CAPITULO XIII

METODOS DE DIFUSION EN AGAR

1. INTRODUCCION

La inmunodifusidn es una técnica por medio de la cual
se visualiza una reaccién de precipitacidn en un medio semi-
sbdlico. Entre los varios agentes gelificantes, se cuenta el agar

comunmente usado en estudios de virus animales.

Existen diferentes tipos de inmunodifusién de los cuales
el de mayor aplicacién a estudios virolégicos es la doble inmu
nodifusidn de Ouchterlony. Los principios reaccionantes, antige
nos y anticuerpos, se difunden uno hacia el otro y precipitan en
la zona en que las proparciones son dptimas. El precipitado se
aprecia conmuna o varias lineas blancas u opalescentes que per
manacen estables. La inmuroelectroforesis, un método analftico
muy sensible es la combinacidn de la inmurodifusidn doble vy la
electmforesis. |La inmunodifusidn radial de Mancini, permite
una cuantificacidn exacta de antigeno, anticuerpos y complejo

formado. !

En el estudic del sistema del virus de la Fiebre afiosa

se han utilizado los métodrs antes descritos (Cowan y col, 1970;
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Lobo y col, 1974)., La aplicacidén de la inmunodifusién
doble de Quchterlony en la deteccidn de anticuerpos anti-VIA
en el laboratorio, ha sido de gran ayuda en la evaluacién epi_
demiol3gica de la presencia de infeccidn aftosa en &reas bajo
la influencia de la campafa antiaftosa o en zonas gque han sido
declaradas libres de la enfermedad. También se ha empleado
en el estudio de los componentes antigénicos del virus de la
Fiebre Aftosa para relacionar su identidad e identificar el ti-
po de anticuerpos contra estos antiganos, presente en los sue
ros hiperinmunes obtenidos en el Laboratorio. Con la inmuno-—
difusién radial, se han obtenido estimaciones cuantitativas de

antigenos s»lubles y de inmunoglobulinas precipitadas.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Inmuncdifusisn doble de Quchteriony

- Preparacién de las placas: Se emplean cajas de
petri de 85 mm de diémetro a las cuales se les ha colocado
15 ml de una mezcla, por partes iguales de agar al 2% y de
agar gel buffer.

Nota: Antes de preparar la mezcla agar—buffer,
s componentes se deben llevar a 45°C para evitar solidiﬁcri\_

cacién dzl agar y as{ se mantienen nasta su uso.
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Se cortan las celdas en e! agar utilizando un molde de
siete orificios, uno central y seis periféricos de & mm de did
metro con una distancia de 4 mm entre s{ y5 mm a la periferia.
S= succiona el agar de las celdas con una b-mba de vacio, utl

lizando presidn negativa.
2.2 Determinacidn de anticuerpos anti—\VIA

- Determinacidn de la dilucidén optima de antigeno VIA

y antisuero positivo.

El antfgens se titula colocando el suero control posi
tivo en la celda central y diluciones del antigeno (1/1, 1/2, 1/4
1/8, 1/16, 1/32) en las celdas periféricas en el sentido de las
manecillas del reloj (la central se numera Q Vy las periféricas
1, 2, 3, 4, 5 y 6 en dicho sentido). El suero se titula de la
misma manera, esta vez con el antigeno a dilucidn fija en la cel
da central y diluciones en la periferia. Cuandc se estd titulando an
tigeno o antisuero debe usarse un patrén en el cual todas las cel

das sean de didmetro igual.

Las cajas se colocan en una cdmara himeda durante

A8-79 horas cuando se hace la lectura. El titulo es la dilucidn

m&xima de antigeno o antisuers que ha formado una tfnea des

precipitacién clara con su reactante.
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- Montaje e interpretacién de la prueba.

Se coloca un suero control positivo a tftulo de uso
en las celdas 1 y 4 y los sueros problema en las celdas 2, G,
5, 6. El antigeno se coloca en la celda central O . Todas las

celdas se deben llenar hasta el nivel de la superficie del agar.

El didmetro de la celda central en este caso es de
4 mm y el de las celdas periféricas donde van los sueros de
6 mm para darle més de sensibilidad a los sueros problemas

aumentando su concentracién.

Los siguientes son los tipos de reacciones que pue—
den observarse: Gréfica 13

a. Reaccidn positiva : Se forma una banda clara
y concisa de completa identidad conla banda formada por el sue
ro control.

b. Reaccién débilmente positiva o sospechosa: Se
observa cuando el contenido de anticuerpos contra el antigeno
VIA es bajo. Se forma un ligero espoldn de identidad completa

con la tanda formada por el suero control,

no
c. Reaccidn negativa: Si el suero contiene anti-

cuerpos la banda de precipitacién formada por el suero control,
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es totalmente horizontal sin formar ningln es-

poldn.

Gréafica 13. Reacciones

via positivo

-  Manejo del antigeno

Se debe afiadir al antigeno 0.02% de azida s3dica
(NaNS) y guardarse en refrigeracién. Conservands en congela—
cidn se ha reportado pérdida de efectividad en algunos lotes.
El concentrads debe diluirse a titulo de uso en agar gel buffer

2 medida que se requiere para su uso.

