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INTRODUCCION

El virus Encefalitis de San Luis (SLE), fue aislado por primera vez en San -
fuis, pueblo de Missouri en los Estados Unidos de Norteamérica en 1933 como-
ageﬁte causal de una epidemia de ENCEFALITIS en humanos. Desde entonces, has
ta ahora, se lo ha aislado en miltiples ocasiones como :causal de diferentes—
EPIDEMIAS en humanos, que siempre se restringen al continente amecricano, es—
pecialmente a Estados Unidos en donde, el virus, estd ocupando el vacio deja
do por una enfermedad ya controlada (1), la POLIOMIELITIS O PARALISIS INFAMN-
TIL.

Es un virus que tiene mucha importancia desde el punto de vista de la Salud-
Pdblica, porque cuando altera el Sistema Nervioso Central, puede provocar la
muerte o dejar secuelas psiquicas o motoras. No hay vacdunas adquiribles co—
mercialmente para uso humano y sabemos que el virus de San Luis (SLE), tam—
bién afecta a nuestro pais como lo demuestran ENCUESTAS SEROLOGICAS realiza—
das en humanos (2) y animales (3), comprometiendo a nuestro territorio en to
da su extensién (4).

En el Partido de TANDIL, Provincia de Bs.As.{Buenos Aires), se ha demostrado
a través de RASTREO SEROEPIDEMIOLOCGICO, de gque este virus es activo, también
ahora, como lo revelan las encuestas seroldgicas realizadas en humanos B)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 asintomiticas o simplemente cuadros gripales {13), aunque en Esta-
dos Unidos aparecen anualmente brotes de encefalitis gpidémigas, de caricter
rural, semiurbano o urbano; en nuestro pais se lo ha aislado de pacientes, —
correspondientes a EPIIEMIAS de FIEBRE HEMORRAGICA ARGENTINA (FHA) gue no —
han tenido CONVERSION SEROLOGICA para VIRUS JUNIN (14} (15) y (16) y que han
cursado con FIEBRES LEUCOPENICAS, similares a las que produce el virus Junin
Otras veces han aparecido anticuerpos (AC) cn nifios que cursaron su enferme—
dad como DIARREAS ESTIVALES, muchas de las cuales dejaron SECUELAS SICOMOTO-
RAS (17) (18) (19), o siguiendo a sindromes de encefalitis asépticas en adul
tos (20). De cualquier forma los estudios hasta ahora mencionados, mik otros
correspondientes a las Provincias de Cérdoba (21) en poblacipnes humanas y -
en Tucumidn en animales (22), no dejan lugar 4 duda, sobre la amplia difusién
en infecciones humanas y de animales domésticos tradas en nuestrp pais,
desde 1963 (2), hasta la fecha.

Aunque no sepamos si en nuestro caso los animales domésticos solo represen—
tan una herramienta para detectar la presencia del virus en . la naturaleza o-

si eventualmente podrian producir enfermedad ;¢ EPIZOOTIAS, ya que si bien no
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se han descripto ¢n nuestro medio, animales cuvas pufnlogias infecciosas res .
pondan a esta etiologiaJ $e sabe que las cepas aisladas en el Hemisferio Nor
te son capaces de infectar equinos experimental y naturalmente (23) ¥ que —~‘
desde ¢l punto de vista EPIDEMIOLOGICO (2L) (25) (20) ‘tienen un ciclo natu— .
ral donde intervienen pdjaros y mosquitos. Mientras que en nuestro Hemisfe——
rio Sur, los pijaros no parecen estar compromctidos en la cadena epidemiol &~
gica, sino que intervienen pequefios roedores silvestres, lo que hace a dife-
rencias genéticas v patolbgicas del virus, y dan las bases para una clasifi-—
cacién (27) (28) (29) . Estas variaciones pueden medirse con marcadores bio—
légicos, siendo el mis usado, los ratones de 21 dias de edad, para!los estu~
dios comparativos de VIRULENCIA, en donde la infeccién es letal para las ce-
pas de SLE aisladas del Hemisferio Norte, mientras quel para algunas cepas —
del Hemisferio Sur no son tan pat&genas para los huéspedes de esta edad, ino
culados por VIA INTRAPERITONEAL (IP). Ademis de estas variaciones REGIONALES
las cepas tienen distintos comportamientos segin se trate de un huésped defi
nitivo u ocasional (caballo u hombre) o si se trata de un reservorio (p4jaro
o ratén) {1) (30). En el primer caso (10), hay viremias de alta magnjtud lue
go de la infeccidn seguida de la invasifn al Sistema Nérvioso,Centfai pudién
dose observar SIGNOS y SINTOMAS de la infeccién. En el segundo caso (20) hay
viremia, sin correlacifn entre signos y sintomas que generalmente no existen
Los signos y sintomas producidos por este virus son los correspondientes a —
una MENINGO-ENCEFALITIS ASEPTICA, con dolof de cabeza, nafistas, vémitos y. fo
tofobia, leucositosis en liquido Céfalo Raquideo (U:R)-hay un lento pericdo-
de exaltacién nerviosa y convulsiones cuando' se compromete el cerebro y pos—
teriormente llega un periodo llamado LETARGICO, en el cual sgobreviene la'-—
muerte o bien la curacién cuando desciende la fiebre; dejando secuelds del -
tipo nervioso (neurolégicas) y deterioro de la personalidad en sobdevivien —
tes, sobre todo en individuosbde edad avanzada.

En nifios se han descripto lesiones oft4lmicas como secuelas post—infeccibén -
(30). La prognosis, depende, de la edad del paciénte, estado nutridional, —
precociaad con que se haya hecho él‘diagnéstico, etc.El traﬁamientd és siem—
pre sintom&tico.

El virus SLE estd relacionado al virus Fiebre Amarilla, Dengue, entre otros.-—
Conocidos como ARBOVIRUS GRUPO-B de. la clasificacién ANTIGENICA de CASALS(1)
(31). Esta clasificacibén es sumamente Gtil desde el puhto de vista INMUNOLO
GICO, se hizo en base a pruebas SEROLOGICAS CLASICAS DE INHIBICION [E LA HE
MOAGLUTINACION (IH); FIJACIONES DE COMPLEMENTO NEUTRALIZACION VIRAL-

(NT).
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En la actualidad hay registrados mis de 60 de estos virus antigénicamente -
rclacionados, pertenccientes a los ARBOVIRUS GRUPO-B; que al ser estudiados
en BASES FISICO-QUIMICAS fueron TAXONOMICAMENTE registrados como el @ENERO-
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
milia que llevard cl nombre de FLAVIVIRIDAE.

Los FLAVIVIRUS Y ALFAVIRUS, se caracterizan desde el punto de vista BRTOLOGI
CO, por ser transmitidos por artrbpodos, en su mayoria mosquitos y garrapa—
tas (32) y en general todos aquellos virus transmitidos por mosquites como—
el virus SLE, tienen la propiedad de reproducir experimentalmente no .solo -
en mosquitos inoculados en el laboratorio sino también en lineas celulares—
primarias y continuas, de mosquitos mantenidos "in vitro" (33) ¥ (34).

Este virus desde el punto de vista bioquimico se caracteriza por teéner un -
niicleo de RNA de cadena simple (35), tener simetria clibica y ser sensible a
los SOLVENTES LIPIDICOS, como éter o dexosicolato de sodio, etc.(36), ade—
mis de tener una cubierta o manto lipidiao? de alli el nombre de 14 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
pais ha sido recuperado de mosquitos del génerOvCULEX? que a su vez han de-—
mostrado ser buenos transmisores del virus experimentalmente (37). En sinfg
sis el virus SLE ha sido aislado de numerosas especies de animales superio—
res e inferiores como los artrépodos, y han demostrado tener anticuerpos, +—
(AC) contra el mismo: aves domésticas y silvest :qinos (caballo$ y as~
nos), 0sos, arces, bovinos, ovinos, cabras, mulas; se ha detectado la traﬁ§
misién TRANSOVARICA de los AC inhibidores de' la hemoaglutinacién AQ IH) en~
pollos (38). Los primeros aislamientos de SLE en nuestro pais se hicieron: -~
en la Provincia de Buenos Aires, Partido de Chacabuco, en 1963, ellos fue—
ron: virus SLE cepa BEL y‘'virus SLE cepa VIL; de pacientes Supuestamente a-
fectados de fiebre hemorrjgica argentina (15).

\ds tarde SLE, fue aislado en varnias ocasiones en las, Provincias de¢ Santa -
Fe y Cérdoba.

Es sabido que los miembros de la familia TOGAVIRIDAE replican bien en culti
vo de tejidos (CT) y SLE, también lo hace (39), produce accién CITOPATOGENI
CA (CP) en rifin de criceto y pollo, da claras ﬁlacas;gn células dé rifibn -

| o .
de pato bajo agar y en células BHK bajo metil celulosa {40) (41). También -
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desarrolla en células de rifidn de porcino, epitelioma humano (42), en 1fneas -
continuas de mosquitos (33), en células BIIK-21, en células VERO., Pero en ge-
ncral, tanto para aislamiente como para estudio antigénico d#l virus, se ha-
usado un animal experimental, el RATON RECIEN NACIDO (LL) v (L5). En este —
huésped se reproduce el virus en cantidad suficiente para poder poner en evi
dencia una de las caracteristicas mis sobresalicntes de este agente patégeno
gque es ¢l de ser AGLUTINANTE frente a glébulos rojos (GR) de ganso y de po—
1lito recién nacide, dicha reaccién es totalmente dependicente de PH y tempe-—
ratura (T°). La hemoaglutinacién (HA) es de incuestionable valor para la se—
rologfa (4&). Siendo la INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION (IH) una técnica -
sensible y ficil de realizar en cualquier laboratorio diagnéstico, ¥ considg
rando que los AC IH aparecen ripido y se mantienen por un tiempo prudencial—
tanto en el hombre como en los animales domésticos, &sta es la técnica de —
predileccién para detectar infecciones.

