
tran los resultados obtenidos se omiten,por ser similares a los expues­
tos en la hemoaglutinación directa.

3) Hemoaglutinaciónindirecta con glóbulos rojos tanados y sensibili­
zados con los virus aftosos y con la gammaglobulina de los sueros
hiperinmunes:

a) Hemoaglutinaciónindirecta por sensibilización de los gló­
bulos rojos tanados con virus aftosos y enfrentamiento con
diluciones crecientes de antisuero aftoso. CuadroN911
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Referencias:
(1) Se utilizaron antígenos de epitelio lingual de bovinos infectados y

de cultivo tipo Frenke1.Este se muestra en el cuadro,antígeno "O"N912l.
(2) La solución fisiológica tamponadacon fosfatos a distintos pH, se em­

(3)

pleó para las diluciones de los antígenos y para las suspensiones de
eritrocitos.E1 cuadro corresponde a eritrocitos de pollo al 0,25%.Se
repitió la mismaprueba con eritrocitos al 0,50%y al 1%, y con varia­
ciones de temperatura: 49C(heladera),239C(temperatura ambiente) y 379G.i
(estufa). i
Suspensiones de eritrocitos en las concentraciones ya indicadas 9 so­
lución fisiológica tamponadacon fosfatos, a los pHusados en la prue­
ba.
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Referencias:
(1) Se utilizaron antígenos de epitelio lingual de bovinos infectados y
de cultivo tipo Frenke1.En el presente caso se usó antígeno de epitelio
bovino,tipo "A",N9 44.

(2) Las diluciones de los antígenos y las suspensiones de eritrocitos se
efectuaron en solución fisiológica tamponadacon fosfatos, a pH desde
6,0 a 7,0.

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

(4) Control de eritrocitoszsuspensiones de eritrocitos en las concentracio­
nes correspondientes + solución fisiológica tamponadacon fosfatos,a los
pH usados en la prueba.
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Referencias:
(l) Suero de cobayo hiperinmunizado,se usó comodiluyente solución fi­

siológica con suero normal de conejo adsorbido,al 1%, lo mismoque
para los antígenos. Las diluciones que se indican son las iniciales,
antes de mezcharlas con las suspensiones de glóbulos rojos que se
indican en (2) y (3).En el caso del cuadro se usó suero hiperinmu­
ne,tipo "O",N9 3.

(2) Se utilizaron antígenos derivados de epitelio lingual de bovinos in­
fectados,de cultivo en células renales de criceto dorado y de culti- .
vo tipo Frenke1,que es el que se muestra en el cuadro. Las dilucio­
nes se efectuaron a partir del antígeno denominado"puro" (prepara­
ción original del antígeno en relación 1:5,peso/volumen en solución
fisiológica).Antígeno tipo "O",N9109.



(3) Se usaron comoantígenos controles de especificidad,los antígenos de
epitelio lingual tipo "A",N9 55 y tipo "C", N9 47; comocontrol ne­
gativo, glóbulos rojos tanados y sensibilizados con una suspensión
de epitelio lingual normal de bovino,N9 52.
Para estos controles se utilizó la suspensión de glóbulos rojos ta­V(4
nados y sensibilizados con el antígeno tipo "0",N9 3, en la dilución
denominada "pura".

Estas pruebas se realizaron también,con glóbulos rojos tanados y sensi­
bilizados con gammaglobulina de los antisueros aftosos,frente a dilu­
ciones crecientes de los antígenos correspondientes.
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DIEUSIQE EN AGAR

l) Introducción

El uso de medios gelificados para poner en evidencia la reac­
ción de precipitación de un sistema antígeno-anticuerpo, data de 1905 (l) pe­
ro recién en 1946 en manos de OUDIN(2,3), adquiere el verdadero valor que

tiene en la sistemática de los estudios de inmunoquímica.
La difusión simple y la doble difusión - en una o dos dimen­

siones - desarrolladas por OUCHTERLONY(4) y ELEK(5) y perfeccionadas por

OAKLEYy FULLTHORPE(6), permiten la aplicación de las leyes generales de
la difusión en medios líquidos, a la difusión en geles y el cálculo de las
constantes físicoquímicas que rigen este fenómeno.

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

Con estas técnicas se demuestra la relación inmunológica de
uno o varios antígenos frente a un suero anti, por el análisis de los arcos
de precipitación que se forman al difundir los antígenos y anticuerpos a
través de un gel. Inversamente permite descartar relaciones antigénicas y
evidenciar la unicidad o pluralidad de un antígeno. Las bandas de precipita­
ción tienen una posición que depende de la concentración del antígeno, (lO)
una curvatura que depende del coeficiente de difusión del antígeno (ll) y
una densidad que es función del contenido en anticuerpos (12,13).

El procedimiento de difusión simple de OUDINconsiste, en la
estratificación en tubos pequeños ( 7 cm. x 5 mm.) de dos capas; la primera,
contiene mezcladas con el agar las distintas concentraciones del antisuero
(reactante interno) y la segunda, las diferentes diluciones del antígeno
(reactante externo).

El antígeno al difundir, desciende y se separa en fracciones
que tienen distinta velocidad de difusión las cuales al alcanzar la concen­
tración óptima para reaccionar con el anticuerpo disuelto en el gel, preci­
pitan formandoplanos horizontales a distintas alturas del tubo.

Esta reacción se puede realizar también en cápsulas de Petri,
en las que se cubre el fondo con el gel de agar que contiene el antisuero y



el antígeno se vierte en un orificio que se practica en el centro de la pla­
ca. Las distintas proteínas difunden formandocírculos concéntricos y pre­
cipitan en la zona de concentración óptima para la reacción.

El método de doble difusión en una dimensión, desarrollado
por OAKLEYy FULLTORPHE(6) y perfeccionado por PREER(14), consiste en lo­

grar la difusión simultánea del antígeno y del anticuerpo, ambosmezclados
con el agar, los que en una capa de agar intermedia, forman las clásicas lí­
neas de precipitación.

En este caso en un tubo de dimensiones adecuadas, se coloca
una cierta cantidad del agar fundido mezclado con el anticuerpo, se lo deja
solidificar y se le adiciona una cantidad de agar fundido de modoque forme
una pequeña columnade agar; se lo deja solidificar y se adiciona el agar
fundido que contiene las distintas diluciones del antígeno. Se deja solidi­
ficar este último estrato, se tapa herméticamente con tapón de gomay se de­
ja difundir a la temperatura elegida.

E1 método de OUCHTERLONY(15) o de doble difusión en dos di­

mensiones, tiene la ventaja sobre los anteriores que permite la directa com­
paración de varios antígenos con distintos antisueros, siendo de utilidad
para analizar las reacciones cruzadas.

La técnica se puede desarrollar en macro o en micro-escala,
en un caso se efectúa la difusión en cápsulas de Petri y en el otro en por­
ta-objetos. En esencia el métodoconsiste en cubrir la cápsula 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 mediocon un tipo
de antisuero y los periféricos con los antígenos a estudiar.

Cuandohay especificidad entre el antígeno y el antisuero,
al difundir formanla típica banda de precipitación.

La sensibilidad de este métodovaría de acuerdo al sistema
antígeno anticuerpo analizado, al peso molecular de los reactantes y al pH
en que se realiza la reacción.

Los métodos de OUDIN(2,3) y de PREER(14) detectan de 2 a

18 micro gramos de nitrógeno por mililitro de anticuerpo y de 3 a 9 microgra­
mos de nitrógeno por mililitros del antígeno, mientras que los métodos de
OUCHTERLONY(4) requieren varias veces estas concentraciones.



Estos valores representan términos medios en distintos siste­
masconsiderados. Desde el punto de vista práctico, la principal limitación
de estos procedimientos es que exige, en el caso específico del virus aftoso,

un virus de alto titulo infectante (10“7-10'8 I.D 50) lo que obliga a em.
plear virus de alta concentración.

Los trabajos de BROWNy CRICK(16) demuestran que, tanto en
la técnica de difusión en tubo comoen placa, se observan dos lineas netas
separadas aproximadamente l mm.una de otra y que corresponden a compuestos
antigénicos serologicamente distintos ( 20 y 7 milimicronés),guepueden obte­
nerse por ultracentrifugación diferencial.

Para cada antisuero se determina la dilución óptima que con
el antígeno homólogotipo da una banda más neta, empleando la técnica en
micro-escala, ya que, sin pérdida de sensibilidad ni especificidad requiere
menores cantidades de antígeno y antisuero.

Esta dilución óptima se emplea en forma sistemática en 1a ti­
pificación en placa.

2) Eguipo

l) Se emplea el instrumental descripto en el capitulo Técnica General.

3) Material de vidrio
l) Se emplea el material de vidrio descripto en el capitulo Técnica Ge­

neral.

4) Drogas

l) Cloruro de sodio: Sodium chloride "Analar" ClNa M. W. 58,45 B.D.H. ­
2) Fosfato monopotásico: Potasium dihydrogen ortho-phosphate "Analar"

:KH2P04 M. w. 136,09 B.D.H. —

3) Fosfato disódico anhidro: di-sodium hydrogen ortho-phosphate anhydrous

"Analar" Na2HP04 M. W. 141,97 B.D.H. ­

4) Merthiolate: Thimerosal N. F. Blanco Products CompanyInd. U. S.A.

5) Acido tricloroacético: Tri-chloro-acetic acid "Analar" 0013.000H
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Mo‘Vo B.D.H.­

6) Acido acético glacial: Acetic acid glacial "Analar" CH3.COOHM. W.
60,05 B.D.H.­

7) Acetato de sodio: Sodium acetate anhydrous "Analar" CH3.COONaM. W.
B.D.H."'

8) Cloruro de calcio: Calcium chloride hydrated "Analar" CaClZ. 6 HÉO
M. W. 219,09 B.D.H.­

9) Sulfato de magnesio: Magnesium sulphate " Analar" MgSO4. 7 H20 M.W.
246,50 B.D.H. —

10) Acido dietil-barbitúrico: Barbitone: (C2H5)2. CO.NH.CO.NH.COM.w.L—.—___.._.___lB.D.H.­
11) Dietil-barbiturato de sodio: Barbitone Sodium: (C2H5) 2.C.CO.NH.CL______....

(ONa): N.Co M. W. 206,18 B.D.H. —_____.__J

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.

Reactivos

Soluciones salinas:
la)

l) Solución de cloruro de sodio 0,85 %
ClNa 8,50 g.
H20dest. c.s.p. 1000 ml.

2) Solución de cloruro de calcio lO %:

ClzCa. 6 HZO 19,7 g.
Aguadestilada c.s.p. 100 ml

3) Solución tampón de veronal-veronal sódico:

Cloruro de sodio 85.0 8
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C

)

V

Acidodietil-barbitúrico 5,750 g
Dietil-barbitúrato sódico 3,750 g.
SO4Mg.7 H20 0.294 g

H20dest. c.s.p. 2

4) Solución de ácido tricloacético al 3 %

Ac. tricloróácético 3,0 g
dest. CoSoPo ml.

5) Solución de ácido acético 2 %

Acido acético glacial 2,0 g
destaCoSoPc ml.

Soluciones colorantes:

l) Solución colorante Ponceau S.

Ponceau S. 0,2 g

Ac. tricicncácéticófl3% lOO m1.

2) Solución colorante de Nigrosina

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

3) Solución de Rojo Thiazina R.

Rojo de Thiazina R. 30 g
Sol. tampónde acetato l litro

Solución madre de agar

l)

2)

3)

Pesar 60 g. de agar Oxoid-ion N° 2 y agregarlos, en un vaso de
precipitación de 2 litros, a 900 ml. de agua destilada.

Calentar con agitación en baño de Maria, hasta disolución com­
pleta.

Adicionarle 100 ml. de cloruro de calcio al lO %.

litros



4) Manteniendo la temperatura a 80° C, incorporar lentamente albú­
mina de huevo para completar la precipitación de impurezas ini­
ciada por el cloruro de calcio.

5) Filtrar en caliente por filtro con camisa de agua caliente.

