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ntÍlínente por Oudin en 1946 ( 1) iui estimulado el estudio de las rea.2. 

cienes. antígeno anticuerpo por. este método en los virus, Esta prue­

ba, eri iá que un antígei:io y Un anticuerpo se difunden y reaccionan­

ª través de un me.dio semisÓlido, puede efectuarse en dos formas : 

a) Por él método cté simple difusión, en el que uno de los rea.2. 

bi~os s~ di tunden ~n i.iria mezcla de agar con otro reactivo, 

~) Por el lll.étódó. d~ ·doble difusión, elaborado por Ouchterlony 

en 1947 (2), en el ouai ambos reactores difunden en el agar por re-

- oipier,ites separados¡ Dicha difusi6n entre antígeno y anticuerpo a -

través de los medios simis6lidos es semejante a las le;yes de difu-­

si6n de los gases (3). Para este trabajo se esoogi6 la prueba de d,2. 

ble difusión, ya que el anticuerpo y el antígeno sen suministrados-

en una zona para que reaccionen en condiciones y proporciones idea-

les a fin de producir una banda estable, resistente é inmóvil, Este 

hecho hace al método de doble difusi6n cualitativamente superior y-

además tiene la ventaja de no formar precitados secundarios por los 

_cambios en la concentración del reactivo (4), 

No haré una descripción de la gran cantidad de técnicas de in-

munodifusión que existen, ya que el fin que se pretende es fijar la 

atenci6n sobre los antígenos presentes en las diferentes cepas de -

virus de 11Tortofurens 11 , 
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_embriones de pollo inoculados con las_ 

oepas de "Tortor j'urens" que a continuaci6n se seña-

Cepa ti 9 11 Zamorai1 aislada por el Instituto Behring en 1956. 

Los antisueros, fueron preparados inyectando repetidas ve­

ces conejos adultos, primero por vía subcutánea y después por -

vía endovenosa con líquido amnioalantoideo de embri6n de pollo-



"·::··· .. ;-·,···:··,_:·_\• 

infe~tado de virus, -Después' de ~ompiet~i ~i·tiem;() a_~¡n~~iza. ___ ;_e __ j 
-~~~--~~~~~"''-0-i~;frº~-1tzt;;i--fu'.;;6~~~¡;g~aJ'J?;-:~~::~::\6:T;{¡:;;~~~¡:-·=~--~=-.~,.¡ 

Üm~C:ena~bn;e.·9° e/ J 
1 

.;~~j~eba .se 1Íev6 a ·cabo sobre ·cajas. ~ép¿·t~i de io por · --+ 
· 16ci ~~:'.~ de J5 ;or .. 60. mm •. prepara~~ª· con 2b mÍ.~.f~itr~~.:_}' · \· 

p~~~Aam~~t~ clel· filtrado de• agar·;~ii.1$%:(B~~to A~~r ii~i:'6o) \ 

y ~onciii:{a; concentración da· Mertfaci1~i{¡1 1 p0

or fo. hho{'~j~~~ 1 

. 't~do;~·~trii P·~· de .• r a7 .2, •se cons~r;~ro~ 21rh~;as a·)t~m~e~~ti 
· ·· ;ª ~mbiente pára que s()lidfrio~r¡~~>La.~ tazas 'o boc!l.~6~ $,;'hi~ \• 

•.<c{i~t~~;'~~ :1ri.~~ .J~•·;dÚme.ÜY6 p~i~~~l' anÚgeno; ·y de 6mm; •para 1 

·. -~1'.:~~i~~:~()>~iri1·1ln~-:·~0~Gaci6fr: tia' 5 ~-e~;;~ u?l'() ·Y otro~ lue-•. '! 
,_ '."' -··. , " ·- . . , -\ " .. ,. ·¡ . ' ') - . , - - :·- ' '.">··. - -.:··.' ·~··.>·:·.--.·.;:-: 1 

-~~;·ª~;·lll~~t,~tik;t~-~fJ~~~ J~. ~ej~ .a: .• •tem!le;!l.t~;!l. dá1, ia.bofato;i()2·•·•.- \. 

L<?ir'.c'.J ;)oori~lii1~~~ª}ia.ºi6ii .que no· ~~c~cJ.i~·"1ná~-~lÍll~~~~0ª~ un - ·- e, ~ /t 
-~~i~o'b:iii~rEldo,;> ··.·•·.•· ·· -·• ¡ . ; >:< __ ._ .... - ·.· ... , ;·r 

~iante elperÍ.odo de cl.~s~;r~llo de la prueba las cajas - 1 

fuéron inspeooionadas a intervalos de 24 horas tomando nota de 

los_ l¡allazgos oorrespondientes, La inspección visual fué hecha 

sosteniendo la caja horizontalmente sobre una lámpara de micro!!_ 

copio con un ángulo de incidencia luminosa de 45º aproximadame.!!_ 

te, todas las cajas fueron fotografiadas a la terminación del -

a:i:.Per:Gnent<>. 