Es necesario, entonces tratindose de un virus ENIEMICO de nuestro pais que —
dispongamos de ANTIGENOS (Ag) HA, que sean producidos a bajo costo, sin ries
go de infeccibén pues los AG HA para serologia, que se usan en la actualidad,
se obtienen a partir de cerebro de ratén lactante (0-3 dias de edad), que ha
sido inoculado por via intracerebral (IC), los cuales son tratados con SUCRO
SA-ACETONA (AG clésico) (44).

También pueden obtenerse buenos Ag HA usando ratones adultos 'SARCOMATOSOS —
(L6) 6 CARCINOMATOSOS (47) que reciben inoculacién por via IP.

Hay antecedentes que indican que se puede obtener Ag HAj del virus SLE, a —_
partir de suero de criceto infectado (48), en lineas celulares prim@rias —_—
(L9) o continuas (50). Hasta ahora todos los Ag HA que.se han elaborado son-
inoculando animales que producen altos riesgos‘de infecc¢ién para los trabaja
dores de laboratorio y altos costos de produccidn, derivados del mantenimien
to o compra de lineas celulares y medios de cultivos especiales, o bien de -
animales para inocular. Ademis los Ag habitualmente usados contienen virus —
vivo infectante, lo que constituye un riesgo incluso, para el que realiza —
las reacciones serolfgicas.

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

sin manipular animales infectados, con técnicas simples al alcance de nues——
tros laboratorios, que pueda ser usado sin riesgo de infeccibép en pruebas se
rolbgicas. El mismo tendri que reunir las condiciones reéqueridas para apro—
bar un CONTROL [E CALIDAD es decir: ser INOCUO, ESPECIFICO, SENSIBLE y ESTA-
BLE por lo menos a T° de refrigeracibn (4°C) por un tiempo prudenci@l.

LA INOCUIDAD: Serd medida por la falta de capacidad de infectar ratones ino-
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culados por via IC e IP.

LA ESPECIFICIDAD: por la IH de 4-8 unidades hemoaglutipantes (UHA) de este Ag

por sueros experimentales de referencia {SBEC) para grupo B y/o encefalitis de
SLE y no INHIBICION por controles de sueros provenientes de igual especie ani
mal obtenidos con virus no relacionados, o sueros de animales sanos (SCN).

LA SENSIBILIDAD: por la comparacibn de titulos IH (INHIBIDORES [E HEMOAGLUTI-

NACION) en sueros hombélogos del Ag obtenido con el usado clisicamente (Ag SA-
cn c.r.i.)

LA ESTABILIDAD: por la conservacién del titulo HA a lo largo de un tiempo pru

dencial y frente a los diferentes tipos de manipulacibn como por ejemplo la —
INACTIVACION. Para abaratar costos, se usaron suspensiohes celulares de ficil
obtencibn, como medio de cultivo, suero puro diluido de la especie 4 la cual-

procedian las células y amortiguadores de fosfatos.
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MATERTAL Y METODOS

Némina de materiales usados en esta Tesis

a) . Semilla
1. Antipeno sucrosa—~acctona control en rafén.
2. Inéculo para cada tubo de cultivo.
3. Sueros controles de SLE {sucros cxperimentales —SF;).

L) . Células a usar segln origen:

1. equinas (plaquetas, glébulos rojos (GR}, glébulos blancqs (GB)

2. bovinas (plaquetas,GR, GBAgléndulas salivales de féto, gléndulgs mama ———
rias) |

3. murinas (normales= de ratdén recién nacido (rrn), cerebro de ratén 0-3 —
dias y macerado de embriones a términoj
patolbgicas= sarcoma 1804TG)

Medios para suspensibdn de células

1. Solucién de fosfato pH 6, 7, 8 y O.
2. Suero puro de la especie celular correspondiente inactivado a 56°C por -
30 minutos
3. Suerc diluido 10% pH 6, 7, 8 y 9.
L. Flufido ascltico puro y dilufdo 5%.Leche pura y dilafda.
Indicador= Rojo fenol

Amortiguador= Tris y solucibn tampbn de acetato

Antibibticos= Penicilina, estreptomicina, micostatina o .anfotericina

Condiciones de cultivo

. pH empleados: 6, 7, 8 y 9.
. temperatura (T°) de incubacién: 4, 24, y 37 °C
. Tiempo de duracién de cada experimento: 10 dias.,

Prucbas a someter a las diferentes muestras

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

. centrifugacién a 1000 rpm para hacer limpida la muestra

. doble lavade con acetona y posterior secado en bomba de vacHo.

En caso de obtener resultados positivos por los dos métodos anteriores, pero —
con ant{genos diffciles de inhibir (duros) se aplicar4:

. sonicacién.

. cromatografia de absorcidn en tandas de diferentes molaridades de fosfatos.
Esto se efectuari con intenciones de parcelar el vi.n y luego purificar las —

particulas hemoaglutinantes.

En caso de no ser necesaria la sonicacibn y cromatografia, el Ag HA de 5LE obte

nido serid sometido a las siguientes pruebas de inactivacibn viral:
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- con Beta propiolactona.
. con formel.

. con calor, autoclavado.
. hipoclorito de sodio,

A cada uno de los antfpgenos {Ag) as{ obtenides se les probard si soh HA o no

por medio de HA directa en microtécnica, en policubetas de poliestireno fren
te a 8 diferentes pli, frente a GR de ganso lavados y suspendidos al 10% en -
DGV (Medio de Dextrosa—Gelatina—Veronal).

Cuando algunos de los antigenos resulte HA se lo enfrentari a los sueros ex-—
perimentales del mismoe virus.

En las pruebas se incluiri un con#rol del sistema que serd el Ag de SLE cepa
Bel que tiene probada hemoaglutipacién.

-A los antigenos {Ag) que resultaran HA y no perdieran su titule por —

inactivacién se los inoculari por via IP e IC a ratones blancos (pruebas de-—
infectividad)

-A todos los animales que fuesen usados como donantes de célulag se les—

hicieron pruebas serolégicas (IH, FC) contra ¢l antfgenp 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 antigenos obtenidos:

Hemoaglutinacibn por microtécnica (Clarke y Casals) y modificada (Shepe) (44)

Soluciones necesarias:

. Solucidn tamponada de fosfatos md&s solucibn tamponada borato—-salina
(13813'S) = para dilufr el Ag

. Soluciones de fosfatos de diferentes pl: desde 5,8 a 7,2 (5,8-6; 6,2-6,L;~
6,6-6,8; 7-7,2) (vaD'S)

.GR de ganso diluido a la concentracién requerida.

Hemoaglutinacién en microtéonica

Materiales usados: microplacas comerciales pldsticas con 96 pocillos fondo —

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

de goteo continuo.

Clébulos rojos de ganso:Ase obtuvieron por sangria parclial de un ganso, de —

la vena marginal del ala, con alcohol y algodén se desinfecté la zona usando
jeringa y aguja estéril. Se usé 1,5 c.c. ACD por cada 8,5 c.c. de sangre (aE
ticoagulante ACD -Acido citrico-Dextrosa)

.Se colocd la sangre con anticoagulante en el homogeneizador duranteé 4 horas
.Las células se lavaron por centrifugacién a 1500 rpm. durante 15 minutos.

.Se descart$ plasma mis ACD y luego se le hicieron 4 lavados con sol.de DGV-
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centrifugando 15 minutos a 1500 rpm.

Para el primer lavado se usb 2,5 vollmenes de DGV por cada voldmen de sangre
El sobrenadante fue descartado. El ﬁlfi@o lavado se hizo 'en tubok de centri-—
fuga graduados durante 15 minutos a 1500 rpm. Basados en éste pépcipitado se
suspendicron las células al 10% en DGV.

.Se impididé la multiplicacibén de gérmenes, posible de ocurrir, pbr causa de-
contaminaciones durante el manipuleo, afiadiendo a esta suspensibn de glébu—
los,mertiolato, para obtener una concentracién finai de 1:10000, Para esto —
se pesd polvo de merthiolate y se hizo una suspensién 1:100 en splucién fi
siolégica (SF) estéril. De esta solucibn se afiadib la prgporcién de 1 cc. —
por cada 100 cc. de suspensibédn de GR al 10% (Mertiolato: timerosal, mercu—
rial orgénico).

.Los glébulos listos para emplear se guardaron a 4 °C. Para usar las células
se diluyb en la proporcién 1:40 en las soluciones tamponadas de fosfatos de—
tal manera que la concentracidn celular es al final 0,25% (en ei pocillo de-
la microplaca). Las diluciones se hicieron en el momento de usar, pues las —
células podrian lisarse,

Realizacidén de esta Tesis: Se ajustari al disefio experimental inicial:Ver Tg

bia I.
Tabla 1 DISESO EXPERIMENTAL INICIAL
Suspensibén de c¢élulas Medios de pH Tempe— TOTAL
al 10% Mantenim. rat.T°| T.de C. m
Especie Clase c/u : ' c/u
G.Blancos 3 mediosd & p £|3 T° |36 T de c| 30
Equina G.Rojos id. 6-7-  |h° 24°136 T de C| 360
Plaquetas id. 89 37° 36‘T de C| 360
G.Blancos id. id. | id. | T de C| 360
G.Rojos id. id. | 1'd ) "r de C 360
Bovina Plaquetas id. id. id. |36 :fr de C| 360
Gl.salival id. id. | oaa. | :T de ¢} 360
Gl.mamaria id. 5 med. | id. 60 T de C} 600
Cél.fetales id. id. id. 36:F de C| 360
\lurina S.N.C. (rrn) id. id. id. 36:%;de C 360
Sarcoma 180 TG id. | id. | id. | tr1’ de c| 360
3 especies 11 clases Varios | 4 pH'%" 3 T*® 429 1/, 200

Cada tubo examinado diariamento por diez dias consecutivos lo que hacen a +—
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4200 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 panordmicas mds las que pudieran corresponder a titulaciones de —
muestras positivas.

