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INTRODUCCION

El virus Encefalitis de San Luis (SLE), fue aislado por primera vez en San - 

Luis, pueblo de Missouri en los Estados Unidos de Norteamérica en 1933 como- 

agente causal de una epidemia de ENCEFALITIS en humanos. Desde entonces, has 

ta ahora, se lo ha aislado en múltiples ocasiones como causal de diferentes- 

EPI DEMIAS en humanos, que siempre se restringen al continente americano, es­

pecialmente a Estados Unidos en donde, el virus, está ocupando el vacío deja 

do por una enfermedad ya controlada (1), la POLIOMIELITIS 0 PARALISIS INFAN­

TIL.

Es un virus que tiene mucha importancia desde el punto de vista de la Salud- 

Pública, porque cuando altera el Sistema Nervioso Central, puede provocar la 

muerte o dejar secuelas psíquicas o motoras. No hay vadunas adquiribles co— 

mercialmente para uso humano y sabemos que el virus de San Luis (SLE)i> tam— 

bién afecta a nuestro país como lo demuestran ENCUESTAS SEROLOGICAS realiza­

das en humanos (2) y animales (3)» comprometiendo a nuestro territorio en to 

da su extensión (4).

En el Partido de TANDIL, Provincia de Bs.As.(Buenos Aires), se ha dempstrado 

a través de RASTREO SEROEPIDEMIOLOGICO, de que este virus es activq, también 

ahora, como lo revelan las encuestas serológicas realizadas en humanois (5) y 

(6), bovinos (7) (8)y (9) y en equinos (10) (11) y (12).

El virus, si bien afecta al hombre, la mayor parte de las veces produce in— 

fecciones asintomáticas o simplemente cuadros gripales (13), aunque en Esta­

dos Unidos aparecen anualmente brotes de encefalitis epidémipas, de carácter 

rural, semiurbano o urbano; eri nuestro país se lo ha aislado de pacientes, — 

correspondientes a EPIDEMIAS de FIEBRE HEMORRAGICA ARGENTINA (FUA) que no — 

han tenido CONVERSION SEROLOGICA oara VIRUS JUNIN (14) (15) y (16) y que han 

cursado con FIEBRES LEUCOPENICAS, similares a las que produce el virus Junín 

Otras veces han aparecido anticuerpos (AC) en niños qué cursaron su enferme­

dad como DIARREAS ESTIVALES, muchas de las cuales dejaron SECUELAS SICOSSOTO- 

RAS (17) (18) (19), o siguiendo a síndromes de encefalitis asépticas en adul. 

tos (20). De cualquier forma los estudios hasta ahora mencionados, máis otros 

correspondientes a las Provincias de Córdoba (21) en poblaciones humanas y — 

en Tucumán en animales (22), no dejan lugar á duda, sobre la amplia difusión 

en infecciones humanas y de animales domésticos iradas en nuestro país,

desde 1963 (2), hasta la fecha.

Aunque no sepamos si en nuestro caso los animales domésticos solo replresen— 

tan una herramienta para detectar la presencia del virus en la naturaleza o- 

si eventualmente podrían producir enfermedad ,0 EPIZOOTIAS, ya que si bien no 

/ A
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se han descripto en nuestro medio, animales cuyas patologías infecciosas res 

pondan a esta etiología. Se sabe que las cepas aisladas en el Hemisferio Ñor 

te son capaces de infectar equinos experimental y naturalmente (2¿^) y que — 

desde el punto de vista EPIDEMIOLOGICO (2¿.) (25) (2ó) tienen un ciclo natu— 

ral donde intervienen pájaros y mosquitos. Mientras que en nuestro, Hemisfe— 

rio Sur, los pájaros no parecen estar comprometidos en la cadena epidemioló­

gica, sino que intervienen pequeños roedores silvestres, lo¡que hace a dife­

rencias genéticas y patológicas del virus, y dan las bases para una clasifi­

cación (27) (28) (29) • Estas variaciones pueden medirse con marcadores bio­

lógicos, siendo el más usado, los ratones de 21 días de edad, para los estu­

dios comparativos de VIRULENCIA, en donde la infección es letal papa las ce­

pas de SLE aisladas del Hemisferio Norte, mientras que! para alguna$ cepas — 

del Hemisferio Sur no son tan patógenas para los huéspedes de esta edad, ino 

culados por VIA INTRAPERITONEAL (IP). Además de estas: variaciones REGIONALES 

las cepas tienen distintos comportamientos según se tríate de un huésped defi 

nitivo u ocasional (caballo u hombre) o si se trata dé un reservorpo (pájaro 

o ratón) (1) (30). En el primer caso (10), hay viremias de alta magnitud lúe 

go de la infección seguida de la invasión al Sistema Nervioso Central pudién 

dose observar SIGNOS y SINTOMAS de la infección. En el segundo caso Í20) hay 

viremia, sin correlación entre signos y síntomas que generalmente rio existen 

Los signos y síntomas producidos por este virus son los correspondientes a — 

una MENINO-ENCEFALITIS ASEPTICA, con dolor de cabeza, nauseas, vómitos y. fo 

tofobia, leucositosis en líquido Céfalo Raquídeo (LCr) hay un lento período- 

de exaltación nerviosa y convulsiones cuando' se compromete el ceretjrQ y pos­

teriormente llega un período llamado LETARGICO, en el cual sobreviene la -----  

muerte o bien la curación cuando desciende la fiebre; dejando secuelas del — 

tipo nervioso (neurológicas) y deterioro de la personalidad,en sobrieVivien — 

tes, sobre todo en individuos de edad avanzada.

En niños se han descripto lesiones oftálmicas como secuelas post—infección —

(30) « La prognosis, depende, de la edad del paciente, estado nutriciónal, — 

precocidad con que se haya hecho el diagnóstico, etc.EÍ tratamiento es siem­

pre sintomático.

El virus SLE está relacionado al virus Fiebre Amarilla, Dengue, entre otros.— 

Conocidos como ARBOVIRUS GRUPO-B de la clasificación ANTIGENICA de CASALS(l)

(31) - Esta" clasificación es sumamente útil desde el purito de vista INMUNOLO 

GTCO, se hizo en base a pruebas SÉROLOGICAS CLASICAS DE INHIBICION EE LA HE 

MOAGLUTINACION (iH); FIJACIONES EE COMPLEMENTO NEUTRALIZACIÓN VIRAL- 

(NT).



En la actualidad hay registrados más de 60 de estos virus antigénióamente - 

relacionados, pertenecientes a los ARBOVIRUS GRUPO-B; que al ser estudiados 

en BASES FISICO-QUIMICAS fueron TAXONOMICAMENTE registrados como el QENERO- 

FLAVI-VIRUS (Flavi = amarillo, pues Fiebre Amarilla encabeza el género), de 

la familia TOGAVIRIDAE. Hoy el género se ha hecho tan grande y difiere tan­

to de los otros géneros que integran la familia especialmente de las ALFA - 

VIRUS Y RUBIVIRUS, que han sido postulados como integrantes de una nueva fa 

mi lia que llevará el nombre de FLAVIVIRIDAE.

Los FLAVIVIRUS Y ALFAVIRUS, se caracterizan desde el punto de vista filOLOGI 

CO, por ser transmitidos por artrópodos, en su mayoría mosquitos y garrapa­

tas (32) y en general todos aquellos virus transmitidos por mosquitos como— 

el virus SLE, tienen la propiedad de reproducir experijpentalmente no solo — 

en mosquitos inoculados en el laboratorio sino también en líneas celulares— 

primarias y continuas, de mosquitos mantenidos "in vitto" (33) y (34).

Este virus desde el punto de vista bioquímico se caracteriza por tener un — 

núcleo de RNA de cadena simple (35), tener simetría cúbica y ser sensible a 

los SOLVENTES LIPIDIOOS, como éter o dexosicolato de sodio, etc.(36), ade— 

más de tener una cubierta o manto lipídico, de allí el nombre de la familia 

(manto = toga) TOGAVIRIDAE.

El hombre, generalmente se infecta al ser picado por mpsquitos de diferen— 

tes especies, de acuerdo al molde urbano o rural de la epidemia, en nuestro 

país ha sido recuperado de mosquitos del género CULEX, que a su vez han de­

mostrado ser buenos transmisores del virus ekperimentálmenté (37). En sínte 

sis el virus SLE ha sido aislado de numerosas especies de animales superio­

res e inferiores como los artrópodos, y han demostrado tener anticqerpos, -i— 

(AC) contra el mismo: aves domésticas y silvestT' ?qüinos (caballo^ y as­

nos), osos, arces, bovinos, ovinos, cabras? muías; se ha detectado la trans 

misión TRANSOVARICA de los AC inhibidores de la hemoag*Lutináción  A$ pi) en- 

pollos (38). Los primeros aislamientos de 3LjEi en nuestro país se hicieron1— 

en la Provincia de Buenos Aires, Partido de Cfaacabuco? en 1$63, ello¿ fue-:— 

ron: virus SLE cepa BEL y'virus SLE cepa VJL1; de pacientes supuestamente a— 

fectados de fiebre hemorrágica argentina (15).

Más tarde SLE, fue aislado en vania-s ocasiones en las, provincias dé Santa — 

Fe y Córdoba.

Es sabido que los miembros de la familia TOGAVIRIDAE replican bien en culti^ 

vo de tejidos (CT) y SLE, también lo hace (39), produce acción CITÚPATOGENI 

CA (CP) en riñón de criceto y pollo, da claras placas*  ¡en células dé tiñón — 

de pato bajo agar y en células BI£K bajo metil celulosa (40) (41). Taiibién — 



desarrolla en células de riñón de porcino, epitelioma humano (42), en líneas~ 

continuas de mosquitos (33)? en células BHK-21, en células VERO. Péro en ge­

neral, tanto para aislamiento como para estudio antigénico dpi virus, se ha- 

usado un animal experimental, el RATON RECIEN NACIDO (44) y (45). En este — 

huésped se reproduce el virus en cantidad suficiente para poder poner en evi 

dencia una de las características más sobresalientes de este agente patógeno 

que es el de ser AGLUTINANTE frente a glóbulos rojos (GR) de ganso y de po— 

Hito recién nacido, dicha reacción es totalmente dependiente de PH y tempe­

ratura (T°). La hemoaglutinación (HA) es de incuestionable valor pata la se- 

rología (44). Siendo la INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION (lH) una técnica - 

sensible y fácil de realizar en cualquier laboratorio diagnóstico, y conside 

rando que los AC IH aparecen rápido y se mantienen por un tiempo prudencial— 

tanto en el hombre como en los animales domésticos, ésta es la técnica de —- 

predilección para detectar infecciones.

Es necesario, entonces tratándose de un virus ENIEMICO de nuestro país que — 

dispongamos de ANTIGENOS (Ag) HA, que sean producidos a bajo costo, sin ries 

go de infección pues los AG HA para serología, que se usan en la actualidad, 

se obtienen a partir de cerebro de ratón lactante (0—3 días de edad), que ha 

sido inoculado por vía intracerebral (IC), los cuales son tratados qon SUCRO 

SA-ACETONA (AG clásico) (44).

