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RECOPILACION  SOBRE  VACUNA ~ ANTI-AFTOSA

ELADIO JARAMILLO MORALES
Médico - Veterinario

(Continuacién del namero anterior)

Segunda parte

Elaboracién de la vacuna.
a) determinacion de la cantidad de
epitelio tipificado;
b) instalacion y maquinaria;
c) preparacion del extracto del Virus;
d) esterilizacion de una "boule";
e) absorcion y atenuacion del virus;
i) operacidn final,
g) control de la vacuna y del virus.

(SEGUNDA PARTE)
ELABORACION DE LA VACUNA

a)—Determinacién de la cantidad de
epitetlio lingual tipificado para
producir la vacuna.

La cantidad de epitelio, como se ha
dicho, varia entre 0,30-0,50 gramos por
dosis. Sin embargo, variard segun la
necesidad de cada zona y su grado
de infeccién, no obstante, la cantidad
esta entre un minimo de 0,30 y un ma-
ximo de 0,50.

Para hacer el céalculo, se presume
gue a igual cantidad de epitelio, es-

tard4 considerada otros tantos’ de viru
El epitelio a usar en la produccion
la vacuna, tiene 3 origenes:

1). Epitelio natural obtenido en ce:.-
tros de produccion .de virus, que gene-
ralmente son los mataderos publicos
0 privados.

2). Epitelio del cultivo del virus p-r
el método de Frenkel, junto al liquido
de cultivo que es sumamente rico on
virus.

3). El extracto de virus de cultivo dal
virus aftoso sobre extracto de células
renales.

Ejemplo para una vacuna monova-
lente

Si preparamos 36.000 dosis de va-
cuna de 10 c.c. cada una, la cantidad
del epitelio a emplear serd 36.000 x
0,40 = 14.400 gramos de epitelio
kilos y 400 gramos).

Si se tratara de una vacuna bi-valen-
te, esta cantidad vendra dividida en
mitades, correspondientes a cada tipo
de virus asi:

7.200 gramos de epitelio virus A P°r
ejemplo y 7.200 gramos de epitelio vi
rus 0 por ejemplo.
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Aungue la vacuna trivalente es me-
nos frecuente, dado el caso de prepa-
rarla, se dividira por 3 la cantidad de
epitelio total asi:

4.800 gramos de epitelio 0 por ejem-
plo. 4800 gramos de epitelio A por
ejemplo. 4.800 gramos de epitelio C por
ejemplo.

Logicamente, si el virus no es con-
centrado, las dosis vendran aumenta-
das al doble y al triple para la vacu-
na bi-valente y la tri-valente asi:

10 c.c. Bi-valente
30 c.c.

Cuando se usa conjuntamente el li-
qguido de cultivo en Frenkel, con el
epitelio, este vendra considerado en la
siguiente proporcion:

Monovalente =
= 20 c.c. Tri-valente =

10 c.c. de liquido sobrenadante de
cultivo Frenkel, FC/1 son iguales a 1
gramo de epitelio de cultivo y adn
iguales a 1 gramo de epitelio natural.

Para utilizarlo, se haré la reduccién
correspondiente segun la cantidad de
liquido a disposicion.

El siguiente cuadro puede ilustrar-
nos mejor la variacién de la cantidad
de epitelio-virus, la constante distribu-
cién de los demés componentes y las
dosis que corresponden a 300 c.c. de
vacuna.

b)—Instalaciones y maquinaria

A causa de la labilidad del virus af-
toso, por efecto del calor, se hace ne-
cesario, tomar todas las precauciones
necesarias, para evitar su calentamien-
to durante el proceso de preparacion.

Para tal objeto, es necesario dispo-
ner de un sistema de enfriamiento,
adaptados a cada dispositivo, para
mantener la solucién de virus vecina
a 2°C. Aun la temperatura del ambien-
te donde se prepara el extracto del vi-
rus, debe mantenerse a temperatura
baja, de 10 a 12, en tierra caliente.

Para el acondicionamiento del aire
en la sala de extraccion del virus, se
instalard un sistema frigorifico com-
plexo, que producird aire a 59C, este
consta de un motor de 304 C.v. Y de

Dosis: 30. Monoval. 15 bival, 10 trival

VACUNA
Hidrox. Al 60%
Sol. Tamp. 4%
Virus Ext. 35%
Mormal. 35% 0,08%
HD dest. 0,92%
Antibioticos = 0,75 por 100.000 c.c.
Total 100
Epitelio 0,30 0 = 9 gins.

AC-0A0C 0-AC
180 L B 0 180
% 47 |l 2ne'
0,24'* 0,24
2,76 2~ V/lidjiw 2,76
de vacuna.
300 300 300
0= 45g. o 3gms
A= 45g. A 3gms.
I 3 gms.
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un sistema de serpentinas a expansion
directa, rosando el aire proyectado de
un ventilador a potencia, que antes de
ser entubado a la centrifuga, viene en-
friado, para evitar su calentamiento
en el tiempo del trabajo™

Tanque de salmuera

El tanque de salmuera consta de un
sistema frigorifico, motor, etc. y de un
tanque en acero inoxidable, de 2.000
litros de capacidad, una bomba sobre-
puesta aspira la salmuera a 2°C.

Maquinaria

1). Sierra para cortar el epitelio en
pedacitos pequefios, esta puede ser el
modelo empleado en las carnicerias
para cortar los huesos y cartilagos.
Esta sierra es a cuchilla en cinta y sin
fin.

2). Trituracame Berkel, con laminas
superior e inferior, la superior del dia-
metro de 8 milimetros, la inferior con
laminas de 2 milimetros.

3). Canecas especiales, en acero in-
oxidable para la suspension del virus,
ya sea en agua destilada o en el li-
quido restante de la cultura en Fren-
kel.

4). Recipiente en acero inoxidable y
cilindrico, provisto de potente agitador
eléctrico, y situado a un metro de al-
tura.

4). 2 centrifugas separadoras, una a
cada lado del recipiente anterior, que
separan el liquido de la parte sélida
de epitelio.

5). 2 tanques a doble recipiente, en
acero inoxidable donde va la suspen-
sion obtenida en las centrifugas ante-
riores. Primer recipiente=virus, segun-
do=hielo.

6). Para cada tanque, una centrifu-
ga Westfalia, K.DD.604, con orificio d?
salida, cada una de diametro 3 o 2h
cada Westfalia.

7). Tanque de salmuera, ya describo
en forma rectangular y con las cone-
xiones necesarias, tuberia.

8). 2 centrifugas KG.2006 Westfalia,
tamafo medio.

9). Dispositivo de aire frio para caca
centrifuga que poseen un dispositivo
para poner un bloque de hielo, don-
de cae el extracto centrifugado ant -
riormente.

8). Tanque de salmuera, como el cin
terior, con dispositivo especial, puf-ie
utilizarse el mismo.

9). Centrifuga de tamafio grande, KG
4006, Westfalia.

10). Instalacion para extractos il
trantes.

11). Pirex, para recibir el virus fil-
trado.