6) Completar a l litro con agua destilada.

7) Verterlo sobre una bandeja plana dejándolo que solidifique.

8) Cortarlo en cubos de aproximadamente 2 cm. de lado y colocarlos

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

9) Verter el agua, fundir el agar y, en una parte alícuota, determi­
nar 1a concentración real de agar, efectuando un residuo seco.

lO) Apartir de este agar así calculado, adicionarle la cantidad ne­
cesaria de agua destilada para que su concentración final sea del
5%.

ll) Agregarle cloruro de sodio de manera que su concentración sea
del 8,5 por mil y merthiolate en concentración de l: 10.000.

12) Fundir el agar, fraccionarlo en tubos de ensayo en volúmenes de
lO ml. y marcar el nivel de los mismos para completarlo con agua
destilada, si fuera necesario, en caso de evaporación. Conser­
varlos en heladera hasta el momentode su uso.

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

1)

2)

3)

4)

Fundir a 60° C, en baño de Maria dos tubos de la solución madre
de agar al 5 %.

Con pipeta, calentada por flameo en llama de mechero de Bunsen,
transvasar 10 ml. a un Erlenmeyer de 150 m1., manteniéndolo a
56° C en baño de Maria.

Adicionarle 40 ml. de solución fisiológica con merthiolate
l: 10.000, este constituye el agar 1%.

Repetir con un segundo Erlenmeyer los pasos 1 y 2.
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f)

g)

5) Agregar 90 ml. de solución fisiológica con merthiolate 1: 10.000,
este constituye el agar 0,5 %.

Soluciones de agar para la micro-prueba de OUDIN:

1)

2)

3)

4)

Fundir a 60° C en baño de Maria, tubos de ensayo con solución ma­
dre de agar al 5 %.

Conpipeta, calentada por flameo, transvasar a sendos Erlenmeyer
designados con los números l y 2,12 ml. de agar fundido.

Agregar al N° 1,88 ml. de tampón de veronal-veronal sódico M/20
y al N° 2, 88 ml. de solución fisiológica con merthiolate 1:10.000
tamponada a pH 7, con tampón de fosfato.

Distribuir en tubos de hemólisis volúmenes de 0,5 ml. de cada ti­
po de agar e identificarlos con las denominaciones: N° l Agar
0,5 % v_v; No 2 Agar 0,6 % T.F. ­

Solución de agar para la macro-prueba de OUCHTERLONY:

1)

2)

3)

4)

Fundir dos tubos de 1a solución madre al 5 %, a 60° C, en baño
deagm.

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

Agregar 70 ml. de solución fisiológica 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 %.

Solución de agar para la micro-prueba de OUCHTERLONY:

1)

2)

Fundir a 60° C en baño de Maria, cuatro tubos de 1a solución ma­
dre de agar al 5 %.

Con pipeta calentada, flameándola por llama de mechero, colocar



3)

4)

h) Sueros:

en un Erlenmeyer de 250 ml. exactamente 30 ml. de la solución de
agar al ,5 %.

Agregar 70 ml. de solución de veronal-veronal sódico M/20.

Distribuir en tubos de ensayo volúmenes de 15 ml. aproximadamen- \
te, cerrarlos con tapones de gama. Conservar en la heladera a
0° C, marcando el nivel para completarlo, por la adición de agua
destilada, si fuera necesario en el momentode usarlo.

se usan los mismosdetallados en el capitulo Técnica General.

i) Antigenos:

l)

2)

Se puede usar para la prueba directamente el fluido 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 lineas de precipitación.

Cuandolos antígenos tienen un grado de infectividad menor que
10’7 I. D 50, se los concentra:

a) Por precipitación por sulfato de amonioa media satura­
ción (16).

b) Por ultracentrifugación a 40.000 r.p.m. durante 3 horas a
0° C.



METODO

Desarrollo de la prueba

l) La técnica de OUDIN(2,3) en macro y micro escala nos permite
obtener las diluciones óptimas en que deben emplearse los anti­
sueros O, A, y C en la macro prueba de OUCHTERLONY(4,15) y en

su adaptación en microescala de acuerdo a los procedimientos de
Crowl Q7) y de Grasset y colaboradores (18).

a) Macro-prueba de OUDIN:doble difusión.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

Seleccionar lO tubos de hemólisis y numerarlos.
Adicionar a los tubos, colocados en gradilla de Kahn en baño de
agua a 56° C, agar fundido para la reacción de OUDINy haciendo
girar suavemente cada tubo, bañar unifonmementelas paredes in­
teriores de los mismos, vertiendo el remanente.
Sacarlos del baño y dejarlos 5 minutos en heladera para su soli­
dificación.

Preparar en gradilla aparte diluciones crecientes del antisuero,
en un volumen de l ml. desde 1:1 a 1:512.

Transvasar 0,5 ml. de cada dilución a los tubos de hemólisis
preparados con el baño 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.

Sacar los tubos del baño 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 solidificación.

Preparar la dilución del antígeno que se desea ensayar y mezclar_
la con igual cantidad de agar fundido al l %.



ll) Agregar a cada tubo 0,5 ml. de la mezcla agar-antígeno, llevarlos
a la heladera nuevamente, tapados con tapones de goma.

12) 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.

13) Protocolizar los resultados.

b) Micro-prueba de OUDINmodificada por PREER

l) Fundir dos tubos de agar 0,6 % V-V a 60° C.

2) Separar 30 micro-tubos, adicionarles rápidamente a cada uno una pe­
queña cantidad de agar fundido para obtener un baño uniforme en las
paredes interiores de los mismos.

3) Verter el agar remanentey llevar a la heladera para su solidifica­
ción.

4) Numerarlos tubos y colocarlos en tres hileras de lO tubos cada
una, en el soporte para micro tubos. Adicionar a los tubos 0,01 ml.
de cada una de las diluciones del antisuero empleandomicropipetas
de Pasteur.

5) Luego con sumocuidado para conseguir una neta separación de las
dos fases, agregar, también con micro-pipeta una capa de agar 0,6 %
V-V, fundido. Llevar a la heladera para su solidificación.

6) Agregar 0,01 ml. del antígeno suspendido en el mismotampón.

7) Sellar los tubos con esmalte de uñas e incubarlos a temperatura am­
biente.

8) Efectuar la lectura a las 24 y 48 horas continuando la observación
durante siete dias.

9) Protocolizar los resultados

Las bandas encontradas representan el número minimo de sistemas an­
tígeno-anticuerpo presentes, considerando la dilución óptima del antisuero
aquélla en la que la banda de precipitación apareciera más pronunciada, es­



ta dilución es 1a que se emplea en la prueba de difusión en placa.

2) Las técnicas de doble difusión en placa y en portaobjetos permiten la
tipificación de los virus aftosos, empleandoel título 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 cápsulas de Petri estériles, de vidrio homogéneo.
Convienen las cápsulas de vidrio fino y completamente transparen­
te para facilitar la lectura.

Fundir varios tubos de agar al 1,5%, para la macro prueba de
OUCHTBRLONY.

Verter de 6 a 8 ml. en cada placa moviendo suavemente la placa
para su distribución homogénea. Dejar solidificar.

Colocar sobre esta capa el molde para la obtención de los orifi­
cios (ver fotografia N° l).

Agregarle otra capa de 6 a 8 ml. y dejar solidificar. Retirar
el molde.

Tapar la cápsula que queda asi, lista para la siembra.

Preparar diluciones de los antisueros en agar fundido en la di­
lución obtenida por el método de OUDIN.

Colocar en el orificio central una cantidad de antisuero-agar
suficiente para llenar el orificio.

Efectuar la mismaoperación en los orificios periféricos con los
antígenos a estudiar. Tapar las cápsulas.

Incubar a temperatura ambiente y efectuar las lecturas a las 24
y 48 horas. La ultima lectura se efectúa a los 7 dias.

ProtocoliZar los resultados.



b) Micro prueba de OUCHTERLONY:

2'. .I. no. g o.. o ° '.° .0 o. no 0.o \ .. o. A r a.‘°¡ t
empleamoslas modificaciones preconi­

zadas por MABGNIC19X@.pautade trabajo puede resumirse en los si­
guientes pasos:

l)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

Seleccionar varios porta-objetos bien limpios y sin rayaduras.
Sumergirlos en una solución de agar fundido al 0,1 % en solución
tampófi' 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 moldespara la distribución de los orificios.

Colocar el molde sobre el porta-objeto, agregarle 2 ml. de agar
fundido y dejar solidificar. Retirar el molde(ver fotografía
N° 2).

Los porta-objetos están ya listos para la siembra que se efectúa
comoen la macro-técnica. Pueden conservarse, antes de ser sem­
brados hasta 24 horas en cámara húmeda.

Luego de sembrados, se incuban de 24 a 48 horas, en cámara húme­
da a temperatura ambiente.

Las lineas se revelan por coloreado de los porta-objetos con la
técnica correspondiente al colorante usado (Nicrosina, Ponceau S,
Rojo de Thiazina R. ó Amido Schwartz).

Leer y protocolizar los resultados.
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La aplicación de las técnicas de difusión en agar para la tipificación de
los virus aftosos,se realizó en dos partes:

l) Determinacióndel título de óptima precipitación de los antisueros
hiperinmunes: microtécnica de Oudin,modificada por Preer.
La protocolización de esta prueba,se muestra en el cuadro siguien­
te en el cual se puede observar que el título obtenido para el sue­
ro "O",n9 12 fué de 1:64 (Cuadro N9 12)

CUADRO N9 12

Protocolotipo de la prueba de difusióp
en r ra obtener el título dc anti­
sucargg :fato - Microtécnico de Oudm

¡ucionu suero ¡crínmumfl '0‘6)

huy-Mm 1:0“me 1:61.1:1: 12256

Ántígcno'O"
patrón (M4!)

Antiguo 'A"
patrón (Mz)

Mígeno‘C"
Patrón(rm)

ángmáúa
h km!»
md kwmo

(rlaï)
mcmmmm Gmmcm mw“mmflüm MMMCCEÜ] mmmccm

Referencias:
l) Suero de cobayo hiperinmunizado,se usó co­

mo diluyente tampón de veronal.
(2) Los antígenos se usaron concentrados con su;

fato de amonio a media saturación o por ul- 1
tracentrifugación.

Se titularon 26 sueros hiperinmunes,1os resultados se consignan en
el Cuadro N9 13. Estos títulos se emplearon en las pruebas de difu­
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sión en placa,para la tipificación de los virus.­
En las fotografias N9 3 y N9 4,se pueden ver las bandas de precipitación en
macro y micro escala. Las lineas pueden ser una o dos,según se trate de vi­
rus sin inactivar a 569Gdurante 30 minutos,observación esta coincidente con
las conclusiones de BROWNy CRICK(16).

La tipificación de los virus problema,empleando la micro técnica de OUCHTER­
LONY(4)modificada por MARGNI(19),ta1como se efectuó,se indica en el Gráfi­
co N9 7

GRAFICO N9 7

Esquema de, la tipificación del virus
segun la mucrote‘cnícade difu­

sion en agar de Ouchtcrlony (n

II'I7 M31! "a" mu].

«F e e o
"9 . n-l35 n09 l \ ¡”35

am" ¿av

¡"0 á nom nooo .26
¡I'll MIU. .0 ¡2 n. M

v" mnh rw pl“

V9 mas r9 rn:

sar A? sun“)

r ‘o f'. ¡“36 I’ 6o .o'“
rlz mah r|z "ug

Referencias:
(1) Micro técnica de doble difusión en portaob­

jetos .­
(2) Virus "O"(A.F.V.),sin inactivar: se observan

dos bandas de precipitación.­
(3) Virus “C” inactivado: una linea de precipitgClon.
(4) Suero normal de cobayozcontrol negativo.