También pueden obtenerse buenos Ag HA usando ratones adultos SARCOMATOSOS — 

(¿6) ó CARCINOMATOSOS (47) que reciben inoculación por vía IP.

Hay antecedentes que indican que se puede obtener Ag HA|, del virus S|LE¡, a — 

partir de suero de criceto infectado (48), en líneas celulares primarias -----

(49) o continuas (50). Hasta ahora todos los Ag HA que.se han elaboradlo son­

inoculando animales que producen altos riesgos de infección para los! trabaja 

dores de laboratorio y altos costos de producción, derivados del mantenimien 

too compra de líneas celulares y medios de cultivos especiales, o bien de - 

animales para inocular. Además los Ag habitualmente usados contienen virus - 

vivo infectante, lo que constituye un riesgo incluso, para el que realiza -r— 

las reacciones serológicas.

ES EL OBJETIVO de este trabajo,realizar un Ag HA del virus SLE, a bapo costo 

sin manipular animales infectados, con técnicas simples al alcance dé nues^— 

tros laboratorios, que pueda ser usado sin riesgo de infección en prüebas se 

rológicas. El mismo tendrá que reunir las condiciones requeridas para apro— 

bar un CONTROL E£ CALIDAD es decir: ser INOCUO, ESPECIFICO, SENSIBLE y ESTA-

RLE por lo menos a T° de refrigeración (4*^) por un tiejnpo prudencial.

LA INOCUIDAD; Será medida por la falta de capacidad de infectar ratones ino—
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.ciliados por vía IC e IP.

LA ESPECIFICIDAD: por la IH de 4—8 unidades hemoaglut i rentes (UHA) de este Ag 

por sueros experimentales de referencia (SEC) para grupo B y/o encefalitis de 

SLE y no INHIBICION por controles de sueros provenienteis de igual espacie ani 

mal obtenidos con virus no relacionados, o sueros de animaleá sanos (SCN).

LA SENSIBILIDAD: por la comparación de títulos IH (INHIBIDORES EE HEMOAGLÜTI- 

NACION) en sueros homólogos del Ag obtenido con el usado clásicamente (Ag SA— 

en c.r.i.)

LA ESTABILIDAD: por la conservación del título HA a lo largo de un tiempo pru 

dencial y frente a los diferentes tipos de manipulación como por ejemplo la — 

INACTIVACION. Para abaratar costos, se usaron suspensiones celulares de fácil 

obtención, como medio de cultivo, suero puro diluido de la especie 4 la cual— 

procedían las células y amortiguadores de fosfatos.
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MATERIAL Y METODOS

Nómina de materiales usados en esta Tesis

a ) . Semi lia

1. Ant i geno sucrosa-acetona control en ratón.

2. Inóculo para cada tubo de cultivo.

3. Sueros controles de SLE (sueros experimentales -SE-).

b) . Células a usar según origen:

1. equinas (plaquetas, glóbulos rojos (GR), glóbulos blancps (GB)

2. bovinas (plaquetas,.GR, GBzglándulas salivales de feto, glándulas mama-----

rias)

3. murinas (normales= de ratón recién nacido (rrn), cerebro de ratón 0-3 —

días y macerado de embriones a término;

patológicas= sarcoma 180#TG)

Medios para suspensión de células

1. Solución de fosfato pH 6, 7, 8 y 9*

2. Suero puro de la especie celular correspondiente inactiyado a 56°C por —

30 minutos

3. Suero diluido 10% pH 6, 7, 8 y 9-

4. Fluido ascético puro y diluido 5%.Leche pura y diluida.

Indicador^ Rojo fenol

Amortiguador- Tris y solución tampón de acetato

Ant ibióticos= Penicilina, estreptomicina, micostatina o qnfotericina 

Condiciones de cultivo

. pH empleados: 6, 7? 8 y 9-

, temperatura (T°) de incubación: 4? 24, y*  37 °C

. Tiempo de duración de cada experimento: 10 días.

Pruebas a someter a las diferentes muestras

Cada muestra fue tratada como un antígeno. Los procedimientos obligados fueron: 

. centrifugación a 1000 rpm para hacer límpida la muestra

. doble lavado con acetona y posterior secado en bomba de vacío.

En caso de obtener resultados positivos por los dos métodos anteriores, pero — 

con antígenos difíciles de inhibir (duros) se Aplicará:

. sonicación.

. cromatografía de absorción en tandas de diferentes molaridadés de fosfatos. 

Esto se efectuará con intenciones de parcelar el vi a y luego purificar las — 

partículas hemoaglutinantes.

En caso de no ser necesaria la sonicaciÓn y cromatografía), el Ag HA dé SLE obte 

nido será sometido a las siguientes pruebas de inactivación vital:
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. con Bet ¿i propiolactona.

. con formol.

. con calor, autoclavado.

. hipoclorito de sodio,

A cada uno de los antígenos (Ag) así obtenidos se les probará si soil HA o no 

por medio de HA directa en microtécnica, en policubetas, de poliestireno fren 

te a 8 diferentes pH, frente a GR de ganso lavados y suspendidos al 10% en - 

DGV (Medio de Dextrosa-Gelatina-Veronal).

Cuando algunos de los antígenos resulte HA se lo enfrentará a los sderos ex­

perimentales del mismo virus.

En las pruebas se incluirá un control del sistema que será el Ag de SLE cepa 

Bel que tiene probada hemoaglutipación.

-A los antígenos (Ag) que resultaran HA y no perdieran su tituló for —— 

inactivación se los inoculará por vía IP e IC a ratones blancos (pruebas de- 

infectividad)

-A todos los animales que fuesen usados como donantés de células se les— 

hicieron pruebas serológicas (IH, FC) contra el antígehp HA SLE cepa BEL, — 

realizado por el método SA del pasaje n° 11-12 con el fin de determinar que— 

fueran sero-negativos para este virus.

Prueba a someter a todos los antígenos obtenidos:

Hemoaglutinación por microtécnica (Clarke y Casals) y modificada (Shppe) (44) 

Soluciones necesarias:

. Solución tamponada de fosfatos más solución tamponada borato—salina

( RAG'S) = para diluir el Ag

, Soluciones de fosfatos de diferentes pH: desde 5,8 a 7,2 (5,8-6; 0,2-6,4;—

6,6-6,8; 7-7,2) (vad's)

.GR de ganso diluido a la concentración requerida.

Hemoaglutinación en microténnica

Materiales usados: microplacas comerciales plásticas con 96 pocilios fondo — 

en U, microdiluidores de 0,05 c.c. y pipetas de vidrio, también de 0^0$ c.c.— 

de goteo continuo.

Glóbulos rojos de ganso: se obtuvieron por sangría parcial de un gartso, de — 

la vena marginal del ala, con alcohol y algodón se desinfectó la zona usando 

jeringa y aguja estéril. Se usó 1,5 c.c. ACD por cada 8a5 c.c. de sangre (an 

ticoagulante ACD -Acido cítrico-Dextrosa)

.Se colocó la sangre con anticoagulante en el homogeneifcador durante 4 horas 

.Las células se lavaron por centrifugación a 1500 rpm. durante 15 minutos.

.Se descartó plasma más ACD y luego se le hicieron 4 lavados con sol.de DGV—

sol.de


centrifugando 15 minutos a 1500 rpm. ,

el primer lavado se usó 2,5 volúmenes de DGV por cada volumen, de sangre 

El sobrenadante fue descartado. El ultimo lavado se hizo len tubos de centrí- 

fuga graduados durante 15 minutos a 1500 rpm. Basados en este precipitado se 

suspendieron las células al 10% qn DGV.

.Se impidió la multiplicación de gérmenes, posible de ocurrir, pbr causa de­

contaminaciones durante el manipuleo, añadiendo a esta suspensión de glóbu-— 

los,mertiolato, para obtener una concentración final de 1:10000. Para esto - 

se pesó polvo de merthiolate y se hizo una suspensión 1:100 en spluciÓn fit— 

siológica (SF) estéril. De esta solución se añadió la proporción de 1 cc. — 

por cada 100 cc. de suspensión de GR al 10% (Mertio^ato: timerosál, mercu-----  

rial orgánico).

.Los glóbulos listos para emplear se guardaron a 4 ®C. Para usar las células 

se diluyó en la proporción 1:40 en las soluciones tamponadas de fosfatos de— 

tal manera que la concentración celular es al final 0,25% (en el pocilio dé­

la microplaca). Las diluciones se hicieron en el momento de usar, pues las — 

células podrían lisarse.

Realización de esta Tesis: Se ajustará al diseño experimental inicial:Ver Ta 

bla I.

Tabla 1 DISEÑO EXPERIMENTAL 1NTCIAL

Suspensión de células Medios de pH Tempe— TOTAL

al 10% Mantenim. rat.T° T.de C. m

Especie Clase c ,/u c/u

G.Blancos 3 medios^ 4 pH 4 3 T° 36 ¡T de C 360

Equina G.Rojos id. 6-7- 4o 24° 36 ÍT de C 360

Plaquetas id.
8-9

37° 36 T de C 360

G.Blancos id. id. iid. 36 T de C 360

G.Rojos id. id.
i

id. 36'T de C 360

Bovina Plaquetas id. id. id. 36 |[T de C 360

Gl.salival id. id. id. 36 T de C 360

Gl.mamaria id. 5 id. 60 T de C 600

Cél.fetales id. id. id. 36 T de C 360

Muriña S.N.C. (rrn) id. id. id. 36 T de C 360

Sarcoma 180 TG id. id. id. 36 JT de C 360

3 especies 11 clases Varios
1

4 pH’$ 3 T° 42p 4200

Cada tubo examinado diariamento por diez días consedutivos lo que hacen a h—

m
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mu
¿200 muestras examinadas crudas y después de tratadas con acetona (8400 exa 

minadas en total) frente a 8 pH’s y 3 diluciones a temperatura ambiente, en 

pruebas panorámicas más las que pudieran corresponder a titulaciones de -----

muestras positivas.

SEMILLA: Se usó SLE cepa Bel con 11-12 pasajes en cerebro de ratón lactante 

de 0-3 días (15) (c.r. i.) cerebro de ratón infectado.
_2

La inoculación se hizo con 0,02 c.c.por vía IC de una dilución 10 del vi­

rus en bpa que es amortiguador (amortiguadores de fosfatos pH 7,¿ más el a- 

gregado de 0,75% de albúmina bovina) (45).

Entre el tercer y cuarto día post inoculación se cosecharon los cerebros de 

los animales enfermos, se hizo un macerado al 20% siempre*  en el mismo amor­

tiguador, se centrifugó a 1500-2000 rpm durante 5-10 minutos y al sobreña—i- 

dante (es lo que podemos decir nuestro elemento de trabajo) se lo fraccionó 

en ampollas de lee. y se lo congeló a —70*0.