12). "Boules', provista de agitador,
caldera para depositar la vacuna, do-
ble camara para el bafio maria cte-
nuador de la vacuna, extractos aislan-
tes, termémetros, orificio de salida pa-
ra la vacuna, motor para el agitador,
caldera separada para calentar el
agua, resistencias para calentar el a-
gua, bomba aspirante y expelente pa-
ra el bafilo maria, manémetro, surtidor
de agua, salida para el agua, salida
del agua de la caldera.

13). Maquinas embotelladoras.

14). Sala refrigeradora para conser-
var la vacuna producida.

c)—Preparacion del extracta de virus

El epitelio, ya sea obtenido natural
o artificialmente (virus natural o de
cultivo) se corta en pedacitos, con la
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sierra, luego en la méquina de moler
carne, vienen triturados, la primera tri-
turacion es mas gruesa que la se-
gunda.

Lavada del epitelio triturado, con
agua destilada hasta obtener una mez-
cla de color gris rojizo.

La mezcla va directamente al reci-
piente provisto de 3 agitadores, donde
recibe una fuerte agitacién, es en es-
ta operacién donde el virus viene li-
berado de la célula, por la rotura de
la membrana de esta, con la ayuda
del agua destilada. Esta operacion es
muy importante. El epitelio, recibe
hasta 7 lavados, ya que al ser centri-
fugado en la centrifuga separadora,
la pasta de epitelio que queda en las
paredes de la centrifuga, es de nuevo
adicionada a méas agua destilada, agi-
tada y centrifugada, es de nuevo tri-
turada en molino. El liquido asi obte-
nido, va directamente a los tanques
a doble recipiente, en el primero va
hielo .en pedazos y en el segundo el
axtracto de virus a centrifugar en la
Westfalia tamafio pequefio.

La suspension de virus fuertemente
agitada, es centrifugada en centrifuga
Westtalia K.DD604, orificio de diame-
tro 25 6 3 mms. a 10.000 revoluciones
por minuto.

Enfriamiento del virus a través de
un tanque de salmuera helada.

Centrifugacion nimero 2 en centri-
fuga Westfalia KG-2006, tamafio me-
dio y a 8.400 revoluciones por minuto.

Nuevo enfriamiento del virus a tra-
vés de la salmuera helada.

Centrifugacion namero 3 en Westfa-
lia tamafio grande KG-4006.

Teniendo cuidado de no exponer el
virus al medio ambiente, por medio
de una instalacién adecuada de tu-

beria, se hacen las conexiones conve-
nientes para hacer pasar la solucién
de las centrifugas al tanque que con-
tiene la salmuera.

Para mantener frio el virus, en el
momento de entrar a la centrifugacion
se instalan dispositivos para colocar
un bloque de hielo, sobre el cual la
solucién viral cae directamente.

Después de la altima centrifugacion
el extracto pasa a un extracto filtran-
te clarificante EK Carlson, un extracto
esterilizante EKS Seitz, un otro extrac-
to esterilizante EKS Carlson.

La cantidad de virus filtrado, se mi-
de en pirex, estos tienen una capaci-
dad de 10 litros, antes de ser puestos
en la boule, se toma una muestra ca-
da 20 litros de liquido filtrado, que
servird para la desviacion del comple-
mento y diagndstico de tipo.

En el mezclador (boule) se encuen-
tran ya el hidroxido de aluminio y la
solucion tampon.

A los 15 6 20 minutos de agitacion,
se agrega la solucion de antibioticos.

d)—Esterilizacion de una "boule" o re-
cipiente.

Es esta una operacion muy delicada
gue requiere mucha atencion, ya que
el menor descuido puede causar da-
fios irreparables en el sistema. La es-
terilizacién se hace con vapor fluente
y a la presion de 0,2-0,3 at. por un
tiempo de 30 minutos. El vapor entra
por su respectivo conducto y sale por
todas las salidas que posee la "boule"
y que deben estar abiertas durante la
operacién. Cuando esta se ha termina-
do, se cierran las salidas dejando li-
bre la salida del vapor acumulado en
la caldera, esta salida se protege con
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un filtro (algodon y gasa en forma de
embudo) ya que al terminarse la sa-
lida del vapor, el aire exterior debe
entrar a ocupar el volumen del vapor.
Controlar la temperatura interna como
la presion.

Antes de comenzar la esterilizacion
el agua de la doble pared debe ser
evacuada completamente.

Dejar enfriar completamente el sis-
tema.

Llenar de agua el espacio de la do-
ble cadmara, que esta listo a recibir
una temperatura de 25°C.

La caldera interior que ocupara la
vacuna, esta provista de mezcladores
y de aletas fijas que oponen resisten-
cia al liquido agitado para que circu-
le en diversas direcciones. El tubo por
donde descenderd el extracto de virus,
estd situado a lo largo de la parea
de la caldera y perforado especial-
mente, esto con el fin de que el virus
se reparta igualmente en toda la ma-
sa del hidroxido-tampén.

e)—Absorcién y atenuacién del virus

1). El extracto de virus que ha sido
preparado con la técnica descrita, pue-
de conservarse en pirex estériles que
se ponen en una sala frigorifera has-
ta su utilizacién. En caso contrario,
puede pasar directamente del filtro a
la "boule" donde ya se encuentra el
hidréxido de aluminio y la solucién
tampon.

2). El hidroxido de aluminio se en-
cuentra en canecas (de leche) que es-
tan provistas en su tapa de un dispo-
sitivo para ser accionadas con pre-
sion, éste consta de un tubo largo que
llega hasta el fondo y un orificio que
sirve para accionar la presién, el hi-

droxido antes de entrar a la "boule’
pasa a través de un filtro de alambir)
de cobre.

3). La solucién tampo6n, sigue en cr-
den ai hidréxido y entra por presic'ri
a la "boule", ésta se conserva en ri
rex y es ya esterilizada.

4). La solucion de formalina se pr>
para y se tiene lista.

5). La solucién de antibiéticos (no>
micina) se prepara con la técnica d s
crita y se agregaré de ultimo.

f—Operacion Final.

Los diversos componentes visr n
depositados en la caldera de la "B. u
le" en el siguiente orden:

1) Hidroxido de Aluminio.

2) Solucién Tampén.

3) Poner a funcionar el motor riel
mezclador interno.

4) El extracto de virus, cae lerda-
mente y en forma continua en la néz
cla hidréxido-tampdn.

5) Calentar el agua de la doble pa-
red (intercapedine) a 25°C. Esta tem-
peratura se controla durante todo el
proceso de atenuacion.

6) A los 10 o 15 minutos de haber
finalizado la entrada total del Extracto
de virus, se agrega la solucién de for-
malina.

7) Agregar la solucién de Antibio-
ticos.

8) Iniciar el calentado de la vacu-
na que se prolonga por 44-48 horas.

9) Embotellamiento.

10) Permanencia en frigorifico du-
rante cinco dias.

11) Pruebas de control de la vacu-
na.
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NOTA: La buena adsorcion y la e-
xacta atenuacion del virus, dependen
en gran parte de la precision y cali-
dad de las instalaciones, por lo tanto
para producir una buena vacuna, la
instalacion y funcionamiento de los
diversos aparatos debe ser perfecto.