Las fotografías N95,N9,N97 y 398,muestran la nitidez y especificidad de
las bandas obtenidas,tanto en macro comoen micro escala.
El CuadroN914consigna los resultados de la tipificación 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
antígenos de epitelio y el 64%para los virus de cultivo.Sobre el total
de las muestras la positividad fué del 68%.Gráfico N98.
En las reacciones de difusión en agar el %de positividad aumenta en forma
directa con la concentración del virus,como lo muestran los valores obte­
nidos cuando se expresa la positividad en función del titulo del virus.
Así, para el virus tipo "O" se obtiene 75%de reacciones positivas con
virus de título menor de 10-7’o ; 76%con títulos de 10.7’o a 10-7’6;
con títulos de 10-7’7 a 10-8’0 y 100%con títulos mayores que 10-8’0.
Convirus "A" los valores son de 38%para títulos inferiores a 10-7’0;86%

79%

para títulos de 10-7'O a 10-7’6 y 90%para los títulos 10-7’7 a 10-8’0.
Y para el virus "C" los valores positivos son del 76%para títulos de 10-Zk
a 10"7'6 y del 90%para títulos de 10’7'7 a 10’8'0.
Hemosobservado que cuando se trabaja con fluido vesicular,de cobayo o de
bovino,se obtienen bandas de una marcada nitidez.
El Gráfico N99muestra el aumento de positividad con el aumento del título.
Debetenerse en cuenta que los valores de los títulos indicados se refie­
ren al título original de la muestra, pues su título final después de la
concentración con sulfato de amonioa media saturación o por ultracentri­
fugación,se eleva en uno o dos logaritmos sobre el valor inicial(l6).
El métodode difusión en agar, adaptado a la tipificación de los virus af­
tosos, exige la concentración del virus¡técnica cuidadosa y extensa, lo
que reduce las posibilidades de emplearlo comoun procedimiento de rutina.
En donde se aprecia el verdadero valor de este tipo de pruebas, es en el
estudio de la constitución antigénica de los virus, lo que ha permitido,
en el caso específico del virus aftoso separar las distintas fracciones
que se puedenobtener del virus total y establecer las relaciones antigé­
nicas que existen entre las mismasy los anticuerpos neutralizantes y fi­
jadores del complemento.



FOTOGRAFIA N9 1

Moldes para la prueba de Macrodifusión
según Ouchterlony(CortesÍa Dr. R.Margni)

FOTOGRAfIA N9 2

Moldes para la Micro-difusión según
Ouchterlony(CurtesÍa Dr.R.Margni)



Referencias:
Suero "0“ N9 23
1) Virus "0" N9 141: 2 líneas de precipitación.
2) Control negativo.

FOTOGRAFIA N9 4

(4)"""

Referencias: .
Suero "C" N9 ll.
l)Virus "C" Ng 47(Reacción positiva)
2)Control negativo.
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Referencias:

VJO‘ 12a

Macro técnica de OUCHTHRLVNY.

quero "C" N9 17.

Virus “O” MQ12.{Keacción: negativa)
¡irus “A”h9'24.(Reacción: negstiva)
Virus "C" N9 104,1nactivado,concentrado por ultrason­
trifugnción.(Reacción positiva)
Suapensión epitelio normal lingual de bovino “-52.(Co L

trol negativo)



FOTOGRAFIA N9 6

Referencias:
Micro-técnica de OUCHTERLONYen portaobjeto.
Suero "O" N9 18

Virus "0",N9 37,1nactivado(Reacción positiva)
Virus "0",N9 45,1nactivado(Reacción positiva)
Virus "O",N958,s/inactivar(Reacción positivazdos líneas
Virus "O",N959,s/inactivar(Reacción positiva)
Los orificios intermedios no se sembraron.

Suero "A",N9 10 l
Virus "A",N9142 s/inactivar(Reacción positiva 2 líneas)
Virus "A",N9115 s/inactivar(Reacción positiva 2 líneas)
Virus "A",N9119 s/inactivar(Reacción positiva 2 lineas)
Virus "A",N946 inactivado(Reaceión positiva,l línea.)
Los orificios intermedios no fueron sembrados.



FOTOGRAFIA N9 7

Referencias:
uicro-técnica en cubreobjeto.
suero "A",N9 lO
Virus “A”,N9142(Reacción positiva: 2 líneas)
Virus "O",N9 121(Reacción negativa)
Virus "C",N9 69(Reacción negativa)
Suspensión epitelio normal lingual de bovino
N9 52(Control negativo)

FOTOGRAFIA N9 8

Referencia:
Fotografía N9 7 en aumento,mostrando un orificio
y las dos bandas de precipitación.



GHAEICO N9 8
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Referencias:
(l) i sector proporcional al p de positividad.

—sector proporcional al fi de reacciones
negativas.

(2) Para el Virus "C" no se tipificaron muestrascon esos títulos.
o7 .__.__J



CUADRO N°13

TITULO DE LOS SUEROS AFTOSOS HIPERINMUNES OBTENIDOS EN LA PRUE­

BA DE DIFUSION EN AGAR SEGUN LA MICRO-TECNICA DE OUDIN

Muestra Antisuero
N° Tipo Titulo (1)

1 O 1:16

2 0 1:32

3 0 1:32

4 A - (2)

5 A 1:64

6 C 1:64

7 C 1:16

8 C 1:32

9 0 1:32

10 A 1:64

11 C 1:64

12 0 v 1:64

13 A ­

14 C 1:32

15 0 1:32

16 A 1:32

17 C 1:64

18 O 1:64



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 denominatítulo a la mayordilución del antisuero que da lineas
de precipitación netas.

(2) -Los antisueros consignados con (-) corresponden a partidas no titula­
das por este método.



CUADRO N°14

TIPIFICACION DEL VIRUS AFTOSO POR EL METODODE DIFUSION EN AGAR

Muestra Virus Virus s/óoncentrar Virus concentrado Virus concentrado
N° Tipo Método Ouchterlony con SO4(NH)2 Ultracentrifugado

Método Oubhyrtlony Método Ouchterlony

1 O Neg. Neg. 0+

2 A Neg. A+ -;

3 C Neg. Nég. Neg.

4 0 Neg. Neg. Neg.

5 A Neg. Neg. A+

6 A Neg._ Neg. ng.

7 A Neg. Neg. Neg.

8 C Neg. Neg. C+

9 A Neg. Neg. A;

10 o Neg. 0+ —L

11 A Neg. ng. A+

12 o Neg. 0+ _;

13 A Neg. .; __

14 A Neg. A+ ­

15 c Neg. Nég. Neg.

16 O Neg. Neg. 0+

1 o Neg. Neg. Nég.

18 C Neg. - -­
19 A Neg. Neg. A +

20 A Neg. -— --‘

21 0 Neg. 0+ -­

22 C Neg. ng. 0+

23 o Neg. 0+ _;

24 A Neg. A; ——

25 c Neg. c; -­
26 o Neg. o; ——

27 c Heg. Nég. C+



28

3o

31

32

33

35

36

37

38

39

4o

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

53

59

60

51

bhbhh-c:c:h»c>>-c>b-C)h>C)a»c3h»C)Cn3»<3<1<3<3<3

ycx‘<)_¡ic>ol

l

CCOO

Neg.

Neg.

Neg.
(1)

Neg.
0+

c'+

Nég.

Neg.

Neg­

Neg.
0+

Nego

Nég¡

Neg.

Neg.

Neg.
C+

0+

o;
Neg.



62

63

64

65

66

67

68

69

7o

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

' 84

85

86
87

88

89

90

93

94

95

(DOPOOOQbQQOQbOOOO

opoopooobpoooo

O

Neg.

Neg.



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

<)>:>>:>:>:>:>o

o

b'O<3b-bo<3C)bh>C)b<3>»ba»h'o<3c>o<3c>o

Neg.

Neg.

Neg.

Neg.

Neg.

Neg.

Neg.
A+

Nég.

Neg.

Nég.

Neg.

Neg.

Neg.

Neg.
0+

Nég.
0+

o;
o;
Ai­

Nég.

Neg.

Neg.

Neg.

0+

Nég.

Neg.

Neg.

Neg.

Neg.

Neg.

Nég.

Neg.
A+



130 C - Neg. Neg.
131 0 - 0+ ——

132 A - A; __
133 c -— c; __

134 o -— o; ...

135 A -- A; ..
136 c —— c; __

137 -— —_ ..; .._

138 0 - 0+ _­
139 A - A; -­
140 C - C;- -..
141 o - o; ...
142 A - A; -­
143 c -- c; __
144 o - o; ._

Referenciag:

(1) z Las muestras a partir del N° 30 en adelante no se realizan en
la dilución sin concentrar.
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AGLUTINACION

Si definimos los "anticuerpos comoglobulinas modificadas
por un animal en respuesta a la introducción de un antígeno y que tienen
la propiedad de reaccionar con él de un modoespecífico, en cualquier for­
ma susceptible de ser observada (1,2), inferimos que, las distintas deno­
minaciones con que se designa la unión antígeno-anticuerpo, dependen de la
forma en que esta reacción se pone en evidencia. N

Así,cuando GRUBERy DURHAM(3) comunican la agrumación espe­

cífica del vibrión colérico, frente al antisuero correspondiente (reacción
de aglutinación) o cuando KRAUS(4) observa la precipitación específica
formadaal poner en contacto suero antivibrión colérico frente a filtrado
estéril de los cultivos del mismogermen(reacción de precipitación), po­
nían de manifiesto dos facetas de un mismofenómeno.

DOERR¡(2) destaca claramente " que si un mismo antígeno a­
glutina las bacterias intactas y precipita los extractos de las mismas;pa­
rece poco probable que precipitinas y aglutininas no sean sino una doble
designación de los mismosanticuerpos ".

Nosotros, para denominar este tipo de reacciones, hemos se­
guido el criterio de KABATy MAYER(5) para quienes " cuando el antígeno

tiene una dimensión molecular tal que puede permanecer en solución, es ade­
cuado denominar a la agrumación con el anticuerpo, comouna precipitación;
en el caso de las partículas antigénicas que centrifugan alrededor de 1.000
a 2.000 r.p.m. o en el caso en que aparezcan comopartículas de regular ta­
mañobajo el microscopio, al estado de agregación de estas partículas sus­
pendidas, corresponde llamar aglutinación".

Si comparamosla reacción de aglutinación de un bacilo fren­
te a su antisuero homólogoy la de precipitación de una molécula de globu­
lina frente a su antiglobulina, veremos que, la diferencia de tamaño entre
ambas se traduce, comobien lo hace notar ADLER(6), en una diferencia a­
preciable del número de grupos antigénicos receptores, que en la Salmone­
lla tiphosa 0 901, es de 5,6 x lO5 en la superficie total, en contraste
con los 62 receptores potenciales y 30 receptores efectivos que tiene, por
ejemplo, la molécula de ovoalbúmina. Esto explica por que'se necesitan



menosmoléculas de un anticuerpo para poner de manifiesto una reacción

de aglutinación que una de precipitación, al par que aclara el por qué
un mismoantisuero da generalmente más alto titulo cuando se lo mide por
aglutinación que por precipitación.

GRUBER,sugirió el nombre de aglutinación para designar es­
te fenómeno e intentó explicarlo suponiendo que la formación de grumos
era debido a la acción de una aglutinina sobre la membranade la bacte­
ria que se hacia más y más viscosa, facilitándosele de este modo, su a­
glutinación.

BORDET(7,8) define la aglutinación como " la unión en masa
de particulas organizadas que por alguna peculiar influencia, cambian
sus propiedades de adhesión molecular ". Sus experiencias con suspensio­
nes de Microspira comma,ensoluciones salinas y en agua destilada, fren­
te al antisuero colérico, lo llevaron a pensar que este tipo de reaccio­
nes serológicas se desarrolla en dos fases:

l) La primera fase-fase de adsorción de la aglutinina específica
estaba regida por las leyes fisicoquimicas de la adsorción
(isoterma de LANGMUIR)

2) La segunda fase-fase de aglutinación- era función de la concen­
tración de electrolitos del medio.

MARRACK(9) confirma este punto de vista y demuestra que
existe un óptimo de precipitación a una determinada concentración salina
y que, a concentraciones mayores, la precipitación disminuye debido a la
formación de una atmósfera electrolitica, alrededor de los iones polares
del antígeno y el anticuerpo, que reduce la atracción entre ambos.