1 -ANTIGENO CONTROL HA: sucrosa-acetona con parte de los cerebros (c.r.i. )- 

del pasaje 11 y 12 se hizo Ag sucrosa—acetona siguiendo las técnicas clási­

cas de arbovirología de Clarke y Cassals (44) que consisten en:

. descerebrar los ratones,

. suspender en 4 volúmenes de sacarosa al 8,5%»

. homogeneizarlos en licuadora pequeña,

. lavar el homogeneizado con 20 volúmenes de acetona fría: en el p¡rimer lar­

vado el homogeneizado fue goteadó sobpe lá acetona fría (4°C) y ¡reducido a 

polvillo. Se descartó esa acetona fría y se r .eron los 20 volúmenes de-r 

jándolos actuar durante una hora¿

. descartar la acetona,

. dejar secar en bomba de vacío,

. hidratar con 0,4 volúmenes de solución fisiológica (CINa 9%o eh agua des­

tilada estéril) por cada volúmen de homogeneizado, inicial.

. dejar una noche,

. centrifugar a 5000 rpm durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante es el —r- 

Ag HA.

Se obtuvo así del pasaje Nro.- 11 de SLE cepa Bel un antígeno cuyo título — 

fue de 1/1280 con un óptimo de PH 6,5. Qel pasaje Nro.12 el título del Ag - 

fue de 1/640 con un óptimo eh pH 6,6.
-2

2 -INOCULO: con parte de los c.r.i. se hizo una suspensión de virus 10 en 

bpa y de esta, se sembró^por cada tubozl cc.en toda^ las experiencias.
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■mu
SUEROS CON'TROLES IXMUNES: Con la semilla inicial y l'uego de inactivarla, se i— 

cetona).

noculan ratones adultos vía IP, a razón de 0,3 cc.par cada animal. El inóculo- 

fue de virus inactivado con Beta propiolactona preparado de la siguiente mane­

ra :

. se mezclaron partes iguales de Beta propiolactona al 0,1% y suspensión dé se 

milla al 20%

. se colocó en baño maria a 37 °C por 60 minutos y se inoculó.

. See hicieron dos inoculaciones de 0,3 cc. d as inactivado, con espacio — 

de 21 días entre una y otra.

A los 30 días se sangraron a blanco todos los animales y se obtuvo un suero ex 

perimental con título IH de 1/1280 frente a 4-8 UH de los Ag.

Control de suero negativo = suero de ratón normal (lavado por dos veces con a- 

Medios de mantenimiento: ellos son:

. Solución tamponada de fosfatos con pH's 6, 7, 8 9 que se logró combinando 

solución de fosfatos monosódico y disódico y cloruroi de sódio con el agregado— 

por cada tubo de cultivo de 1 cc. de solución de sacarosa al 8,5% en agua des­

tilada estéril.

Indicador de pH: se usó una solución de rojo fenol al 0,5% en hidróxido de so­

dio 1/óO.M agregado en la misma cantidad y concentración en todos los tubos. 

Previamente se construyó una escala de color de rojo fenol desde pH 6 hasta pH 

9 con las distintas combinaciones de las soluciones tamponadas de fosfatos di­

sódico y monosódico más cloruro de sodio, que va desde el color amarillo h-------

)pH 5,8) al color fucsia (solferino pH 9)»!

Por comparación con esta escala de color e,s que se midieron los distintos pH. 

. Solución amortiguadora de TRIS, que se agregó a las soluciones para ajustar— 

a pH 9 y Solución tampón de acetato para pH 6.

Antimicrobiano; Solución de Penicilina 100 UI. Estreptomicina 250 microgramos— 

y Micostatina 250 microgramos por cc. Agregadas en l¡a misma cantidad y concen­

tración en todos los tubos.

. Suero de animales: Se obtuvo una extracción de sangre sin anticoagulante, se 

dejó coagular a T° ambiente y por centrifugación a 1500-2000 rpm. durante 15 — 

min. Fue llevado a pH 8 y 9 con TRIS y a pH 6 con solución tampón de acetato. 

En todos los casos el suero a usar fue inactivado a ¡56°C durante 30 min.Se usa 

ron sueros equinos y bovinos para células de las respectivas especies.

Suero diluido al 10% en los amortiguadores de fosfatos (una parte de suero y 9



partes de amortiguadores). También para equino y bovino.

Leche pura: Se usó leche en polvo, que en vez de ser diluida en agua desti­

lada fue disuelta en las soluciones tampones a pH 6, 7, 8 y 9 a razón de 30 

gr. de leche en 250 cc. de líquido correspondiente para la leche pura (le— 

che entera La Serenísima).

Leche diluida: al 10%: se diluyó la leche pura en solución tamponada pH 6,- 

7, 8 y 9 a razón de 1 parte de leche pura más 9 partesi de solución tampona— 

da.

2) Fluido ascítico (F.A.) de ratón sarcomatoso Puro (edad del tumor:10 días)

que se extrajo sin anticoagulante del animal sarcomatóso a fin de íjue coagu 

le y se centrifugó a 1500 rpm durante 10 miri. Uevándóse a pH 6, 8 y 9 “

con solución tamponada y TRIS.

3) Fluido ascítico de ratón sarcomatoso diluido: se obtuvo de igual forma — 

que en el caso anterior y se lo diluyo*' en solución tamponada de fosfatos- 

ai 10% en los consabidos pH 6, 7? 8 y 9 (1:ÍQ).

Las células usadas cuando se trata de glándulas mamarilas o salivar fueron — 

sometidas a pruebas de viabilidad con coloraciones vitales (azul tripán), — 

ya que se habían traído del Matadero local.

Las demás células (GR, blancos y plaquetas) fueron usadas a continuación de 

su extracción por lo cual solo recibieron centrifugación y tratamiento des— 

cripto. Pero a todas las células puestas en experienci¡a, se les hizo prueba 

de viabilidad diaria en azul tripán. (ce l • rniurmAsj

Suspensión de células sanguíneas equinas y bovinas: fueron pbtenidas de un— 

equino o bovino adulto por punción aséptica de vena yugular? con material — 

estéril y de plástico. La primera extracción se hizo bisando anticoagulante— 

lieparina 10 microlitros por cc., siempre trabajando en baño de hielo. La se 

gunda extracción sin anticoagulante para suero.

Procesamiento de la sangre para obtención de GR, GB y plaquetas tanto equi­

nas como bovinas.

.Se la centrifugó suavemente a 1000-1500 rpm en centrífuga refrigerada du— 

rante 10-15 min.

.En el sobrenadante quedaron el plasma y las plaquetas. En el sedimento los 

GR y GB. Se llevaron las tres fracciones en distintos tubos para su lavado— 

ya que las bandas blancas y rojas del sedimento son perfectamente dicerni— 

bles.

.Al sobrenadante o sedimento se lo centrifugói a 3OOO-5POO rpm durante 20 min



Jill
luego de los cuales se tuvieron las plaquetas en el fondo de los tubos de - 

vidrio esmerilado (formando como una nube).

.Se resuspendió el precipitado en solución fisiológica (SF) estéril al 10% 

y se centrifugó a 3500-5000 rpm por dos veces, la última en tubos de centrí 

fuga graduados.

.Se descartó la solución fisiológica y se suspendieron las plaquetas GR, GB 

en las soluciones tamponadas correspondientes para su cultivo, al 10% (una- 

parte de células y nueve partes de medio).

.Se agregó rojo fenol como indicador.

.Se adicionaron las células en la propofción indicada.

.Se agregó antimicrobiano.

.Se ajustó el pH (con TRIS o solución tampón de acetato de sodio).
_2

.Por último se sembró el virus SLE cepa Bel, 1 cc en una dilución 10 en - 

bpa 0,75% de albúmina bovina y se colocó a t° de cativo: 4°, 240 y —

por cada tipo de célula sanguínea se usaron jó tul s.

Los glóbulos blancos, rojos y plaquetas fupron suspendidos én 3 medios dife 

rentes.

1) Solución amortiguadora de fosfatos más 10% de sacarosa al 8,5%.

2) Suero puro inactivado.

3) Suero inactivado diluido al 10% en soluciones tampopadas,

En todos los casos los pH fueron .6,, 7> 8 y 9 y las temperaturas de cultivo- 

4o, 24°(ta) y 3?°C.

La única diferencia entre las células equinas y bovinas estuvo en el origen 

del suero, en donde a cada una se le puso el suero de prigeh correspondiente 

SUSPENSION IE CELULAS PROVENIENTES IE GLANDULA MAMARIA, BOVINA

Se usó glándula mamaria obtenida del frigorífico local? cxtifáída inmediata­

mente después de la faena del animal. El troizo de glándula mamaria fue "su­

mergido en solución fisiológica aséptica, todo en baño de hielo, hasta lle­

gar al laboratorio donde fue introducida en horno ultravioleta durante 15— 

min, luego fue trozada en pequeñas porciones con tijera y cuchilla eótéril— 

lavando con SF estéril, y colocando los trozos en máquina trituradora duran­

te 1 min a la primera velocidad, se lavó este tejido cón SF dos veces, Ios- 

fragmentos- (ahora de 2-3 mm de espesor) se colocaron ep un matraz y se agre 

gó tripsina calentada a 37°C- Se incubó a esta temperatura durante 10 min,— 

se descartó la tripsina y se agregó igual volúmen de lá misma solución -------

(50 cc), de acuerdo a la cantidad de tejido, se dejó e¿ta tripsina durante- 

una hora a 37°C agitando. Se frenó la acción de la tripsina con suqrq homó— 
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logo (2 cc). Se centrifugó el sobrenadante que contenía las células disper­

sas en centrífuga refrigerada a 4 °C? durante 10 min a 800-1000 rpm y en el- 

fcióc quedaron las células, se las lavó con SF por 3 veces para eliminar tjp 

da la tripsina por 3 centrifugaciones de 800-1003 rpm durante 10 min, el úl 

timo lavado se hizo en tubos de centrífuga graduados y se suspendieron las- 

células al 10% en solución tamponada más í cc de sacarosa al 8,5%.

2) suero bovino inactivado (a 56°C durante 30 min)

3) suero bovino diluido al 10%, inactivadp, a 0 min.

4) leche pura

5) leche diluida al 10%

SUSPENSION DE CELULAS PROVENIENTES DE GLANDULA SALIVAR DE FETO BOVINO (51 )- 

(52).

Se obtuvo un feto bovino de 6-7 meses de edad en el frigorífico lobal, al — 

feto se le seccionó la cabeza y se la sumergió en solución desinfectante — 

muy diluida. Se renovó en el laboratorio esta solución 263 veces por SF.— 

Se puso en homo ultravioleta 14 min. Con cuchillas estériles y bisturí se— 

seccionaron las dos parótidas, se cortaron en trozos pequeños y se lavaron—

2 ó 3 veces con SF. Estos trocitos fueron colocados en trituradora de teji­

do (tipo Moulinex) 1 min a 400-500 rpm. Los fragmentos,quedaron de 2-3 mm — 

de espesor. Se calentó tripsina a 37°C y se continuaron los lavados con SF. 

Se colocó en un matraz 50 cc de tripsina a 37°C y con agitación constante - 

se le agregaron los trocitos de tejido. Se dejaron 10 min, pe desechp esta— 

tripsina y se la removió por igual volumen de la misma!,enzima, se dejó 1 ho 

ra a 37°C» Se agregó a esta solución 2 cc de suero perteneciente al mismo a 

nimal y se centrifugó el sobrenadante a 800-1000 rpm durante 10 min en cen­

trífuga refrigerada. Se descartó la tripsina y a estas células se lab lavó-

3 ó /4 veces con SF para eliminar la enzima, la última vez en tubos de cen— 

trífuga graduados para calcular la cantidad de células que se tenían y ha— 

cer una suspensión al 10% en soluciones tamponadas más 1 cc de sacarosa al— 

8,5% en suero puro y suero diluido, en estos casos suero fetal.