Antes de dar a la venta publica la
vacuna debe seguir los controles cul-
turales, biol6gicos, de inocuidad y de
eficacia.

gr—Control de la vacuna y del virus.

a). Muestras del virus centrifugado
‘centrifuga a paniere). Con estas mues-
ras se hace la desviacion del comple-
-Tiento, para demostrar que el virus ha
pasado en suspension.

b). Muestras del virus filtrado.

De cada diez litros de virus filtrado,
:e hace la desviacion del complemen-
to para demostrar la regularidad de
“i filtracién y de la pasada del virus
en el filtrado. Muestras a la Vz de la
ultracion y al final para hacer las
pruebas de la esterilidad.

Muestras de la mezcla de todo el vi-
rus filtrado, para hacer:

1 Desviacion del complemento.

2. Pruebas culturales.

3. Determinacion del titulo en ra-
tones.

). Muestras para el control de este-
rilidad de la mezcla que se encuentra
en la boule, antes de comenzar a re-
cibir el extracto de virus. Esta mezcla
esta constituida de hidréxido de alu-
minio y la solucién tampon.

d). Muestras para el control de la
esterilidad de la vacuna antes de afia-
dirle la solucién de formalina.

Muestras después de 48 horas de
inactivacion y al momento del embo-
tellamiento para control de la esteri-
lidad.

e)—Prueba de la esterilidad:

1. Del liquido entubado.

2. De las botellas y frascos.

3. De la vacuna inactivada y lista
para el embotellamiento.

Pruebas de inocuidad de la vacuna
producida.

Pruebas de actividad.

CONTROL DE LA ESTERILIDAD
BACTERICA

De cada lote de vacuna, ya distribui-
da en frascos se toman cinco botellas,
luego de agitarlas bien, se toma de
cada una con una pipeta estéril la
cantidad de vacuna necesaria para
sembrar varios terrenos culturales.

La siembras se hacen asi:

0,25 en 2 probetas de caldo gloco-
sado pH = 7.6.

0,25 en 2 probetas conteniendo ca-
da una 15 c.c. de agar glucosado ya
disuelto y enfriado a 50 grados C., se
agita y se vacia sobre placas de petri.

0,25 en caldo Tarozzi para anaero-
bios.

1 c.c. en 2 matraces conteniendo te-

rreno liquido para investigar hongos.

Los 4 primeros terrenos vienen incu-
bados a 37°C. por 7 dias. Los matra-
ces se tienen a temperatura ambiente
por 15 dias.

Resultado: La vacuna debe ser per-
fectamente estéril o solo contener ra-
ras colonias de gérmenes ubicuitarios.
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CONTROL DE LA INOCUIDAD

I>—Control en suinos y bovinos. Se
toman para el control 4 bovinos j6-
venes (2 afios) no vacunados y prove-
nientes de zonas excentas de fiebre af-
tosa, se inoculan con 2c.c. de vacuna
por via intralingual (10 puntos diver-
sos con 0,2 c.c. C/u.

Toma diaria de temperatura y exa-
men detenido en la boca para excluir
la presencia de lesiones aftosas. Des-
pués de siete dias de observacion, se
procede a la infeccién para ver si los
animales son sensibles.

2°—Control en ratones lactantes.
Con cada serie de vacuna se inoculan
al menos cincuenta ratones lactantes.
Cada uno recibird 0,1 de vacuna poi
via intraperitoneal. El periodo de ob-
servacion es de ocho dias.

A los muertos se les hace la des-
viacién del complemento, sirven como
antigeno, con ello se averigua la pre-
sencia del virus. Se puede inocular el
curi por via intraplantar, en ambos ca-
sos no debe presentarse actividad del
virus aftoso correspondiente.

CONTROL DE LA EFICACIA

17—En vacunas monovalentes se u-
san tre's bovinos'de los cuales dos vie-
nen vacunados y- Gno queda como
control.

2°—En vacunas bivalentes se usan
seis bovinos de los cuales cuatro son
vacunados y dos sirven como control.

Estos animales, se tienen separados
por espacio de seis semanas, con to-
ma de temperatura diariamente y exa-
men clinico general. Después de tres
semanas vienen infectados y puestos
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en el establo de infeccion, ésta se ha
ce por via intralingual.

Al tratarse de vacunas vi-valentes:

2 vacunados y 1 de control vienen in
fectados con 1 de 2 virus y los otro;
con otro virus.

La vacuna se considera eficaz cuan-
do:

1°—No se tienen aftas primarias r;

secundarias.
2°—Cuando solo se obtiene una af-

ta aparente sobre la lengua, o no
obtiene una elevacion térmica mas ci-
ta de 19C. La observacion viene k>
cha por quince dias.

Registrar la temperatura a mafian
y tarde.

Medio Sabauraud

Agua destilada.................. 1.000 c.
Peptona.......ccoceceevvienvennnnn, 10gm.s
GlUCOSA ..o 20grn3

pH = 5, 6-5,7 (sin ninguna adicion).

Disolver en caliente, filtrar, distribuir
y esterilizar a 120? por 20"

Disolver por ebullicién la peptcna
luego afiadir la glucosa y filtrar a tra-
vés de papel de filtro, distribuir y es-
terilizar a 120° por 25"

Medio liquido al Tioglicolato.

(Ver preparacion en hoja aparte)

Avar simple portado al estado liqui-
do por temperatura.

Ejecucién de las pruebas .de control

Muestra tomada de la mezcla ae:
Hidréxido de Aluminio, y Soluci6”
Tampon. 1) Se siembra en medio Sabu-
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rernd, 0,25 c.c. de la muestra, ésta se
deja al medio ambiente por espacio
de cinco dias. Examinar bien el medio
y ver si hay presencia de hongos.

2). En una probeta conteniendo te-
rreno al Tiogloculato, sembrar estéril-

mente 0,25 c.c. de la muestra en exa-
men.

Medio liquido al Tiaglicolato

Cisteina (disolver en agua) 0,75 gms.
Agar granulado (costantino) 0,75 gms.

Cloruro de Sodio 2,50 gms.
DexXtrosSa...ccooeves cevevcvieerinn, 5,50 gms.
Extracto de levadura de

cerveza SecCO....eeeeeenne 5,00 gms,
Digerido pancreatico de ca-

seina 0 psptona Costan-

tino Caseina.......ccccouevae 15 gms.
Tioglicolato sodico 0,5 6 &ci

do tioglicolico.................. 0,3 c.c.
Solucién de Resasurina So6-

dica 1% o preparada. .. 1 c.c
Agua destilada........c..cuee.. 1.000 c.c.

Preparacién. Mezclar todo con los
1.000 c.c. ds agua bidestilada, calen-
tar hasta completa solucion (hervir por
diez minutos para disolver el agar).

Disolver el tioglicolato de sodio 6 el
&cido tioglicélico en la solucién y si es
necesario, ajustar el pH con NaOH (so-
lucion normal) 10 ¢ 15 c.c. de manera
3ue el pH final después de esterilizar
sea de un pH = 7,10. Si es necesario,
ajustar el pH fiinal al mismo anterior.

Para el control de la vacuna Anti-
afiosa, se siembra en este medio 0,25
ya sea de la mezcla Hidréxido - Tam-
POn, o del producto terminado. Con es-
ta prueba se pondré en evidencia los
aerobios y anaerobios. Llevar a la es-
tufa a 37°C. por espacio de cinco dias.