SEMILLA: Se us® SLE cepa Bel con 11-12 pasajes en cerebro de ratén lactante
de 0-3 dias (15) {(c.r.i.) cerebro de ratén infectadﬁ.

La inoculacibén se hizo con 0,02 c.c.por via IC de una dilucibn lOﬁZ del vi-
rus en bpa que es amortiguador (amortiguadores de fosfatos pH 7,2 mis el a-
gregado de 0,75% de albdmina bovina) (45).

Entre el tercer y cuarto dfa post inoculacibn se cosecharon los cerebros de
los animales enfermos, se hizo un macerado al 20% siempre en el mismo amor—
tiguador, se centrifugb a 1500-2000 rpm durante 5-10 minutos y al sobrena—-
dante (es lo que podemos decir nuestro elemento de'ﬁrabaio) se lo fracciond
en ampollas de lcc. y se lo congelb a -70°C.

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

del pasaje 11 yv 12 se hizo Ag suérosa—acetona siguiéndo las técnicas clisi-
cas de arbovirologia de Clarke y Cassals (A&) que consisten en:

. descerebrar los ratones,

. suspender en 4 volimenes de sacarosa al 8,5%,

. homogeneizarlos en licuadora pequeiia,

. lavar el homogeneizado con 20 volfimenes de acetona frfa: en el primer la-
vado el homogeneizado fue gotegdé sobre la acetona firfa (4°C) y reducido a
polvillo. Se descartb esa acetﬁna frfay se r .eron lés 20 voldmenes der
j8ndolos actuar durante una hora:

. descartar la acetona,

. dejar secar en bomba de vacio,

. hidratar con 0,4 volGmenes de solucibn fisiolégica (Cle 9% en agua des-
tilada estéril) por cada volémen de homogeneizado, inicial.

. de jar una noche,

. centrifugar a 5000 rpm durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadarite es el —
Ag HA. \

Se obtuveo asi del pasaje Nro. 11 ‘de SLE cepa Bel un antigeno cuyp titulo —
fue de 35./1280 con un Sptimo de PH 6,5. Del pasaje Nro.12 el titulo del Ag -
fue de 1/640 con un 6ptimo en pH 6,6.

2 —INOCULO: con parte de los c,rfi. se hizo una suspensién de viius 10~2 en

bpa y de esta, se sembréfpor cada tubo,l cc.en todas las experiepcias.

/1 -
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SUEROS CONTROLES INMUNES: Con la semilla inicial y luego de inactivarla, se i-

noculan ratones adultos via IP, a razbn de 0,3 cc.por cada animal. El inéculo—
fue de virus inactivado con Beta propioclactona preparado de la siguiente mane-
ra:

. se mezclaron partes iguales de Beta propiolactona al O,i% y suspensifn de se
milla al 20%

. se colocS§ en bafio maria a 37°C por 60 minutos y se inoculd.

. See hicieron dos inoculaciones de 0,3 ce. d us inactivado, con espacio -
de 21 dias entre una v otra.

A los 30 dias se sangraron a blanco todos los animales y se obtuve un suero ex
perimental con titulo IH de 1/1280 frente 'a /-8 UH de los Ag.

Control de suero negativo = suero de ratén normal (lavado por dos veces con a—

cetona).

Medios de mantenimiento: ellos son:

. Solucién tamponada de fosfatos con pH's 6, 7, 8 ¥ 9 que se logrd combinando

solucidén de fosfatos monosbédico y disbdico y clorurg de sodio com el agregado—
por cada tubo de cultivo de 1 cc. de solucibén de sacarosa al 8,5% en agua des—
tilada estéril.

Indicador de pH: se usb una solucién de rojo fenol al 0,5% en hidréxido de so—

dio 1/00M agregado en la misma cantidad y ‘concentracién en todos les tubos.

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

O con las distintas combinaciones de las. soluciones tamponadas de fosfatos di-
sbédico y monos&dico mds cloruro de sodio, que va desde el color amarillo
JpH 5,8) al color fucsia (solferino pH 9).:

Por comparacibn con esta escala de color es que se midieron los distintos pH.

. Solucibn amortiguadora de TRIS, que se agregd a las soluciones para ajustar-

"a pH 9 y Solucién tampén de acetato para plH 6.

Antimicrobiano: Solucién de Penicilina 100 Ul. Estreptomicina 250 microgramos—

v Micostatina 250 microgramos por cc. Agregadas en 1la misma cantidad y concen—
tracibn en todos los tubos.

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

de j6 coagular a T° ambiente y por centrifugacién a 1500-2000 rpm. durante 15 —
min. Fue llevado a pH 8 y 9 con TRIS y a pH 6 con solucibén tampdn de acetato.
En todos los casos el suero a usar fue inactivado a B6°C durante 30 min.Se usa

ron sueros equinos y bovinos para cflulags de las regpectivas especies.

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

/177
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partes de amortiguadores). También para equino y bovine.

leche pura: Se usbd leche en polvo, que en vexz de ser dilufda en agua desti-~
lada fue disuelta en las soluciones tampones a pH 6, 7, 8 v 9 a razbn de 30
gr. de leche en 250 cc. de liquido correspondiente para la leche pura {(le—
che entera La Serenisima).

Leche dilufda: al 10%: se diluydé la leche pura en solucibén tamponada pH 6,-

7, 8 v 9 a razbn de 1 parte de leche pura mis @ partes de solucién tampona-

da.

29 Fluido ascitico (F.A.) de ratén sarcomatoso Puro (edad del tumor:10 dfas)

que se extrajo sin anticoagulante del animal sarcomatdso a fin de que coagu
le y se centrifugd a 1500 rpm durante 10 min. llevindose a pH 6, 7y 8y 9 -

con solucién tamponada y TRIS,

3y Fluido ascfitico de ratén sarcomatoso dilufdo: se obtuvo de igual forma —
que en el caso anterior y se lo diLuyw;‘ en solucién tamponada de fosfatos—
al 10% en los consabidos pH 6, 7, 8 y 9 (1:10).

Las células usadas cuando se trata de glé&ndulas mamarilas o salivar fueron -

sometidas a pruebas de viabilidad con coloraciones vitales (azul tripén), —
va que se habfan trafido del Mdtaderoc local.

Las demis células (GR, blancos.y plaquetas) fueron usadas a continuacién de
su extraccién por lo cual solo recibieron tentrifugacién y tratamiénto des—
cripto, Pero a todas las células puestas en experiencia, se les hizo prueba
de viabilidad diaria en azul tripén.(cel-ﬁnufln*‘s)

Suspensién de células sanguineas equinas y bovinas: fueron pbtenidas de un—

equino o bovino adulto por puncidén aséptica de vena yugular, con material -
estéril y de plistico. La primera extraccibn se hizo usando anticoagulante~
licparipa 10 microlitros por cec., siempre trabajando en bafio de hielo. La se
gunda extraccibn sin anticoagulante para suero.

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

nas como bovinas,

.Se la centrifugb suavemente a 1000-1500 rpm en centrifuga refrigerada du—
rante 10-15 min.

.En el sobrenadante quedaron el plasma y las plaquetas. En el sedimento los
CR y GB. ée 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 centrifugh a 3000-5000 rpm durante 20 min

/11
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luego de los cuales se tuvieron las plaquetas en el fondo de los tubos de —
vidrio esmerilado (formando como una nube ).

.Se resuspendié el precipitado en solucién fisioldgica (SF) estéril al 10%
y se centrifugb a 3500-5000 rpm por dos veces, la (ltima en tubos de centr{
fuga graduados.

.Se descart6 la solucién fisiolégica 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 agregb rojo fenol como indicador.

.Se adicionaron las células en la propoﬁién-indicada.

.Se agregbd antimicrobiano.

.Se ajusté el pH (con TRIS o solucién tampén de acetato-de sodio).

.Por Gltimo se sembré él virus SLE cepa Bel, 1 cc en una dilucién 10“”2 en —
bpa 0,75% de albémina bovina y se colocd a t°® de cnltivo: 4°, 24,° y 37°C. -
por cada tipo de célula sanguinea se usaron 30 tul .

Los gl6ébulos blancos, rojos y plaquetas fueron suspenaﬁdos en 3 medios dife
rentes,

1) Solucibdn amortiguadora de fosfatos mis 10% de sacarbsa al 8,5%.

2) Suero puro inactivado.

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

En todos los casos los pH fueron;6,,7, 8 y 9 ¥ las temperaturas de cultivo—
4°, 24°(ta) y 37°C.

La Gnica diferencia entre las células equinas y bovinas estuvo en ¢l origen
del suero, en donde a cada una se le puso el suero de origen correspondiente

SUSPENSION [E CELULAS PROVENIENTES DE GLANDULA MAMARIA BOVINA

Sc usé glindula mamaria obtenida del frigor{fico local, cxt#ﬁida inmediata—
mente después de la faena del animal. El trozo de glindula mamaria fue 'su—
mergido en solucidn fisiolégica aséptica, todo c¢n baﬁo'de hielo, hasta 1le—
gar ai laboratoric donde fue introducida en horno ultravioleta durﬁnte 15—
min, luego fue trozada en pequefias porciones con tijera y cuchilla estéril-
lavando con SF estéril.y colocando los trozos en méquina trituradora duran—
te 1 min a la primera velocidad, se lavd este tejido cén SF dos veces, los-
fragmentos. (ahora de 2-3 mm de espesor) se colocaron en un matraz y se agre

gé tripsina calentada a 37°. Se incubd a esta temperatura durante 10 min,-

se descarté la tripsina y se agregd igual volimen de la misma solucibn
(50 ec), de acuerde a la cantidad de tejido, se dej6 esta tripsina durante-

una hora a 37° agitando. Se frend la accién de la tripsina con suerg homé—"
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logo (2 cc). Se centrifugd el sobrenadante que contenfa las células disper—
sas en centrifuga refrigerada a 4°C, durante 10 min a 800-1000 rpm y en el-
feace quedaron las células, se las lavd con SF por 3 wvicces para eliminar tp
da la tripsina por 3 centrifugaciones de 800-1000 rpm durante 10 min, el G1
timo lavado se hizo en tubos de centrifuga graduados y se suspendieron las—
células al 10% en solucién tamponada mis 1 cc de sacarosa al 8,5%.