El suero usado, es del mismo feto bovino obtenido por punción aséptica vía— 

intracardíaca sin anticoagulante. Se dejó coagular y ya en el laboratorio — 

se centrifugó a 1500 rpm durante 20 min. Se inactivó 30 min. a 56°C. Se usó 

puro y diluido al 10%. Se siguió el mismo procedimiento que para lbs ante— 

riores.

SUSPENSION DE LAS CELULAS MURINAS (53) (54) (55)

Cultivo de células provenientes de cerebro de ratón rqcién nacido

. Se tomaron dos camadas de entre 8 y 12 rrn (0-3 días de edad), 'se los sa— 
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crificó con éter, se los desinfectó pasándoles un algodón con alcohol por — 

toda la superficie del cuerpo. Luego con tijera y pinza estéril se les extra, 

-jo el cerebro.

. Se colocó el material en una caja de Petri y se lavó para eliminar res-— 

tos de tejido con SF estéril.

.Se lavó 2 ó 3 veces y se colocó en un homogeneizador a 400 rpm ó 500 rpm — 

durante 1 min, de manera de desmenuzar el tejido en pequeñas fracciones de— 

2-3 mm de espesor.

.Se colocaron estos fragmentos en un matraz de tripsinización lavando con — 

SF.

.Se agregó 50 cc de tripsina previamente entibiada a 37 °C? se incubó a 37 °C 

por 10 min con agitación.

.Se dejó sedimentar el material y se descartó la tripsina, remplazándola — 

por igual volúmen de tripsina precalentada.

.Se incubó a 37 °C durante 30 min con agitación.

.Se dejó sedimentar el material y se recogió el sobrenadante en tubos de — 

centrífuga.

.Se agregó 2 cc de suero de ratón inactivado para anular la acción de la en 

zima (puesto a 4^C*)

.Se añadió tripsina a los fragmentos de tejidos remanentes e incubó a 37^0— 

durante 20 min con agitación.

.Las células dispersas se recogieron de igual modo que las anteriores en el 

mismo recipiente.

.Se repitió este procedimiento hasta que los fragmentos se convirtieron en­

masas blanquecinas de tejido conectivo y células.

.Toda la cosecha se centrifugó 10 min a 1000 rpm en tubos de centrífuga gra 

duados y se resuspendieron las células al 10% en las soluciones correspon— 

dientes;

1) Solución tampón de fosfatos más el agregado de 1 cd de sacarosa al 8,5%“ 

en pH 6, 7 f 8 y 9*

2) Fluido ase/tico puro inactivado (FA inactivado)

3) Fluido ascético inactivado diluido (FA dil.10%)

SUSPENSION DE CFT.ttt k PROVENIENTES EE FF^O FF PATON DE 15 DIAS (52) (55) — 

(45)

.Se sacrificaron dos hembras con éter, que tenían una preñefc de 15 días. Se

1 -impió el área de la piel del animal con alcohol Se operó y extrajeron

los fetos con material quirúrgico estéril. Se colocó e!l material extraído — 

en una caja de Petri y se lavó con SF. Se cortó y separó el material que no j 



£e utilizó (tejido adiposo, hígado, membranas, cabeza de los fetos y patas)— 

Se puso el material útil en una nueva caja de Petri y se volvió a lavar con— 

SF.

.Se colocó el material en un recipiente adecuado para realizar la disección- 

de los tejidos. Se agregó una pequeña cantidad de SF para mantenerlos blan— 

eos. Se cortó el tejido en pequeños trozos con tijeras y pinzas estériles,— 

los fragmentos se colocaron con nueva SF en homogeneizador durante 1 min a — 

primera velocidad, el material así desmenuzado se colocó con 50 ce de tripsi 

na a 37°C» Se decantó esta tripsina y se colocó nueva, precalentada a 37°C* 

Se dejó actuar 1 hora a esa misma temperatura con agitación.

.Se dejó sedimentar el material y se recogió el sobrenadante en un tubo de — 

centrífuga filtrando con gasa estéril. Se agregó 2 cc de suéro de ratón inac 

tivado y así se frenó la actividad de la enzima, se mantuvo ¡a 40 ^C.

.Se añadió tripsina a los fragmentos de tejidos remanentes e incubó a 37°C — 

durante 20 min con agitación. Las células dispersas se recogieron de igual — 

modo que las anteriores en el mismo recipiente. Se repitió este procedimien­

to hasta que los fragmentos se convirtieron en masas blanquecinas, frenando- 

si empre la acción de la enzima con suero de ratón. Toda la cosecha se centri 

fugó durante 10 min a 1000 rpm y se resuspendieron las células en los medios 

correpondientes. Se lavaron con los medios por dos veces por centrifugación- 

y se suspendieron en los siguientes medios:

1) Solución tamponada de fosfatos pH 6, 7, 8 y 9 más 1 cc de sacarosa al 8,5

2) Fluido ascítico de ratón sarcomatoso delO días de inoculado, puno, inacti 

vado a 60%! durante 20 min.

3) Fluido ascítico de ratón sarcomatoso al 10%.

CULTIVO CE CELULAS EEL SARCOMA^ I80/TG (46)

El sarcorna^180 TG es un tumor fluido mesenquimatoso que crece en la cavidad— 

peritoneal de ratones blancos, se obtiene por transferencia de células de un 

animal enfermo a otro, por vía IP (o,2 cc). Cuando este tumor crece lo sufi— 

cíente para extraerlo (aproximadamente entre 10s 10-14 días) se punza al ra­

tón desinfectando con alcohol 90° la zona a tratar y cón material estéril se 

obtiene la suspensión celular del tumor: 1) con anticoagulante Hepárina (1O- 

microlitros por cada cc de suspensiónO 2) luego otro tubo sin este producto- 

para que coagule, a temperatura ambiente. En el sobrenadante se encuentra — 

el FA a usar.

.Las células obtenidas con anticoagulante fueron procesadas por centrifuga—

ción a 800-1000 rpm en centrífuga refrigerada a 4 °C, 15 min.
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Se descartó el sobrenadante, se lavaron tres veces con SF estéril, se centri 

fágó a 1000 rpm durante 10 min y el último centrifugado se hizo en tubos de­

centrífuga graduados. Se suspendieron, al 10% en las soluciones correspon-----

dientes y se realizó idéntico procedimiento que en los casos anteriores, u— 

sando las mismas soluciones, cantidad de rojo fenol, antimicrobiano, TRIS y— 

se inoculó virus SLE cepa Bel, etc colocándose a 2^° y 37 %C.

Las células se suspendieron en 3 medios distintos:

1) Amortiguadores de fosfatos.

2) Fluido ase/tico (FA) puro inactivado 30 min. a 56 °C.

3) Buffer de fosfato con el agregado del 10% de fluido ascítico inactivado— 

(FA 10% inact.).

Una vez que se colocaron las células en los medios correspondientes, se ex— 

trajo 1 cc de c/tubo c/ 24 horas. Dado que el tipo de células tenía, 3 me-----

dios diferentes, a excepción de las células de glándulás mamaria bovina, que 

tenían 5 medios diferentes, 4 pH’s diferentes por cada medio, y tipo celular— 

y cada uno de ellos 3 temperaturas, el volumen de los experimentos ^ran ta— 

les, que se trabajaba con una especie de células animales por vez. El total- 

de muestras era de 36 por cada tipo celular por día.

Este muestre o fue hecho para cada Ag por 10 días consecutivos, lo que signi­

ficaron 360 Ag potenciales para cada tipo de célula empleado, independente— 

mente de su origen animal.

Para tener una idear ver tabla

Procedimientos a los que se sometió a la muestra diaria

. Centrifugación simple: la mitad de la muestra fue centrifugada a 1500 rpm— 

durante 10 rain y el sobrenadante fue probado por HA.

. Doble lavado de acetona: la otra mitad de la muestra diaria (0,50 cc) se— 

goteó sobre 20 veces un volúmen en acetona fría, agitando siempre.

.Se dejó sedimentar, se removió la acetona, se agitó, se esperó 10 rain y se­

de jó sedimentar o se centrifugó 10 rain a 1500 rpm.

Se volcó la acetona y se repuso igual volúmen, se volvió a dejar sedimentar— 

y se descartó la acetona, y se secó 1—1^ h en bomba de vacío, ya seco, se hi 

drató con solución tamponada pH 9 a razón de un volúmen 10 veces superior al 

inicial. Se probó por HA.

HEMOAGLUTINACION EN MICROTEC NICA (44)

Técnica:Se colocaron 2 gotas del BAB’S en cada pocilio, el antígeno ya sea pu 

ro o tratado con acetona en los pocilios de ,1a primer hilera y se hicieron — 

3 diluciones del mismo en las pruebas panorámicas.

En las pruebas finales las diluciones fueron a título final i 12 en total. 
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.En la última policubeta plástica se tituló en Ag HA de SLE control, cctio se— 

hace clásicamente, con control de glóbulos para los defierentes pH 5, 8a — 

7,2 con los GR de ganso al 10% (2,3 cc.de solución tamponada de fosfatos más 

0,1 cc.de GR de ganso al 10%).

.Se esperó a que caigan los GR en el control de glóbulos y se leyó la reac 

ción luego de 40-45 min. a temperatura ambiente.

Tabla 2 - EXPERIMENTO EN CELULAS DEL SARCOMA MURIN0^180 TG.

c
E
L
U
K
A
S

s
A
R
C
0
M
A

M 
U 
R 
I
N 
0

1
8 
0

T
G

Sol.Amortiguadora Tubo pH o dias de ¿duración Muestra
i

1-2-3-4-5-6-7-8-9-10

1 6 4 una muestra diaria 10
2 7 4 ii ti n 10
3 8 4 U fl ll 10
4 9 4 II ti ff 10
5 6 24 M M II 10

Solución 6 7 24 M 11 tt 10
7 8 24 h »» ti 10

ae
8 9 24 il ir if . 10

fosfatos 9 6 37 It II 19 10
10 7 37 II II *1 10
11 8 37 it n »» 10
12 9 37 91 II ff 10

13 6 4 una muestra diaria 10
14 7 4 ■i ti ii 10
15 8 4 it n ti 10

Fluido
16 9 4 it n u 10

ascítico
17 6 24 ii n ti 10

de ratón,
18 7 24 If » 99 10

puro
19 8 24 r ii ti 10

inactivado 30 min.
a 56 °C.

20 9. 24 II 11 If 10
21 6 37 H ff II 10
22 7 37 •I ff ll 1°
23 8 37

II ll 10
24 9 37 It II 99

......................... í : 10

25 6 4 una muestra diaria 10
26 7 4 i» i» o 10
27 8 4 91 If 19 10

Fluido 28 9 4 it it n 10
ascítico

29 6 24 II 11 II 10
de ratón,

30 7 24 II 1* ff 10
diluido al 10%

31 8 24 H H 91 10
inactivado 30 min.
a 56%!.