En agar fundido, depositar 0,25 de la
muestra en examen, llevar el agar a
la estufa a 37°C. por cinco dias, sirve
esta prueba como adyuvante de las
anteriores y obtener colonias para
diagnosticar la morfologia de estas y
hacer coloraciones si el caso lo re-
guiere. Debe ser psrfectamente limpi-
da al cabo de cinco dias si se trata
de una vacuna en buenas condicio-
nes.

Con la prueba en terreno al Tiogli-
coiato se investigan la presencia de
gérmenes anaerobios y aerobios.

Hacer loa mismos examenes con las
siguientes muestras:

1. Muestra para el control de este-
rilidad de la vacuna antes de agre-
garle la solucién de formalina.

2. Muestras para el control de es-
terilidad después de agregar la solu-
cion de formalina y 48 horas de inac-
tivacion.

3. Muestra del liquido entubado.

4. Muestra de las botellas.

a) envio de cepas del campo al labo-
ratorio;

b) preparacién del suero hiperinmune
y titulacion;

c) reaccion de la desviacion;

d) preparacion del sistema hemolitico;

e) preparacion del complemento;

f) tipificacion del Virus aftoso;

g) Susro-neutralizacion en la aftosa.
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(TERCERA PARTE)

DESVIACION DEL COMPLEMENTO
EN LA AFTOSA

a) Envio de 'Cepas' del campo, al La-
boratorio para su identificacion.

Cada cepa que viene enviada al La-
boratorio para la determinacion, debe
ser acompafiada de un conjunto de in-
formaciones que pueden servir como
auxiliares al examen de la cepa en si
0 en las sucesivas preparaciones de
vacunas eficaces.

Esto no se ha hecho regularmente y
con la actual organizacion, es mas di-
ficil de introducirla como cosa siste-
matica.

De tal manera se piensa (Dr. Basto-
ni) que cada muestra enviada a un
Laboratorio para su identificacion de-
be ser acompafada del siguiente for-
mulario completamente elaborado.
Veterinario  ......cccoveeeneneceeceree e
Depto... Municipio.... Hacienda...
Propietario ......cccccecvvvveiniensinsie e
Fecha del diagnostico del afta.............
Fecha de la vacunacion...............

Efectivo en el momento del

diagnostico.
Bovinos........ Toretes... Terneros____
Cerdos..... Ovejas.... Cabras.......

Animales vacunados (repetir la espe-
(o] 1T
Gravedad de la enfermedad clasifi-
candola por: ligera, media, grave, o
por su localizaciéon: boca, pezufia,
glandula mamaria.

Pérdidas registradas ...
Disminucion de la produccion de leche
Reconocimiento de animales vacuna-
aos, por el quiste formado por la va-
cunacion antetrior que se ha roto....
La vacuna era congelada al momento
del USO i
Observacion particular ...

Técnica:

-0,25 c.c. de suero positivo 0—A—C

0,25 c.c. de antigeno (epitelio linguc
triturado).

0,25 c.c. Complemento.

Agitar, dejar por 30 minutos a 3
grados C. (bafio Maria).

0,5c.c de Sistema Hemolitico. (gk -
bulos rojos y suero hemolitico).

Agitar. Dejar reposar por 30 min
tos a 37 gras. C. (bafio Maria).

Si hay hemolisis, no se tratard d i
tipo del afta en causa.

Antigeno. Triturar un gramo de er -
telio con arena de cuarzo.

Agregar: Si virus natural 2,5 c.c. ce
sol. fis. fosfatica. Si en vez, se trata ce
virus de produccién, agregarle 5 c. o
de sol. fis. fosfética.

Estas suspensiones se ponen en pro-
betas y se conservan a mas 2, mas
5 grados, en frigorifico y de un mini-
mo de dos horas a un maximo de 24
horas.

Centrifugar por diez minutos a 2.500
r.p.m.

Verter el liquido sobrenadante lim-
pido en probetas, e inactivar por 30
minutos a 60 grad. C.

En el bovino, se prefiere como anti-
geno el epitelio lingual y en orden de-
creciente la linfa, el epitelio gingival,
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etc., etc. Del epitelio lingual usar de
preferencia la porcién situada sobre la
.engua. En el cerdo, utilizar él afta del
hocico y de las pezufias, estas ultimas
bien lavadas.

La cantidad minima de antigeno na-
tural es de 0,5 gms. adicionado de 1,
25 de sol. iis. iosfatica.

Cuando el antigeno natural viene
enviado en glicerina, lavarlo bien con.
agua pura o solucion fisiologica repe-
tidamente. El antigeno natural debe
ser conservado en glicerina y solucién
fisiolégica (partes iguales) a fin que
el virus no se diluya mucho, es con-
veniente conservarlo con poco liquido.
La glicerina tiene accion bacteriosta-
tica.

Para el virus natural, la desviaciéon
del complemento se hace a las dilu-
ciones de 1:3,5 1.7 y 1.:14 de solucién
fosfatica.

b)—Técnica de preparacidon de un sue-
ro hiperinmune para la desvia-
cion del complemento y titulacion.

1 Inyectar por inoculacion en el
iérmis plantar, con buena técnica, un
grupo de cobayos con el siguiente an-
tigeno centrifugado p6r largo tiempo:

Epitelio lingual de bovino af-

T0SO...oiiiie e 1 parte
Solucion fisiolégica Tampoén
Fosfatia........cccconveiinnniinnns 5-10c. c.

2. Si las aftas no se desarrollan
bien en 24 o 48 horas, o no hay gene-
ralizacion al primer pase, se proce-
de a dos 0 més pases en serie hasta
obtener un virus bien adaptado al co-
bayo. El nimero de pases en serie
debe ser limitado estrechamente, para
no caer en posibles modificaciones
del caracter bovino del antigeno.

3. Los epitelios plantares, recogi-
dos, de los cobayos que han generali-
zado, sirven para la preparacion del
antigeno, para infectar un grupo ds
cobayos, productores de suero. El an-
tigeno se prepara como sigue:

Epitelio plantar de cobayo.. 1 parte
Sol. Fis. Tampon Fosfatico.. 10 c. c.

Después de una larga centrifuga-
cion, el antigeno se inocula en el dér-
mis plantar de los dos pies de cada
uno de los cobayos del grupo.

4. Después de 24-48 horas, con las
aftas bien desarrolladas pero no abier-
tas, se desprenden cuidadosamente
los epitelios plantares, que se conser-
van en congelador. Hacerlo separada-
mente cobayo por cobayo, en peque-
fias probetas estériles, marcando bien
el namero del cobayo al cual pertene-
ce el epitelio.

5. Después de un mes de la infec-
cién, cuando los cobayos son curados
perfectamente de la infeccién, se pro-
cede a la hiperinmunizacion, inocu-
lando a cada una en la vena safena,
el extracto de los dos epitelios corres-
pondientes que el mes anterior se ha-
bian recolectado y que se han conser-
vado en la nevera.'

