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VIROSIS HEMORRAGICA DEL NOROESTE B
VI. VISUALIZACION DEL ANTIGENG VIRAL ESPECIFICO
MEDIANTE LA TECNICA DE LOS ANTICUERPOS
FLUORESCENTES

Por IGNACIO PIROSKY, ANGELICA TEYSSIE, BETTY AYERRA DE HOLSTEIN,
ABEL RODRIGUEZ y MATILDE D'EMPAIRE

Esta nota preliminar tiene por objeio comunicar que se ha conseguidu
visualizar el antigeno viral especifico de ia Virosis Hemorragica del Noroeste
Bonaerense (VHNOB) mediante ia técnica de fos anticuerpos fiuorescentes.

Material. — Encéfalo de raton blanco lactante infectado experimental-
mente con la cepa Ry (pasaje N? 20) del virus causal. El encéfalo fué extir-
pado en el 119 dia siguiente a la inoculacion, cuando el animal presentaba el
caracteristico cuadro meningoencefalitico con paraplejia.

Método. — Se utilizé la técnica indirecta de Weller v Coons (1954),
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mp.ea ido en la teaccién
gama humana conjugada con isotiocianato de fluoresceina (Riggs et al,
1058) y usando como colorante de contraste Lisamina Rhodamina B,go (Smith
y Marshali, .1959). Este método fué aplicado a improntas de cortes trans-

versales de encéfalo.
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Resuitados. — En le° fotomicrografia que acompafia a esta nota
preliminar se observa el aspecto que el antigeno viral especifico presenta
después de completada la reaccidn.

El detalle del método, los controles efectuados, las variaciones introdu-
cidas por nosotros y demas aportes, seran dados a conocer en un proximo

trabajo.
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Impronra de encéfalo de ratén infectado con el agente causal de la Virosis

Hemorrdgica del Noroeste Bonaerense. Obsérvese la presencia de gran cantidad

de material fluorescente que corresponde a particulas de antigeno viral especi-
fico coloreadas de verde-amarillo (450 X)



Agradecemos al doctor S. Ribenson las facilidades otorgadas en su- laboratorio
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viaco

el virus de EEV por las vias
diferentes dosis.

Los animales muertos a las 24 horas de la inaculacion
dos. Los sobrevivientes se observaron todos los dias, en procura de sintomas
de encefalitis (contracciones musculares espdsticas generalizadas, movimien-

tos incoordinadns, postracion y muerte).

pués de un cierto namero de dias -—variable para cada expecrimento—- con
intracerebral {1C) o intraperitoncal (1P}, con

10U al - Y

fueron descarfa-

EXPERIMENTOS ¥ RESULTADOS

1. FEfecto de interferencia sobre ia susceptibilidad del raton a la infec-
rion con vires EEV (via 1P).

1.1 Ea lactantes de 24 horas: Cuando el primer inoculo fué de 100 DLy,
de VHNOB y a los dos dias 9,03 ml por via IP de EEV con distintas dosis
desde 10 a 10.000 DL5g, apmxm]adammte no se observd diferencia en el

tiempo de muerte entre los animales de p;ucba y los controles. Casi todos

irts de EEV
virts d V.

cilos mueien a los 3 dias de inoculado ¢

2 En ratones de 10 dias: Para un inoculo de 100
un inéculo de EEV de 10.000 v 100.000 DLgg por via [P 0,1 ml con un miu
valo de tiempo enfre ambas inoculaciones de 0, 1, 2 y 3 dias, se observo:
un retardo de 24 horas en la aparicion de los sintomas de encefalitis con res-
pecto a los animales controles. ’

Dado que la dosis usada de VHNOB no fué suficiente para dar tna
proteccion mas efectiva contra EEV, se aumenté el indculo a 10.000 DLgq,
por C/0,03 ml via IC y simultianeamente disminuyose el indculo de EEV
10, 100 y 1.000 DLso por ¢/0,1 ml via 1P.

Con 10 y 100 DL, de EEV cuando fas inocuiaciones son simultaneas |
un retardo de 24 horas. Cmipero, si entre ambas inoculaciones. media un laj
de 1 dia, no se observan sintomas de la multiplicacion del virus EEV.