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

3) suero bovino dilufdo al 10%, inactivado, a ° Q min.

L) leche pura

5) leche diluida al 10%

SUSPENSION DE CELULAS PROVENIENTES DE GLANDULA SALIVAR [E FETO BOVINO (51)-
(52).

Se obtuvo un feto bovino de 6-7 heses de edad en el frigorifico lotal, al -

feto se le secciond la cabeza y se la sumergib en solucibn desinfectante —
muy diluida. Se renové en el laboratorio esta solucibn 2 6 3 veces por SF.—
Se puso en horno ultravioleta 14 min. Con cuchillas estériles y bisturi se—
seccionaron las dos parétidas, se cortaron en trozos pequeiips y se lavaron—
2 6 3 veces con SF. Estos trocitos fueron colocados en trituradora de teji-
do (tipo Moulinex) 1l min a 400-500 rpm. Los fragmentos quedaron de 2-3 mm —
de espesor. Se calentd tripsina a 37°C y se continuarop los lavados con SF.
Se colocd en un matraz 50 cc de tripsina a 37° y con agitacién constante -
se le agregaron los trocitos de tejido. Se dejaron 10 min, se desechp esta-
tripsina y se la removié por igual voldmen de la misma, enzima, se dejé 1 ho -
ra a 37°C. Se agregé'a esta soluci6én 2 cc de suerc perteneciente al mismo a
nimal y se centrifugb el sobrenadante a 800-1000 rpm durante 10 min en cen—

trifuga refrigerada. Se descarté la tripsina y a estas'células se lak lavéd-

!

36 4L veces con SF para eliminar la enzima, 'la Gltima vez en tubos de cen—
trifuga graduados para calcular la cantidad de célulag que se tenfan y ha—
cer una suspensién al 10% en soluciones tamponadas mis 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 obtgnido.por puncibn aséptica via-
intracardfaca sin anticoagulante. Se dejb coggular y‘fé‘en él laboratorio —~
se centrifugd a 1500 rpm durante 20 min. Se inactivé 30 min. a 55°C. Se usb
puro y dilufido al 10%. Se siguié el mismo procedimiento que para los ante—
riores.

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

Cultivo de células provenientes de cerebro de ratén recién nacido

~» Se tomaron dos camadas de entre 8 y 12 rrn (0-3 dfas de edad), se los sa—-



crificé con éter, se los desinfecté pasindoles un algedén con alcohol por -
toda la superficie del cuerpo. Luego con tijera y pinza estéril se les extra
‘~jo el cerebro.

. Se coloct el material en una caja de Petri y se lav$ para eliminar res——
tos de tejido con SF estéril.

.Se lavd 2 6 3 veces y se colocd en un homogencizador a 400 rpm 6 500 rpm -
durante 1 min, de manera de desmenuzar el te¢jido zn pequefias fracciones de-
2-3 mm de espesor.

.Se colocaron estos fragmentos en un matraz de tripsinizacién lavando con -
SF.

.Se agregbd 50 cc de tripsina previamente entibiada a 37°C, se incubb a 37°C
por 10 min con agitacién.,

.Se dejé sedimentar el material y se descarté la tripsina, remplazindola —
por igual volémen de tripsina precalentada.

.Se incubbé a 37°%C durante 30 min con agitacidn.

.Se dej6 sedimentar el material y se recogid el sobrenadante en tubos de —
centrifuga.

.Se agregb 2 cc de suero de ratén inactivado para anular la accién de la en
zima (puesto a 4°C.)

.Se afiadié tripsina a los fragmentos de tejidos remanentes e incubb a 37°C~
durante 20 min con agitacibn.

.Las células dispersas se recogieron de igual modo que las hnteriores en el
mismo recipiente.

.Se repitib este procedimiento hasta que los fragmentos se convirtieron en—
masas blanquecinas de tejido conective y células.

.Toda la cosecha se centrifugdé 10 min a 1000 rpm en tubos de centrifuga gra
duados y se resuspendieron las células al 10% en las soluciones correspon—
dientes:

1) Solucidén tampbdn de fosfatos mis el agregado de 1 cc de sacarosa al 8,5%-
enpH 6, 7, By 9.

2) Flufdo ascdtico puro inactivado (FA inactivado)

3) Flufdo ascitico inactivado dilufdo (FA dil.10%)

SUSPENSION DE CFIJW A€ PROVENIENTES [E FFTO DE RATON TR 15 DIAS (52) (55) —

(45)

.Se sacrificaron dos hembras con éter, que tenfan una prefiez de 15 dfas. Se

limpié el 4rea de la piel del animal con alcchol ¢ °. Se operd y extrajeron
los fetos con material quirirgico estéril. Se colocb €l material extrafdo —

en una caja de Petri y se lav6é con SF, Se cort y separs el material que no |
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pe utilizé (tejido adiposo, higado, membranas, cabeza‘de los fetos y patas)-
Se puso el material Gtil en una nueva caja de Petri y ;e volvié a lavar con—
SF.

-Se colocéd el material en un recipiente adecuado para realizar la diseccién—
de los tejidos. Se agregd una pequefia cantidad de SF para mantenerlos blan——
cos. Se cortd el tejido en pequefios trozos con tijeras y pinzas estériles,—
los fragmentos se colocaron con nueva SF en homogeneizador durante 1 min a —
primera velocidad, el material asi desmenuzado se colocd con 50 cc de tripsi
na a 37°C. Se decanté esta tripsina y se colocé nuev;, precalentada a 37°C.
Se dejb actuar 1 hora a esa misma temperatura con agitacidn.

.Se dejb sedimentar el material y se recogibé el sobrenadante en un tubo de -
centrifuga filtrando con gasa estéril. Se agregé 2 cc de suero de ratén inac
tivado y asi se frend la actividad de la enzima, se mantuvo a 40°C.

.Se afiadié tripsina a los fragmentos de tejidos remanentes e incubb a 37°C ~
durante 20 min con agitacién. Las células dispersas se recogieron de igual -
modo que las anteriores en el mismo recipiente. Se repitid este procedimien-
to hasta que los fragmentos se convirtieron en masas blanquecinas, frenando—
siempre la accibn de la enzima con suero de ratén. Toda la cosecha se centri
fugé durante 10 min a 1000 rpm y se resuspendieron las células en los medios
correpondientes. Se lavaron con los medios por dos veces por centrifugacibn—
y se suspendieron en los siguientes medios:

1) Solucién tamponada de fosfatos.pH 6, 7, 8 y 9 mis 1 cc de sacarosa al 8,5
%.

2) Flufdo ascitico de ratén sarcomatoso delO dfas de imoculado, puro, inacti
vado a 60°C durante 20 min.

3) Flufdo ascitico de ratén sarcomatoso al 10%.

GULTIVO IE CELULAS [EL SARCOMA#180/TG (46)

El sarcomaﬁi80 TG es un tumor flufdo mesenquimatoso que crece en la cavidad-
peritoneal de ratones blancos, se obtiene por transferencia de células de un
animal enfermo a otro.por via IP (0,2 cc). Cuando este tumor crece lo sufi—
ciente para extraerlo (aproximadamente entre 10s 10-14 dias) se punza al ra-
tén desinfectando con alcohol 90° la zona a tratar y cqh material estéril se
obtiene la suspensidn celular del tumor: 1) con antitoagulante Heparina (10—
microlitros por cada cc de suspensiénO 2) luego otro tﬁbo 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—

cién a BO0-1000 rpm en centrifuga refrigerada a 4£°C, 15 min.
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Se descart6 el sobrenadante, se lavaron tres veces con SF estéril, se centri
fagbd a 1000 rpm durante 10 min y el Gltimo ccntrifugad& se hizo en tubos de—
centrifuga graduados. Se suspendieron, al 10% en las soluciones correspon—
dientes y se realizb idéntico procedimiento que en los[casos:anteriores, u—
sando las mismas soluciones, cantidad de rojo fenol, antimicrobiano, TRIS y-
se inocul® virus SLE éepa Bel, etc colocindose a L® ZL; y 37%C.

Las células se suspendieron en 3 medios distintos:

1) Amortiguadores de fosfatos.

2) Fluido ascitico (FA) puro inactivado 30 min. a 56°C.

3) Buffer de fosfato con el agregado del 10% de flufido ascitico 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 tenia, 3 me—
dios diferentes, a excepcién de las células de glindulas mamaria bovina, que
tenfan 5 medios diferentes, 4 pl's diferentes por cada medio y tipo celular-
y cada uno de ellos 3 temperaturas, el volimen de los experimentos eran ta—
les, que se trabajaba con una especie de células animales por vez. El total-~
de muestras era de 30 por cada tipo celular por dfa.

Este muestreo fue hecho para cada Ag por 10 dias consecutivos, lo que signi-—
ficaron 360 Ag potenciales para cada tipo de célula empleado, independente—
mente de su origen animal.

Para tener una idea?’ ver tabla 1.

Procedimientos a los que se sometid a la muestra diaria

. Centrifugacién simple: la mitad de la muestra fue centrifugada a 1500 rpm-

durante 10 min y el sobrenadante fue probado por HA.

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

goted sobre 20 veces un voldmen en acetona fria, agitando siempre.

.Se dej6 sedimentar, se removié la acetona, se agité, se esperd 10 min y se-
de j6 sedimentar o se centrifugé 1C min a 1500 rpm.