EHRLICH(10) refuta la hipótesis de BORDETy destaca la im­
portancia de la estructura quimica de la aglutinina a la que se supone po­
seedora de grupos capaces de producir la aglutinación. Estas ideas son
retomadas por LANDSTEINER(ll) quien analiza el fenómeno de la especifici­
dad de las reacciones serológicas desde el punto de vista quimico y este­
reoquimico. Su libro “ The Specificity of Serological Reactions " es una
clásica obra en el estudio de los fenómenos de inmuanuimica.



NORTHROPY DEKRUIF(12) modifican la teoria de las dos fa­

ses de QORDETe 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 fenómeno de la aglutinación. Sus ideas pueden resumirse en los
siguientes postulados (14):

l) La aglutinación debe ser considerada comola resultante de dos
fuerzas antágónicas, una fuerza de repulsión debidas a las cargas
eléctricas que tienden a mantener a las bacterias separadas y una
fuerza de cohesión que tiende a producir la agrumación. En una
suspensión bacteriana las fuerzas de repulsión son, en general,
mayores que las de cohesión y todo factor que modifique este equi­
librio, producela floculación.

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 cohesión.

3) Se puede así, sin alterar las fuerzas de cohesión, producir la
aglutinación por reducción de la carga, por efecto de los electro­
litos, a un nivel inferior al nivel critico que está alrededor
de los 15 mV.

4) Cuandolas bacterias se tratan con suero inmune, su fuerza de co­
hesión es protegida de alguna manera del efecto depresor de la
sal concentrada y la aglutinación está determinada solamente por
la carga. Por eso es que cuando el potencial de una bacteria sen­
sibilizada se reduce, por la acción de un electrolito, a un valor
menor que 15 mV., la suspensión aglutina.

PRESSMAN,CAMPBELLy PAULING(15) con agudo sentido critico,

ponen en duda la influencia de las cargas de superficie reducidas en el
fenómenode la aglutinación. En una ingeniosa experiencia copulan no más
de 60 grupos azo por célula y las enfrentan con los antisueros correspon­



dientes, observando que se produce la hemoaglutinación. Luego hacen el
siguiente razonamiento: " si se supone el anticuerpo extendido en una
fina pelicula de 3,5 Angstrün sobre la membranacelular, ocuparía sólo
un 0,02 % de la superficie total " lo que les condujo a pensar que en el
sistema antígeno-anticuerpo por ellos estudiado, la aglutinación no era
debida a cambios en las propiedades de la superficie de la célula. 1

MARRACK(9), explica el mecanismo de la precipitación, su­
poniendo que el estado de agregación, es función de la atracción especi­
fica entre las particulas que es mutuay debida a la ligadura suministra­
da por ulteriores moléculas de antígeno. Bastan, de acuerdo a su hipóte­
sis, dos grupos determinantes para que una molécula pueda formar un agre­
gado de tamaño ilimitado, lográndose una arquitectura molecular similar
a la de un "enrejado".

HEILDELBERGERy ENDALL (16,17) identifican el mecanismo

que rige la formación de los precipitados inmunes, al que regula la aglu­
tinacióú de una bacteria por su antisuero. Eligen comosistema de traba­
jo el polisacárido especifico del Neumococotipo III, de naturaleza no
proteica y su antisuero homólogo. La velocidad y el óptimo de esta reac­
ción pueden medirse en función del nitrógeno proteico de los precipitados
que es proporcionado exclusivamente por el anticuerpo. De esta forma, la
cinética podia expresarse cuantitativamente comouna reacción bimolecular
seguida dd una serie de reacciones competitivas que dependen de la propor­
ción relativa de los componentes.

BOYD(18) resume las ideas de HEIDELBERGERen cuatro premi­
sas esenciales:

l) El antígeno (G) y el anticuerpo (A) son quimica e inmunológica­
mente multivalentes uno con respecto del otro, es decir, cada
sustancia posee dos o más agrupaciones capaces de reaccionar
con la otra.

V2 El anticuerpo puede ser considerado matemáticamente como si su

comportamiento medio fuese el de una sustancia simple.



3) La reacción se concibe comouna serie de reacciones bimolecur­
lares que tienen lugar antes que ocurra el de una sustancia
simple.

4) La Ley de acción de las masas se aplica siempre que las canti­
dades formadas de los productos de la reacción, sean propor­
cionales a las concentraciones de las sustancias reaccionantes.

La teoría de MARRACK-HEILDELBERGERes la que mejor explica
las reacciones de aglutinación y precipitación en los sistemas antígeno­
anticuerpo y los datos experimentales confirman sus puntos de vista:
Pauling y colaboradores (19) demuestran que en la precipitación de los
haptenes sintéticos con dos o más grupos combinantes especificos frente
al antisuero homólogo se forman compuestos del tipo:

- A-H-A-H-A-H-A­

tal comolo predice la teoría.

Igualmente concluyentes son las experiencias de PAULING,
PRESSMANy CAMPBELL(20) quienes mediante la sintesis de un haptene con

dos grupos especificos conocidos: R ( ácido arsanílico ) y X (ácido car­
boxilico ) y la obtención de sueros anti-R y anti-X prueban que:

l) El haptene no precipita ni con el antisuero R ni con el anti­
suero X.

2) La precipitación tiene lugar con una mezcla equimolecular de
suero anti-R - anti-X.

3) Los precipitados tienen una constitución del tipo:

- Anti- X-XHR-anti-R-RHXFanti-X-XHR­

GHOSH(21) analiza las reacciones antígeno-anticuerpo con
criterio fisicoquimico y resuelve matemáticamenteel estudio de las con­
diciones de equilibrio, suponiendo:



1) Que el antígeno se combina reversiblemente con el anticuerpo
en proporciones múltiples.

2) Quela afinidad de cualquier posición no es afectada por el
estado de combinaciónde cualquier otra posición del antíge­
no.

A partir de estas premisas, dedujo una expresión matemáti­
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 1a
teoria matemática y los encontrados experimentalmente.

En nuestra investigación seleccionamos los soportes inertes
empleadosen distintos sistemas antigénicos: bentonita (26, 27, 28), cao­
lin (29,30), resinas de intercambio iónico (31,32), colodio (33,34,35) y
látex (36,37,38,39,40,41) procurandoadaptar los trabajos originales, al
caso particular de los virus aftosos.

Optamos, finalmente, por suspensiones de particulas de co­
lodio y de látex que tienen sobre los restantes soportes inertes, la ven­
taja de proporcionar dispersiones estables, de particulas de diámetro
uniforme.



AGLUTINACION DE PARTICULAS DE LATEX SENSIBILIZADAS

1) ¿2212921222162

Las particulas de látex son un seporte biológicamente inerte,
que proporcionan una superficie esférica de diámetro uniforme y libre de
toda interferencia orgánica (42). En suspensiones acuosas están cargadas
negativamente, lo que las hace sumamenteestables.

ORESKESy SINGER(43), estudian el mecanismo de la adsorción

de gammaglobulina humanaa partículas de látex de poliestireno y expresan
sus resultados en la siguiente ecuación:

_2_ = KN - Kaa

en donde , r es la cantidad de proteina adsorbida; a, la cantidad de protei­
na remanente en solución cuando se alcanza el equilibrio; N, la cantidad
máximade proteina que puede ser adsorbida y K, una constante,

La cantidad de proteina adsorbida, por miligramo de látex, es
mayorpara las particulas máspequeñas, lo que era previsible, por ser la
superficie del agente adsorbente inversamente proporcional al diámetro de
sus particulas.

De esta manera, una partícula de 0,20 micrones de diámetro,
adsorbe por unidad de peso, cuatro veces más gammaglobulina que una parti­
cula de 0,80 micrones de diámetro.

En algunos sistemas antigénicos, tiene especial importancia
la forma en que se obtiene la gammaglobulina.

SINGER, ALTMAN,GOLDENBERGy PLOTZ (44) destacan que, en la

sensibilización del látex con gammaglobulina, para la prueba diagnóstica
de la artritis reumatoidea, se debe usar exclusivamente la fracción II de
COHN(45) por ser el único procedimiento que permite obtener una gammaglo­
bulina adecuada a la reacción. Hacen notar que las gammaglobulinas obteni­
das por electroforesis a flujo continuo, fraccionamiento salino, filtración



por gel, etc., suelen dar reacciones falsas negativas, fenómenosde pro­
zona e incluso inhibición de la aglutinación ( 42,45).

Nosotros ensayamos, con buenos resultados, la obtención de
la gammaglobulina:

l) Por precipitación con cincuenta volúmenes de sulfato de amo­
nio l,39 My agitación a 37° C, dejando en heladera a 0° C.
durante 24 horas, para completar la precipitación. Centrifu­
gación posterior a 2500 r.p.m. durante 30 minutos y resus­
pensión del depósito a su volumen original (45).

2) Por precipitación con soluciones de etanol 95%en las condi­
ciones de pH., temperatura y fuerza iónica que describen
COHNy colaboradores (46).

Ambostipos de gammaglobulinas no mostraban, electroforéti­
camente, rastros de albúmina, condición esencial para que la reacción
se produzca.

A pesar de que la cantidad de proteína adsorbida, por miligra­
mode látex, es mayor para las partículas más pequeñas, los trabajos de
LOMBAN,VAZQUEZSAAVEDRAy SA FLEITAS (47) demuestran que, en el caso del

virus aftoso, el óptimo de aglutinación se logra con particulas de 0,81
micrones de diámetro.

Estos resultados parecieran indicar que la reacción depende
no solamente de la adsorción de gammaglobulina al soporte inerte, sinó
también de otros factores que deben ser estudiados: punto isoeléctrico
y tamaño de los virus, fuerza iónica y pH. de las suspensiones.

En nuestro trabajo analizamos la sensibilidad de la reacción
en relación con la gammaglobulina adsorbida y en función del pH., la
temperatura y el tiempo de incubación, tanto en la fase de sensibiliZa­
ción comoen la de aglutinación propiamente dicha.



2) 292m

a) Se emplea el instrumental descripto en el capítulo Técnica Ge­
neral.

lb) Agitador eléctrico universal con reóstato para regulación de ve­
locidades de 1/50 H.P. Emil Gruner & Co. .­

3) Mamma v_idr;2
Se emplea el material de vidrio descripto en el capitulo Técnica
General.

4) 212.9529.

a) Polystyrene látex particles (DowChemical Company,Midland,
Mich.): suspensión de látex con 27,6 %de sólidos totales y diá­
metro medio de las particulas: 0:81 micrones (L.D. 0,81).

b) Styrene-butadiene látex: DowLatex 630 (DowChemical Company,
Midland, Mich.): suspensión de látex con 48 %de sólidos totales
y diámetro medio de las particulas de 0,14 micrones (L.D. 0,14).

c) Polystyrene látex particles (DowChemical CompanyMidland, Mich.):
suspensión de látex con 40 % de sólidos totales y diámetro medio
de las particulas de 0,5-2,0 micrones. Por centrifugación frac­
cionada se preparan suspensiones con partículas.de O,5-l,O micro­
nes (L.D. O,5-1,0) y particulas de l,5—2,0 micrones (L.D. l,5-2,0).

d) Polystyrene látex particles (Molter, SerumFInstitut Dr. Hans
Molter: 6900.Heildelberg) Suspensión de particulas de látex con
10 %de sólidos totales y diámetro medio de las particulas de

0,81 micrones (L.M. 0,81).

e) Cloruro de sodio: Sodium chloride “Analar”, NaCl, M.W. 58,45 B.D.
H.

f) Hidróxido de sodio: Sodium hydroxide "Analar", Na.OH, M.W.
B.D.HO



Vg Cloruro de calcio: Calcium Chloride "Analar" CaClz, M. W.
110,99 B.D.H. ­

h v Acido bórico: Boric acid, Baker Analized Reagent, H3B03, M.W.61,84,JoTo ­

i) Glicina: glycine: H2N.CH2.COOHM.W. 75 Pfanstiehl Lab.
Inc. Wankegan.Illinois. U.S.A.

j) Acido clorhídrico: Duperial, Cl H, P.M. 36,46 Dens. 1,185­
1,192, Ind. Arg.