Para comprobar que ef virus de EEV no se ha multiplicado en ¢l tejido
nervioso de los animales de prueba, hemos extraido cerebro de los que se
enfermaban y lo hemos dividido en dos partes: una, la suspendimos al 10 por
ciento en Hanks con 20 por Ciento de SNHI, e inoculado a otro iote de ani-

inales, que se enfermaron cnire el 69 y 89 f“a La otra parte de cerebro infec-

tado se suspendié al 10 por ciento eu Hanks y se paso a cultivo de tejido
(célula Hela), donde no hubo efecto citopatogénico, lo cual demuestra la au-
<encia de multiplicacion del EEV que como se sabe tiene un marcado efecto
citopatogénico sobre dicha célula.

1.3 En ratones de 21 dias: A esta edad comienza la resistencia de estos

DL5, de VHNOB

ay
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IS

I3

_animales al virus de VHNOB; por tanto se aumento el inéculo a una suspen-

sién de 20 por ciento de cerebro infectado en SNHI al 20 por ciento de Hanks
y se di6 por via intracerebral: 0,03 ml.
En dias sucesivos se descargaron con 100 y 1.000 DLy, por via IP:
0,1 ml de EEV. Se hicieron controles con cerebro sano y virus muerfo.
Cuando el intervalo enire ambas inoculaciones es de un dia, resulta
evidente el retardo con que sobreviene Ja muerte de los animales de prueba
por encefalitis, retardo que oscila entre 24 y 72 horas.

2. Efecto sobre la susceptibilidad del ratén a ia infeccidén con virus

.

EEV (via IC).

Se trabajd solamente con animales de 10 dias que son los que mejor
han respondido a las dos inoculaciones. Los ratones recibieron primero 10.000
DLse de VHNOB y con intervalos que oscilaron entre | y 3 dias se les des-
carg6 100 y 1.000 DLss de EEV por via IC. Para 1.000 DL;, se obseivé un
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refardo de 24 a 72 horas, modificacion ésta que se aprecié mejor cuando el
intervalo entre las dos inoculaciones fué de 3 dias.

Al aumentarsc el indculo de EEV a 10.000 DLz, ya no sc observaron
diferencias apreciables,

3. Titulaciéon del virus EEV via IP subsiguiente a la inoculacion del
VHNOB.

Cuando el virus EEV fué titulado intraperitonealmente en ratones, que 2
dias antes fueran inoculados con 10.000 DLy, del virus VHNOB via IC, veri-
ficose una modificacion en la DLy, con respecto a los controles tratados con
cerebro sano o sin previo tratamiento en 300 DL;,. Para ello hemos deter-
minado el {fitulo del virus EEV via iP, considerando las muertes hasta el
cuarto dia de la inoculacion, fecha elegida porqgue en ese monmento tocos os
controles aparecen muertos.

Reduciendo la dosis inicial del agenie interferente a 1.000 DL., y ¢l
intervalo entre ambas inoculaciones a 1 dia, la proteccidn se reduce a 20 DL,

En cambio cuando se utilizo la via intracerehral para la titulacion del
virus BV no hubo diferencia significativa con respecto a los controles.

4. Efecto de interferencia sobre la susceptibilidad del raton cuando se
invierte 1a sucesion de inoculacion de los virus (¢ sea cuando se inyecta
primero EEV y después VHNOB).

Para un primer indculo de 100, 1.000 y 10.000 DL, de EEV por via
iP y un posterior moculo de 10.000 DL;, de VHNOB via IC con un intervalo
de tiempo entre ambas inoculaciones de 1 dia, no se observd diferencia en el
tiempo de mucrte cntre los animales de prueba y controies (que en este caso

fueron inoculados Gnicamente con EEV). Todos ellos mueren de encefalitis a
Jas 48 horas dc¢ la primera inoculacion.

CONCLUS!ION

En las condiciones experimentales antes referidas, cuando los ratones
blancos son sucesivamente inoculados, previamente con VHNOB y después
con EEV, se observa en dichos animales el fendmeno de interferencia entre
los dos virus citados.
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