32 9 24 II II II 10
33 6 37 19 99 II 10
34 7 37 11 II ;rt 10
35 8 37 11 II ¡ff 10
36 9 37 ii ti ' H 10

A los antígenos que dieron resultados positivos para hemoaglutinación, ya — 

sean obtenidos por simple centrifugación o los tratados con acetona, fueron— 

enfrentados por inhibición de hemoaglutinación a los sileros experimentales — 

controles de Bel SLE) y al suero control (SC) grupo B del Centro Mundial de— t 
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deferencia, además dé usar un suero negativo para SLE (SCN).

INHIBICION DE LA HE MOAGLUT INACION (ill)

TRATAMIENTO DE SUEROS: Los sueros experimentales controles (SEC) y el suero- 

gru^íoB de referencia además del suero negativo control (SCN) fueron tratados- 

por doble lavado con 20 volúmenes de acetona fría y secado en bomba de vacío- 

durante 1 hora.

. El polvo fue rehidratado a volúmen 10 veces mayor al inicial con solución - 

tamponada borato-salina a pH 9*  Se dejaron hidratar a 4 °C durante la noche y- 

al día siguiente fueron absorbidos con el estrotna de GR de ganso. Todo este — 

proceso es para:

Io) el tratamiento con acetona los libera de inhibidores inespecíficos de ti­

po lipídico, lipidoproteico.

2o) la absorción con GR ganso elimina hemoaglutininasinespecíficaS(44) (56) - 

(45)

ANTIGENOS: Fueron probados todos los que mostraron hemoaglutinantes, tanto — 

los tratados como los crudos. Se los probó puros y en Caso de tener alto títu 

lo, se los diluyó 1/10 en BAB’S, dejándolos estabilizar 1 hora antes de cada- 

prueba.

Todo esto se hace para ajustar a un pH óptimo y poder usar de 4 a 8 unidades- 

HA en las pruebas de IH (44). La última fila de la policubeta se usó de con— 

trol de glóbulos. Se usaron 3 pH$ para la titulación, el óptimo y uno por enci 

ma y otro por debajo en una diferencia de 0,2 más o npenos de pH (Ej. :6,6*  — 

6,4 y 6,8)

DETALLE LE LA PRUEBA REALIZADA: Se usaron policubetas plásticas con 96 poci— 

líos con fondo en U, se las dividió en 3 secciones de 4 pocilios por 8 en for 

ma vertical. Se colocó en cada pocilio una gota de BAB’S (0,025 cc«), se colo 

có el SE experimental correspondiente (suero control + y — ) y se hicieron 3- 

diluciones con microdiluídores (57) de izquierda a derecha, siendo estos 1/20 

1/40 y 1/80. En el último pocilio se colocó el suero tratado diluido 1/10 de— 

tal manera que se pudo usar como control de suero.

Se agregó el antígeno en todos los pocilios, en una gofa diluida conveniente­

mente. Se incubó la mezcla durante 14 horas a 4 °C- Se volvió a titular el an— 

tigeno pero ahora no sólo al pH óptimo sino uno por encima y otro por debajo— 

(ej. ; óptimo 6,6; se tituló en 6,5; 6,6 y 6,7), r último se agregaron los 

GR diluidos en las soluciones tamponadas de fosfatos correspondientes para ca 

da pH.

Se leyó la reacción cuando cayeron los controles de los glóbulos en la segun­

da titulación del Ag, alrededor de 45 min.
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PRUEBAS FACULTATIVAS O ALTERNATIVAS: SONICACION Y CROMATOGRAFIA

En caso de haber obtenido antígenos HA que no inhibieran los sueros contro 

les (antígenos duros), las muestras podrían someterse a sonicación (58) (59)y 

cromatografía de absorción (60) (61) (62) (63) DEAE G25 en tandas de diferen­

tes molaridades de fosfatos más 0,5% de albúmina bovina en solución! boratada— 

de 0,001 a 0,2M de tal manera de purificar la partícula HA.

Si bien podría usarse también cromatografía de afinidad como la descripta— 

por Wofsy y Burr en 1969 (60), en nuestro caso usaremos cromatografía de ab— 

sorción en Sephadex EEAE en diferentes molaridades de fosfatos de 0,001 a -----

0,24M más 0,5% de albúmina bovina boratada siguiendo las técnicas clásicas — 

(64)

PRUEBAS QUE SE LLEVARON A CABO CUANDO SE LOGRO UN BtiEN ANTIGENO HA

De acuerdo al tipo de células Se las volvería a poner en cultivo teniendo 

en cuenta pH, T° y tiempo.

Ajuste de pH: si la producción de Ag estuviere entre dos pH, por ejemplo 7 y
i

8, se pondrían los siguientes pH de cultivo: 6,8; 7; 7,2;7,4?7,6;7,8;8 y 8,2 

Ajuste de tiempo; se haría recolección cada 12 horas y, se procesarían inmedia 

tamente las muestras, en total 10 días también.

Temperatura: se usaría la indicada, por ejemplo 'r7°r'

TRATAMIENTQS INACTIVA NTES:

Cuando se obtuvieron Ag HA se practicaron los siguientes métodos de inac­

tivación :

1) Calor: autoclavado 20 min. a 60%: ó 30 min. a 56%!.

2) Formol al 40%

3) Betapropiolactona

4) Hipoclorito de sodio.

11 Se usaron estos métodos porque la mayoría de los integrantes de la familia 

TOGAVIRIDAE no pierden su poder inmunogénico o su reactividad inmunológica — 

cuando son inactivados por estos procedimientos clásicos81 (36). Todos los anti
i

genos que permanecieron con igual título o con una dilución menos fueron ino­

culados por vía IC o IP en ratones de 21 días de edad. Ésto se hizo para com­

probar si eran infectivos (PRUEBAS CE INFECTIVIDAD).

1) Calor: autoclavado (45). Se tomó 1 cc. del Ag que resultó HA, tanto el Ag— 

crudo como el tratado, y se lo autoelavó a 60^ y a 56°^.

2) Formol (45) Se usó formol al 40% en solución de agua destilada estéril y — 

una suspensión de virus al 10% también en bpa sin el agregado de albúmina de— 

tal manera de llevar a una concentración final de ofrmalina de 0,2%. Se dejó— 

pn heladera a 4 °C durante 7 días. Se probó HA.

3) Betapropiolactona (45) (65) (66) (67) (68) Existen varios métodos de inac— 

/
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tivación con Betapropiolactona, por ejemplo este que sirve para inactivar SLE

cuando se inocula a ratones para obtener sueros experimentales.

a) Se colocó en un tubo 4,5 cc. de agua destilada estéril más 0,5cc de Beta— 

propiolactona al 10%.

b) Se colocó en otro tubo 4,5 cc. de agua destilada estéril más 0,5% de Beta 

propiolactona al 10% del paso anterior, aquí la dilución fue del 10%.

c) Se colocó en un Erlenmeyer 4,5 cc.de agua destilada estéril más 5 cc. de—

Betapropiolactona al 1% y aquí la dilución fue del 0,1%.

d) Se tomó el Ag HA y se mezcló partes iguales de este y Betapropiolactona — 

que quedó al 0,05%.

e) Se colocó esta suspensión a baño maria a 37 °C durante 60 min. para inactiv 

vación.

f) se dejó enfriar, se probó por HA y si era inocuo.

4) Hipoclorito de sodio: Se tomó hipoclorito de sodio de uso común marca co

mercial DYC, que viene en bidones de 5 litros declarandp en su etiqueta que
3 3posee 80 g. de hipoclorito de sodio por dm (80 g/dm dé cloro activo) para

su uso se debió diluir 1 litro del producto en 39 litroh de agua.

Se tomó del bidón lee. y se lo diluyó en 39 cc de agua bidestilada.

Se tomó 1 cc del Ag HA, tanto bruto como tratado y se agregó 1 cc. del hipo 

clorito de sodio 1/40.

Se centrifugó 10 min a 1500 rpm, se tomó el sobrenadante, se probó píor HA,-

si bajó el tituló y si era inocuo.

RRUEBAS DE INFECTIVIDAD
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Todos los antigenos que resultaron HA y el titulo permaneció aún después de
i

la inactivación, fueron inoculados por IC e IP en 5 cajás de 4 ratones cada
/ \ * 1 -1 -2 -3 y

una (adultos de más de 21 días) puro y en las diluciones 10 , 10 10
-9 1 ■ ' ¡ 1

10 . Las diluciones se hicieron en solución fisiológica estéril; si, la vía

fue IP se inocularon 0,3 cc por animal. Si la vía fue IÓ se inocularon 0,02
' i 1

cc por animal. Si luego de 21 días el animal sobrevivió se llamo inocuo al—

Ag y al virus se lo consideró inactivado.
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RESULTADOS

De todos los tipos celulares estudiados, sólo 3 resultaron adecuados para 

obtener Ag I1A para SLE.

1) Plaquetas bovinas en suero puro y diluido al 10% a 56*X2  durante; 30 min.

2) Cerebro de ratón.

3) Células provenientes del Sarcoma.# 180 TG

1 - Plaquetas bovinas

En suero puro

Se obtuvieron vestigios de HA del primer al tercer día en los tubos cu— 

yos PH era 6,7,8 y 9, y habían sido colocados a 37°C y en suero puro bovino— 

inactivado. El pH de los HA fue 6,4; 6,6; 6,8, esto ocurrió tanto en los Ag— 

tratados como en los no tratados.

Al cuarto día hubo HA en tubos a pH 7 a 37 °C» Los títulos, fueron 1/2 sin- 

tratar y 1/20 en los tratados y vestigios en los demás tubos, a 37 °C cuyos pH 

fueron 6,8 y 9 (Ver Tabla 3)

Al quinto día hubo HA en los Ag provenientes del tubo a pH 7,8 con título 
'1

1/4 en los sin tratar y 1/40 en los tratados. La HA ocurrió qn los pH 6,4; —
i . ' ‘ J

6,6 y 6,8. Seguía habiendo vestigios en los tubos a pH 6 y 9.

Al sexto día hubo HA en los Ag provenientes del tubo a pH 7 y su T® 37°C> 

con título 1/2 para los no tratados y 1/20 para .retados en I03 pH 6,4;—
; ' ■ i

6,6 y 6,8, posteriormente se negativizaron en la producción de Ag. 

En suero diluido

Hubo vestigios de HA en todos los tubos mantenidos a! 37 *£  cuyo ,pH era 6,— 

7,8 y 9, desde el primero al sexto día en los pH 6,4;6,6 y 6,8 (Ver Tabla 3)

En todos los casos que la HA se produjo francamente, se probaron estos Ag 

con los sueros controles de Bel y el suero grupo B de referencia, tanto Ios- 

tratados como los no tratados, y se encontró que éstos inhibieron los Ag ob­

tenidos, por lo tanto estábamos en presencia de Bel (SLE).