5) Reactiygg

a) Soluciones salinas:

l) Solución tampón de glicina (pH 8,2)
afla.,.u.n.n.u.n.n 9fi0g.
0120a.................... 1,00g.
Glicina.................. 7,31g.
Na.OHN .................. 3,50ml.
H20bidestilada c.s.p. ... 1 litro.

2 Solución "tampón" de boratos (pH 8,2)V

H3Bo30,1 M. ........:.... 50 m1.
Na.OH0,1 N. ......,....... 5,90 ml.

ClNa...................... 0,85g.
H20bidestilada c.s.p. 100 ml.

3) Solución de sulfato de amonio 1,39 M.

so4(NH¿)2 ................ 183,50g.
H20bidestilada c.s.p. .... l litro

b) Suspensiones de látex para la prueba:

A partir de las suspensiones originales de látex, se preparan



suspensiones en "tampón" de borato(pH 8,2) o de glicina (pH 8,2),
de modotal que su concentración sea el doble de la concentra­
ción, cuya turbidez corresponda a la escala N° 6 de McFARLAND.
Las suspensiones finales de látex se denominande acuerdo al
tipo de látex, al tamaño de la partícula y al tampón en que
se las suspendió:

1) L.D. 0,81 G

'2) L.D. 0,14 B.

3) L.D. o,5-1,o B.

4) L.D. 1,5-2,o B.

5) L.M. 0,81 G.

¿HELLO

La prueba consiste en provocar la aglutinación especifica
de particulas de látex, sensibilizadas con las gammaglobulinas de los
antisueros aftosos, frente a diluciones crecientes de los antígenos ho­
mólogbs.

La pauta de trabajo comprendecuatro partes:

a) Sensibilización de las particulas de látex.

b) Diluciones de los antígenos. ‘

c) Determinación del título de la gammaglobulina adsorbida.

d) Tipificación de las muestras de virus aftosos.

a) Sensibilización de las particulas de látex con gammaglobulina de
los antisueros aftosos.

La sensibilización de las particulas de látex, se realiza
según la relación: 9,5 ml. de la suspensión madre de látex + 0,5 ml.
de solución de gammaglobulina.



1) Preparar diluciones de la gammaglobulina del antisuero af­
toso "O", tipo, desde 1:5 hasta 122560.

2) Colocar en gradilla para tubos de ensayo, una fila de lO
tubos.

3) Poner en el último tubo 0,50 ml. de la dilución 1:2560, con­
tinuar de igual modocon los otros tubos, hasta la dilución
1:5 del primer tubo.

4) Agregar a todos los tubos 9,5 ml. de la suspensión madré de
látex.

V5 Preparar iguales diluciones con las gammaglobulinas de los
sueros normal de cobayo y antirrábico equino, usando la re­

. lación 0,1 ml. de cada dilución más 1,9 ml. de la suspensión
madrede látex, para 1a sensibilización.

6) Repetir los pasos l al 5, con la gammaglobulina 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 antígenos.

1) En gradilla para tubos de ensayo colocar l fila de 12 tubos.

2) En los 7 primeros tubos se efectúan diluciones del antígeno
"0", tipo, en volumenes de 6 ml. desde 1:1 hasta'lz64.

3) En el tubo N° 8 se agrega, cuando se dispone de él, 6 ml. de
un antígeno "O"ya titulado (control positivo).

4) En los tubos N° 9 y lO se preparan iguales volúmenes de los
antígenos A y C (controles de especificidad).

5) En el tubo N° 11, se preparan 6 ml. de suspensión de epitelio
lingual normal de bovino en dilución 1:2 .

n
OX V En el último tubo se preparan 12 ml. de una dilución 1:2 del



7)

antígeno "O", tipo.

Repetir los pasos l al 6, para los otros dos antígenos tipo
"A" y "C II.­

c) Determinación del título de la gammaglobulina adsorbida:

l) Preparar, en gradilla para tubos de hemólisis, trece filas de
).lO 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 antígeno "0".

3) En los tubos de 1a fila N° 8, colocar 0,5 ml. del antígeno
"O"en la dilución 1:2 (control positivo).

4) En las filas N° 9 y 10 colocar 0,5 ml. de los antígenos A y
C, en la dilución 1:2.

5) En la fila N° ll, se colocan 0,5 ml. de la suspensión de epi­

6)

V7

8)

9)

lO)

ll)

telio lingual normal de bovino.

Agregar a los tubos de las filas N° 12 y 13, 0,5 ml. del antí­
geno "O" en la dilución 1:2.

Agitar la gradilla un minuto para la homogeneización de los
tubos.

Incubar durante 90 minutos a 56° C. en baño de María.

Centrifugar 5 minutos a 2.500 r.p.m. —

Leer a ojo desnudo, sobre fondo negro y con fuerte iluminación
lateral, agitando suavementelos tubos.

Los resultados se protocolizan de acuerdo al siguiente crite­
rio de lectura:

4+ flóculos grandes (2-3 mm)observables a simple vista con
clarificación de la suspensión.

3+ flóculos medianos (1-2 mm)y clarificación del medio.



2+ flóculos finos, fácilmente visibles y escasa clarifica­
ción del medio.

1+ flóculos muyfinos.

+ flóculos extremadamentefinos, difícilmente visibles
(dudoso).

los tubos son considerados negativos cuando muestran una
apariencia opalescente, sin depósito o con pequeño depó­
sito, que se dispersa con facilidad por agitación suave
(ver fotografía N° 9 ).

12) Se denomina "título de la gammaglobulina", a la más alta dilución
de la misma que da aglutinación 4+ con una de las diluciones del
antígeno homólogotipo, dilución esta que, a su vez, se designa
"título" del antígeno.

13) Determinados los títulos de las gammaglobulinas O,A y C y los
títulos de los antígenos tipos correspondientes, se fraccionan y
rotulan consignando la fecha en que se efectuó la prueba, y se
conservan en la congeladora a -30° 0., hasta el momentoen que se

Jlos empleepara la tipificación.

d) Tipificación de los virus aftosos.

1) En gradilla para tubos de hemólisis preparar una fila de 4 tubos

2 V

por cada virus a tipificar: rotular indicando N° de virus (ver
cuadro N° 16 ).

Incorporar 3 filas de 4 tubos cada una para los antígenos contro­
les positivos.

3) En lOs tubos de las hileras N° l, 2 y 3, colocar 0,5 m1. de la
suspensión de látex sensibilizado con gammaglobulina de los anti­
sueros O, A y C respectivamente, en su título.

4) En los tubos de la última hilera agregar 0,5 ml. de la suspensión



madre de látex, en tampón de glicina.

5) Agregar en los tubos de cada fila 0,5 ml. de las suspensiones vi­
rales problema y en las tres ultimas filas 0,5 ml. de las suspen­
siones de los antígenos 0, A y C tipos, comocontroles positivos.

6 V Agitar intensamente durante un minuto e incubar una hora y media
a 56° C. en baño de maría.

7) Centrifugar 3 minutos a 2.500 r.p.m. —

8) Leer y consignar los resultados en el protocolo.

Este tipo de prueba se realizó con los sistemas siguientes:

a) Aglutinación de partículas de látex sensibilizadas con gammaglo­
bhlina frente a los virus a tipifioar.

b) Aglutinaoión de particulas de látex sensibilizadas con los anti­
sueros aftosos frente a los virus problema.

c) Aglutinación de partículas de látex sensibilizadas con virus af­
tosos problema, frente a los antisueros aftosos.



7)_fiegultados.
Para realizar la prueba de aglutinación de partículas de látex,se proce­
dió primero a estudiar las condiciones de trabajo que dieran resultados
comparables y reproducibles.
Se efectuaron reacciones de aglutinación de partículas de látex (L.M.O,811
sensibilizadas con las gammaglobulinas de los tres tipos de sueros,fren—
te a los virus homólogos,usando comovariables,en la fase de sensibili­
zación, 1a temperatura (09,259),el pH (7,0- 8,2) y el tiempo de incubaciór
( 2,24 horas). Cuadro H9 17.
Los resultados de esas pruebas condujeron a fijar las variables en: 09C,
24 h. y pH 8,2.
En las otras condiciones de trabajo,se obtenían reacciones negativas y
algunas inespecfficas.
Estas.pruebas se realizaron también con partículas de látex de distintos
tamaños y procedencias(ver Drogas).
De todas ellas las que dieron aglutinación positiva y específica fueron
las de DowChemical Company,0,81 y las de Holter Serum Institut 0,81;op­
tamos finalmente por las L.M. 0,81, por sernos más accesible su provisión.
Unavez elegidas las partículas(L.E.0,81) y establecidas las condiciones
de trabajo(09C,24 h. y pH8,2) se procedió a titular los sueros hiper­
inmunes.
Se titularon 23 sueros hiperinmunes, contra los antígenos patrones,obte­
niendo títulos que van desde 1:80 a 12320. Cuadro N9 18.
Unavez conocidos los títulos de los sueros hiperinmunes,se los aplicó
en la tipificación de las muestras virales.
Se estudiaron 132 muestras a las que se les determinaron sus tipos(Ver
Cuadro N9 19), obteniéndose un 90%de reacciones positivas para los vi­
rus de epitelio y un 60%para los de cultivo. Sobre el total de las mues­
tras la positividad fué del 81%. Gráfico H2 lO.
En las reacciones de tipificación por particulas de látex,si se expresa
la positividad obtenida en función del título del virus, se observa que
para el virus "0", a títulos menores que 10-7’o le corresponden reaccio­

9

-8,0
1

nes positivas en el 50%de las pruebas estudiadas; entre 10
65%; con títulos 10‘7’7 a 10"8'O
100%. Gráfico N9 ll.
Para el virus "A", a títulos inferiores que 10‘

, 70%y a títulos mayores que lO el

7’0, se obtiene 40%de
positividad, que asciende al 86%para titulos comprendidosentre 10-7'O
y 10-7’6, llegando al 100%para títulos de 10‘7'7 a 10'8'0.



7,0 8,0Para el virus "C", a títulos comprendidos entre 10- y 10- , se obtu­
vo 100%de positividad.
Los antígenos usados para esta prueba(132),correspondientes a los tres
tipos de virus, tanto las muestras de epitelio lingual comolos virus
de cultivo, dieron aglutinación positiva frente a los antisueros homólo­
gos y resultados negativos frente a los antisueros heterológos lo mismo
que con los sueros controles negativo y de especificidad.
Para determinar la sensibilidad de la prueba se efectuaron reacciones de
aglutinación de particulas de látex sensibilizadas con gammaglobulinas
de los antisueros aftosos, frente a los virus homólogos,tipos. Los resul­
tados fueron obtenidos de acuerdo a la pauta detallada en el Cuadro ¿915.
Se consignan a continuación los valores encontrados:

Suero “0",N2 3 13160 Antígcno "O",N9 90 1:4
Suero "O",N9 9 1:80 Antígeno "0",N9138 1:2
Suero "O",N925 1:120 Antfgeno "O",N9 32 1:2
Suero "A",N9 4 1:100 Antfgeno "A",N9 91 1:8
Suero "A",N916 1:160 Antígeno,N9139"A" 1:4
Suero "A",N926 l: 80 Antfgeno,"A",N933 1:2
Suero "C",N911 12320 Antígeno "C",N992 1:8
Suero "C",N917 12160 Antígeno "C",N9140 1:2
Suero "C",N927 12160 Antfgeno "C",N9 34 1:4

Los titulos resultantes para los diferentes antígenos,son ligeramente
inferiores a los obtenidos por la técnica de fijación del complemento
100%H. En cuanto al de los antisueros,se obtienen valores similares a
los que da el citado metodo.
Todasestas pruebas se realizaron usando particulas de látex sensibili­
zadas con gammaglobulina y se omiten los resultados obtenidos con par­
ticulas sensibilizadas con sueros hiperinmunes y con virus aftosos, en
razón de los bajos titulos obtenidos.
Esta reacción por su especificidad y sencillez constituye un procedimien­
to que puede ser empleado comoprueba tamiz en las encuestas epidemioló­
gicas.
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CUADRO N9 l 5