El antigeno se prepara como sigue:

Dos epitelios correspondien-

tes a cada cobayo....... 0,2 grms.
Sol. Fisiolégica, Tampdn fos-
fAtica .ooees e 1lc c

Reducir a una papilla homogénea
en un mortero, centrifugar largamente,
después inocular lentamente en la-ve-
na safena u otra vena superficial, pre-
via incision de la piel, cerrar la heri-
da con un agrafe; usar jeringas y agu-
jas desinfectadas para cada cobayo/



958 Facultad dé MediCina veterinaria y Dé zootecnia

6. Después de ocho a diez dias,
sangrar totalmente el cobayo y reco-
lectar el suero de cada una, en pla-
cas de petri y por separado.

7. El suero de cada cobayo se fil-
tra por separado, a través de filtros es-
terilizantes de 2 cms. de diametro.
Con el filtrado se llena una ampolla
de 1c.c. y el resto se pone en otra am-
polla de 5 a 10 c.c., conservar en una
nevera, después de inactivar a 60 gra-
dos al bafio maria por 30 minutos.

8. El suero contenido en la ampo-
lla de 1c.c. sirve para hacer la titula-
cion de cada suero por separado.

9. Descartar los sueros de los co-
bayos que no den un titulo satisfacto-
rio, 0 que por tener un titulo muy alto,
no tienen especificidad de tipo.

10. De los sueros restantes, se ha-
cen uno o dos grupos, (titulo bajo y ti-
tulo alto) y se mezclan grupo por gru-
po. Se ponen en ampollas de 1lc.c, se
inactivan de nuevo (bafio maria a 60
grad. por 30 minutos). Titular las di-
versas mezclas y conservar al frigori-
fico para su uso corriente. Pueden du-
rar hasta diez afos.

Como obtener un suero antiaftoso
trivalente de alto titulo.

(Congreso Veterinario, Londres, 1949)

Si se deja correr un lapso de tiem-
po (5-6-8 meses) o un afio, entre la in-
feccion aftosa natural, o experimental
de un bovino, que se inocula después
en dosis masiva con el mismo virus,
este bovino reacciona dando un sue-
ro de cinco a diez veces mas rico en
cuerpos especificos que el suero del a-
nimal convalescienie, o hiperinmuni-
zado con la técnica hasta ahora co-
nocida.

Bovinos que han superado el afta
de los tres tipos (natural o experimen-
tal) son dejados en buenas condicio-
nes durante 5-8 meses. Son inocula-
dos después con una dcsis masiva
por via endovenosa, con los tres tipos
de virus, obteniendo asi aftas bucales.

A los diez dias son sangrados total-
mente, la sangre es defibrinada, cen-
trifugada y filtrada a través de Seitz

Se mezclan las cantidades de 500-
600 litros para tener siempre un titulo
Optimo y uniforme.

Titulacién de un suero hiperinmune

Conociendo el tipoy la variante de
suero producido en curies, se hace k
titulacién de cada uno por separadc
Preparacién de los antigenos—Tome
un gramo de epitelio tipificado y ce
la ayuda de 6 c.c. de sol. fis. se triti
ra en un mortero, con la ayuda de c-
rena de cuarzo, centrifugarlo, tomar r
liquido sobrenadante y llevarlo al be
fio maria a 60 grados por 30 minuto..
para su inactivacion del poder am.-
complementario, efectuar de nuevo su
tipificacion para estar seguro de qu:-
es el tipo deseado.

c)—Reaccién de Desviacion.

1 Sueros de titular a la dilu-

cion deseada.....cccccoeerireennne. 0.25
2. Antigeno 1:6 ....cccvvivieennnns
3. Complemento liofilizado. .. 3
4. Bafio Maria a 37?7, 30'.. .e m '
5. Sistema hemolitico (glébu-

los rojos 0,25 mas suero he-
molitico 0,25)....ccccccviiireenne. 0.50

6. Bafio Maria a 379 por 30
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Lectura:

NQTA: Los antigenos son del tipo
0, Ay C

Desviacion completa

Desviacion incompleta + H—h
Ausencia de desviacion 0000

Se considera titulo maximo la dilu-
cibn mayor que ha mostrado una des-

viacion completa.

959

Posibilidad de obtener suero desviante
Antiaitoso en Bovinos.

Se llega a obtener en bovinos hiper-
inmunizados, un suero antiaitoso mo-
novalente, de titulo suficientemente e-
levado para que su empleo sea posi-
ble en la identificacion de cepas-tipos
de virus aftosos recogidos en los bro-
tes. En la reaccion de la desviacion
del complemento debe usarse una so-

Dilucion del suero a examinar

Suero puro 1lc.c. mas
1 c.c. (1:10) mas
1 c.c. (1:10) mas
1 c.c. (1:10) mas
0,5 c.c. (1:10) mas
0,5 c.c. (1:10) mas
0,5 c.c. (1:10) mas
0,5 c.c. (1:10) mas
0,5 c.c. (1:10) mas

9 c.c. (NaCl) = 110

05 c.c. (NaCl) = 115
1cc. (NaCl) = 120
1cc. (NaCl) = 125

15 c.c. (NaCl) = 130

1,25 c.c. (NaCl) = 135

1,50 c.c. (NaCl) = 140

1,75 c.c. (NaCl) = 145
2 c.c. (NaCl) = 150 Etc.

Suponiendo que el suero desviante a titular pertenece al tipo 0, se procedera asi:

ki. €1 tNIliem Sieso 1D

]
2

3

4

5 J—
6

7

8

9

11
12
13
14

a o A c 0

IZ) 15 130 Etc.
a & q 0 @
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lucion' de cloruro de sodio al 15%-de
manera de reemplazar por esta inac-
tivacion quimica, la termo-inactiva-
cion, cuya accion complica la fijacién
del complemento. Los bovinos excen-
tos de infeccion aftosa anterior o ac-
tual, se inyectan tres veces intraveno-
samente la dosis son 1 gramo, 3 gra-
mos y'cinco gramos de virus. El sue-
ro anti-0 asi obtenido 1/60 de titulo,
el anti-A 1/80 y el anti-C 1/70. El mé-
todo es muy comodo y econémico que
el que se hace hiperinmunizando cu-
ries, los titulos son comparables y los
resultados aceptables.

Este método de fijacién del comple-
mento en presencia de cloruro de so-
dio permite el estudio de la inmunidad
humeral anti-aftosa en los bovinos, la
detectacion de tipos de virus incluidos
en vacunas utilizadas y el diagnosti-
co retrospectivo de la enfermedad.

(Atti, Scc. ital Sai veter, 19511 5 péag.
417-419. Ver también Clin. Vet. 1951,
pag. 353).

Titilacion de un suero desviante

Antigeno 0 (1:6) 1 gramo de
Antigeno A (1:6) 1 gramo de
Antigeno C (1:6) 1 gramo de
antigeno 5 c.c. Sol. Fis.
antigeno 5 c.c. Sol. Fis.
antigeno 5c.c. Sol. Fis.

Diluciones del suero: 1:10 1:15 1:20
1:25, 1:30, 1:35.

Efectuar la desviacién del compls
mentd, clasificar con -{-+ + + un;
desviacién completa, con +—| +-}
-f- la desviacidon incompleta. Se cor
sidera como titulo méximo, la diluci6l
mayor que aln ha mostrado una de:
viacion completa (+ + + +). Aliste
para cada suero tantas series de prc
betas cuantas sean las dilusiones ;
examinar.