1 ¡ 
1 

¡ 
l 



.......... --·----···------RESULTiillos --·-------- ------- -

CEPA! 

N 

o 
5~ \91 

~r¿) 
40)\'_ ~(02 

C9 
3 

CEPA III 

N o 
•8&0\<9' 
4Cf3\_ll@2 

@ 
3 

N 

o o \®6 
,9~©1e, 

8 
8 

N . 

o o \8 6 

9~0/97 
@ 

8 

N o 
s(0,# \(¡J; 1 

·~:i:~-10)2 
e 

3 

CEPA II 

N Ali o -~ 

o f;\\@ó l,i. 

~~'¡ :¡ 

<)e~==· e 7 ; 

e 
8 



i 1 >
. 

s :J 

..¡¡ 
.... 

~
~
 

z 01@
1110'° 

o
@

 

H
 

H
 

>
 

. 



reaccionaT con los antisusros 1, 

forma una banda; con los antisueros 2 y 8 forma­

les antisueros 5 y 9 forma tres bandas 

no hay reacción, 



en dos etapas (5-

::en lli. primera el antígeno y el anticuerpo se combinan espe­

instantáneamente al mezclarse; en la segunda, lentamen. 

te los oomplejos originales del antígeno y anticuerpo se unen­

para integrar un precipitado visible, Parece que hay dos tipos 

distintos de anticuerpos de precipitación los cuales se clasi­

fican según la clase de precipitado específico que formen y -­

las proporciones de antígeno con las que reaccionen (5, 7), -

Uno de ellos co!'locido comunmente como anticuerpo de "Precipit.!!:. 

ción" el cual se produce principalmente en los conejos; de --­

aqui que se le denomine anti.cuerpo "R" (Rabbi t: conejo). El -­

otro es el anticuerpo de "Floculación" o anticuerpo 11H11 (Horse 

caballo), Pues t. o que se forma más rápidamente en los caballos­

El anticuerpo "R" forma complejos de antígeno anticuerpo en -­

una amplia variedad de proporciones de reactivo. Su precipita­

do es insoluble en un exceso de antígeno, De aqui que los con,!!!. 

jos fueran escogidos para este t.rabajo, 



~-~~-,c''0~-¡:~"'~~~se~1Judoc.observaT que -las -cepas 5Y ') posr!•:!r'i .lr1 -an-';::f;c;fo "~n \/?>':-

grupos determinantes yo. que al ponerlos en cor,:::1::to con su anti-­

suero producen tres bandas de precipitado; Ja:o cepas 2 y 8 poseen 

un antígeno con dos 1;rupo:i determincir.i.P.3 y al hacer la unión con­

su antisuero producen do'' b:rncla>: rl·= prec1pi-:ación, l'ls cepas 11 31 

4, 6 y 7 al ponerlas frente a sus ar,t is ne roo aparece sólo una ban-

da, Esto nos demuestra que las cepas 5 y 9 poseen tres antígenos -

mayores y sus antisueros tres anticuerpos, cuando se ponen en con­

tacto estos antisueros con las cepas 11 31 4 1 6 y 7 que con sus -­

respectivos antisueros forman sólo una banda se forman tres bandas 

-; lo mismo sucede con las cepas 2 .'/ 8 que tienen dos antígenos ma­

yores y su antisuero dos anticuerpos, seguramente que las cepas 1 1 

3, 41 6 y 7 que con sus respectivos antisueros forman una banda, ~ 

sea debido al anticuerpo que llega primero a las proporciones ópt,i 

mas con un grupo determinante en las moléculas del antígeno, el -­

cual precipita al antígeno, e impide su movimiento hacia una zona­

en donde su propord_ón en1're el anticuerpo y el segundo y tercer -

determinante pueda ser ~om¡;atilllo cor. la !)reci.pit:i.ción (8). Así 

pues en este caso aurrque el anti.cuerpo para el ser;undo y tercer d~ 

terminante pueda .iifunidrse por el precipitado que se forma con el 

primero, sería demasiado dlluído y su antígeno demasiado fuerte_ 

en ese lado del precipitado .va existente para precipitar por sí s.e_ 

lo cualquier antígeno, 

La formación lle bandas para los grupos determinantes es una -

función de sus respectivas concentraciones, estas determinarán ha.§_ 

ta que grado las bandas se superpondrán a sus dife rencia~1 de densl_ 



~-~~~"--'-~"~~~~~~~~ll_~Q~l'l.J:l;ªufici~~temente~pronun~iadas~para-~permitir elº~i'eóo~~~~~,t~~~ 
_:: ___ .:..··_ 