2 - Cerebro de ratón

Se obtuvieron antigenos HA a partir de células de cerebro1 suspendidas al- 

10% en FA puro en pH 7 y 8 a 37 °C ya partir del tercer día en que hubo ves­

tigios, tanto en los Ag brutos como en los tratados. Al cuarto día observa— 

mos en pH 7 un Ag HA de título 1/2 en bruto y 1/40 sm tratado; y en el pH 8- 

a 37 °C hubo Ag HA con título 1/2 en sin tratar y 1/20 en tratados. Ambos Ag- 

IIA en los pH 6,4; 6,6 y 6,8 (Ver Tabla 4)

También se notó que en el pH 8 a 37°C hubo Ag HA cori títulos de 1/2 sin - 

tratar y 1/20 en tratados. Su rango HA es pH 6,4;6,6 y 6,8 (Ver Tabla 4).
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Al quinto día en pH 7 y 8 se obtuvieron Ag HA con títulos 1/4 en sin tratar- 

y 1/80 en tratados en pH 7; y 1/2 y 1/20 en pH 8 para sin tratar ytratados- 

respectivamente.

Todos hemoaglutinaron en los pH 6,4; 6,6 y 6,8.

Para el sexto día solamente tuvimos vestigios ei el'mismo rango de pH.To­

dos estos antígenos fueron probados contra los sueron controles de SLE cepa- 

BEL y suero control de referencia, y este lo inhibió.

3 - Células provenientes de Sarcomaffl80 TG

Se obtuvieron vestigios desde el segundo día post inoculación ert los tu— 

bos cuyos pH fueron 7 y 8 a 37°C•

Al tercer día en pH 7 y 8 hubo Ag HA con títulos 1/2 sin tratar y 1/40 — 

tratados en ambos pH. Al cuarto día en pH 7 y 8 hu-- Ag HA 1/4 sin tratar y- 

1/80 tratados. Al quinto día en pH 7 hubo Ag HA con títulos 1/16 sih tratarr 

y 1/320 tratados, y en pH 8 1/4 sin tratar y l/BO tratados. Al sestp día en—
I

ambos pH (7 y 8) se obtuvieron vestigios.

Estos antígenos fueron HA en el rango dé pH 6,4;6,6 y 6,8 a T® ambiente.A 

demás fueron inhibidos por los sueros controles Bel (SLE) y el suero control 

grupo B de referencia usando siempre la microtécnica. (Ver T¡abla 5),



Tabla 3 - RESULTADOS OBTENIDOS EN PLAQUETAS BOVINAS

Plaquetas al 10%
en:

Tubo pH t°
0 1 2 3

días
4 5 6 7 8 9 10

0 
B 
S

1 6 4 / / / / / / 7 / z z z
Solución tamponada 2 7 4 / / / / / / / / z z z -

de fosfatos, más -
3 8 4 / / / / / / / / / / /
4 9 4 / / / / / / / 7 / z / /

1 cc. de sacarosa 5 6 24 / / / / / / / / z z z
al 8,5%

6 7 24 / / / / / / 7 / z z z
7 8 24 / / / / / / / / z z z
8 9 24 / / / / / / 7 / z z z
9 6 37 / / / / / / 7 / Z z z

10 7 37 / / / / i '1 / 7 / z z z
11 8 37 / / / / 7 / 7 / z z z
12 9 37 / / / // / / 7 / z 7 z
13 6 4 '/ / / / z / 7 / z z z
14 7 4 1 / / / / / 7 / z 7 z
15 8 4 / / / / / / 7 / z Z z
16 9 4 / / / / / / 7 / / Z z
17 6 24 / / / / / / 7 / / Z z —

Suero puro inacti— 18 7 24 / / / / l / / / z Z z -

vado 19 8 24 / / / / z / 7 / z Z z
20 9 ?4 / / / / / / 7 / z Z z -
21
22

6
7

37
37

V
V

V
V

V
V

V
V

V
>0

7 hS
2

/
/

z z
/iz z z

+
*

23 8 37 V V V V V1 $ V / z 7 z *
24 9 37 V V V V V V V / z 7 z
25 6 4 / / / / / / 7 / z Z z —
26 7 4 / l / / / / / 7 / z Z z
27 8 4 / / / / / / 7 / z y z -
28 9 4 / / / / / / 7 / z / -
29 6 24 / / / / / Z

/ / / / z z
Suero inactivado 30 7 24 / / / / / / 7 / z 7 z -

diluido al 10% 31 8 24 7 / / / 'í 
/

/ 7 / z / z
32 9 24 / / / / / 7 / z / z -
33 6 37 V V V V V / / ! z
34 7 . 37 V V V V V V v / z y z
35 8 37 V V V V 7 V V /

i 7 z +
36 9 37 V V V V V, V V / zi I1/ z ±

* 1/20; 1/40; 1/20 títulos en antígenos tratados
í

1/4; 1/2 títulos en antígenos no tratados
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Tabla 4 - RESULTADOS OBTENIDOS EN CELULAS DE CEREBRO EE RATON LACTANTE.

* 1/40 y 1/80; 1/20 y 1/20 títulos en Ag tratados.

* 1/2 y 1/4; 1/2 y 1/2 títulos en Ag no tratados (crudo)

Cerebro ratón 1^% Tubo pH <P 0
0 1 2 3 6 7 8 9 ' 10 Obs

1 6 4 / / / z / z z z z í. z
2 7 4 / / / z z h z z z h z

Solución tamponada
3 8 4 / / / / / / ! / / ¡. /

de fosfatos 4 9 4 / / / / z Z. z z z z z
más lee. de Sacaro 5 6 24 / / / z z r / z z z z

6 7 24 / / / / / / / z z z /
sa al 8ip5% 7 8 24 / / / z z z z z z z z

8 9 24 / / / / z /: z z z z z
9 6 37 / / / z z 1. / / / 

¡ !. z
10 7 37 / / / / z z z z z Z z
11 8 37 / / / / z z- z z z Z z
12 9 37 / / / / z z z z z Z z
13 6 4 / / / z z z z z z z z

Fluido ascítico 14 7 4 / / / z z z, t / z z z z
15 8 4 / / / z z /| / !' z z z

puro inactivado 16 9 4 / / / / / r- z L z r /
de Sarcoma-? 17 6 24 / / / z z r z /, z z z

I* 18 7 24 / / z z z i\ / z z z z
180 TG 19 8 24 / / / z / /, z z z z z

20 9 24 / / / z / í-, z z z z z
21 6 37 / / / / z> / z z h z
22 7 37 / / z V

4u
2

80
4

V !■ z z z *

23 8 37 / / / V 20
2

202 V r z z'1 ; z i

24 9 37 / / z z z 4 z ¡h z z z -

25 6 4 / / z z z /: z z z z z
é6 7 4 / / / / / / / / / /

Fluido ascítico 27 8 4 / / z z z Z > / r z z z —
diluido al 10% 28 9 4 / / z z z /' z z; z z z -

29 6 24 / / z z z /■ z / z / z —
de Sarcoma 30 7 24 / / z z z z z z z z —

180 TG 31 8 24 / / z z / Z > z r z z z —
32 9 24 / / z z z Z ' / / !\ z z ■ z —
33 6 37 / / z z z /' / A z z z —
34 7 37 / / z z z z; z h z z z —
35 8 37 z / z z / /\ z A z z z —
36 9 37 / / / / / Z 1 z A / z z -



Tabla 5 RESULTADOS OBTENIDOS EN CELULAS DEL SARCOMA MURINOffl8O TG.

Células Sarcoma 180
en:

Tubo pH <J1 0
días ! 0

0 1 A 2 3 4 5 6 7 8
i i

9 10 B
S

1 6 4 / / / / / / / / / / z — ■-

2 7 4 / / / / f / / / / / - ■
3 8 4 / / / / / / / / / / z -

Solución tamponada 4 9 4 / / / / h / / / / z - (

de fosfatos más —
5 6 24 / / / / / / y / Zí 

z
/ / — :

6 7 24 / / / / / / / / z — ¡
1 cc. de sacarosa- 7 8 24 / / / / T / ¿ / !■ / z - i

al 8,5%
8 Q 24. / / / / r / / / // / z —

9 6 37 / / / / z / / / f / z -
10 7 37 / / / / zi / / / /. z z -
11 8 37 / / / / h / / / / z -
12 9 37 / / / / /' / / h / / -

13 6 4 / / / / /’ / / / / z —

14 7 4 / / / / / /: / / / / / z -
15 8 4 / / / / /, / / / / z -

Fluido ascítico 16 9 4 / / / / / / / / / -

puro inactivado 17 6 24 / / / / r / / / z z —
.18 7 24 / / / / r / / / / / —

19 8 24 / / / / r / / / / z -
20 9 24 / / / / r / / /, / z -
21 6 37 / / / / / / f / !, / z -

22 7 37 / / V
40

2
804 320

16
V / / 1 / z *

23 8 37 z. / V
40

2

O 00 80
4

V /
1/ z1 z *

24 9 37 / / / / /' / 4 / / 1/ / -

25 6 4 / / / / /i / / / z z —

26 7 4 / / / / /' / / / z z -
27 8 4 / / / / /' / Z / / z / -

Fluido ascítico 28 9 4 / / / / z; / / / / z
inactivado 29.

30
6
7

24
24

/ 
/

/ 
/

/ 
/

/ 
/

/\t i

/ 
/

f /
/

/ z / z z z —

diluido al 10% 31 8 24 / / / / /' / / / z z -
32 9 24 / / / / /' / f / / / z -

33 6 37 / / / / ! / / / z: / / z -

34 7 37 / / / / z / f / / z -

35 8 37 / / / / / ; / f / / z z -
36 9 37 / / / / / / f / / / / —
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(*) 1/40, 1/80, 1/320, etc. títulos en Ag tratados

(*) 1/2, 1/4, 1/16, etc. títulos en Ag no tratados (biAito)



EXPERIMENTO FINAL PARA OBTENCION DE ANTIGENO HEMOAGLUTINANTE

De los tres experimentos se eligió al Sarcoma 180 como fuente productora de 

Ag HA porque es el que mayor título presentó. Para ello se repitió el experi 

mentó pero como los mayores títulos del Ag fueron entre pH 7 y 8, se hizo a- 

juste de pH y de tiempo. Se cultivó todo a 37°C y en las mismas condiciones, 

los pH usados fueron 6,8; 7; 7,2*  7,4; 7,6; 7,8; 8 y 8j2.

Dado que se obtuvieron antígenos fáciles de inhibir nóifue necesario reali—■ 

zar sonicación ni cromatografía, pero sí fue necesario i someter este Ag a -----

pruebas de inactivación e infectividad.

1, Resultados de las pruebas de inactivación

Se usaron las pruebas que se detallan a continuación con el Ag en título de— 

1:5120 obtenido en Sarcoma 180 a pH 7,2, 37^C en el sexto día.

Tabla 6

Células del Sarcoma 180 TG más Bel (SLE) en fluido ascítico de ratón sarco- 

matoso

~T u 
b 
Q

PH y 0 observaciones cada 12 horas i.

