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Esluriiu ciianUtali/u cie la fijacion del fulll]ilcmcsiitu
con virus i/csinulosus

Por el doctor ENRIQUE HEINSOHN DE BRIGARD

INTRODUCCION

En la practica rutinaria del diagnos-
tico y tipificacion de virus aftoso y de
la estomatitis vesicular, lo mismo que
en las pruebas de pureza de cepas y
determinacion de variantes de los ti-
pos de virus aitosos por la fijacion de
complemento, es fendmeno conocido
que cuando la prueba se realiza con
un antigeno potente en presencia de
un antisuero de titulo alto, la fijacion
es mas notoria que cuando uno de es-
tos elementos es de bajo poder.

Sin embargo, no se conoce exacta-
mente la intensidad con que el com-
plemento es fijado de acuerdo con la
potencia de cada uno de los dos ele-
mentos reaccionantes. Se sabe igual-
mente que en la rutina del laboratorio
es necesario usar antisueros de alta
potencia para detectar antigenos po-
bres de muestras de campo tomadas

en estado avanzado de la enferme-
dad, en forma inadecuada o en can-
tidad insuficiente, para determinar tra-
zas de virus heterélogo en una cepa
durante el chequeo de pureza, pero
sin poder decir hasta qué punto es
necesario el empleo de estos anti-
Sueros.

Para conocer la intensidad del pa-
pel jugado en la reaccion por cada
uno de estos elementos, con relacion
a su potencia, se llevo a cabo este
trabajo haciendo un estudio compara-
tivo entre los virus de fiebre aftosa
tipos «O» y «A» y virus de la esto-
matitis vesicular tipos «New Jersey»
e «Indiana», ya qus en el diagnésti-
co de iodo material, la reaccion se
lleva a cabo con antisueros especifi-
cos de los tres tipos de virus de la
fiebre aftosa («O» — «A» — «C») y
los dos tipos de virus de ia estoma-
titis vesicular («Ind.» y «NJ»). -
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Para la realizacion del trabajo se
emple6é el método de fijacion de com-
plemento por apreciacién del 100%
de fijacion, seg%n la técnica de Traub,

De virus aftcso se selecciond una
muestra de campo clasificada por fi-
jacion de complemento como virus af-
toso tipo «O» y que demostr6 buen
poder fijador de complemento, y mate-
rial pasado varias veces por bovino
en el laboratorio.

Como antigenos dr estomatitis ve-
sicular se emplearon extractos de em-
briones de pollo que habian sido
inoculados con dos cepas de virus de
distinta procedencia, con el fin de ob-
tener resultados de antigenos de dife-
rente naturaleza.

Se emplearon en todos los casos an-
tisueros especificos producidos por hi-
permunizacién intraplantar de cobayos
en nuestro laboratorio, y que habian
pasado satisfactoriamente.las pruebas
de efecto anticomplementario, especi-
ficidad y potencia.

No quiero seguir adelante con este
trabajo, sin antes dar mis mas profun-
dos agradecimientos al profesor doc-
tor Erich Traub, de quien adquiri mis
conocimientos de virologia y en espe-
cial de fiebre aftosa, y al doctor Her-
nando Almanza Reyes, Director dei
Instituto Behring, a quien debo el ha-
ber elegido la especializacion en la-
boratorio e investigacion.

Consideraciones tedricas

Complemente: Se obtiene de la san-
gria de cobayos machos, por puncion
cardiaca, separando el coagulo por
centrifugacion y afiadiendo al suero el
preservativo de Witte a partes iguales.

Aunque s6lo ss usan complementos
de un titulo de 2% a 4%, no ss mez-
clan para las pruebas de rutina aque-
llos que poseen un mismo poder he-
molitico, pues se ha observado que
ciertos complementos, aunque sean de
un buen titulo, son mal fijados por
el compuesto antigsno-antisuero. Para
evitar falsos resultados en la prueba,
se usé el mismo complemento para to-
das las reacciones corridas con cada
antigeno.