PIOÍQCOÍÍHCIÓI!dq las pruebas de aglutinacio'n de partículas ú
de latensensnblllzadas con gamma globuIina de suero "C"

. MMCmnn«’a amma hbmmat' "
Ánhgenos ' g g 'p° C m

¡:5 ¡no ¡220 I'LO Izao ¡46012320 róhOIflïflutlíóa

g, Ó* fiÓÓQÓÓQQQÓQÓÓÓOÓOÓÓ'OQQ 4 _ _

é otoouóf+q+vuonnou+H. _ _ _
S ,38 lili HM #áti'QfOQ'OG-OOQÓQórt‘o“o - _ _

-5 vé 8 A . v*-' I: - - — — - - - - _ _E ga:
8 2.-; l=|6 -' - - - — — — - — —gg.?|232-——-__-___"v =- .
3 <z Y . . 4 o 4 . , ,3 w.---------í­
“El Angïgf‘if'm&++Nnunuu++e 4+ — — _ _Ilu.” .. r 3

An‘tfgeno‘A‘W‘ ;32,35?!“' ’ ' " ' ' ‘
.‘I Antígcno'O'l't) a
3"“ epitelio ' ‘ " - _ - ’ ’ “­
:EÍAA‘ÏÏWLÏWÉQ — - - _ - _o_'_Mama, j A 1 A i
U ,5 Antigeno‘C‘m Suero normal de cobayo(control negativo)

n eNhHo —‘— 1- í- _ _ _ - L- L­

,6 Antigepo’í‘a) Suero antirrábico equino(control especificidad) 1“’ WN ‘l-l-l-i-i-J-I-f-l­

Referencias:
(l) Gammaglobulina de suero hiperinmune "C",N9 27,el

diluyente fué tampónde glicina.
(2) Antigeno "C",N9 34.
(3) Se denominaantígeno en la dilución 1:1,al sobre­

nadante de la extracción en solución fisiológica,
del triturado de epitelio lingual, en relación 1:5
o a los sobrenadantes de los cultivos en medio Fren­
kel y en B.H.K.

(4) Se usaron,loe antígenos,en sus titulos,cuando se
conocían o en la dilución 1:2.

(5) El antígeno se usó en la dilución 1:2.



CUADRO N916

Ïípificación devirus aftosa por
la prueba de aglufinación del latex

fi Antigenosm7:13):3) :1!sz "5""
M '0'1200‘i‘l: flan - tados

s. I mou ALE. “6* - -' - Virus‘O“

2Dm7Mlfi-+H+-l- Www
3 mln! LEB. - ++ - - Virus‘A‘7 L

l. msn nc. + I - - - Vims'w

5 man/9161.32 - ll - ++++ - Vim‘í
6 mzah A.C.F. - í- ++ - Virus‘C"

7 ¡"li/filma) - - +++ A; Virus'C“
I - s“

8 “Manwflni - 1 - I - ‘hm0"
Controles (a)

9 m '35." wn]

¡ü ¡o - la“ - í ­
ono'C"'

ñnESR ­
n M itió

Referencias:
(1) Antígenos de distintos tipos usados en la

dilución 1:1.
(2) Antisucros aftosos hiporinmunés en la di­

lución correspondiente a sus títulos.
(5) Se usan los antígenos "O", "A", "C", en

sus respectivos títulos(antïgcnos patrmnesl



¿MMEL

Pgdouio correspondientea las rachas de aglutina­
‘ adn de partículasde láfch. “Lansitüiudas con
1 Mahmfismmaflosmnfpncio’nddpfl,
1 ra y del tiempo de incubauo'un la fase
‘ ' dc ’ 'Iizacidn

5!
Ruíproca de_las diluciones_de íamma slo­. \ bulinadc ontlsueroaftosa flpo' " (1)

Masnou) pHiai‘m‘TW 5 ¡o 20 00‘00‘150‘320 6401290250070 ' ' ' ' ' ' ' ' ' '' ' u + 3 + g g -;- - - _
Antiscno' “’z _'_"‘- _ z _ - - .. ­

h _'Ï H 0+ 4+ ¡4+ u 0+ A+ 2+ 2+ t ­epitelio7° a---------­tipo'C'‘25°c¿;'»'-'.‘7"':::
u n + z o - t - - - - ­n 1 ' ' ' ' ' ' ‘ ' ‘Ï't n - + t - - - - - -‘­

nus..."no. ----_-»_«-’-_-h .4 7 “,f_tñ-.r ' ' ' ' ' '
‘ «WM 1.o ,1: : : : : : : : :i:

h"° u “1*¡'-;*-‘;“-”_H.ï:“ïït—l M - _ - - _ _ _ - _ ­

70
l a t + _ - _ - - — — ­7 Indígena flí’ -‘-'-"_“‘. .“”-‘- _ _d‘ :3 u '.'A' '.' ’.".',Á:A""epitelio7,0 a -------n--­

"WA" m 3,11: :-: : 3:02}:­
u u - _ _ _ _ _ -l_‘- _

‘ Reclwoca de las diluciones de gamma globalinn de

í suero novmoiduobnyo (contro negativo)2 - - - _ - — - - - ­

hmym u z - - - — — — -‘- -‘­
de 3*‘.'4' -.-,-L-\-n- '4cpihlio ¡o 2 3 ; 3 ; 1"!“7 ‘ '

tw m '; _ _ :7 21202€­v 24--L---Í---\-­

Referencias:
(1) Diluciones gammaglobalina de antisuero “C”,

N9 8 —suspensión látex L.M.O,31.
(2) Los antígen s usados fueron,"C",N922;“O",N959

y "A",NQ .
(3) pH 7,0 se usá solución fisiológica tamponada

con fosfatos.
pH 3,2 tampón de glicina.
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W
TITULO DE LOS SUEROS AFTOSOS HIPERINMUNES OBTENIDOS EN LA

PRUEBA DE AGLUTINACION DE PARTICULAS DE LATEX

Muestra Antisuero
N° Tipo Título (1)

l O 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 C 1:320

12 0 1:80

13 A 1:80

14 c 1:80

15 O _

16 A 1:160



17

18

19

20

21

22

23

2'4

25

26

27

28

29

3o

31

32

33

p.

0OO>C)

OQ?»

p

1:160

1:160

1:80

1:80

1:80

1:160

1:80

1:80

1:160

Referencias:

(1) Se denomina titulo del antisuero ( o de 1a gammaglobulina) a 1a.
más alta dilución del mismoque da aglutinación 4+, frente a la ma­
yor dilución del antígeno homólogo,patrón.

(2) - Los antisueros consignados con (-), corresponden a partidas no titu­
ladas por este método.



CUADRO N° la

TIPIFICACION DEL VIRUS AFTOSO POR LA PRUEBA DEL LATEX

Muestra Virus
N° Tipo Resultados

1 0 04+

2 A A4;

3 C C43­

4 o 02;
5 A A44

6 A Neé.

7 A A4+

8 C C44

9 A A34

10 o 02;
11 A A2;

12 o 04;

13 A A44

14 A A44

15 c 02;
16 o ¿04%

17 0 -¿'
18 C C4+

19 A A44

20 A A2;

21 o 04;
22 c C4;

23 o 04;

24 A A44

25 c c4;
26 o Neé.

27 C C4+



51

52

53

54­

55

56

57

58

59

60

61 o

ooooovoo

04+

04'+

424

c44­

C44

044­

044
01;
C44

43;L

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

4o

41

42

43

44

45

45

47

48

49

50

vvvo

nuVnuY

OVOVOVOVOO

vooo

00

04+

024

044

C44

044­

A44­

C44

044

.44;
Neé.
44+
c4;
4.14

c4;
Neé.
01+

A44­

04-4

Mi­

C34

C44­

.4.

+



93

94

95 N826.

02+

91

92

01+

02;
013»

02;
A45­

A44

02;
C44­

04%»

A2;

04.-;­

04-}­

A43­

C44­

89

90

87

88

83

84

85

86

81

82

78

79

80

74

75

76

77

Neé.
04+

Neé.
01+

045L

02%­

69

70

71

72

73

Neg.
04+

043­

04;
A43­

C44­

043,

C4;
C44­

A44.

68

67

66

64

65

62

63 C.



96

97

98

99

100

101

102

103

194

105
106

107
108

109

lll
112

113

114

115

117
118

119
120

121

122

123

124

125
126

127

128

129
oboobbooo>>o>o>>>boooooooopppppppo



Ï

l

\

\

13o
131

132

133

134

135

136

137

138

139

14o

141

142

143

144

QPOQPOO

QOPOOPOI

Neg.
04+

A14­

C34

Referencias:

Las muestras indicadas con ( - ) corresponden a epitelio
normal, a fluido vesicular, a linfa de bóvino y a antígenos que por no
alcanzar el material no se pudieron tipificar.



AGLUTINACION DE PARTICULAS DE COLODIO SENSMBILIZADAS

CON VIRUS AFTOSO

1) _____Intr°9229;éa

Las bases teóricas del métodode aglutinación con partícu-­
las de colodio sensibilizadas fueron establecidas por LOEB(48), quien de­
mostró, que las particulas en suspensión acuosa estaban cargadas negativa­
mente y que la máximadiferencia de potencial cataforétioo (P.D.) entre
las particulas y el liquido dispersante era aproxidamente de 70 mV. Este
alto potencial de superficie dá estabilidad a las suspensiones que flocu­
lan solamente cuando su potencial, por variación del tamaño de las parti­
culas, del pHo de la fuerza iónica, cae por debajo de su nivel crítico,
que está alrededor de los 14 mV.

CANNONy MARSHALL(49) adaptan el método de aglutinación de

particulas de colodio al sistema albúmina de huevo-anti albúmina de huevo
y estudian las variantes que rigen su aglutinaoión.

Pero es CAVELTI(50) quien, en una serie de exhaustivos tra­
bajos, analiza de una manera minuciosa, todos los factores que inciden en
el mecanismode aglutinación de las partículas de colodio sensibilizadas
con distintos antígenos.

Sus conclusiones se resumen en los siguientes puntos:

a) Debe usarse para la obtención de las suspensiones de colodio,
una solución etéreo-alcohólica de colodio de pureza que respon­
da a la Farmacopea Americana (51).

b) La precipitación de las particulas se efectúa con una solución
de agua-acetona en condiciones determinadas de temperatura, de
acuerdo al esquemadescripto en su trabajo (50).

c) La selección del tamaño de las particulas que oscila entre el
limite inferior de la visibilidad microscópica y 4-5 micras,
se logra por centrifugación selectiva.



d) Las inespecificas se evitan:

1)

2
V

V3

acuerdo a las

l)

2)

Por inactivación del suero a 56° C. durante 30 minutos, in­
mediatamente antes de su uso.

Agregandoagentes estabilizantes del tipo suero normal de
conejo, a las soluciones salinas.

Usando soluciones salinas de ClNa l,l %preparadas en agua
tridestilada, libres de iones calcio y sulfato que disminui­
rian sensiblemente el potencial cataforético del sistema
produciendo la aglutinación espontánea de las particulas.

Nosotros empleamossuspensiones de colodio obtenidas de
técnicas siguientes:

Precipitación según el método de CANNONy MARSHALL,modifi­

cado por CAVELTI.

Precipitación según las indicaciones de ARJONAy JIMENEZ
DIAZ (52).

Preferimos trabajar con las suspensiones del primer procedi­
miento, aunque más laborioso y de ajustada técnica, proporciona particulas
de diámetro más uniforme y suspensiones de mayor estabilidad.

Buscamos las condiciones óptimas en que se produce la aglu­
tinación, para el virus aftoso, estudiando la influencia de la concentra­
ción salina, la temperatura y el tiempo, tanto en la sensibilización de
las particulas comoen la prueba de aglutinación.