0 1 I 
í? 2 i 3 1

’2 4 12 5 1 i
, 2’

“í~12 7 ~~T— “8“
1 6,8 37 / / / V V V V V V V V V v¡ •/ / /

2 7,0 37 / / / V V 40
2

V 80
4

V 320
16

V V V / / /

3 7,2 37 / / / V 40
2

80
4

160
8

320
16

640
32

1280
64

2560
i 64

5120
128

V V V V

4 7,4 37 / / / V 20
2

V V V V V V V V / / /

5 7,6 37 / / / V 20
2

V V V V V V V V / /. /

6 7,8 37 / / / V 20
2

V V V V V V V V
1
/ / /

7 8,0 37 / / / V 40
2

40
2

40
2

80
4

80
4

80
4

20
2

V V

¡

/ / /

8 8,2 37 / / / V 40
2

80
4

8o
4

80
4

V V V V V /
1

/ /

Las observaciones cada doce horas se hicieron hasta el día 10, pero como a — 

partir del día 8 no hubo ningún dato positivo no se tuvieron en cuenta en es 

te esquema.

Observándolo, vemos que el mejor antígeno HA se obtuvo en el día 6 a partir— 

del tubo en pH 7,2 a 37°C cuyo título fue 128 en Ag no tratado y 5120 en tra
' : I

tado, que fue inhibido fácilmente por los sueron experimentales de referen— 

cia con resultados esperados en controles.

Pruebas alternativas



Tabla 7

ANALISIS EE RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE INACTIVACION

Pruebas de inactivación Antíg .eno HA sin tratar , Ag HA tratado

Autoclavado 20 min. 60°C 

" 30 min. 56 °C

Formol 40%

Hipoclorito de sodio

Betapropiolactona

pierde título HA

'1 II H

H ti II

11 VI ti

II IV

pierde título HA

»l ti H

reduce título 1/64
11

pierde título HA
i;

conserva título
5120

De acuerdo a este cuadró podemos decir que los antígenos crudos se desactiva 

ron hasta perder su título con cualquiera de las pruebas usadas.
i

Respecto a los Ag HA que han sido tratados . con doble lavado de acetona y — 

posteriormente sometidos a inactivación, el Ag resultante luego de la inacti 

vación con formol al 40% redujo el título de 5120 a 64¿ El único inactivante 

que mantuvo el título fue la solución de Betapropiolactona.

2. Resultados de los ensayos de infectividad

Se practicaron sólo con los Ag que conservaron su poder HA.

Para el antigeno HA tratado con acetona, inactivado con formol al 40% título 

1/64 : se inocularon 5 cajas de ratones adultos con las diluciones en SF:puro
-1 -2 -3 -4

10 ,10 ,10 y 10 ,0,3 cc. por vía IP. ¡ Se esperaron 21 días entre cada

experimento, se añadió una caja con 4 ratones como control de colonia y se — 

salvaron todos los animales. Cuando la via fue Tr> dosis de 0,02 CC.

Para el Ag HA de Sarcoma 180 TG Bel (SLE) tratado cor acetona e inactivado— 

con solución de betapropijactona, al igual que en el ensayo anterior se ino­

cularon 5 cajas de 4 ratones adultos cada una, con las siguientes diluciones
-1 -2 —3 -4

en SF estéril: puro, 10 ,10 ,10 , 10 ,, y la dosis fue 0,02 cc|. por vía

IC. Las otras 5 cajas fueron inoculadas por vía IP, lá dosis, fue 0,3 cc. en— 

las mismas diluciones. Se esperó 21 días, se anadió una, caja de 4 ratones — 

sin inóculo como control de colonia y se salvaron todos los animales. 

RESULTADOS EE LAS PRUEBAS EE VIABILIDAD CELULAR

Todas las células usadas d® diferente origen, fueron probadas por método del 

Azul Tripán. Se partió con un 100% de viabilidad en el día Io del experimen­

to y cuando las células dejaron de producir antígeno se tuvo 0% de yiabili— 

dad.

RESULTADOS EE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS REALIZADAS A LOS ANIMALES DONANTES DE­

CELULAS

Todos los animales donantes de células fueron serológicamente negativos para
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el virus SLE cepa Bel. Las técnicas usadas fueron III, PC y NT.
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DISCUSION

El método que aquí se presenta, sencillo y de aplicación práctica abre la po 

sibilidad de permitir el estudio de la importancia de este virus en patolo­

gía humana y animal. A través de encuestas serológicas ya ha sido demostrado
I ! '

que SLE infecta tanto al hombre como a animales domésticos (2) (22) (12)(21) 

y que la respuesta inmune del huésped es a base de la inmuno globulina Ig.M^G 

en este y oti;os arbovirus (69) (70) (?1) (72),sobre morbilidad y mortalidad- 

producida en las distintas especies y en los diferentes grupos etarios los- 

mismos estudios no nos dicen nada.

Sabemos que SLE es el virus que e¿ í ocupando el vacío dejado por poliomieli 

tis en lo que a enfermedades con secuelas neurológicas se refiere, en la par
i ;

te norte de nuestro continente; pensamos que en ' lérica muchos de los sin 

dromes de etiología desconocida como diarreas estivales y fiebre sistémica — 

(17) (16) (19) (18) (20), pueden ser producidas por este virus que ahora po­

dría contar con Ag's apruebas fácil de uso diagnóstico.

El uso del Sarcoma *^180 para producir antígeno ya había sidq descripto, pero 

en ratones sarcomatosos que debían ser observados por barios días después de 

inoculados (46). Este trabajo evita el manipuleo de ratones sarcoma!osos ya— 

infectados con SLE y además describe la forma simple de inactivar el virus — 

vivo residual de los antígenos.

La gran variedad de tipos de células usadas y las diferentes temperaturas y— 

pH permitieron además encontrar cuales son las células susceptibles para re­

producir el virus de SLE, pues a pesar de que no fueron hechas titulaciones— 

del virus para demostrar su reproducción en cantidad suficiente, se pueden — 

obtener hemoaglutininas.

En las condiciones usadas este virus parece no reproducir en glóbulos rojos, 

sabemos que en animales algunos arbovirus como Fiebre de Garrapatas del Colo 

rado, perteneciente a la familia Reoviridae reproduce en ellos (73) y taro-----

bién sabemos que otros arbovirus como Encefalitis Veneiolanat son capaces de­

reproducir en cultivos de monocitos (74) (75) y el virus Dengue, no solo re­

produce en monocitos sino que también lo hace en macrófagos perifonéales (76) 

(77) (78) (79)» El hecho de que algunos Flavivirus comq los productores de — 

emcefalitis centroeuropeas se localizan en glándulas mamarias de cabras, va­

cas y ovejas infectadas y se eliminen por leche (1), hizo que se incluyeran- 

células de glándula mamaria en la investigación, aunque evidentemente con— 

este virus y en estas condiciones experimentales no se obtuvieron hemoagluti. 

!ninas lo que no excluye la posibilidad de reproducción virali.



La reproducción del virus en plaquetas bovinas nos indica que este virus es 

capaz de reproducir en esa población celular lo que si pasara también en — 

plaquetas humanas explicaría la plaquetopenia de los pacientes de ¿hacabuco 

de los cuales se aisló el virus en Argentina (15) (14)*'

El virus tampoco produjo hemoaglutininas en células salivares,glóbulos rojos

y glóbulos blancos bovinos y no lo hizo en células de £etos murinos privados

de cerebros, patas y manos.

El período medio de obtención de antígenos hemoaglutinantes en células sarco 

matosas es el mismo que se observó en un estudio anterior (46), en donde se— 

inoculaban los ratones sarcornatos. directamente en el tumor ascítico, lo — 

que hizo suponer que se trataba del virus, antes de realizar*  la IH, prueba — 

que nos dio la certificación final de la identidad del antígeno buscado.

El tratamiento del fluido de la suspensión de células ¿arcomatosas infecta— 

das con SLE realizado con acetona, no solo aumentó el título HA en 20 a 40 —

veces, sino que a la vez lo hizo estable a la inactivación del virU|S<on Beta 

propiolactona en las condiciones del experimento, estabilidad que np tuvo el 

mismo antígeno crudo antes de su tratamiento con acetona. Qu,izás variando — 

las combinaciones del experimento, para realizar la inactivación, sea en -----

frío o a otros pH’s, se hubiera podido conservar la HA del antígeno crudo per<? 

esto escaparía a este plan que poseía un objetivo determinado y no deseaba — 

ramificarse en una serie infinita de experimentos.

Creemos que la información positiva de todo este trabajo no está solo en el— 

procedimiento para obtener el antígeno que se presenta como final, de Sarco— 

ma<i 180 TG, infectado cosechado al sexto día y tratado con el método de la — 

Suerosa-Acetona, inactivado con betapropiolactona, sino también en postrar — 

las otras fuentes de producción de Ags hemoaglut. * íes: suspensión de célu­

las de cerebro de ratón y de plaquetas bovinas*, elementos que en determina— 

das circunstancias y lugares podrían ser más fáciles d^ conseguir, que los — 

tumores ascíticos del Sarcoma^. 180.

Pero con este Ag HA obtenido de este tumor es con el qúe mejor se cumplen — 

nuestros objetivos de tener un antígeno ESPECIFICO, ESTABLE, SENSIBLE Y EE — 

POCO RIESGO para el trabajador de laboratorio. 

Se le adiciona a esto, su BAJO COSTO EE PRODUCCION.

En trabajos posteriores, tendría que estudiarse, cual és el límite de viabi­

lidad y concentración de células necesarias para sintetizar Ags HA de virus- 

de San Luis, además cuales son los factores condicionantes de los medios usa 

dos para suspender las células ya que estas consideraciones no estuvieron •— 



dentro de nuestros objetivos de proyecto.

Con toda esta información creemos colaborar en estos tiempo^ de crisis econó 

micas en nuestro país, con un procedimiento simple para obtener antígenos que 

nos permitan estudiar nuestras enfermedades endémicas a nivel nacional.
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CONCLUSIONES

De los once tipos de células usadas en suspensión en diferentes Éh'sy tem 

peraturas hubieron, tres que resultaron positivas para la producción de an­

ti geno hemoaglutinante de virus SLE, células de Sarcoma, 180 TG, plaquetas- 

bovinas y células nerviosas murinas. La única temperatura que dio positiva- 

de las tres consideradas fue de 37°C y el pH óptimo fue' cercano a 7,

El mejor en título y además sensible en función de ser inhibido por sue-
■ i

ros específicos resultó ser el obtenido con células de Sarcoma 180 suspendí 

das en su propio fluido. Este antígeno logró un título hemoaglutiante de —
: i

1:5120, cuando se cultivaron las células a pH 7,2 y los’mejores títulos fue 

ron observados entre el 4o y el 6o día.

Otras dos clases de células: plaquetas bovinas y células de cerebro de -
l i I

ratón recién nacido fueron también positivas en los mismos pl^ pero con me­

nor título y estabilidad.

Todos los antígenos crudos que resultaron negativos j?or hemoaglutinación
I

también lo fueron cuando se los trató con acetona, mientras que todos los- 

antígenos crudos que resultaron positivos por hemoaglutinación mejoraron no 

tablemente su título cuando se los trató con acetona.

Otras 8 clases de células: glóbulos rojos, glóbulos blancos y plaquetas— 

equinas, glóbulos rojos y blancos bovinos, células de glándulas mamaria de­

bovino adulto y salivares de feto bovino, células murinas fetales (sin cere 

bro), fueron todas negativas.