Antigenc: El elemento desconocido
en las pruebas de diagndstico, esta
sujeto a mayores variaciones, dadas
las diferentes fuentes de origen, facil
alterabilidad y diferencias en el con-
tenido de componente fijador de com-
plemento, independientemente de la
concentracion de particulas infectan-
tes. La muestra para diagnhosticar
puede ser: cojinete dental, epitelio lin-
gual, epitelio interdigital, del rodete
coronario, de los pezones, vulva o ano
para fiebre aftosa y estomatitis ve-
sicular, y también embrion de pollo,
membranas o liquido del mismo, o ce-
rebro de raton para estos udltimos vi-
rus. Por otra parte, la conservacion
del componente fijador de complemen-
to, independientemente de la particula
infectante, determina la concentraciéon
de aquel en el momento de la reac-
cion. No puede compararse la calidad
de un material obtenido en el labora-
torio con la de un material recolecta-
do en el campo, casi siempre en es-
tado avanzado de la enfermedad y
sometido a las demoras de un trans-
porte sin refrigeracion alguna, cuya
duracion puede ser de dias. Dentro del
mismo tipo y aln variante de virus, no
todas las cepas tienen el mismo con-
tenido en particulas infectantes y en
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componente fijador de complemento,
no existiendo relacién directa ni pro-
porcion indirecta entre la concentra-
cion de los dos. Dados todos estos fac-
tores, es. necesario saber qus la va-
riabilidad del antigeno puede repre-
sentar el éxito o el fracaso en la reac-
cién, si las concentraciones de los
otros elementos reaccionantes no son
adecuadas y capaces de poner de ma-
nifiesto la presencia de cualquier can-
tidad de antigeno, dentro de los limi-
tes de sensibilidad que permite la
prueba.

Antisuero: El antisuero de cobayo,
obtenido por hipermunizacién intra-
plantar, u otro método cualquiera, es
el factor de mayor importancia en la
reaccién y su titulo, el que determina
la sensibilidad de la misma, siendo
también sus caracteristicas las mas
estables y faciles de controlar.

Materiales

Antigenos: Se usO para la prueba
con virus «O», antigeno de la mues-
tra de campo N? 2,7, para el virus «A»
se escogieron materiales obtenidos de
diferentes pases por bovino, de la cepa
A40 y del primer pase de la cepa
A215 y material de campo de la
muestra A360 p'oveniente de vesiculas
poédales de cerdo, Pa™a el trabaio con
virus de estomatitis vesicular «NJ» se
empleé un extracto de embriones de
pollo del 4? pase de la cepa «NJ» Og-
den. Para el virus Indiana se empled
un extracto de embriones y membranas
de embriones de pollo del 2° pase por
huevo de la cepa de estomatitis ve-
sicular «Indiana» M? 121.

En todos estos casos, el material fue
triturado con arena purificada estéril

y suspendido en salina-buffer, después
de lo cual era sometido a centrifuga-
cién por 15 minutos a 2.500 RPM, re-
tirandose el sobrenadante. Los antige-
nos de bovino y cerdo una vez ex-
traidos fueron inactivados por 30 mi-
nutos a 56 gr. c. para destruir el efec-
to anticomplementario.

Complemente: El complemento usa-
do para cada tipo de virus fue duran-
te toda la prueba el mismo, habién-
dose usado en cada prueba un com-
plemento diferente. En cada uno de
los casos se empled una mezcla de
complementos obtenidos de varios co-
bayos, ccn el fin de tener cantidades
suficientes y eliminar la posibilidad
de reacciones dudosas por la presen-
cia de complementos pobres u esca-
sos en el tercer componente y cuya
fijabilidad fuese defectuosa.

Antisueros: Los ant;sueros especifi-
cos usados en las reacciones con los
cuatro antigenos fueron producidos en
el Laboratorio de Tipificacion y Diag-
nostico de Aftosn. de acuerdo con el
método de Traub, por hipermuniza-
cién intraplantar de cobayos. Para la
produccién de antisueros 0 «Pepino»
y A98 se emplea'on respectivamente
las cepas 01 («Pepino») y A98 de
origen colombiano y para los antisue-
ros NJ. e Indiana, se emplearon las
cepas N.J. Ogden e Indiana For Lup-
ton, procedentes del Instituto de Bethes-
da (Estados Unidos).

Métodos

Los antigenos obtenidos de pases
por bovino, fueron logrados por ino-
culacién intradermo-lingual en anima-
les susceptibles, con extractos al 10%
de material infectante, y recolectados
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de 24-48 horas después ds la inocu-
lacion.

La obtencion de antigeno de em-
brion de pollo se llevd a cabo por
inoculacion del material infectante pre-
viamente filtrado, en la cavidad alan-
toidiana de embriones de 7 a 9 dias,
recolectandose luégo en condiciones
de esterilidad. Una vez realizadas las
pruebas de esterilidad se demostr6 la
pureza de tipo por fijacién ds com-
plemento.

Las pruebas de titulacién de com-
plemento, titulacion de complemento
en presencia de suero no:mal ds curi
y de antigeno, efecto anticomplemsn-
tario de los antisueros, pureza y es-
pecificidad ds los mismos y las reac-
ciones ds fijacién ds ccmplemeno du-
rante todo el trabajo, fusron realza-
das de acuerdo con el método ds
100% de fijacion segun la técnica de
Traub.