2.3 Identidad de los componentes antigénicos y anticuerpos

formados en el sistema del virus de la Fiebre Aftosa.

La inmunodifusidén doble de QOuchteriony se utiliza en el
sistema del virus de la Fiebre Aftosa para evaluar la integri-—
dad de los antigenos concebtrados e inactivados asi como en la
identificacidn de los distintos componentes antigénicos del virus
v del tipo de anticuerpos contra estos antigenos en las sueros

inrmunes e hiperinmunes obtenidos en el Laboratorio.
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En el primer casn se enfrenta el antisuero hiperinmune
frente a las distintas fracciones obtenidas en el proceso de con
centraci’dn, inactivacién y purificacién del virus aftoso. En el
segundo caso 0s antisueros inmunes, hiperinmunes o problemas

frente a las distintas fracciones antigénicas. Gréfica 14

Gréfica 14. Reaccidén positiva de
inmunodifusién entre
un suero hiperinmune
y distintas fracciones
antigénicas de virus
aftoso.

2.4 Inmunodifusi’sn radial

Existe dos modalidades de este método: El métods con
vencional, en el cual el suero va incorporado al agar y el mé
todo inverso cuando el antigeno es el preactivo incorporado al

agar.

£l més utilizado en el Laboratorio y que a continuacidén
se describe es el método convencional, que permite cuantificar
antigenos concentrados, fracciones antigénicas purificadas y com

plejos antigeno—anticuerpo formados.



a. Preparacién de las placas: Se emplean placas

plésticas de 8 cavidades de 35 mm de didmetro cada una en

las cuales se coloca 3 m. de una mezcla de agar al 2% més

el suero inactivado y diluido en agar gel buffer a la dilucién

desecada.

Epmplo:

Si se desean dilucinnes finales de suero

1/10, 1/20.....1/320 se procede de la siguiente maneras

0.8 ml (suero 1/1) + 2.4 Agar gel buffer

1.5

1.6

ml

ml

ml

ml

mil

¢ " 1/5)

¢ " 1/10)
¢ " 1/20)
(" 1/40)
(" 1/80)

-

-

= 3.0 ml
1:6 " = 3.0 ml
18 L = 3.0 ml
1.5 " = 3.0 ml
1.5 L = 3.0 ml
1.6 " = 3.0 ml

Descartar 1.5 ml de 1/160

El wolimen final de cada tubo es de 1.5 ml

- A continuacién se calienta las diluciones del suero

a 45°C y se les afiade a cada una 1.5 ml de una solucién de

agar al 2% v llesada a la misma tempera ura. lLas diluciones

finales serdn en este caso 1/10

1/20, i/40, 1/80, 1/180, 1/320

1/5

1/10
i /20
1/40
1/80

1/160
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-  Se mezclan suavemente evitando la formacién de
burbujas y se colocan individualmente en cada »orificiodke la ca-
ja.

= Se dejan solidificar y se guardan en refrigeracidn

porr 1 hora o a temperatura amrbiente durante la noche.
b. Montaje e interpretacidn de la prueba

Se cortan las celdas en el agar utilizando un molde
de 5 orificins de 3.6 mm de didmetro cada uno (1 central y 4
periféricos). El agar se remueve por succidén con la bomba de
vacin. El antigeno se coloca con una micropipeta en cantidad

de 10 ml a la concentracién deseada (en términos de /{gs/ml)

Ejempolo: Si se tiene una concentracién de 800 /{gs/ml
de antfgeno concentrado y lo diluimos 1/2 se tendrd una concen-

tracidén de 400 gs/ml y asi sucesivamente.

- Las cajas son incubadas en cémara humeda a tempe-
ratura ambiente durante 5 dfas cuando se lee el didmetro de los
anillos formadhs alrededor de las celdas, con una regla apropia—
da. El antigerno se difunde radialmente formand> un anillo de pre

cipitacién con los anticuerpos en el suero e incorporados al agar.
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El didmetro de los anillos es directamente propoar—
cional a la concentracidn del antigeno en ia celda e inversamen
te prporcional a la concentracién de anticuerpos. Es decir, a
menor concentracién de antigeno el didmetro del anillo seré me
nor ¥y a menor concentracién de anticuerpos el didmetro del ani

1ln serd mayor,

Ejemplo gréfico de inmunodifusién radial

Comociendo la concentracidn del antigeno a distintas
dilucicnes y el didmetro del anill> formado con un suero conocCi--
d» se puede construir una curva esténdard para el antigens en
estudio (@ anilic wvs concentracidén del antigeno) sobre la
cua. seé puede comocer la concentracién de un antigern cualquie-

ra Jdel mismo tipo y subtipo.

También se emplea esta técnica para identificar an-—
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ticuerpos presentes contra los distintos componen—
tes antigénicos del virus de la Fiebre Aftosa. En este caso se
puede emplear una dilucidn Ffija dd suero y concentraciones co_
nocidas del virus concentrado y fracciones antigénicas obteni-

das en el proceso de purificacidn del virus.