El antígeno obtenido de Sarcoma 180 TG fue inactivado con betapbopiolac
* , 'i

tona sin cambios en su título hemoaglutinante y con pérdida de su infectivi^ 

dad, resultando de esto un buen antígeno inactivado que puede ser u^ado pa­

ra el diagnóstico clínico, en laboratorios comunes sin riesgo de infección- 

para los trabajadores o el ambiente.

Debemos adicionar otra cualidad más a este antígeno hemoaglutinante del- 

virus F7 que es sumamente barato a comparación de los Ag posibles de obte
¡ ‘

ner a partir de los cultivos primarios y de líneas establecidas de qélulas- 

de artrópodos (80)



ABREVIATURAS USADAS EN ESTA TESIS
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IC: via intracerebral

IP: via intraperitoneal i

UFP: unidades formadores de placas

Sl£: virus encefalitis de San Luis

CT: cultivo de tejido

BHK: línea celular continua de riñón de criceto lactante

IleLa: línea celular continua tumoral

Ag: antígeno

HA: hemoaglutinación/ hemoaglutinante

GR: glóbulo rojo

GB: glóbulo blanco

LCR: líquido céfaloraquideo

rrn: ratón recién nacido

cri: cerebro de ratón infectado

ACP: acción citopatógenica

IH: inhibición de la hemoaglutinación

FC: fijación de complemento

NT: neutralización

SEC: suero experimental control

SCN: suero control negativo

; número
■ri

SF: solución fisiológica

M: molar

rpm: revoluciones por minuto;

min: minutos

BAB’S: solución boratada a pH 9 con el agregado de albumina, bovina al 0,4%

U1 : unidades internaciones

y^g: microgramos ¡

: microlitro

T°: temperatura

cc : centímetro cúbico

FA: fluido ascítico

d: días

%: tanto por ciento

bpa: amortiguador de fosfatos más el agregado de albúmina bovina a!l 0,75%



SOLUCIONES EMPLEADAS EN ESTA TESIS

1) Solución fisiológica para el lavado de las células a suspender:

CINa anhidro 9 g.

Agua destilada 1000 cc.

2) Soluciones de fosfatos pH 6, 7, 8 y 9 (VAD=s< unes tarponadas)

2.0M de fosfatos de sodio dibásico

Na JIPO. 283,96 g.
¿ 4

Agua destilada csp. 1000 cc.

2. OM de fosfatos de sodio monobásico

NaHPO.HO 276,02 g.
2 4 2

Agua destilada csp. 1000 cc.

1.5M de Cloruro de Sodio

CINa 87,67 g.

Agua destilada csp. 1000 cc.

0.15M NaCl - 0.2M Na HPO. 0.15M NaQl - 0.2M Nall PO,
2 4 2 4■ _ .......................................................................................... , ---------------------

í

1.5M NaCl 100 cc. 1.5M NaCl1 100 cc.
i . ! ■

2M Na HPO, 100 cc. 2M Nall R0f H O 1Q0 cc.
2 4 2 4 2

Agua destilada 800 cc. Agua destelada 800 cc.

Soluciones tamponadas de fosfatos para llevar a pH deseado A ¿)

Solución tamponadas 0.15M NaCl ~ „ 1 ’
~ „ Q.15-M NaCl -¡0.2M NaH P0,

Fosfatos para pH 0.2M Na HPO ¡24
2 4

I .

5,75 en cc. 3« en pc. 9ZJ
6,0 12,5 87^5
6.2 22. 78j !
6.4 32. 68^
6,6 45. 55j '

6,8 55- 45h! ,
7,0 64. 36.
7.2 72. 28u
7.4 79. ' 21J

3) Solución de Rojo fenol 0,15%

Rojo fenol 0,5 g. La solución se filtra (con papel de
1

NaOH 1/60M 100 cc. filtro).Se freacciona en tubos de —
¡ ;

tapa a rosca: 1Q cc. por tubo.

Se autoclava para esterilizar.

4 ) Solución de Penicilina-Streptomicina-Micostatina

Penicilina 1000000 UI Micostatina 5000 UI 0,5cc.

Estreptomicina 1 g. Agua bidestilada 100 cc.



Agua bisdestilada 100 cc.

Esta solución contiene 10000 UI de Penicilina y 10000 g de Streptomicina __

por cc. Para agregar a las soluciones lee. de cada 100 ce.

5) Solución de TRIS

1.0M pH 9 Hidroximetil-aminometano (SIGMA.PM= 121,136) pi? 7 a 9.

TRISMA C1H 1,52 g.

TRIS Base 10,94 g.

Agua destilada csp. 100 cc.

(Puede haber otras combinaciones)

6) Soluciones de anticoagulante AIsever y Heparina, que se usaron para obte­

ner la sangre a emplear

Solución AIsever Solución Heparina

Dextrosa 20,5 g. Liquemine de uso comercial

CINa 4,2 g.

Acido cítrico 0,55 g.

Citrato de Na 8 g.

Agua destilada 1000 cc.

Esterilizar en autoclave y guardar a 4°C-

7) Solución de anticoagulante ACD donde se recogen los GR de ganso

ACD

Citrato de Na 11,25 g.

Acido Cítrico 4 g.

Dextrosa 11 g.

Agua destilada 500 cc.

8) Solución de DGV donde se suspenden los GR de ganso ál 10% para u¿ar.Solu­

ción de Merthiolate que se agrega a los GR de ganso

Veronal (Barbital) 0,58g. Merthiolate

Gelatina 0,60g, Merthiola^o 100 gig.

Veronal sódico O,38g. Solución Pisio-^-

CLNa anhidro 0,02g. lógica 10 mg..

MgS0.7H 0 0,12g.
4 ¿i

NACI 8,5 g.

Dex trosa 10 g.

Agua destilada 1000 cc.

9) Soluciones tampones de fosfatos donde se suspenden los GR de ganso para — 

la HA, ph 5,8 a 7,2



Agua bisdestilada 100 cc.

Esta solución contiene 10000 UI de Penicilina y 10000 ¿ de 'Streptofaicina __

por cc. Para agregar a las soluciones Ice. de cada 100 cc.

5) Solución de TRIS

1.0M pH 9 Hidroximetil-aminometano (SIGNA. P.M= 121,136) pR¡ 7 a 9.

TRISMA C1H 1,52 g.

TRIS Base 10,94 g.

Agua destilada csp. 100 cc.

(Puede haber otras combinaciones)

6) Soluciones de anticoagulante Alsever y Heparina, qué se uparon para obte­

ner la sangre a emplear

^5

Solución Alsever Solución Heparina

Dextrosa 20,5 g. Liquemine de uso comercial

CINa 4,2 g.

Acido cítrico 0,55 g.

Citrato de Na 8 g.

Agua destilada 1000 cc.

Esterilizar en autoclave y guardar a 4 °C.

7) Solución de anticoagulante ACD dórale se recogen los GR de ganso

ACD

Citrato de Na 11,25 g.

Acádo Cítrico 4 g.

Dextrosa 11 g.

Agua destilada 500 cc.

8) Solución de DGV donde se suspcrxien los GR de ganso aX 10$ para u^ar.Solu­

ción de Merthiolate que se agrega a los GR de ganso

Veronal (Barbital) O,58g. Merthiolate

Gelatina 0,60g. Merthiolato 100 mg.
i

Veronal sódico O,38g. Solución Fisio—

CLNa anhidro 0,02g. lógica 10 mg.

MgSO 7H 0 0,12g.
4 ¿

NACI 8,5 g.

Dex trosa 10 g.

Agua destilada 1000 cc.

9) Soluciones tampones de fosfatos donde se suspenden los GR de ganso para — 

la HA, ph 5,8 a 7,2



13) Solución 0,4% albúmina bovina bo? atada ph 9 }= BAB’-Sj

4% alhúmina bovina pH 9 en solución 100 cc.

Solución boratada salina pH 9 900 cc.

14) Solución bpa 0,75% albúmina bovina para inocular el virus (pH 7,2)

Albúmina bovina fracción V 7,5 g»
Solución albúmina bovina

Solución salina de fosfatos 100 cc. 7,5% pH 7,2

Se filtra por Millipore y para llevarla a 0,75% se ¡diluyen:

1 parte de la descripta en

9 partes de solución salina de fosfatos

15) Solución amortiguadora (tamponada) de acetato/acetico pH 3,6—5,^
. I i

a) Acido acético 0,2M: disolver Acido acético Glacial 11,5 cc,

en agua destilada, y llevar: agua destilada 1000 cc.

b) Acetato de sodio 0.2M: disolver Acetato de Na 3H^0 27,2 g.
2 ¡i

en agua destillada y llevar a: agua destilada 1000 cc.

En el siguiente cuadro se muestran las combinaciones de ambas soluciones:

Solución a) Solución b)
----- ------------------1----------------------  

Agua destelada

en cc. 463 en cc. 37 en cc. 50Ó
i

440 60 500
1

r

410 90 50p 4,0

368 132 50p i ,2

305 195 50b
1
.,4

255 245 50Ó 
í , 1

,6

200 300 500 l ,8

148 352 50p
1
f

105 395 50p c ',2

88 412 50b íi,4

48 452 500.
i

>,6

Se usa para llevar a pH 6, al suero puro de cualquier especie y el FA pu­

ro: 1 gota.

Tdodas las soluciones luego de preparadas, y antes de afearse^ fuerori filtra
1 I. . *

das: a través de 200nm.el suero inactivado, y la tripsipa y demás sólucio— 

nes en 100 nm.

Solución de Azul Tripán: Azul Tripán 1/1000, en solución salina fisiológi­

ca.



RESUMEN

Título: Investigación de métodos para la obtención de Antígeno hemoaglutinan

te "in vitro" del virus Encefalitis de San Luis

Un Ag HA para el virus SLE, se obtuvo en células suspendidas ”in vitro", in­

cubadas a 37°C a pH 7 a 8 cón un óptimo de 7,2. La fuente celular fue célu— 

las provenientes del Sarcoma 180 TG, cosechado de ratones y resuspendidas en 

el mismo fluido ascítico inactivado a 56OC duarante 30 minutos.

El IIA se obtuvo del 3o al 6o día de inoculadas las células con un óptimo en­

tre el 5o y 6o día.

Otras fuentes de células, plaquetas bovinas y células de cerebro de ratón — 

fueron también positivas a estos pHs y T° pero dieron títulos más bajos.

Las restantes fuentes de células resultaron negativa.
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SUMARY

Title: "Search for "in vitro" hemoagglutinating antigens for Saint Louis - 

Encephalitis virus"

A hemagglutinating antigen for SLE virus was obtained in cells suspended -
t

"in vitro” incubated at 37°C at pH 7,0 to 8,0 with the optimal of 7,2. The 

source of cells was Sarcoma 180 1X3 harvested from mice, and resuspended in 

the same ascitic fluid after inactivation at 56°C during 30 minutes.

HA was recorded from the third to sixth day after seeding with the optimal 

between fifth and sixth day.

Other two sources of cells: bovine platelets and mouse brain cells were — 

also positive at these pH’s and temperature but lower titlerb were Observed 

Other eight sources of cells were all negatives.
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