''nooiDlie,ilt'o indi.vidual'cl.e fas bandas superpuestas,. El número de -­

.Üa~ ~~Z,~~te r6s cuáles una banda podía ser observada, representa-
~"'-"'"'-·-.·-·,--_,-.- ·. -·-~ ---·--,o··:; 

--eóii:{~éh-t;e,~valores aproximados ya que el ~iempo exacto en que una -
- -:¡~.:e--· " . ; ' . -_,,: . . . . ' 

;b~Jida 0~~:preoipi tadio aparece o desaparece no puede ser determina-

da< oo.n precisión. En nuestra prueba la cepa 5 aparecía la primera­

de ·s~~ barid~s dentro de las 16 horas siguientes a su iniciación, 
' :; .. ; . -·-:, - - . ~ . .;. : -

x·:;;_-· .. 

:EJ.;~stucii6·de las diferencias antigénicas de las cepas 

rus 'nioJ{:;. fÚrehs por las pruebas de inmunodifusión han re1veil!1dcJ--

, d.iªeri~e:'i~s -~~ :~~P~~tanofo diagnóstica, 

·Las iit~r~ocio~és que surgen entre -los reactores 

- sc1~·s~~t~~t~C:±ón cin las substancias "Inertes ti que las aoompaí'Ían 

solil.ción, los efectos de varias substancias sobre las reacciones - . 

cl.e~ntfgenó anticuerpo, pueden considerarse en su totalidad como -

complicaciones potenciales en la interpretación de los resultados-

de la inmunodifusión. Para eliminar este tipo de falsas reacciones 

se hizo la prueba con virus purificado, La purificación de los an-

tígenos se hizo con alcohol, éter y cloroformo, agitando las mez -

olas 'durante 10 minutos, después se ·centrifugaron a 3800 r.p.m. d.J! 

-•-

_Al final de la prueba se observó que las lineas no variaban -

en s~.tamaño y número pero si en su intensidad, 

,También se hicieron pruebas de adsorción empleando las cepas-

citadas y los sueros inmunes preparados en conejos, 
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Como podemos ver en el primer cuadro todas las bandas son ad-

sorbid.as. 
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En el segundo cuadro observamos que al hacer la adsorción 

las cepas con los antisueros 1, 3 y 7 des~parecen una banda de 

obtenidas en la prueba de inmunodifusión de los antíge!J.OS 1, 2, 3, 

5, 7, 8 y 9; cuando la adsorción se hace con los antisueros 4 y 6, 

desaparece una banda de los antígenos 4, 5, 6 y 9; al hacer la ad-

sorción con los anti13ueros 2 y 8 desaparece una banda de los anti-

genos 1, 3 y 7 y dos bandas de los antígenos 2, 5, 8 y 9; y final-

mente cuando la adsorción se hace con los antisueros 5 y 9 desapa-

receii. todas las bandas. 



tioúlas 
-/":~.:.:~ ~·_,:,:> '.,~·:::~-:'--->~:::'.:·.:_:;:-. _. __ ,_:·_·x~:.~·_:·_ ;: . 1 -

'
" ,. ·,', ,' . _. - ' . . . - - '··' - .. : -~ . . -

3 •. '::. ·.Eri:.·:i,as ;o~ka~,.~·•. Y:-9 s~;de¡mo13tf6 ~o.r.esta 
··,"' . :.-./~_ :''::':·,, :-~·-:-'._·_.·:::: 

. en m11yor prop~r~i_6n las 
--

' para este ~virus• : 

4.'.'"-i:,as ·aep~~-.estddiadas 

:aparentes de sus~lineá.s de preoipi taoi6n en 

a).~ Chioonautla, Tulyehualoo y Guadalajara 

b),- Ixtapalapa y Taouba 

o).~ Distrito Federal y Norte deLDistrito .Federal 

a) • ..: Quel'ét~fo y zB.móra. 

5. -.. Es O~J'.'~~o_t'Ejl'Í_stio_f!_<!.'1Ei l_as li!!ea~ ~e_ 11re¡~<i2'1li'ta()i6n1if!~ª' _-:.;-____ ;e.ce __ ~--• -·.•-:-.-!- __ _ 

una de-las cepas estudiadas por esta prueba fué siempre constante, 

6.- Se sugiere la posibilidad de emplear esta téonioa en el estu-

dio inmunogénico de las cepas usadas para la producci6n de vacu--

nas. 
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