Los varios componentes van usado
a la misma dosis y en la misma m;
dalidad descrita para la desviado
del complemento.

Soluciones:

1c.c. de suero + 9 c.c.
1lc.c. sol 1:10 -~ 5 c.c.
1cc. sol 1:10 -J- 1 c.c.
1 c.c. sol 1:10 -)- 1,5 c.c.
1c.c. sol 1:10 + 2 c.c.
1 c.c. sol 1:10 f- 25 c.c.

(NaCl) = 110
(NaCl) = 115
(NaCl) = 120
(NaCl) = 125
(NaCl) = 130
(NaCl) = 135

Para reducir la cantidad de suero se opera asi:

0,5 (suero en examen) + 45
0,5 ( solucion 1:10 ) -(- 0,25

05 ( ) + 05
05 ( " ")+ 0,75
05 ( ' Y+ 1

05 ( ' )+ 125

C. C. (NaCl) + 110
c. C. (NaCl) + 115
c. C. (NacCl) + 120
c. C. (NaCl)  + 125
c. C. (NacCl) + 130
c. C. (NaCl) + 135
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Se usa el suero fresco de cobayo
macho en ayunas (se presenta aun
en la sangre de todos los animales). El
complemento viene conservando en
frigorifico (su poder complementario
se disminuye). La titulacion del com-
plemento es hecha en el dia de la ex-
periencia, que vale decir, antes de
usarlo).

Como el antigeno del afta, tiene un
peder aniiccmplementario, se hace ne-
cesario hacer la titulacion del comple-
mento en presencia del antigeno. En
3l Instituto Zooprofilactico de Brescia,
se usa el complemento al 33% que se
encuentra liefilizado (3 c.c. de comple-
mento 90 c.c. de sol. fisioldgica).

El complemento se encuentra liofili-
zado a veces en ampollas de 3c.c.

(Técnica Sieroldgica, Instituto Siero-
terapico Milanese, Pag. 97).

Probetas Compl. Glob. Roj. 5°/0
1 0,2 lc.c.
2 0,1 lc.c.
3 0,05 lc.c.
4 0,03 lc.c.
5 Oo « lc.c.
6 - lc.c.
Prcbetas Antigen. Examen
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25

0,25

El complemento se pusde conservar
por el método de Witte:

Acido bOrico......c.ccvevvrinennnn 2 gms.
Sulf. potasico......c.cccccevvrirrune. 5 gms.
Agua destilada.......ccceueneene. 50 c. c.

Mezclar a partes iguales con suero
fresco de curi, manteniéndolo en ne-
vera, asi el complemento se mantiene
activo por varios meses.

(Segre, Clinica Veterinaria, 1947-132).

Para la titulacién del complemento
sn presencia del antigeno se alistan
diversas dilusicnes del complemento
partiendo de la dilusidon que represen-
ta el titulo del complemento conocido.

Si en todas las probetas hay hemo-
lisis, el antigeno no tiene propiedades
anticomplementarias, si en vez la he-
molisis completa, solo aparece en las
probetas sucesivas, significa que el an-

Suero H Sal. Fls.

lc c 08 c ¢

lc. c 09 c ¢

lc c 095 c. ¢

lc c 0,97 c. ¢

lc c 099 c. ¢

lc. c 1 c. C
Complemento Sistema H
0,25-1 % 0,5
0,25-1,5% %‘ 05 *é &
0,25-2 % 2 8) 0,5 2
0,25-25% @ 05 5 &
0.25-3 °ic R w 0,5 0
0,25 - 3,5% 0,5 m o
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tigeno'tiene propiedades anticomple-
mentarias y no se puede usar.

Gloébulos Rojos

Se usan globulos rojos 'de carnero.
Si se tienen los sueros hemoliticos, se
pueden usar los Globulos Rojos de
otro animal.

50 c.c. de sangre defibrinada de car-

nero, (agitar el recipiente provisto de
perlas de vidrio), 15 a 20' agregar 50
c.c. de agua destilada, y centrifugar
por veinte minutos. Repetir la lavada
hasta que el liquido sobrenadante sea
limpido (2 o 3 lavadas). La velocidad
de centrifugacién no debe ser muy ele-
vada para no romper los glébulos ro-
jos. Decantando el liquido sobrena-
dante, los glébulos rojos se pueden
conservar por una semana a 2, 5 gra-
dos C. (Nevera).

Al momento del uso diluir 2,3 c.c.
de suspension de glébulos rojos con
150 c.c. de solucion fisiologica, agre-
gar 1,75 c.c. de suero hemolitico (el
suero hemolitico resulta de la dilucion
de 1 c.c. de suero h. inactivado (titulo
1:5.000 con 19 c.c. de sol. fis.).

Suero Hemolitico

Como animal productor de suero he-
molitico se usa ej conejo. Su inmuniza-
cién se hace inyectando en el perito
neo y a intervalos de 5 a 6 dias, poi
3 a 4 veces, dosis ascendentes (hasta
20 c.c.) de glébulos rojos lavados dei
animal de cuya especie se quiere ob
tener el suero hemolitico correspon
diente.

Después de cinco dias de la 3“ 6 4
inyeccién, se hace una sangria de
prueba y se titula el suero (titulo he
molifico). Si se- ve que el titulo es o
un alto grado, se sangra totalmente e
animal y se recoge el suero en ampe
lias de 1c.c.

El suero hemolitico asi obtenido, s
titula de nuevo, pero antes es necesc
rio inactivarlo para liberarlo de s:
complemento, la inactivacién se hac
a sesenta grades por treinta minutos

Para la desviacion del 'womplemer.
to es necesario que la concentracio -
del suero hemolitico sea de 2-3-4 uni
dades hemoliticas superiores a la cc: -
centracién necesaria para obtener i’
completa hemolisis de los gl6bulos re-

Titulaciéon del Suero Hemolitico

Probetas Suero

lc
lc
lc
lc
lc
lc.
lc.
lc.

T N U wWwN R
0000000

Bafio Maria a 37 grad. por 30"

Hemol. Glob. rojos Complemento
(1: 100 ) lc. c 0,1 c. c.
(2:200 ) lc. c 0,1 c. c.
(1:300 ) lc. c 0,1 c. c
(1:400 ) lc. c 01 c. c.
(1:800 ) lc. c 01 c. c
(1: 1.600) lc.c. 0,1c.ec
(1: 3.200) lc.c. 0,1c'ec
(1: 6.400) lcc 01 c. c.
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jos. Suero hemolitico 1:5.000 - 1:3.000.
En este caso, se diluye 1 c.c. de sue-
ro en 5 litros —3 litros de solucion fisio-
l6gica.

1 c.c. de solucién es necesaria para
dar una completa hemolisis de 1 c.c.
de suspension de glébulos rojos al
5%. Esta cantidad viene llamada Uni-
dad Standart. Para la desviacion del
complemento es necesario, que el sue-
ro hemolitico tenga un titulo superior
a 1:1.000. El suero hemolitico viene di-
luido en solucidn fisioldgica estéril, es-
ta solucion se puede conservar en la
nevera, por espacio casi de un mes.