En este método, liamarrfos una uni-
dad de complemento (1UC> la mini-
ma concentraciéon ds complemento qus
es capaz de producir la lisis total de
un volumen igual ds suspensién de
glébulos rojos a un porcentaje stan-
dard, en presencia de hemolisina u
amboceptor hemoliiico. Rec'be el nom-
bre de 2UC la cantidad de complemen-
to que equivale a 1% mas que la uni-
dad de complemento, o sea que si 1UC
es 4%, 2UC equivale a 5%.

Las cantidades empleadas para la
reaccion son de 0.25 c. c. de antisuero,
antigeno y complemento y 0.5 c. c. de
sistema hemoliiico, del que correspon-
den 0.25 c. c¢. a la dilucion de hemo-
Lsina y 0.25 c. c. a la suspension de
glébulos rojos.

Para efectos de la lectura, represen-
tamos la fijacion total del complemen-

to o lisis negativa, como 4 cruces
(++ ++) y la fijaciébn negativa o li-
sis total como negativo (—< existiendo
los grados intermedios de: trazas de
hemolisis (—(-)—)-), tres y media cru-
ces (|—H)-Va), tres cruces (),
dos y media (|—(-\2X dos cruces (++),
una y media (+V2), una cruz (+), me-
dia (V2+) y trazas (tr.).

Llamamos SCI a los controles de
anfisuero qus llevan complemento pe-
ro no tienen antigeno y SC2 a los con-
troles ds antisuero que no llevan ni
ccmplsmento ni antigeno. El primero
nos dice si el antisuero es anticomple-
mentario y el segundo si posee poder
hsmolitico (complemento) El control de
antigeno AC1 no lleva antisuero, pero
contiene complemento y nos dice si el
antigeno es aniicomplementario y el
AC2 no lleva ni antisuero ni comple-
mento y nos dice si el antigeno es he-
molitico, a la vez aus nos sirva de
control de fijacion total (+ + + +)e

Parte experimental

Para conocer las diferentes concen-
traciones ds los distintos antigenos
qus en presencia ds variables dilu-
ciones de antisuero homologo fijaban
totalmente las dos unidades de com-
plemento, ss llevdé a cabo la reaccién
“gque aparece en el cuadro N° I, con el
virus de 1la fiebre aftosa tipo «O» vy
en forma similar con los virus de fie-
bre aftosa tipo «A» y estomatitis ve-
sicular tipos «NJ» e «Indiana», como
aparece en los cuadros Nos. VIII-XV-
XXII.

Para efectos de la lectura, Unica-
mente nos interesan los puntos fina-
les de fijacion, o sea aquellos donde
hubo fijacién total.
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En el cuadro N? | vemos que las di-
luciones de antigeno 1:1 - 1:15 - 1.2 -
1:3 - 1:4 fijaron totalmente las dos uni-
dades del complemento con dilucio-
nes de antisuero hasta de 1:160, la di-
lucion de antigeno 1:6 hasta con di-
luciones de antisuero 1:40 y la dilu-
cion de antigeno 1:8 hasta con con-
centraciones de antisuero de 15.

Para la reaccion siguiente solo se
usaron las diluciones de antigeno
11 - 1:22 y 1.4 por corresponder con
las diluciones de antisuero en cuanto
a la disminucién progresiva de la con-
centracion. Esta reaccidn consistia en
determinar el ~rcentaje de comple-
mento que era fijado totalmente por
las diferentes combinaciones de anti-
geno y de antisuero, con el fin de
calcular la variacién en la intensidad
de fijacion al modificar la concentra-
ciébn de cada uno de estos dos ele-
mentos. Los resultados aparecen en
el cuadro N? Il, correspondiendo el a
para el antigeno 1:1, el b para el anti-
geno 1:2 y el ¢ para el antigeno 14
En este cuadro, como en los deméas
de fijacion de complemento, los pun-
tos finales de fijacién aparecen den-
tro de casillas gruesas.

Al pasar estos resultados a la gra-
fica (cuadro N? Ill), se puede obsen *
que los puntos finales de fijacion se
corresponden en tal forma que puede
trazarse una recta sin que sufran des-
viaciones apreciables.

Como es obvio, el sistema de fija-
cion de complemento usado, con lec-
tura de hemolisis por apreciacion al
ojo, puede tener varias fuentes de
error en la apreciacion misma de la
fijacion, pues aun con una larga préac-
tica es imposible a veces determinar
ligeras trazas de hemolisis, lo mismo

que puede darse por ligeras trazas
una fijacion que ha sido total. Ade-
mas hay que tener en cuenta que
la variacion de la concentracion del
complemento fue del 1%, es decir que
iba aumentando de uno en uno y que
no se hizo con fracciones de unidad,
o sea 8,5%, 9%, 95% 10%, etc.