Se voleé la acetona‘y se repuso igual volfimen, se volvif a dejar sedimentar—
y se descartd la acetona, y se sec§ 1-13 h en bomba de vacio, ya seco, se hi
draté con solucién tamponada pH 9 a razén de un volGmen 10 véces superior al
inicial. Se probb por HA.

HEMOAGLUTINACION EN MICROTECNICA (44)

Técnica:Se colocaron 2 gotas del BAB'S en cada pocillo, el antigeno ya sea pu
ro o tratado con acetona en los pocillos de la primer hilera y se hicieron -
3 diluciones del mismo en las pruebas panorimicas.

»l En las pruebas finales las diluciocnes fueron a tftulo finalt¥ 12 en total.

26




«En la Gltima policubeta plistica se titulé en Ag HA de SLE control, camo se_
hace clésicamente, con control de gl6bulos para los defierentes pH 5, 8 a —
7,2 con los GR de ganso al 10% (2,3‘cc.de solucibén tamponada de fosfatos mis
0,1 cc.de GR de ganso al 10%).

.Se esperd a que caigan los GR en el control de glébulos y se ley6 la reac—
cibn luego de 4045 min, a temperatura ambiente.

Tabla 2 -~ EXPERIMENTO EN CELULAS DEL SARCCEH‘SERINOi$180 TG.

Sol.Amortiguadora Tubo pH | T°]dias de duracién Muestra
" | 1-2-34-5-6-7-8-9-10
C 1 6 4 | una muestra diaria 10
E 2 714 ] " " 10
L 3 | 84| e 10
U 4 9 | & | " " " 10
K 5 6 |24 " " » 10
A Solucibn 6 7 24 H » " 10
S de 7 8 {24 " " " 10
8 9 24 1] e 1 . 10
S fosfatos 9 6 |37 " " " 10
A 10 7 |32 ] " " 10
R 11 8 {37 | " " " 10
c 12 9 fzz | v = " 10
3 13 6 4 {una muesf:r’a diaria 10
A 14 7 141" ’ " 10
15 8 | 4 | n " 10
reetiico N I I 10
M de ratén : 6 |2 " ; " 10
U puro ’ 18 7 2} f ! " . 10
R inactivado 30 min. 19 8 [ i : t " 10
I a 56°C. 20 9. |24 ,. ! " 10
. 21 6 {37 | " . " 10
0 22 7 37 " L] (1] : 10
. 23 8 |37 | * “ " 10
# 24 9 f3z | v o ] 10
é 25 6 4 ' una muestra diaria 10
o 26 7 4 " " " 10
z |8 4| - 10
Fluiio o 28 9 A " L L] 10
" ” 1 1]
¢ diluido al 10% g? g 22 " " " ;g
inactivado 30 min. " “ -
a 56°C. 32 9 |2 10
33 6 {37 " " " 10
34 7 137 " " " 10
35 8 137 " " " 10
ﬁ 9 37 " " ‘i 10

A los antiéenos que dieron resultados positivos para hémoaglutinaciﬁn, ya —

sean obtenidos por simple centrifugacién o los tratados con_aceton;; fueron—

enfrentados por inhibicibn de hemoaglutinacién a los sueros experimentales -
._/controles de Bel SLE) y al suero control (SC) grupo B del Centro Mundial de—‘f

/
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Referencia, ademis de usar un suero negativo para SLE (SCN).

INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION (IH)

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

grﬁ?oB de referencia ademds del suero negativo control :(SCN) fueron tratados—
por doble lavado con 20 volimenes de acetona frfa y secado en bomba de vacio-
durante 1 hora.

. E1 polvo fue rehidratado a volGmen 10 veces mayor al inicial con solucién -
tamponada borato—salina a pH 9. Se dejaron hidratar a °C durante la noche y-
al dfa siguiente fueron absorbidos con el estroma de GR de ganso. Todo este -
proceso es para:

1°) el tratamiento con acetona los libera de inhibidores inespecificos de ti-
peo lipidico, lipidoproteico.

2°) la absorcién con GR ganso elimina hemoaglutininasinespecificas(44) (56) -
(45)

ANTIGENOS: Fueron probados todos los que mostraron hemoaglutinantes, tanto —
los tratados como los crudos. Se los prob6 puros y en caso de tener alto titu
lo, se los diluyé 1/10 en BAB'S, deji4ndolos estabilizar 1 hora antes de cada-
prueba.

Todo esto se hace para ajustar a un pH éptimo y poder usar de 4 a 8 unidades—
HA en las pruebas de IH (44). La Gltima fila de la policubeta se usb de con—
trol de gli6bulos., Se usaron 3 pHgpara la titulacibn, el 6ptiho ¥y uno por enci
ma y otro por debajo en una diferencia de d,ZJ mis o menos de pH (Ej. :6,6; —
6,4 y 6,8) | |
DETALLE [E LA PRUEBA REALIZADA: Se usaron policubetas plisticas con 96 poci—

llos con fondo en U, se las dividid en 3 secciones de 4 poci;los pof 8 en for
ma vertical. Se colocd en cada pocillo una gota de BAB'S (0,025 cc;), se colo
c6 el SE experimental correspondiente (suero control + y - )vy se hicieron 3-
diluciones con microdilufdores (57) de izquierda a derecha, siendo 'gstos 1/20
1/40 y 1/80. En el Gltimo pocillo se colocS el suero tratado dilufdo 1/10 de~
tal manera que se pudo usar comc control de suero,

Se agregbd el antigeno en todos los pocillos, en una gota diluida conveniente—
mente. Se incubd la mezcla durante 14 horas a 4°C. Se volvié a titular el an-
tigeno pero ahora no s6lo al pH 6ptimo sino uéo por encima y otro por debajo-
(ej.: 6ptimo 6,6; se tituld en 6,5; 6,6 ? 5,7),;, ~ +'Gltimo se agregaron los
GR dilufidos en las soluciones tamponadas de fosfatos correspondientes para ca
da pH. |
Se ley6 la reaceibn cuando cayeron los controles de los glébulos en la segun-

tha titulacibn del Ag, alrededor de 45 min.
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PRUEBAS FACULTATIVAS O ALTERNATIVAS: SONICACION Y CROM&TOGRAFIA

En caso de haber obtenido antigenos HA que no inhibieran ios sueros contro
les (antfigenos duros), las muestras podrfan someterse a soniéaciénf(SS) (59)y
cromatograffa de absorcién (60) (61) (62) (63) DEAE G2§ en tandas de diferen—
tes molaridades de fosfatos mds 0,5% de albiimina bovind en solucibn. boratada-—
de 0,001 a 0,2M de tal manera de purificarlla particula HA.

Si bien podria usarse también cromatografia de afinidad como la descripta-
por Wofsy y Burr en 1969 (60), en nuestro caso usaremos cromatograffa de ab—
sorcifn en Sephadex DEAE en diferentes molaridades de fosfatés de 0;001 a —
0,24M mis 0,5% de alblmina bovina boratada siguiendo las técnicas cl4sicas —
(64)

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

De acuerdo al tipo de células se las volveria a poner en cultivo' teniendo
en cuenta pH, T° y tiempo.
Ajuste de pH: si la produccidén de Ag estuviere entre dos pH, por ejemplo 7 y

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

Ajuste de tiempo: se harfa recoleccibén cada 12 horas y, se procesarfan inmedia

tamente las muestras, en total 10 dfas también.
Temperatura: se usaria la indicada, por ejemplo 77"
TRATAMIENTOS INACTIVANIES:

Cuardo se obtuvieron Ag HA se ﬁracticaron los siguientes métodos de inac~
tivacibn:
1) Calor: autoclavado 20 min. a 60°C 6 30 min. a 56°C.
2) Formol al 40%
3) Betapropiolactona
L) Hipoclorito de sodio.

"Se usaron estos métodos porque la mayorfa de los integrantes de la familia

TOGAVIRIDAE no pierden su poder inmunogénico o su reactividad inmunolbgica —

cuando son inactivados por estos procedimientos clisicos"(36). Todog los anti

genos que permanecieron con igual titulo o con una diluéién menos fueron ino—
culados por via IC o IP en ratones de 21 dfas de edad.iEsto se hizo 'para com—
probar si eran infectivos (PRUEBAS [E INFECTIVIDAD).

1) Calor: autoclavado (45). Se tomb 1 cc. del Ag que resulté HA, tanto el Ag-
crudo como el tratado, y se lo autoelavé a 60°C y a 56*?.

2) Formol (45) Se usé formol al 4O% en solucibén de agua destilada estéril y -
una suspensién de virus-;1 10% también en bpa sin el agregadg de alblimina de-
tal manera de llevar a una concentracidn final de ofrmalina de 0,2%. ée dejé—.

N"en heladera a 4°% durante 7 dfas. Se probé HA.

3) Betapropiolactona {45) (65) (66) (67) (68) Existen varios métodos de inac—
|
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tivacibén con Betapropiolactona, por ejemplo este que sirve para inactivar SLE
cuando se inocula a ratones para obtenér sueros experigéntales.

a) Se colocé en un tubo 4,5 cc. de agua destilada estéril mis 0,5¢c de Beta—
propiolacfona al 10%.

b) Se colocd en otro tubo 4,5 cc. de agua destilada estéril mis 0,5% de Beta
propiolactona al 10% del paso anterior, aquf la diluciéh fue del 10%.

c) Se colocd en un Erlenmeyer 4,5 cc.de agua destilada estéril m4s 5 cc. de-
Betapropiolactona al 1% y aquf la dilucién fue del 0,1%}

d) Se tomé el Ag HA y se mezcld partes iguales de este ? Betapropiolactona --
que quedé al O,05%.

e) Se colocd esta suspensibén a bafio marfa a 37°C durante 60 min. para inactiv
vacién.

f) se dejb enfriar, se probd por HA y si era inocuo.

L) Hipoclorito de sodio: Se tomé hipoclorito de sodio de uso comfin marca co

mercial DYC, que viene en bidones de 5 litros declarandp en su etiqueta que
posee 80 g. de hipoclorito de sodio por dm3 (80 g/dm3 dé cloro acti?o) para
su uso se debid dilufir 1 litro del producto en 39 litros de agua.