El valor hemolitico de un suero en
examen resulta correspondiente a a-
quella dilucibn méaxima que ha mos-
trado una hemolisis completa.

Diagnéstico de una variante.

Lo primero que se hace con un an-
tigeno desconocido es averiguar a qué
clase de tipo pertenece, haciendo la
desviacion con los sueros especificos
0-A 'y C. Encontrando el tipo a que per-
tenece, se continGan las pruebas pa-
ra averiguar su variante.

Ejemplo: Si admitimos que el tipo
encontrado es el 0, se procedera asi:

1 Antigeno seguramente 0j mas
diluciones escalonadas de suero 01 =
1:10, 1:20, 1:40, 1:50, 1:60, 1:80.

2. Antigeno seguramente 0j mas
diluciones escalonadas de suero 02 =
1:10, 1:20, 1:40, 1:50, 1:60, 1:80.

3. Antigeno seguramente 02 mas di-
luciones escalonadas de suero O =
1:10, 1:20, 1:40, 1:50, 1:60, 1:80.

4. Antigeno seguramente 02 mas
diluciones escalonadas de un suero

= 1:10, 1:20, 1:40, 1:50, 1:60, 1:80.

5. Antigeno en examen, mas dilu-
ciones escalonadas de suero 0i =
1:10, 1.20, 1:40, 1.50, 1.60, 1:80.

6. Antigeno en examen, mas dilu-
ciones escalonadas de un suero 02 =
1:10, 1:20, 1:40, 1:50, 1:60, 1:80.

Si al hacer la desviacién ss obtie-
nen los siguientes resultados:

N? Lo titulo 1:60
N? 2 1:20
N? 3. 1:20
N? 4. 1:60
N? 5 1:20
N9 6 1:60

Esto nos dice que el antigeno en exa-
men corresponde a la variente 02

NOTA: Se puede diluir el antigeno
pero los resultados son menos eviden-
tes, ya que la hemolisis se presenta a
titulos méas bajos.

Cuando los antigenos en examen
son viejos o mal conservados, es ne-
cesario activarlos, pasandolos por bo-
vinos.

El titulo de los sueros debe ser de
1:80 o mas, sb6lo asi se obtendra un
resultado satisfactorio.

e)—Preparacion del complemento.

El complemento es el suero de co-
bayo centrifugado, que se puede con-
servar por medio de la congelacién o
la liofilizacion.

La sangria se hace, decapitando 5
0 mas cobayos (seccién de carétidas
y yugulares), la sangre se recibe indi-
vidualmente en una placa de Petri,
donde se deja coagular al medio am-
biente, luego el coagulo, se corta en
forma cuadrangular como muestra la
figura ndmero uno, utilizando para
ello, un instrumento cortante (nava-



964 FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y DE ZOOTECNIA

ja o cuchillo). Ss llevan las placas a
la estufa a 37° por 20 minutos, de a-
qui se pasan a la nevera donde per-

manecen por espacio de veinte minu
tos.

Se redne el suero de las placas pre
paradas, aspirandolo con una pipeto
Pasteur.

Centrifugarlo, por espacio de 30 mi
flutos a 3.000 rev./m. El suero asi ob
tenido, se distribuye en ampollas di
1 c.c. que se conservan en congelc
dor.

Pueden ser liofilizadas, en este cc
so, se conservan en congeladory pan:
utilizarlo, se restituye a su volume;
normal.

Generalmente se usa a la solucio:
1:30 = 1 c.c. de complemento puro e
29 c.c. de Sol. fisiolégica.

Dilucién del Complemento al 3,3% para reducirlo a las siguientes dilu-

ciones:

Nuevo titulo Compl. 3,3°%0
3,20 10 c. c.
3,10 10 c. c.
3,00 10 c. c.
2,90 10 c. c.
2,80 , 10 c. c.
2,75 10 c. c.
2,70 10 c. c.
2,60 10 c. c.
2,50 10 c. c.
2,40 5c C
225 m 5c c
2,15 5¢c c
2,00 5¢c c
1,9 5¢c ¢
1,80 5¢c c
1,70 5¢c c
1,60 5¢c c

Complemento Nuevo Coropl

0,37 10,37
0,62 10,62
1,00 11,00
1,40 11,40
1,80 11,80
2,00 12,00
2,20 12,20
2,70 12,70
3.20 13,20
1,90 6,70
2,32 7,32
2,70 7,70
3,25 8,25
3,70 8,70
4,20 9,20
4,70 9,70
5,30 10,30



FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y DE ZOOTECNIA 965

d—Preparacién del Sistema Hemoliti-
co para la desviacion del comple-
mento en ;a F. Aitosa.

(Instituto Zooprofil4ctico Sp. Brescia
Italia).

Para la preparacion de este sistema
se hace necesario disponer:

1) Suero hemolitico titulado.

2) Glbébulos rojos de oveja o car-
nero lavados.

3) Solucion fisiolégica. (Sol. fis.).

En cuanto al suero hemolitico; es
necesario fijar el Nro. de unidades a
usar y que generalmente es de 4.

Para obtenerlas, se concentra cuatro
veces el suero, asi: si disponemos de
un suero de un titulo a 1:5000, las cua-
tro unidades vendran representadas
por el mismo suero a un titulo 1:1250.

Glébulos Rojos.

Se hace una suspension de globulos
rojos de camero al 4% = 4 c.c. de gl6-
bulos rojos mas 96 c.c. de solucion fi-
sioldgica.

Como el sistema hemolitico debe
contener igual cantidad de suero he-
molitico y solucidon de gldbulos rojos,
se deben determinar las cantidades
de cada uno, manteniendo tanto el
suero como los glébulos rojos al mis-
mo titulo de dilucion.

Ejemplo: Para preparar 150 c.c. de
un Sistema Hemolitico disponiendo de
un suero a titulo 1:5000 y glébulos ro-
los al 4%, para usar en la prueba fi-
nal 4 unidades. Operacion.

4 unidades de suero hemolitico al
1:5000 = 1:1250, 1 c.c. de suero puro
mas 1.249 c.c. de (NaCl).

0,5 c.c. en 625 c.c. de (NaCl).

0,125 c.c. en 156 c.c. de (NaCl).

Ya que es dificil medir 0,125 c.c. en
una pipeta, se diluira primera el sue-
roa 1:10 y se toman de”~tPs™H25 c.c.

Globulos Rojos.

4 c.c. de g. rojos en 100 cg"gji?<C|»jfi;
3 c.c. de g. rojos en 75
2 c.c. de g. rojos en 50
lc.c. de g. rojos en 25 c.c. de sa”fi

La cantidad de 150 c.c. de Sistema
Hemolitico debe contener:

75 c.c. de sol. iis. para el suero.

75 c.c. de sol. fis. para los g. rojos que
da un total de 150 c.c. de sol. fiis.

3 c.c. de glébulos rojos al 4%.

1,25 c.c. de suero hemolitico al 1:20.
La concentracion final de los glébu-

los rojos es el 2%, ya que al mezclar-

se con igual cantidad de suero, su con-

centracion inicial del 4% se transfor-

ma autométicamente al 2%.

{—Tipificacién del v.'ms aitoso.