Teniendo en cuenta estos puntos,
podemos transformar los resultados al
cuadro N? IV, donde aparece en la
primera columna vertical la dilucidén
de antisuero, en la segunda, cuarta
y sexta columnas la dilucién de an-
tigeno correspondiente y en la terce-
ra, quinta y séptima la diferencia en
porcentaje de complemento fijado exis-
tente entre las dos concentraciones de
antisuero con el antigeno correspon-
diente de la columna de la izquierda.

En el presente caso tenemos que en
la segunda columna vertical, o sea en
la que corresponde al antigeno 14, la
diferencia de fijacion que existe entre
una dilucién de antisuero y la inme-
diatamente superior o inferior es de
2 en todos los casos. En la cuarta co-
lumna vertical vemos que las diferen-
cias varfan entre tres y cuatro con
un promedio de 3,4; en la sexta co-
lumna vertical varian de cuatro a seis
con un promedio de cinco.

Ahora bien: teniendo en cuenta los
factores que han podido inducir a
error en la lectura y el hecho de no
haberse realizado la reaccion con
fracciones de unidad por ciento, po-
demos suponer que en el caso de la
columna del antigeno 1:2 el promedio
sea de 3,5 aproximando el decimal y
que la diferencia entre una cualquie-
ra de las concentraciones de antisue-
ro y la inmediatamente superior o in-
ferior sea de 3,5, en cuyo caso la fi-
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jacion seria de 24,5-21-175-14-105
y 7envezde 24 -21 -17-14 -1y
7, variacién que es perfectamente po-
sible y explicable por los factores an-
teriormente expuestos. En el caso de la
columna del antigeno 1.1, la difeen-
cia de la fijaciéon de una cualquiera
de las diluciones de antisue;o con la
inmediatamente superior e inferior se-
ria de 5, o sea el promedio de la di-
ferencia obtenida en la reaccion, en
cuyo caso la fijacion seria de 32 - 27 -
22 - 17 - 12y 7, en vez de 32 - 27 -
23-17 -1y 7.

En el cuadro N° VII puede verse la
transformacion del cuadro N? Ill, apa-
reciendo en linea continua las fijacio-
nes obtenidas y en linea interrumpi-
da las calculadas de acuerdo con los
factores de error.

Si tomamos las tres cifras del pro-
medio de la diferencia existente ent'e
la fijacion de las diferentes concentra-
ciones de antisuero frente a cada una
de las tres diluciones de antigeno, o
sea 2 - 35y 5 vemos que la diferencia
entre ellas es de 15.

Si observamos el cuadro N? V, que
representa en forma igual al anterior,
la diferencia existente entre el porcen-
taje de fijaciéon de las diferentes con-
cent'aciones de antigeno con cada di-
lucién de antisuero, con las cifras co-
rregidas en el cuadro N? IV, vemos
que los p'omedios de la diferencia
para las diluciones de antisuero 15 -
1:10 - 1:20 - 1:40 - 1:80 y 1:160 son
respectivamente 75 -6 -45 -3 - 15y
0, o sea que existe entre ellas una di-
ferencia de 1,5.

Al estudiar el cuadro N° VI, en el
cual aparecen las cifras de fijacion,
de acuerdo con la correcciéon, dentro
de las casillas gruesas, las diferen-

cias entre las fijaciones opuestas dia-
gonalmente de abajo hacia arriba y
de derecha a izquierda en el cuadro,
entre casillas dobles y las diferencias
entre las fijaciones opuestas vertical
u horizontalmente en el cuadro, den-
tro de casillas sencillas, ademdés de
los datos obtenidos en los cuadros
Nos. IV y V podemos observar que
al aumentar s!multaneamsnte la con-
cent acion de antisuero y de antigeno,
la diferencia de la fijacibn aumenta
en 3%, que corresponde la mitad al
aumento del antisuero y la mitad al
aumento del antigeno (1,5 mas 15).
Por ejemplo, la fijacion del antisuero
1:160 mas antigeno 1:4 es 7, la de anti-
suero 1:80 mas antigeno 1:2 es 10,5,
y la de antisuero 1:40 mas antigeno
111 es 17 o sea que entre 7 - 105y 17
las diferencias son 35 y 6,5 ent'e las
cuales hay una dife-encia de 3. La fi-
jacion de aniisue'o 1:40 mas antigeno
1:4 es 11, la de antisuero 1:20 mas an-
tigeno 1.2 es 175 y la de antisuero
1:10 més antigeno 1.1 es de 27, o sea
que entre 11 - 175 y 27 las diferen-
cias son de 6,5y 95 entre las cuales
hay un intervalo de 3 y asi sucesiva-
mente.

Con el virus de la fiebre aftosa tipo
«A» observamos en el cuadro N° VIII
que las diluciones de antigeno 1.1 fi-
jaron totalmente las dos unidades de
complemento hasta con diluciones de
antisuero 1:40 y que las diluciones de
antigeno 1:2 lo hicieron hasta con con-
centraciones de antisuero de 1:20.