2) Eguipo:

a) Se emplea el instrumental descripto en el capitulo Técnica Ge­
neral.

b) Agitador eléctrico universal con reóstato para la regulación
de velocidades 1/50 H.P. Emil Gruner & Co.



3) Materigl_gg_yigrio:

Se emplea el material de
Técnica General.

4) 22622

l)

2)

3)

5) Reactizgg

vidrio descripto en el capitulo

Cloruro de sodio: Sodium Chloride, Analar, ClNa M.W. 58,45,
B.D.H.

Acetona: Acetone, Baker Analized Reagent,
58,08 J.T. BAKER.

Colodio: solución etéreo-alcohólica, Off.
Ind. Arg.

a) Soluciones salinas

l)

2)

Solución fisiológica:

ClNaooooo.....o.u.......... 8,5 g.
H20tridestilada CoSopoooool litro
Se esteriliza antes de usarla.

Solución de cloruro de sodio 1,1 %g.

OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

H20tridestilada c.s.p. ... l litro
Se esteriliza antes de usarla.

(CH3)200, M.w.

F.A.,Sintorgan,

Para todas las diluciones usa­
das en esta prueba se emplea este diluyente.

b) Solución agua-acetona:

Acetona................... l volumen
Aguatridestilada ......... 3 volúmenes

c) Antígenos:

Se usan los antígenos consignados en el capitulo
neral.

Técnica Ge­



d) Sueros:

Se usan los antisueros y los sueros controles negativos con­
signados en el capítulo Técnica General.

Ve Suspensión madre de colodio:

Para la preparación de la suspensión madre de colodio, se sigue
la técnica de CAVELTI(50), adaptada al virus aftoso por SA
FLEITAS Y VAZQUEZ SAAVEDRA (54).

f) Suspensión de colodio para la prueba:

A partir de la suspensión madre de colodio, se prepara una nue­
va suspensión, de modotal, que su concentración sea el doble
de la concentración cuya turbidez corresponda al N° 2 de la es­
cala turbidimétrica de McFARLAND(55).

32.22929

La tipificación de los virus aftosos por el procedimiento
de aglutinación de partículas de colodio, comprende:

a) Sensibilización de las partículas de colodio con antígenos af­
tosos "tipo".

b) Determinación del título óptimo de los antisueros aftosos.

o) Tipificación de los virus problemas.

a) Sensibilización de las partículas de colodio con los virus aftosos:

1) Preparar diluciones de los antígenos aftosos tipo 0, A y C
desde 1:1 hasta 1:64.

2) Mezclar iguales cantidades de las diferentes diluciones de
los antígenos con la suspensión de colodio. Preparar igua­
les mezclas con antígenos O, A y C, ya titulados, que se
los usa comocontroles.



3) Cuandolos antígenos utilizados provienen de epitelio lingual

4)

5)

de bovino (antígeno de epitelio) se agrega el correspondiente
control constituído por: suspensión de colodio sensibilizado
con suspensión de epitelio lingual normal de bovino, preparado
con las mismastécnicas utilizadas para el epitelio lingual
de bovino inoculado..

Agitar los tubos intensamente y dejar 24 horas en la heladera
a 4° C.

Las partículas así preparadas están listas para la prueba.

b) Determinación del título óptimo de los antisueros aftosos.

l)

2 V

V3

V4

V5

6)

Preparar diluciones de los antisueros aftosos O, A y C desde
1:1 hasta 122560.
nes de suero normal de cobayo y suero antirrábico equino.

Incorporar comocontroles, iguales dilucio­

Preparar gradillas con 12 filas de 10 tubos de hemólisis cada
una.

Colocar en los 10 primeros tubos de la última hilera 0,2 ml.
de la dilución del antisuero aftoso "O", 132560, continuar
con las otras diluciones hasta la dilución 1:5. 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° l a N° 7, 0,2 ml. de las
suspensiones de colodio sensibilizadas con las diferentes dilu­
ciones del antígeno "O".
En la fila N° 8, colocar 0,2 ml. de las suspensiones de colodio
sensibilizados con antígeno 0, usado comocontrol positivo.

En las filas N° 9 y 10, colocar 0,2 ml. de las suspensiones de
colodio sensibilizadas con los antígenos A y C.



7 v En las filas No ll y 12,agregar en todos los tubos, 0,2 ml. de la sus
pensión de colodio sensibilizada con el antigeno "0".

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 centrífuga refrigerg

da.

lO) Repetir esta prueba usando los sitemas Suero"A"-Antigeno "A" y Suero
"C"-Antigeno "C" .

ll) Luegode la centrifugación,se procede a la lectura: a cada tubo se lo
agita suavementepara lograr la resuspensión de las particulas.

12) Se interpreta la aglutinación de acuerdo a cuatro criterios principa­
les:

Va Presencia de aglutinación visible a simple vista,sobre fondo
negro e iluminación lateral.

Vb Apreciación de diferencias en el grado de transparencia de la
suspensión en su conjunto.

c

d
V Apreciación de la aglutinación reflejada sobre eSpeJo cóncavo.

Observación microscópica de la aglutinación entre porta y cu­
bre-objeto.

V

13) Efectuar 1a lectura utilizando el primero de estos criterios.El grado
de positividad,se expresa de acuerdo al tamaño del grumo:

+++ grumos de 1- 2 mm

++ grumos pequeños de menos de l mm.

+ "granulado fino” en el limite de la visibilidad di ­
recta.

+ granulado dificilmente visible(dudoso)

- no se observa a simple vista grumoswni granulaciones.

Fotografias N910 y ll.­



14) Se denomina "título del antisuero" la mayor dilución del mismo
que da un grado de positividad de 3+, frente a la mayor dilución
del antígeno tipo, que a su vez se denomina"título del antíge­
nO".

c) Tipificación de los virus problema.

1)

2)

V3

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

11)

Sensibilizar la suspensión de colodio, con los antígenos proble­
ma, en las condiciones ya descriptas (54).

Preparar una gradilla con una fila de cuatro tubos de hemólisis
por cada antígeno a tipificar. CuadroN9 21.

Colocar 0,2 ml. de los antisueros 0, A y C en los tubos N9 1, 2
y 3 respectivamente, en las diluciones que corresponden a sus
títulos.

Adicionar a todos los tubos 0,2 ml. de la suspensión de colodio
sensibilizada con el antígeno a tipificar.

Agregar en el tubo N° 4, 0,2 ml. de solución salina 1,1 %adicio­
nada de suero normal de conejo al l %.

Repetir estas operaciones con cada virus problema.

Incorporar al sistema, comocontrol positivo, suspensiones de co­
lodio sensibilizadas con los antígenos tipo O, A y C en los res­
pectivos títulos.

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 título del mismolo que permite comparar su poder agluti­
nante con el de los antígenos patrones.



7) Resultados:
Para realizar la prueba de aglutinación de partículas de colodio,se proce­
dió primero,a seleccionar el tipo de partículas que resultara más conve—­
niente para ese fin.­
Contal objeto se efectuaron reacciones de aglutinación con partículas de
/colodio sensibilizadas con los tres tipos de virus,frente a diluciones
crecientes de los antisueros homólogos,usando:

l) Partículas obtenidas por el método de CAVELTI(SO).
2) Partículas precipitadas según las indicaciones de ARJONAy

JIMENEZ DIAZ(52).

A su vez se estudiaron las variables temperatura\0,25 y 379G)y tiempo de
sensibilización de las partículask2 y 24 horas). CuadroN9 22.
Los resultados de esa pruebas condujeron a elegir las partículas según Ca
VELTI,paraefectuar las tipificaciones.­
Las otras partículas daban reacciones inespecíficas en algunas condicio-­
nes de trabajo y en otras reacciones negativas.­
También las partículas de CAVELTI,a25 y 319C,con tiempo de incubación de
2 y 24 horas,no daban resultados satisfactorios.
Finalmente se fijaron,como consecuencia de los resultados obtenidos,las
condiciones óptimas de sensibilización: OQCy 24 horas. Establecidas esas
variables,se efectuó la prueba de aglutinación usando comodiluyente solu­
ción de cloruro de sodio 0,85 %y 1,1 %.­
La primera de ellas daba algunas reacciones inespecíficas,no así las reac­
ciones realizadas con la segunda solución que se eligió comodiluyente de­
finitivo.­
Una vez elegido el tipo de partículas(CAVELTI) y establecidas las condicig
nes de trabaj0(09C y 24 horas),se procedió a titular los sueros hiperinmg
nes . Se analizaron por este método21 sueros,frente a antígenos patrones,
obteniendo valores que van desde 1:80 hasta 12320. Cuadro N9 23 .
Los sueros hiperinmunes en los títulos obtenidos,se usaron en la tipifica­
ción de los virus aftosos.­
Se tipificaron en total 128 muestras Virales( Cuadro N9 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 Grá­
fico N9 12 .­

Si expresamoslos resultados en función del título del virus,se observa :
-7yopara el virus "O" a títulos menores que 10 ,50 %de reacciones positi­



H — O — 6 _ ­
vas; de lO 7’ a lO 7’ , 65%; de 10 7’7 a 10 8’0 ,86% y a titulos mayores
que 10'8'0, 100%de positividad.
Para el virus "A", con titulos inferiores a 10-7’o

'7'0 a 10‘7'6, 86%; entre 10‘7’7 y 10
‘8'0, 100%de positividad.

Finalmente, para el virus "C", a títulos entre 10 a 10-7’6
títulos 10‘7'7 a 10‘8'O , 100%de positividad. Gráfica N9 13.
Todoslos antígenos utilizados, tanto los de epitelio lingual, comolos pro­

,54%de reacciones posi­
tivas; de lO -8’o, 88%y a títulos ma­
yores que lO

-7’0 ,84% y para

venientes de cultivo tipo Jrenkel y B.H.K., correspondientes a los tres tipos
de virus, dieron aglutinación positiva frente a los antisueros homólogosy
resultados negativos frente a los antisueros heterólogos y con los sueros
controles negativo y de especificidad(suero normal de cobayo y suero equino
antirrábico).
Para determinar la sensibilidad de la prueba se efectuaron reacciones de a­
glutinación de partículas de colodio sensibilizadas con los virus tipo,fren—
te a los antisueros homólogos,patrones. Los resultados fueron obtenidos de
acuerdo a la pauta detallada en el cuadro N9 20,a continuación se consignan
los valores encontrados:

Suero "0",N93 1:80 Antígeno "0",n9 90 1:32
Suero "O",N9 14 1:160 Antfgeno "0",N9138 1:16
Suero "0",n225 1:80 Antígeno "0",u932 1:32
Suero "A",N94 1:80 Antigeno "A",N99l 1:32
Suero "A",H95 1:80 Antígeno "A",fi9139 1:32
Suero "A",N926 1:80 Antígeno "A",N933 1:16
Suero "C",N911 1:160 Antigeno "C",N992 1:16
Suero "C",u917 1:80 Antígeno "C",N9140 1:32
Suero "C",N9 27 1:160 Antígeno "C",N934 1:8

Los títulos obtenidos para los diferentes antígenos,son generalmente superio­
res a los correspondientes títulos obtenidos por la técnica de fijación del
complemento,lJ0% H.
En cuanto a los títulos de los antisueros,se obtienen valores similares a
los obtenidos con la citada técnica.
Ésta reacción,por su especificidad y sensibilidad,proporciona un instrumento
eficaz para la tipificación de los virus aftosos.
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CUADRO N9 20

Protocolizacio'n de las pruebas de aglutinacio'n
de colodio sensibvlizado con antígenos affosos.

frente a sus antisueros homologos.

. ‘Dnlunonesdt! anhsucro affoso tipo’O‘ (1)
Anhgenos
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Referencias:
(1)

(2)

(3)

(4)

Suero de cobayo hiperinmunizado,tipo "O" N9 2,el
diluyente fué solución salina 1,1 %.
Antígeno "O" N9 108. Se llama antígeno en la dilu­
ción l:l,al sobrenadante de la extracción en solu­
ción fisiológica del triturado de epitelio lingual
en la relación 1:5 o a los sobrenadantes de los cu;
tivos en medio Frenkel y en cultivo de células re­
nales.