Se tombé del bidbén lcc. y se lo diluyb en 39.C° de agua‘bidesfilada.

Se tomb 1 cc del Ag HA, tanto bruto como tratado y se agregé’'l cc. del hipo
clorito de sodio 1/40.

Se centrifugd 10 min a 1500 rpm, se tomé el sobrenadanté, se prob$ por HA,-
si baj6é el titulo y si era inocuo.

BRUEBAS DE INFECTIVIDAD

Todos los antigenos que resultaron HA y el titulo permaﬁecié!éﬁn deépués de

la inactivacién, fueron inoculados por IC e IP en 5 cajis de /4 ratores cada
| i
- -2 -
una (adultos de mAs de 21 dfas) puro y en las diluciones 10 {, 10 , 10 3y

-9

' | i
10 7. Las diluciones se hicieron en solucibn fisiolbégica estéril; si la via

*

fue IP se inocularon 0,3 cc por animal. Si la via fue ié se inoculaﬁon 0,02
cc por animal. Si luego de 21 dias el animal sobrevivié se liamo inocuo al-

Ag y al virus se lo consider$ inactivado,


cc.de

R E S UL T A D O S

De todos los tipos celulares estudiados, sélo 3 resultaron adecuados para
obtener Ag HA para SLE.

1) Plaquetas bovinas en suero puro y dilufdo al 10% a 56°%C ﬂurante§30 min,

2) Cerebro de ratén.

3) Células provenientes del SarcomaQ%lBO TG

1 -~ Plaquetas bovinas

En suero puro

Se obtuvieron vestigios de HA del primer al tercegtdia eﬁ los tﬁbos cu—
yos PH era 6,7,8 y 9, y habian sido colocados a 37°C y:én suero pure bovino-
inactivado. E1 pH de los HA fue 6,4; 6,6; 6,8, esto ocurrié tanto en los Ag-
tratados como en los no tratados.

Al cuarto dfa hubo HA en tubos a pH 7 a 37°%. Los titulos‘fueroﬂ 1/2 sin—
tratar y 1/20 en los tratados y vestigioé en los demés:tubOEZa 37W3Ac§yos pH
fueron 6,8 y 9 (Ver Tabla 3)

Al quinto dfa hubo HA en los Ag provenientes del tuﬁo a pH 7,8 con tfitulo
1/4 en los sin tratar y 1/40 en los.tratados; La HA oc@rrié ;n los pH 0,4;—
6,6 y 6,8. Segufa habiendo vestigios en los tubos a pH 6 y 91

Al sexto dfia hubo HA en los Ag provenienteé del tubag a pH;7 y su T® 37°C,
con tftulo 1/2 para los no tratados y 1/20 para .r;fadosien loé pH 6,4;~
6,6 y 6,8, posteriormente se negativizaron ;n.la produccibn Se Ag.

En suero diluifdo

Hubo vestigios de HA en todes los tubos mantenidos 5137°C‘cuyo;pﬂ efé 6,-
7,8 v 9, desde el primero al sexto dia en lps;pH 6,4;6,6iy 6?8 (Ver Tabla 3)
En todos los casos que la HA se produjo ?E;ncamente; se probaron estos Ag
con los sueros controles de Bel y el suero érupo B de referencia, tanto los—
tratados como los no tratados, y ée encontrb éuc éstos%inhibieron los' Ag ob—

tenidos, por lo tant. estibamos en presencia de Bel (SLE).

2 - Cercbro de ratbén

Se obtuvieron antigenos HA a partir de céflulas de ce}ebroisuspenéidas al—-
10% en FA puro en pH 7 y 8 a 37% y a partir del tercer dfa én que hubo ves—
tigios, tanto en los Ag brutos como en los trgtados. Al cuarto dia observa—
mos en pH 7 un Ag HA de titulo 1/2 en bruto y 1/40 em tratado; y en el pH 8-
a 37°C hubo Ag HA con tftulo 1/2 en sin tratar y 1/20 en tratados, Ambos Ag~-
HA en lo. pH 6,4; 6,6 y 6,8 (Ver Tabla 4)

También se notd que en el pH 8 a 37°C hubo Ag HA con tftulos de 1/2 sin -

tratar y 1/20 en tratados. Su rango HA es pH 6,.;6,6 y 6,8 (Ver Tabla 4).

!
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Al quinto dfa en plH 7 y 8 se obtuvieron Ag HA con tfitulos 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 yitratados—
respectivamente,

Todos hemoaglutinaron en los pH 0,4; 6,6 y 6,8.

Para el sexto dia solamente tuvimos vestigios ch el 'mismo rango de pH.To—
dos estos antigenos fueron probados contra los sueron controles de SLE cepa—
BEL y suero control de referencia, y este 1o inhibié.

3 - Células provenientes de Sarcomaff 180 TG

Se obtuvieron vestigios desde el segundo dia post inoculacibn en los tu—
bos cuyos pH fueron 7 y 8 a 37°C.

Al tercer dfa en pH 7 y 8 hubo Ag HA con tftuloe 1/2 sin tratar 'y 1/40 —
tratados en ambos pH. Al cuarto dfa en pH 7 y 8 Lu... Ag;HA 1/4 sin ktratar y-
1/80 tratados. Al quinto dia en pH 7 hubo Ag HA con tiﬁulos 1/16 sin fratarr
y 1/320 tratados, y en pH 8 1/4 sin tratarly'l/BO tratados. Al setp dfa en-
ambos pH (7 y 8) se obtuvieron vestigios:

Estos antfgenos fueron HA en el rango de pH 6,4;6,6 y 6,8 a T® ambiente.A
demis fueron inhibidos por los sueros controles Bel (SLE) y el suerp control

grupo B de referencia usando siempre la microtécnica. (Ver Tabla 5),
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. Tabla 3 — RESULTADOS OBTENIDOS EN PLAQUETAS BOVINAS
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Tabla 4 ~ RESULTADOS OBTENIDOS EN CELULAS DE CEREBRO IE RATON LACTANTE.

Cercbro ratén 10%

Solucidn tamponada
mis lcc. de Sacaro

de fosfatos
sa al 8g5%

Fluido ascitico
puro inactivado
180 TG

deSacmm%

Fluido ascitico
180 TG

dilufdo al 10%

de SarCOmaﬁ

* 1/L0 y 1/80; 1/20 y 1/20 titulos en Ag tratados.

* 1/2 vy 1/4; 1/2 y 1/2 titulos en Ag no tratades (crudo)
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RESULTADOS OBTENIDOS EN CELULAS DEL SARCOMA MURINO ¥ 180 TG.

Voot

Tabla 5
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(#) 1/40, 1/80, 1/320, etc. titulos en Ag tratados

(#¥) 1/2, 3/k, 1/16, etc. titulos en Ag no fratados (bﬂuto)
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EXPERIMENTO FINAL PARA OBTENCION DE ANTIGENO HEMOAGLUTINANTE

De los tres experimentos se eligid al Sarcoma 180 como fuente productora de
Ag HA porque es el que mayor titulo presentb, Para 311; se repitié‘el experi
mento pero como los mayores titulos del Ag fueron entre pH ? y 8, se hizo a-—
juste de pH y de tiempo. Se cultivd todo a 37°C y en lés mismas condiciones,
los pH usados fueron 6,8; 7; 7,2% 7,4; 7,6; 7,8; 8 y 8.2.

Tabla 6

Células del Sarcoma 180 TG mis Bel (SLE) en flufdo asc{tico de ratén sarco-

matoso

é pH {T?® obgservaciones cada 12 horas :

0 OJil3127 2131 >1 4] 5 5 2 6 [2171%

16,8137 /{/{/{viv]v] v] v v v v vivi/ /71 /

27,01 374 /1/|/{v]v|w]| v i8] v|30 v vivizsti/zy
2 A 16 \ f

317,21 37| /|/|/ |V |40 |80 |160 {320 640 | 1280 2560 [5120 {v |V V]V

2l 4] 8|16 32| 64| 64| 128
skl ml vl vl v vy vi vl vivl/lzly

2
5(72,61 3720 /1/1/1vizot v vi v| v v v vivi/i/1/
2 ‘
617,81 371 /1/71/lviolv) v] v | v v v vivi/zl/ty/
> S
218,00 37l /17171 v]solso] 40180 | 80] 8 | 20 vivi/Zi/i/
2t 21 21 41 & 4 2 N
88,237 /|/|/}{vi|to|80| 80 |80 | V¥ v v vivi/si/ L/
204 4| &l |

Las observaciones cada doce horas se hicieron hasta el aia iO, pero como a -
partir del dia 8 no hubo ninglin dato positivo no se tuyieron en cuenta en eg
te esquema.

Observindolo, vemos que el mejor antfgeno HA se obtuvo en el dfa 6 a partir-
del tubo en pH 7,2 a 37°% cuyo titulo fue 128 en Ag no tratado y 5126 en trgv
tado, que fue inhibido fidcilmente por los sueron exper{mentales deireferen——
cia con resultédos esperados en controles.

Pruebas alternativas

Dado que se obtuvieron antigenos ficiles de inhibir noifue necesario reali—:
zar sonicacién ni cromatografia, pero si fue necesario: someter este Ag a —

pruebas de inactivacibén e infectividad.

1. Resultados de las pruebas de inactivacidn

Se usaron las pruebas que se detallan a continuacién cén el Ag en #itulo de-

1:5120 obtenido en Sarcoma 180 a pH 7,2, 37°C en el sexto dia.
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Tabla 7
ANALISIS [E RESULTADOS [E LAS PRUEBAS IE INACTIVACION

Pruebas de inactivacién Antig eno HA sin tratar | Ag HA traéado
Autoclavado 20 min. 60°C pierde titulo HA | pierde titulo HA
© OmmoseT | n o I
Formol 4LO% " " " reduce tiéulo 1/64
Hipoclorito de sodio " " " | piérde ti;ulo HA
Betapropiolacténa " oo ; coﬁserva %itulo
5120

De acuerdo a este cuadré podemos decir que los antigenés crﬁdos se desactiva
ron hasta perder su tfitulo con cualgquiera de las pruebas usddas.