Para poder establecer la relacién
existente entre las dos concentraciones
do© antigeno, para la prueba que apa-
rece en el cuadro N? IX so6lo se em-
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plisaron las diluciones de antisuero
1:5, 1:10 y 1:20. Al observar los resul-
tados que aparecen en el cuadro N9
IX y que corresponden los de a para
el antigeno 11 y los de b para el an-
tigeno 1.2 y trasladarlos a la grafica
que aparece en el cuadro N9 X, po-
demos ver que, como en el cuadro co-
rrespondiente del virus «O», los pun-
tos finales de fijacién se corresponden
en tal forma, que las desviaciones de
la recta que entre ellos puede trazar-
se, no son apreciables.

Teniendo presentes los factores de
error, podemos transformar los resul-
tados al cuadro N9 Xl (que correspon-
de al cuadro N9 IV del virus de fie-
bre aftosa tipo «O») donde se puede
ver claramente que en la columna del
antigeno 1:1, si la fijacién que corres-
ponde a la dilucién de antisuero 1:10
hubiese sido de 16,5 en lugar de 16
lo que es perfectamente posible, las
diferencias entre las fijaciones de las
tres diluciones de antisuero con el an-
tigeno 1:1 serian idénticas entre si,
como lo son con el antigeno 1:2. Ei
intervalo entre los promedios de las
diferencias de fijacion existente entre
una cualquiera de las diluciones de
antisuero y la inmediatamente supe-
rior o inferior, o sea 3y 45 es de 15

En el cuadro N9 XIV puede verse
la transformacién del cuadro N9 X,
apareciendo en linea continua las fi-
jaciones obtenidas y en linea puntea-
da las calculadas de acuerdo con los
factores de error.

En el cuadro N9 Xl que representa
en forma similar al cuadro N9 V (del
virus «O») la diferencia existente en-
tre el porcentaje de fijacion de las di-
ferentes diluciones de antigeno frente
a cada concentracion de antisuero,

con la cifra corregida en el cuadro N9
Xl, podemos ver que las diferencias
de fijacion para las diluciones de an-
tisuero 1:5, 1:10 y 1:20, son respecti-
vamente de 8, 6,5 y 5, existiendo entre
ellas un intervalo de 15.

Debido a que los titulos bajos del
antigeno no permitieron hacer mas
extensa la prueba, es imposible con
este virus demostrar aqui la diferen-
cia de fijacion que se obtiene al du-
plicar a la vez la concentracion de
antisuero y la de antigsiid, como apa-
rece en el cuadro N9 VI del virus «O».

Con el virus de la estomatitis ve-
sicular NJ, los resultados son simila-
res. Si observamos los cuadros Nos.
XV, XVI XVII, XVIII, XIX, XX y XXI,
que corresponde a los cuadros Nos. I,
I, 1l 1V, V, VI y VII del virus de la fie-
bre aftosa tipo «O», podemos notar que
los resultados obtenidos son iguales,
es decir que el promedio de la dife-
rencia existente entre el porcentaje de
fijacion de las diferentes concentra-
ciones de antigeno con cada dilucion
de antisuero, con las cifras corregidas
en la misma forma que las anteriores,
en el cuadro N9 XVIIl, es de 25 vy 4,
que presentan entre si una diferencia
de 15.

Es de anotar que en la fijacion del
antigeno 11 con la dilucion de anti-
suero 1:5 tuvo que haber un error, ya
sea en la pipeteada, la apreciacion,
etc., pues esta cifra se aparta de la
recta mas de lo natural, como pode-
mos apreciarlo en el cuadro N9 XXI.

Vemos también en el cuadro N9 XIX
que el promedio de la diferencia de
fijacion para las diluciones de anti-
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suero 1:5 - 1:10 - 1:20 - 1:40 - 1:80 son
de 8 - 65 -5 -35 Yy 2 entre las que
existe una diferencia de 1,5.

Con este viru®, como con el de la
fiebre aftosa tipo «A» y por las mis-
mas razones, no es posible demostra
aqui la diferencia de fijacion que se
obtiene al duplicar a la vez la concen-
tracion del antigeno y la del suero.

Al observar los cuadros y graficas
gue corresponden al virus de la esto-
matitis vesicular «Indiana» (XXII XXIII,
XXIV, XXV, XXVI, XXVII, y XVVIII) y
ver como se corrigieron las cifras obte-
nidas, de la misma manera que se hizo
en los casos anteriores, aparece de
nuevo el factor 1,5, jugando en la mis-
ma forma y con la misma constancia
con que lo hace con los demas virus
empleados.

Discusion

De lo expuesto en la parte experi-
mental de este trabajo, y al estudiar
los cuadros y graficas resultantes, se
Pueden observar los siguientes hechos
de importancia en las distintas com-
binaciones antigeno-complemsnto-anti-
suero, en la reaccion llamada fijacion
de complemento.