Para sensibilizar la suspensión de colodio se em—­
pleala dilución óptima del antigeno(título del an­
tígeno),cuando esta se conoce o en su defecto,la
dilución denominada 1:1. Antígeno ¿'A" N9 119 y "C"
N9 105.

Se'emplea la dilución del antígeno denominada1:1 .



CUADRO N9 21

Tipificacion de virus aftosa por la prueba de
aglutinacmn de colodio

22':Autumn» 43‘.“.°‘:ïf:.“¡‘.'.°..'. "'21?"

l masofnnkcl ++ - - — Virqs‘b"

2 mlóll MC. — +++ — — Virus'A"

3 mlGOlH.C.R.L.+++ - - - Virus’O"

L mal. Frenkel - - + + — Virus'C'

5 num MR - — '+++ — Virus’C’

6 ¡11226 Frenkol — - — — Negativo

7 ¡"2522MR. - + - - Virus'A'

Controles (a)

‘Ádüuwnïwo l I
a “Mono +H'! ’ ' 2 "

Anikam'k'tipo
9 (¡Malla ’ “+7 ’ ‘

Mmmm
¡0 ülulol=6lo ‘ ’ +++ ’

Referencias:
(1) Antígenos de distintos tipos usados en la dilu-­

ción 1:1 .­
(2) Antisueros aftogps hiperinmunes,en la dilución co­

rrespondiente a su titulo.­
(3) Se usan comocontroles los antígenos "0","A" y

"C"-tipos en sus respectivos títulos.­
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CUADRO N922
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Referencias:
(l)

(2 )

(3)

(4 V

i
Suero de cobayo hiperinmunizado,tipo "A" N9 26(título l:80);el
diluyente fué solución salina 1,1%,tambiénpara los antígenos.
Las diluciones que se consignan se refieren a las diluciones
iniciales,antes de mezclarlas con las diluciones de antígenos.
El volumen total de las mezclas en cada tubo fué de 0,4 ml.(0;
m1. de dilución del antisuero + 0,2 m1. de dilución antígeno­
colodio).

Los antígenos usados fueron,"A" N9 l9,"0" N9 21 y "C" N925 .

La misma prueba se efectuó a 0,25 y 379G de temperatura y de­
jando 2 y 24 horas para la sensibilización de las partículas.

Control de la suspensión de colodio,contiene 0,2 m1 de suspeg
sión de colodio + 0,2 ml. de solución salina 1,1 %adiciona-­
da de suero normal de conejo o de oobayo al 1%
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Referencias:

<9 C?

(l) Positivo(+),sector proporcional al de positividad.
Negativo(—),sector proporcional al ïa'de negatividad.

(2) Para el virus "C" no se tipificaron muestras con esostítulos.



CUADRO N°23

TITULO DE LOS SUEROS AFTOSOS HIPERINMUNES OBTENIDOS EN LA

PRUEBA DE AGLUTINACION DE PARTICULAS DE COLODIO

Muestra. Antisuero _
N° Tipo “Titulo (1)

1 O 1:160

2 O 12160

3 0 1:80

4. A 1:80

5 A 1:80

6 c - (2)

7 C 1:160

8 C 13160

9 0 ­

10 A 13320

ll C 13160

12 0 1:80

13 A 1:80

14 C 1:160

15 0 "

16 A '

17 C 1:80



18 0 ­

19 A _

20 C _

21 A ­

22 0 1:80

23 o _

24 C 1:320

25 0 1:80

26 A 1:80

27 C 1:160

28 0 ­

29 A _

30 C _

31 O 1:80

32 A 1:80

33 cs; 1:320

_ Rgferencias:

(l) - Titulo del antisuero es la mayor dilución del mismoque da un
grado de positividad de 3+ frente a la mayordilución del antí­
geno homólogo, patrón.

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



W
TIPIFICACION DEL VIRUS AFTOSO POR LA PRUEBA DEL COLODIO

Muestra Virus
N° Tipo Resultados

1 0 03+

2 A A3;

3 C C3;

4 0 014­

5 A 1L34­

6 A A
7 A A2+

e c C3;

9 A A2;

10 o 01%

11 A A3;

12 o 03;

13 A A3;

14 A A3;

15 c cz;
16 -o 1:93;­

17 o oi;
18 c C3;

19 A A3;

20 A ¡unL

21 o 034

22 c C2;

23 o "03;

24 A A3;

25 C C3;

26 o o j
27 c 03+



61

Neé;

C3+

60

59

58

57

56

54

55

51

52

'53

ooooovoo

03+

03+

03+

03+

4.
...

03+

03+

13+.

47

4a

49

50

Neé.
02+

A3+

03+

A3+

02+

C34­n;

39

4o

41

42

43

44

45

46

Neé.
A3+

C3;

38 ¿1+
37

34

35

36

C34.

03-]­

A34­

03+
02+

5,44­

33

29

30

31

32

03+

28 03+



93

94

95 00­

02+

Neé.

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 nuv.nunuw.nununuv.V.nynununununuv.nununynuwwnunununuw.nununu.U

03+

C3;­

034­

03%»

A34.

C3;

03-}­

C3;
C3;
A2;

Neé.

Neg.
03+
01;

Neé.
03+
02;

02+

C2'+

03;­
n;
A33­

02'+

03}­

01'+

Neé,
03+

03;
A33­

C35­



96

97

98

99

100

101

102

103

104

- 105

106

107

108

109
110

112

113

114

115

117
118

119
120

121

122

123

124

125

126

127

128

129 o»oobbooobbo>o>>>>oooooooopppppppo



13o

131

132

133

134

135

136

137

138

139

14o

141

142

143

144

OboCbOQ

OQPO'Q>O|

Neg.

03+

02%

Referencias:

Las muestras indicadas con( -- ) corresponden a epitelio
normal a fluido vesicular y a antígenóa que por no alcanzar el material,
no se pudieron tipificar.
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Resultados generales:

En nuestro trabajo estudiamos las distintas técnicas empleadas en 1a ti­
pificación del virus aftoso,desde dos puntos de vista: l) especificidad
2) Sensibilidad.- '

l) Desdeel punto de vista de la especificidad,todas las reacciones
empleadas,excepto las de hemoaglutinación,se mostraron completa­
mente especificas,en todas las diluciones del antígeno y el an­
tisuero.

2) Al comparar la sensibilidad de las reacciones empleadas en la ti
tulación de los antisueros y virus patrones,se observo que:

a) Con la técnica de fijación del complemento 100%H se en ­
contraron,para los antisueros,títulos desde 1:80 hasta
1:400; para los virus correspondieron titulos de 1:5 a
1:20.­

b Con la prueba de fijación del complemento 50%H.,las reagv

ciones se muestran positivas en diluciones de 1:400 a 1:
1:3200 para los antisueros y de 1:40 a l:l60,para los vi
rus patrones.

V
c Las pruebad de aglutinación de partículas sensibilizadas

con látex,dan para los sueros hiperinmunes,titulos desde
1:80 hasta 1:320 y para los virus patrones 1:2 a 1:8 .

pu V
Conpartículas de colodio sensibilizadas se obtienen para
los antisueros títulos desde 1:80 hasta 1:160 y para los
virus 1:8 a 1:32.

V
e Los métodos de difusión en agar,mostraron ser específicos,

pero los titulos cue dan óptima precipitación oscilan en­
tre 1:1 y 1:64.- El virus,en todos los oasos,debe tener al
to título infectante(D.I.50) o en su defecto ser concentra
do por alguno de los métodos descriptos.

f
V En las pruebas de hemoaglutinación,no se pudo demostrar,

dentro de nuestras condiciones de trabajo,ningún tipo de
precipitación.­

El Cuadro N9 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 1a comparación de estos métodos se desprende que la mayor positividad
porcentua1,se obtiene con el método de fijación del complemento 100%H,



paralosvirusdeepitelioyconlatécnicadel50%Hparalosvirusde

cultivo.­
Laspruebasdeaglutinacióndeparticulasdelátexsensibilizadas,da90%
depositividadparalosvirusdeepitelio,mostrandounabuenacorrelación

conelmétodoclásicodefijacióndelcomplemento.
Lastécnicasconcolodiosensibilizado,ofrecemenorpositividadporcen—­

tualquelapruebadellátexparalosvirusdeepitelio,noasíconlos
decultivo,enlosqueseobserva,ungradodepositividadsimilaralosde

latécnicadefijacióndelcomplementolOO%H..­
Ladifusiónenagarda,tantoconlosvirusdeepiteliocomoconlodecul

tivo,porcentajesacentuadamentemenoresdereaccionespositivasquecon
lastécnicasclásicas.

Resultadosdelatipificwóndelvirusaftuo

Virus'A"

Virus'C‘

Virul’Á“

Vin;’C'

NM

Virus'A"
Vím‘C"

VirusMm
dellíth

Vius‘A'
Virus'C*

Vlm‘A"
Virus'C"



Si analizamos estadísticamente los resultados obtenidos para cada método,
en comparación con los de la técnica de fijación del complemento 100 %H,

. . . 2aplicando el criterio de (1,c) de Pearson,resulta:

Virus tipo "0"

Métodos que Virus de epiBelio Virus de cultivose comparan ( x c) ¡o

100 % H - 50 % H 0,0138 0,1634

100 % H - Látex 2,9865 4,1551
100 % H - Colodio 2,5248 1,2884

100 % H - Dif.Agar 5,1258 0,0000

Virus tipo "A"

100 fl - 50 % H 0,0050 0,3126
100 7€- Látex 0,0708 1,4540
100 %- Colodio 2,6555 0,1036
100 %- Dif.Agar 4,8907 1,8843

Virus tipo "C"

100 % H - 50 % H 0,0175 0,4129

100 % H - Látex 0,5178 0,0124
100 % H - Colodio 2,0804 0,1750
100 % H - Dif.Agar 11,2176 0,1750

Se han tomado comovalores de (L c)2 con diferencias significativas
aquellos que excedieron el valor 3,8410,correspondientes a un nivel
del 5 w,para un grado de libertad. Comodiferencias mu! signifisaï;
¿Engos valores de ( Z c)2 que excedieron el valor 6,6350 para un ni
vel del 1%y un grado de libertad.
Se han tomado comovalores de ( Xc)2 sin diferencias significativas
los menores de 3,8410 para un nivel mayor del 5 %y un grado de li­
bertad.



CONCLUSIONES

l) Las pruebas de fijación del complementoson las que,porcentua1mente,

2)

3)

4
V

dan mayornúmerode reacciones positivas,en 1a tipificación de los
virus aftosos. Conla técnica del 50 %de H. se obtiene una sensibili
dad superior a la de cualquiera de los otros métodos,tanto en 1a ti­
tulación de los antisueros comoen la de los virus.
Tienen,comoúnica limitación,ser técnicas que exigen un riguroso "me_
dus operandi",especia1mente la del 50 %H cuyo empleo se encuentra
limitado a las tareas de investigación.

Las‘pruebas de aglutinación de particulas de látex y de colodio sen­
sibilizadas son promisorias comoun procedimiento rápido y sencillo,
facil de adaptar a las tareas de rutina y adecuado comoprueba tamiz
en las encuestas epidemiológicas. Ofrecen una positividad y sensibilj
dad,comparables a las de 1a técnica clásica de fijación del compleme;
to 100 % H.

Las pruebas de difusión en agar,proporcionan una buena especificidad;
su empleono es adecuado para la tipificación de los virus aftosos,
por requerir la concentración previa de los virus y un tiempo de -­
reacción 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.­

Deacuerdo al cálculo estadístico el valor de k Z,c)2 indica dife­
rencias significativas entre el métodode fijación del complemento
luO %H. y la prueba de difusión en agar;también entre la técnica
del luO %de H. y la del látex,para el virus tipo "O" de cultivo,en
los demáscasos,los valores de ( Z c)2 no muestran diferencias sig
nificativas.
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