Respecto a los Ag HA que han sido tratados  con doble iavadé de acetona y —
posteriormente sometidos a inactivacién, el Ag resultante luego de la inacti
vacién con formol al 40% redujo el tfitulo de 5120 a 64. El éGnico inactivante
que mantuvo el titulo fue la solucibn de Betapropiolactona.

2. Resultados de los ensayos de infectividad

Se practicaron sblo con los Ag que conservaron su poder HA.
Para el antigeno HA tratado con acetona, inactivado con formol al 40% titulo

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

-1 -2 . -3 —4

10 7, 10 , 10 " y 10 7, 0,3 cc. por via IP..Se esperaron 21 dias entre cada

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

salvaren todos los animales.cuando la viaifue T~ "dosis de 0,02 cc,

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

con solucién de betapropidactona, al igual que en el enéayo anterior Ee ino—
cularon 5 cajas de 4 ratones adultos cada una, con las siguientes d;1u01ones
en SF estéril: puro, 10 1, 10-2, iOé3, 10_%,'y la dosis fue 0,02 cc¢l. por via
IC. Las otras 5 cajas fueron inoculadas por via IP, la dosis fue 0{3 cc. en—

las mismas diluciones. Se esperd 21 dias, se afiadid una caja de 4 ratones —

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

RESULTADOS IE LAS PRUEBAS DE VIABILIDAD CELULAR

Todas las células usadas de diferente origen, fueron probadas por método del -

Azul Tripin. Se partié con un 100% de viabilidad en el dia 1° del experimen—

to y cuando las células dejaron de produ01r antigeno se ‘tuvo 0% de viabili—

dad.
RESULTADOS E LAS PRUEBAS SERQLOGICAS REALIZADAS A LOS ANIMALES DONANTES [E~

CELULAS

" Todos los animales donantes de células fueron serolégicamente negativos para
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el virus SLE cepa Bel. Las técnicas usadas fueron IH, FC y NT.



DISCUSTON
El método que aqui se presenta, sencillo y de aplicacibn prdctica abre la po
sibilidad de permitir el estudio de la importancia de este virus en patolo—
gia humana y animal. A través de encuestas seroldégicas ya ha sido demostrado
que SLE infecta tanto al hombre como a animales domésticos (2) (225 (12)(21)
y que la respuesta inmune del huésped es a base de la inmuno globulina IgM, 6
en este y otros arbovirus (69) (70) (71) (72),sobre mofbilidad y mortalidad-
producida en las distintas especies ¥y en los diferentes grupos et#rios los~
mismos estudios no nos dicen nada. |
Sabemos que SLE es el virus que e: % ocupando el vacfo dejado por poliomieli
tis en lo que a enfermedades con secuelas neurolégicas se refiere, en la par
te norte de nuestro continente; pensamos que en = ° 1érica Auchos de los sin
dromes de etiologia desconocida como diarreas estivales y fiebre sistémica -
(17) (16) (19) (18) (20), pueden ser producidas por este virus que ahora po-
drfa contar con Ap’s &pruebas f4cil de uso diagnbstico.
El uso del Sarcoma%#lBO para producir antigeno ya habia sidag descripto, pero
en ratones sarcomatosos que debfan ser observados por varios dfas después de
inoculados (46). Este trabajo evita el manipuleo de ratones sarcomatosos ya—
infectados con SLE y ademis describe la forma simple de inactivar ;1 virus -
vivo residual de los antigenos.
La gran variedad de tipos de células usadas ? las diferentes temperaturas y-
pH permitieron ademis encontrar cuales son las células susc%ptibles para re-
producir el virus de SLE, pues a pesar de que no fueron hechas tituylaciones-
del virus para demostrar su reproduccién en cantidad éufiéiente, se pueden -
obtener hemoaglutininas. |
En las condiciones usadas este virus parece no reproducir en glébulos rojos,
sabemos que en animales algunos arbovirus como Fiebre de Garrapatas del Colo
rado, perteneciente a la familia Reoviridae reproduce en ellos (73} y tam—
bién sabemos que otros arbovirus como Encefalitis Vencioian; son capaces de—
reproducir en cultivos de monocitos (74) (75) y el virus Dedgue, no solo re-
produce en monocitos sino que también lo hace en macr6fagos peritoneales (76)
(77) (78) (79). E1 hecho de que algunos Flavivirus comg los productores de —
emcefalitis centroeuropeas se localizan en glindulas mamarias de capras, va—
cas y oveias infectadas v ce eliminen bor leche (1), hizo que se incluyeran—
células de glidndula mamaria en la investigacibn, aunque evidentemente con-

este virus y en estas condiciones experimentales no se obtuvieron hemoagluti

'ninas lo que no excluye la posibilidad de reproduccibén viral.

)
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La reproduccibén del virus en plaquetas bovinas nos indica que este virus es
capaz de reproducir en esa poblacién celular lo que si pasara tambidn en —
plaguetas humanas explicaria la plaquetopenia de los pécicntes de Chacabuco
de los cuales se aislé el virus en Argentina (15) (14).

El virus tampoco produjo hemoaglutininas en células salivares,glébulos rojos
y gldbulos blancos bovinos y no lo hizo en células de fetos murinoé’privados
de cerebros, patas y manos. |

El perfodo medio de obtencibén de antigenos hemoaglutinantes en células sarco
matosas es el mismo que se observé en un estudio anterior (L6), en donde se-—
inoculaban los ratones sarcomatos. . directamente en eljtumof ascitico, lo —
que hizo supconer que se trataba del virus, antes de re#lizar la IH, prueba -
que nos dio la certificacidén final de la identidad del antigéno buscado.

El tratamiento del fluido de la suspensibn de células'SArcomatosas infecta—
das con SLE realizado con acetona, no solo aumenté el titulo HA en 20 a 40 -
veces, sino que a la vez lo hizo estable a la inactivacién del viruyscen Beta
propiolactona en las condiciones del experimento, estabilidaﬁ que no tuvo el
mismo antigeno crudo antes de su tratamiento con acetona. Quizis variando —
las combinaciones del experimento, para realizar la inactivacibn, sea en —
frio o a otros pH's, se hubiera podido conservar la HA del antfgenc crudo pere
esto escaparfa a este plan que posefa un objetivo determinado y no deseaba —
ramificarse en una serie infinita de experimentos.

Creemos que la informacién positiva de todo este trabajo no estd solo en el-

procedimiento para obtener el antigeno que se presenta como final, de Sarco—
ma# 180 TG, infectado cosechado al sexto dfa y tratado con el método de la -
Sucrosa~-Acetona, inactivado con betapropiolaéfona, sino también en mostrar -~

las otras fuentes de produccibén de Ags hemoaglut. . te$: suspensibn de célu-

las de cerebro de ratén y de plaquetas bovinas, elementos qde en determina—

das circunstancias y lugares podrian ser m&s.ficiles de conseguir, que los -
tumores asciticos del Sarcomaj 180.
Pero con este Ag HA obtenido de este tumor es con el que mejor se cumplen —

nuestros objetivos de tener un antigeno ESPECIFICO, ESTABLE, SENSIBIE Y [E -

POCO RIESGO para el trabajador de laboratorio.
Se le adiciona a esto, su BAJO COSTO DE PRODUCCION.

En trabajos posteriores, tendria que estudiarse, cual és el limite de viabi-
lidad y concentracibén de células necesarias para sintetizar Ags HA de virus-
de San Luis, ademis cuales son los factores condicionantes de los medios usa

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



dentro de nuestros objetives de proyecto.
Con toda esta informacibn creemos colaborar en estos tiempos de crisis econd

micas en nuestro pafs, con un procedimiento simple para obtener antigenos que

nos permitan estudiar nuestras enfermedades endémicas a nivel nacional.



CONCLUSIONES

De los once tipos de células usadas en suspensién en diferentes #Hsy tem
peraturas hubieron, tres que resultaron positivas para ia producciég de an-
tigeno hemoaglutinante de virus SLE, células de Sarcomaj 180 TG, plaquetas-
bovinas y células nerviosas murinas. La dnica temperatufa que dio pgsitiva—
de las tres consideradas fue de 37°C y el pll 6ptimo fue’ cercano a 7;

El mejor en titulo y ademds sensible en funcién de ser inhibido por sue-
ros especificos resultd ser el obtenido con células de Sarcoma 180 ;uspendi
das en su propio fluido. Este antigeno logrd un titulo hemoaglutian%e de —
1:5120, cuando se cultivaron las células a pH 7,2 vy losfmejores titﬁlos fue
ron observados entre el 4° y el 6° dia.

[l

Otras dos clases de células: plaquetas bovinas y células de cerebro de -
ratbén recién nacido fueron también positivas en los mishos pH, peroacon me—
nor titulo y estabilidad.

Todos los antigenos crudos que resultaron negativos por hemoaglufinacién
también lo fueron cuando se los tratd con acetona, mientras que todos los-
antigenos crudos que resultaron positivos por hemoaglut;nacién mejoqaron no
tablemente su titulo cuando se los traté com acetona,

Otras 8 clases de células: glébulos rojos, glébulos blancos y pl%quetas—
equinas, glébulos rojos y blancos bovinos, células de gléindulas mam;ria de—
bovino adulto y salivares de feto bovino, células murin;s fetales (sin cere
bro), fueron todas negativas.

El antigeno obtenido de Sarcoma 180 TG fue inactivado con betapropiolac

: '
tona sin cambios en su titulo hemoaglutinante y con pérdida de su infectivi
dad, resultando de esto un buen antigeno inactivado que puede ser ugado pa-—
ra el diagAéstico clinico, en laboratorios comunes sin riesgo de infeccidn-
para los traBajadores o el ambiente.