La interpretacion de los resultados
se ha hecho partiendo del porcentaje
Punto final de complemento fijado en
cada una de las diluciones de anti-
suero, con cada una de las concentra-
ciones de antigeno. Al comparar estos
puntos finales se observa que la dife-
rencia de fijacion existente de concen-
tracibn a concentracion de antisuero,
es sensiblemente igual para cada di-

lucién de antigeno; al proseguir esta
comparacion aparece el factor 15 co-
mun a todos los virus aftosos y ve-
siculares, entre las diferentes concen-
traciones de antigeno y entre las dis-
tintas diluciones de antisuero (usando
siempre el factor de dilucion x 2). Este
fus un resultado que se esperaba des-
de los primeros trabajos, al observar
la progresién aritmética seguida por
los puntos finales de fijacion de com-
plemento en el virus «O». Pero lo real-
mente interesante, fue encontrar que
en todos los virus, el factor de progre-
sion fuese sensiblemente el mismo.

Partiendo de este hecho, se hicieron
los calculos que se suponian logicos,
pa'a comparar las diferencias de fi-
jacion de una concentracion de un
componente y la qus equivalia al do-
ble de ella o a su mitad, con el do-
ble o la mitad del otro, y fue también
sorprendente el encontrar que estas
siempre respondian a un multiplo o
submaltiplo del factor 15.

Por ejemplo: en todos los casos, da-
da una concentracién de antigeno, las
diferenciaos entre la fijacion (en por-
centaje) de una dilucion de antisusro
y otra que posea el doble de su con-
centracion, y entre aquella y una que
posea la mitad de su concentracion,
son iguales. Al duplicar o disminuir
axla mitad la concentracién de anti-
geno, esta diferencia existente entre
las diluciones de antisuero, se aumen-
ta o disminuye en 15.

En la misma forma, dada una con-
centracion de antisuero, las diferen-
cias entre la fijacion (en porcentaje)
de una dilucion de antigeno y otra
que posea el doble de su concentra-
cién y entre aquella y otra que posea
la mitad de su concentraciéon, son
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iguales. Al duplicar o disminuir a la
mitad la concentracién de antisuero,
esta diferencia existente entre las dilu-
ciones de antigeno, se aumenta o
disminuye en 15.

Al aumentr o disminuir a la mitad
simultaneamente la concentracién de
antigeno y antisuero, la intensidad de
la fijacion se manifiesta en la misma
proporcién. De modo que si la fija-
cion de una dilucion de antisuero y
una concentracién de antigeno dadas,
difiere de otra que equivale al doble
de su concentracién de antisuero y
antigeno en un porcentaje de comple-
mento X, la diferencia que existe en
la fijacion (en porcentaje) entre esta
nueva combinaciéon y otra que equi-
valga al doble de su concentracién
en estos dos componentes, es de X
mas 3, correspondiendo de este au-
mento 1,5 para el antigeno y 15 para
el antisuero.

Ademéds, al observar los cuadros
Nos. | y XXII, se ve claramente que
la concentracién de antigeno influye
sobre el titulo del antisuero, o sea la
maxima dilucion de antisuero que es
capaz de fija: las dos unidades de
complemento en presencia de antige-
no homologo, y que la misma influen-
cia se manifiesta en el titulo del anti-
geno con relacion al poder y con-
centracion de antisuero.

Vemos por ejemplo en el cuadro N?
I, que el titulo del suero con el antige-
no usado y diluido 1:8, es de 1.5, con
la dilucion de antigeno 1:6 es de 1:40
y con la dilucion de antigeno 1:4 es
de 1:160.

En el cuadro N? XXII, el titulo del
antisuero con la dilucion de antigeno
1:8 es de 1:80 y con la dilucion de an-
tigeno 1:4 es de 1:320.

Si se observan estos cuadros, se
puede notar que sucede exactamente
lo mismo con el titulo del antigeno. al
variar las concentraciones de anti-
suero.

La proporcion en que influye el
mismo aumento o disminucién de la
concentracién del antigeno o del an-
tisuero sobre la intensidad de la fi-
jacion, es exacta.

Esta proporciéon es igual para los
cuatro virus usados, comportandose
todos ellos en forma idéntica desde el
punto de vista de la fijacion del com-
plemento.

Conclusiones

1? Existe un factor constante entre
las diferencias de fijacion de las di-
luciones de antisuero con cada una
de las concentraciones de antigeno, y
las diferencias ds fijacion de las di-
luciones de antigeno con cada una
de las concentraciones de antisuero.
Este factor es 1,5.