Antigeno — La muestra que llega al
Laboratorio, enviada por un Veterina-
rio, que se supone bien conservada y
en la cantidad suficiente para ser exa-
minada, viene liberada de su liquido
conservante (glicerina, etc.), y lavada
con agua corriente.

Pesar dos gramos.

En un mortero estéril, se tritura el e-
pitelio que ha estado finamente pica-
do con unas tijeras, para facilitar su
maceracion, se le agrega un poco de
arena de cuarzoy 5 c.c. de m/180 (ver
formula), si esta solucién no esta a la
mano reemplazarla por agua destila-
da.

El total de la suspension se pone en
una probeta de centrifuga y se lleva
a centrifugar por 15 minutos y a 2.500
revoluciones por minuto.
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Temar el liquido sobrenadante, inac-
tivarlo por espacio de 30 minutos a 56
6 609C., con el fin de destruir su po-
der anti-complementario.

Para el virus natural, se hacen las
siguientes diluciones del"antigeno: 1
3,5, 1.7y 114

1 c.c. (arjtigeno puro) mas 2,5 (fosf.) =
1:3,5.

1 c.c. (arjtigeno 1:3,5) mas 1 (fosf) =
1:7.

1 c.c. (antigeno 1:7 )maés 1
1:14.

(fosf)) =

Sucio desviante — Preparado en cu-
ries, adultos y robustos, de peso 350 a
500 gramos, (ver técnica de prepara-
cion y titulacion).

Complemento — Suero fresco de cu-
ri macho en ayunas. Titular el comple-
mento antes de usarlo.

Globulos rojos— Se usan los de o-
vejo conservados en solucién de Alse-
ver y bien lavados.

Suero hemolitico— Se usa el prepa-
rado en conejos, y titulado ante de
usarlo, e inactivado.

Preparacion del sistema hemolitico.
Glébulos Rojos lavados al 2%. Suero
hemolitico al 1:1.250 que se prepara
asi:

Si el suero es de titulo 1:5.000, a 1
cc,, se le agregan 90 c.c. de (NaCl) =
1:10.

1 c.c. (1:10) més 124 (NaCl) = 1:1250.

0,1 c.c. de suero titulado mas 19
(NaCl) = 1:20.

1 c.c. de 1:20 méas 15 c.c. de gldébu-
los rojos al 2%.

Reaccion:

Antigeno diluido: 1:3)5, 1.7, 1:14 =
0,25.

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y DE ZOOTECNIA

Suero desviante: 0,25 en cada prc
beta de los sueros titulados (1:25) O-.
05n A7, C. Para cada dilucion del an
tigeno 4 probetas.

Complemento al 0,33% = 0,25 cc

Bafio Maria a 37?, 30 minutes.

Sistema hemolitico = 0,50.

Bafio Maria a 37°, 30 minutos.

Lectura— La probeta que presen!
una desviacion completa, representa,
ra segOn el tipo del suero desvian!
inmeso, el tipo de virus del epitelio d .
bovino enfermo.

g)—Sueroneutralizacion - (Aftosa)

a) Dilucién del suero. Con este méi
do se v$ cual es la mas alta dilucic
a la cual el suero es capaz de neutr -
lizar el virus.

1) Diluciones del suero en exam i
1:4, 1:8....... 1:256. En cada d lucio ,
cambiar las pipetas y agitar por o
menos cuarenta segundos.

Si  se usa suero de cobayos vacur =
dos, éstos deben ser vacunados por o
menos treinta dias.

2) Alistar una serie de probetas y
en cada probeta poner 1c.c. de la so-
lucion (ya indicada). No cambiar la
probeta pero comenzar a medir de ia
dilucion mas alta.

3) Al tiempo, diluir 1:20 el suero
normal de cobayo y distribuir 1c.c. de
tal dilucion en una serie de probetas.

4) Extraer el virus en el siguiente
modo: a 3 gramos de epitelio en pro-
cedencia, titulado y triturado, afadir
30 c.c. de M/I80 (diluir al 1:10) y el
conjunto, después de centrifugar, vie-
ne filtrado a la presion de 0-1, 0,2, al
filtrado se hacen pasar de nuevo otros
30 c.c. de M/180. Se preparan las si-
guientes diluciones: 1:500..........cc......
1:50.000.000.
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15 c.c. M/180 méas 10 c.c. virus al

1:20 = 1:50.

30 c.c. M/180 mas 20 c.c. virus al
1:20 = 1:50.

18 c.c. M/180 mas 2 c.c. virus al
1:50 = 1:500.

18 c.c. M/180 méas 2 c.c. virus al
1:500 = 1:5.000.

Agitar bien y cambiar pipeta cada
vez.

5) Poner 1c.c. de la dilucién del vi-
rus en la probeta en la cual ha esta-
do puesto 1 c.c. de suero normal de
cobayo 1:20, quedando el virus dilui-
do como sigue:

10-, 10-2... 10-°. O sea para obte-
ner la titulacidon del virus en presencia
ie suero normal de cobayo.

6) El virus a emplear en la suero-
neutralizacion y para operar con ma-
yor seguridad, no debe ser usado al ti-
iulo determinado al momento de la
produccion, pero al titulo que descien-
da dé al menos una potencia, asi, si
al momento de la recoleccion el virus
tenia el titulo de 10-°, vendré usado a
10+,

El titulo viene disminuido de una po
tencia para controlar la eventual bajo
del titulo que se puede verificar du-
rante la conservacion en congelador o
por otra causa.

7) Poner 1c.c. de tal dilucién de vi-
rus en la probeta ya conteniendo el
suero diluido. (El titulo del virus sera
asi doblado -).

La mezcla se hace dejando caer el
virus en el suero y agitando suave-
mente sin hacer espuma y sin pipe-
fear.

8) Dejar esta mezcla a temperatura
ambiente y por una hora, al cabo de
este tiempo, la mezcla va puesta en
hielo.

El control de la sueroneutralizacién
puede ser hecho ya sea con las prue-
bas bioldgicas (ratones) o con la pla-
ca plastica.

Para la prueba en ratones, se inocu-
la una familia por dilucion y 0,1 para
cada ratén, partiendo de la concentra-
cion mayor, ya que siendo mayor la
cantidad de suero debe ser menor la
cantidad de virus.

Dilucion del antigeno de cultivo y del liquido sobrenadante, para titular su
poder desviante.

DILVSIONES ANTIGENO

Antlg. Sol. Sol. Sobre.

1.6 Ui. tlnal nad.

1 puro — i 6 puro

2 puro — i 6 puro

3 puro — i 6 puro
4 0,75 0,25 18 0,75
5 0,75 050 110 0,75

6 0,50 050 112 0,550

7 0,50 075 115 0,50

8 050 1 118 ' 0,50

9 050 150 124 050

10 025 1 130 0,25
n 025 125 136 0,25

Complemento: 2,64% igual a 0,20 c.c.

DILUSION SOBRENADATE

Sol. Ol

fl». fio.

- 11 siero O
— 11 siero A
— 11 siero C
0,25 1:1,33

0,50 1:1,66 2
0,50 1:2 Uo
0,75 1:2,5 M o

1 13 95
1,50 1.4 0 ®
1 15 gg
1,25 1:6

del complemento liofilizado al 3,3%.