Debemos adicionar otra cualidad mis a este antigeno hemoaglutinante del-

virus SLE, que es sumamente barato a comparacidn de los Ag posibles: de obte

pord

o B

ner a partir de los cultivos primarios y de lineas establecidas de élulas—

de artrépodos (80)
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ABREVIATURAS USADAS EN ESTA TESIS

IC: via intracerebral
iP: via intraperitoneal
UFP: unidades formadores de placas
SLE: virus encefalitis de San Luis
CT: cultivo de tejido
BHK: linea celular continua de rifibn de criceto lactante
HleLa: linea celular continua tumoral
Ag: antigeno
HA: hemoaglutinacién/ hemoaglutinante
GR: glé6bulo rojo
GB: glbébulo blanco
ICR: liquido céfaloraquideo
rrn: ratébn recién nacido
cri: cerebro de ratén infectado
ACP: accibn citopatégenica
Ill: inhibicibén de la hemoaglutinacibn
FC: fijacién de complemento
NT: neutralizacibn
SEC: suero experimental control
SCN: suero control negativo
@ nimero
SF: solucibén fisioldgica
M: molar
rpm: revoluciones por minuto;
min: minutos
BAB'S: solucibn boratada a pH 9 con el aéregado de albtimina, bovina al 0,4%
Ul: unidades internaciones
/u,g: microgramos 4

jtl: microlitro
T¢: temperatura
cc: centimetro cibico
FA: fluido ascitico
d: dias
%: tanto por ciento

bpa: amortiguador de fosfatos mis el agregado de albdmina bovina al 0,75%
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SOLUCTIONES EMPLEADAS EN ESTA TESIS

1)

Solucibn fisiolégica para el lavado de las células a suspender:
CiNa anhidro 9 g.

Agua destilada 1000 ce.

Soluciones de fosfatos pl 6, 7, 8 y 9 (VAD=sc ones tamponada$)

2.0M de fosfatos de sodio dib4sico

Na_HPO 283,% g.

4
Agua destilada csp. 1000 cc.

2.0M de fosfatos de sodio monobdsico

NaH_PO H_O 6,02 g.
3242 279 g
Agua destilada csp. 1000 cc.,

1.5M de Cloruro de Sodio

ClNa 87,67 g.

Agua destilada csp. 1000 cc,

0.15M NaCl - 0.2M Na HPO, 0.15M XaGl - 0.2M Kall PO,

1.5M NaCl 100 cc. 1.5M  NaCY 100 cec.
i , I

2M NaZHPOA 100 cc. 2M NaHZﬁOAHZO {?0 ce.

Agua destilada 800 cc. Agua destilada 800 cc.

Soluciones tamponadas de fosfatos para llevar a pH deseado (VATﬂS)

i
e,

Solucién tamponadas | 0.15M NaCl _ . ? .

Fosfatos para pl 0.2M NaZHPOA ?'IJ“ Aabl =10.2M ;NaH2P04
5,75 en cc. 3. en gcc. g7.
6,0 12,5 875
6,2 22. 78,
6,4 32. 68,
6,6 45. 554
6,8 55. 45,
7,0 64. 36,
7,2 72. . 28
7,4 79. ‘ 214

3)

4)

Solucién de Rojo fenol 0,15%

Rojo fenol 0,5 g. La solucién se filtra (con papel de
| i

NaOH 1 /60M 100  ce. filtro).Se freatciona en tubos de —

i

tapa a rosca: lO cc. por tubo.

. o
Se autoclava para esterilizar,

Solucién de Penicilina—Streptomicina-Micostatina

Penicilina 1000000 UI Micostatina 5000 UI :0,5¢cc.

fstreptomicina 1 g. Agua bidestilada 100 ce.
AN



Agua bisdestilada 100 ce.

Esta solucién contiene 10000 UI de Penicilina y 10000 ‘g de Streptomicina —

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

5)

6)

7)

8)

9)

Solucibén de TRIS

1.0M pH 9 Hidroximetil-aminometano (SIGMA.PM- 121,136) pH 7 a 9.
TRISMA CliH 1,52 g.

TRIS Base 10,94 g.

Agua destilada csp. 100 cc.

(Puede haber otras combinaciones)

Soluciones de anticoagulante Alsever y Heparina, qué s5e usaron péra obte-

ner la sangre a emplear

Solucibén Alsever Solucién Héparina:
Dextrosa 20,5 g. Liquemine de uso ¢omercial
C1Na L,2 g.

Acido citrico 0,55 g.

Citrato de Na 8 g.

Agua destilada 1000 cc.

Esterilizar en autoclave y guardar a 4°C.

Solucién de anticoagulante ACD donde se recogen los GR de ganso

ACD

Citrato de Na 11,25 g.
Acado Citrico 4 2.
Dextrosa 11 'g.
Agua destilada 5060 cc.

Solucién de DGV donde se suspenden los GR de ganso al 10% para uéar.Solu—

cién de Merthiolate que se agrega a los GR de ganso:

Veronal (Barbital) O,SBg. Merthiolate

Gelatina 0,60g. ‘Shrthiola%o 100 mg.
Veronal sédico .0,38g. 'Solucién Fisio;

CLNa anhidro 0,02g. 1égica 10 mg.
MgSO, 7H,0 0,12g.

NAC1 8,5 g.

Dex trosa 10 g.

Agua destilada 1000 ce.

Soluciones tampones de fosfatos donde se suspenden los CGR de ganso para —

la HA, ph 5,8 a 7,2
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Agua bisdestilada 100 ce.

Esta solucién contiene 10000 UI de Penicilina'y 10000 gfdeiStreptomicina —

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

5) Solucién de TRIS

6).

7)

8)

9)

1.0M pH 9 Hidroximetil-aminometano (SIGMA.PM= 121,136) pi 7 a 9.
TRISMA C1H 1,52 g.
TRIS Base 10,9 g.
Agua destilada csp. 100 cc.

(Puede haber otras combinaciones)

Soluciones de anticoagulante Alsever y Heparina, que se uéaron para obte-—
ner la sangre a emplear

Solucibn Alsever Solucién Heparina

Dextrosa 20,5 g. Liquémine de usoréomercial
ClNa 4,2 g.

Acido citrico 0,55 g.

Citrato de Na 8 g.

Agua destilada 1000 cc,

Esterilizar en autoclave y guardar a 4°C.

Solucibén de anticoagulante ACD donde se recogen los GR de ganso
ACD

Citrato de Na 11,25 g.

Acado Citrico 4 g.

Dextrosa 11 g.

Agua destilada 500 cc.

Solucién de DGV donde se suspenden los GR de ganso al 10% para usar.Solu~

cibn de Merthiolate que se agrega a los GR de ganso

Veronal (Barbital) 0,58¢. Merthiolate :

Celatina 0,60g. Merthiolato 100 mg.
Veronal sédico 0,38g. Solucién 'Fisio-

CLNa anhidro 0,02g. légica 10 mg.
MgSO, 7H,0 0,12g.

NAC1 8,5 g.

Dex trosa 10 g.

Agua destilada 1000 cc.

Soluciones tampones de fosfatos donde se suspenden lés GR de ganéo para -

la H.A, ph 5’8 a 7’2

45
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13) Solucién 0,4% alblmina bovina bo:atada ph 9 §= BAB'S}

4% albtimina bovina pH 9 en soluciédn 100 cc.

Solucibén boratada salina pH 9 X0 ce.

14) Solucién bpa 0,75% alblmina bovina para inocular el virus {pH 712)

Albimina bovina fraccién V 7,5 g. Solucién albdmina bovin
. T a

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

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

1 parte de la descripta en '

O partes de solucibén salina de fosfatos

15) Solucién amortiguadora (tamponada) de acetato/acético ij3,6—5,@
‘ !

a) Acido acético 0,2M: disolver Acido acefico Glacial Il,$ cc.
en agua destilada, y llevar: agua destilada | 1000 cc.
b) Acetato de sodio O,2M: disolver Acetato de XNa 3Hé0 27,? g.
en agua destillada y llevar a: agua destilada 1000  ce.

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

T

Solucién a) Solucién b) IAgua destﬁlada pH
en cc. 463 en cc. 37 en cc. 50@ ?,6
LLO 60 5qo ?,8

410 90 500 4,0

368 132 sofo | | Az

305 195 )0:0’ (If,&

255 245 500 ﬁ,é

200 300 500 4,8

148 352 500 | 5,0

105 3% 500 %2

88 412 500 54

48 452 | 500 5,6

1

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

ro: 1 gota.

Tdodas las soluciones luego de preparadas, y antes de asarse, fueroq filtra
L I

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

nes en 100 nm.

Solucién de Azul Tripdn: Azul Tripdn 1/1000, en solucibn sélina fiéiolégi—

ca.

v i



RESUMEN

Titulo: Investigacibdn de métodos para la obtencibén de Antigeno 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°% a pH 7 a 8 con un éptimo de 7,2. La fuenée celular fée célu—
las provenientes del Sarcoma 180 TG, cosechado de ratones y resuspeﬁdidas en
el mismo flufido ascitico inactivado a 56°C duarnte 30 minutos.

El1 HA se obtuvo del 3°? al 6° dia de inoculadas las células con un &ptimo en—
tre el 5° y 6° dia.

Otras fuentes de células, plaquetas bovinas y células de cerebro de ratén —
fueron también positivas a estos pHs y T° pero dieron tit;los mis bajos.

Las restantes fuentes de células resultaron negat -
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S U M ¥ A R Y

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

Encephalitis virus”

A hemagglutinating antigen for SLE virus was obtained %n cells suspénded -
"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 TG harvested from mice, and resuspended in
the same ascitic fluid after inactivation at 50°C duriﬁg 30 minutes;

HA was recorded from the third to sixth day after seceding wi;h 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 titlers were Observed

Other eight sources of cells were all negatives.
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