2a Desde el punto de vista de la fi-
jacion de complemento, los antigenos
y los antisueros de fiebre aftosa y de
estomatitis vesicular actian en forma
idéntica, y sus variaciones influyen en
la intensidad de la fijacion del com-
plemento en forma exacta.

3g Para titular un antisuero o un an-
tigeno, seria necesario usar un antige-
no o un antisuero «standard».
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CUADRO N2? 1

Virus de la fiebre aftosa tipo «O».

Fijacion de complemento por dife- Anusuero: «O» «Pepino» N? 2.
rentes combinaciones de antigeno vy Complemento: Una unidad de com-
antisuero. plemento (1 UC) = 6%. Se usé en la

Antigeno: Extracto al 25%, de la prueba 2 UC - 7%.

muestra de campo N? 27.

Diluciones Diluciones de Antigenoe
de

Antisoero.
1:1 |1:1,§ 1:2 1:3 14 1:6 18 1:12 1:16

1*2,5 mM 0 -0- w -0- wA fj
1*5 m W m- -m H o- 0- ih
1:10 m .70 w 0— -h +
1:20 m Vi w— M M m t i
1:40 m am O- 0 ifh  # * -
1:80 M mn m0 W m th + — - '\
1:160 W o0- O w ai tr - -
1:320 #H #H ih Hh . - =
1:640 + 7r. — - — — -
ecx —
ec2 w—
AGi ai

ACp m—
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«CV&d ;<
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1:4
1:5 17
1:10 15
1:20 15
1:40 U
1:80 9
1:160 7
Prom*

Mi#

As D,f. 170

i 2>¢

I S
n zt
ive 1} IS
fACOtr,
D f hs

1:2 Dif. 1:1 Dif.

24 32
3
21 27
' 4
17 23
)
14 ' 17
5
11 11
4
7 7
3,4
CUADRO N2 IV
/'é0 i"4o D Ff 1?20 4. 1760 5 ¢
22. >2
4.5 %S o
4 /0s
4.s 1S
13 h
4 .5

CUADRO N?V
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1:5 1:10 1:20 1:40 1:80 i: 160
1:1 52 . 3 5 22 5 d 3
P 113 5
75 i 6 95 *5 S 3 «5 15 5 0
1:2 2¢5 35 -1 55 14 1 ., 1105 3.5 J

7,5 9.5 6 8 *5 !6.5J 5 5 1.5 35 O

1 &b, Lud J.L :]

CUADRO N° VI
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CUADRO N? VIII

Virus de la fiebre aftosa tipo «A»

Fijacion de complemento por dife-
rentes combinaciones de antigeno y
antisuero.

Antigeno: Extracto al 25% de 6? pa-
se de A 40, 19 pase de A215, 79 pase

de A40, A360, de cerdo y 89 pase de
A40.
Suero: A 98 Nos. 7 y 8 mezclados.
Complemento: | UC = 5%. Ss us6
en la prueba al 6% (2 UC).

Di 1. & DllucioneB de Antigeno

anti—
suero. 1:1 | 1:2 |

15 'iVV 7r
1.:10 N O

1:40
1:80

1:160

SCi -

sc2

ACI
ac?2 -m-

fh

W
tt
m
+

1:16 1:32

=
w

> &
|
"

=
|
|



278 FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y DE ZOOTECNIA

CUADRO N9 IX

b
Dil. Complemento %
de
Anti— .
suero. 6 7 8 9 10 ii 12 13 14 15 16
1:5 mw- EmBf g0 > » M ome

1:10 m # O O.m
1:20» M S Jih
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1:2 Dif. 1:1 Dif.

1:5 15 21
3
1:10 10 16
3 4
1:20 7 12
Prom.
Dif. 3 * 5
CUADHO N? Xl

1«5 Bit. 1:10 BIX 1:20 jos.

1:1 a 16,5 12
8 6,.s m 5
1:2 13 10 7
Prca.
BU. : 6,.i 5
CUADRO N7 Xl
1.5 1:10 1:20
1:1 21 \ Z * 5 12
* ' 5
8 11 6,5 9,5 5
1:2 3
mamosal 5 J -

CUADRO N? Xl
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CUADRO N? XV

Virus de la estomatitis vesicular «New Jersey»

Fijacion de complemento por dife- Antisuero: «NJ» N? 8 (colombiano).
rentes combinaciones de antigeno y Complemento: Una unidad de com-
antisuero. plemento (1 UC) = 5%. Se usé en la

Antigeno: Extracto al 20 % de em- prueba al 6% = 2 UC.

briones de pollo del A° pase por hue-
vo de la cepa «NJ» Ogden.

Diluc. Dilucione*5 de Aiitigen O

de

Antisue
ro. 1:1 1:2 1:4 1:8 1:1% 1:32

1:5 mO wWw— Ol n 4 -

1:10 m— W m A
1:20 M # % _ gl
1:40 M A T - -

1836 O— O— -

1:160 - T - -
1i320 7 -h - - -~
SGi a
SC2
ACt N

M

4.02.
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CUADRO N° XVI

a
Ddiéuc. ¢ ompl emenifo %
Antlsue
ro. 6 o brui By Y O LS
1:5 i $Ef %Wl g £ EE®HTE $ % £t
1:10 i« ¢ o510 4 9 1. j o« = +h
1:20 i $3i1 i $a%s$elogpiii
1:40 Vi i S 0*
1:80 U0 0« £.4 PH
1:160 i 4 Xb
D
Diluc. Complemento /£
Antlsue
ro. re 9 <3 /l/ n nnrRr
15 u = i £ = %
1:10 *EE s ETE
1:20 % Ensyeet
1:40 £ i1 i

1:80 fg 1 €7
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1:2
15 16,
1:10 13
1:20 u
1:40 8
1:80 «
Promed,
Difcr.
1:5
1:1 24
1:2 16
Prcm.
D1X.
1:5
1:1 24
8
1:2 16

Dif. 1:1 Dif.
22
3 2
20
P %
16
3 * CUADRO N? XVIII
©
2 *
8
2.5 3,5
Dif. 1:10 Dt*. 1:20 Dif. 1:40 Dif. 1:80 Dif.
20 16 12 8
6 6.5 5 5.5 2
13.5 11 e,5 6
8 6,5 5 3,5 2
CUADRO N? XIX
1 10 120 | :40 1-80
4 20 4 16 4 12 4 8
110*5! 6.5 9 5 7,5 5.5 6 2
2,5 155 2,5 11 2.5 8,5 2,5 6

CUADRO N? XX
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CUADRO N? XXII

' Virus de la estomatitis vesicular «Indiana»

Fijacion de complemento por dife- Antisuero: Indiana (colombiano) .
ren_tes combinaciones de antigeno y Complemento: Una unidad de com-
antisuero. plemento (1 UC) = 6%. Se us6 al 7%.

Antigeno: Extracto al 3,125% de
membranas y embriones del 2° pase
por huevo de la cepa «Ind» N? 121.

Dilucio nee d e A ntigen o

un

1 20
- m - -0 iffr

itil
1 8 0
- ittr tof T r



288 FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y DE ZOOTECNIA

CUADRO N? XXIII

a-
Dglel)uc. OoHip3enleiitl s

Antisue

ro. “ 9 MOHNBA BpiBDV ii%toici2¢? 03I WARifi<
1%5 £* £ i KEE$+£ u %=«$ug £ E£1 E£E#ni
1ilo » £ E££ § * Emi$0g s ff
1x20 i Wi x = fx*xE gEE £ guf£x££E

1:A0 w £ %WEg #HE Eiy#Ex

180 $ E£* $£ 11

1:160 % * $ F1 ¢ £ #

1:320 £ ££

b

Silade. .

de cSjirpi enLarffo *
Sjvtisue | )

ro. ~ 2 Pc 10« B3/l 2 8:?& aly . 3
1:5 i 5% i fs5 BEr D Nviiigl
120 i f T #’| e

1_)6 i trf * * Eli ! 1 J

1:40 i E if;o0 B

1.«0 5 $ 5 s —— . -
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CUADRO N? XXI11 (Continuacion).

D(Ij(leoe. Complemento %

Ajlti-

suero. 93 DH ks 45BHE
1%5 Kwnhous Yug%n €€i
110 *%S¥gE¥ptt
1i20 %S E£¢% ¢t

g 1S 0 fF

1:80 £git

1:.160 %E 7

1:320 £ x*
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1:5

1:10

1:20

1:40

1:80

1:160

1:320

Prom.
Dif.

1:4

15
14

12
10

CUADRO N? XXV

Dif. 1:2 Dif.

24

1 3
21

2 3
18

2 3
15

1 2
15

1 3
10

1 3
7

1,57 2,87

1:1
35
31

25
21

IV

12

Dif

4166

291
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/mo D.f /M0 p.¢ 1So g /60 A/ / D.f
'3,99 56 n,3s ?
6 4,8 3 1S 0
1»S;, /5/49 /i, %6 % 8i
6 4.5 3 /,5 0
lo,ag A 66 e,n 2
6 45— 3 /s o
CUADRO N? XXVI
t'40 li>0 [=/éo Aig>
432 [99F 4,33 ;566 433 /133 43+ 2
H
$ 4.0 ;33 3 s )s 435 O
'5,43 ~/Si 1266 ~ 3 9,83 *9%
|
233 *95 Ssi#* 3 4,33 pS e
16,3¢ 1.3j ~/99j ,33 9,66 ',33 S.
196 J /99] S * » L

CUADRO N? XXVII
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