LA TECNICA DE ANTICUERPOS FLUORESCENTES Y SU APLICACION EN
VIROLOGIA*
DAVID KIRSH, Pu.D.

Centro de Enfermedades Transmisibles, Servicio de Salud Pudblica, Secretaria de Salud,
Educacion y Bienestar, Atlanta, Georgia, Estados Unidos

Landsteiner (1) fue el primero que utilizé
productos “marcados” en la inmunologia.
Este investigador y sus colaboradores uti-
lizaron azoproteinas para estudiar la especi-
ficidad seroldégica de las proteinas. Reiner (2)
meodific6 el suero antineumocéeico con
diazoatoxilo y observé que se retenfa su
especificidad. Heidelberger (3) alteré la pro-
teina de huevo con la sal de bencidina por
medio del diazoencadenamiento. Todos estos
y otros investigadores utilizaron un trata-
miento quimico dristico que modifica en
cierto modo la estruetura quimica del anti-
geno. A Coons (4) v sus colaboradores les
cabe el mérito de emplear el isocianato de
fluoresceina para conjugar las proteinas sin
perjudicar seriamente la especificidad de sus
materiales. Estos investigadores conjugaron
antisuero antineumocdécico con isocianato a
fin de estudiar el destino y localizacién de
los polisaciridos neumocdeicos en animales
experimentales. En la conjugacion de las
proteinas se utilizaron solventes organicos, o
sea, dioxano y acetona. Riggs (5) dio cuenta
de que la sal de isotiocianato de fluoresceina
fue muy superior, en el sentido de que el
producto marcado tenia més estabilidad en
almacenamiento que la proteina marcada
con isocianato. Este reactivo se disuelve con
facilidad, con més que el isocianato de
fluoresceina.

Se han empleado otros fluorocromos, en
especial la lisaminarodamina B200 (6), pero
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el isotiocianato de fluoresceina sigue siendo
el compuesto preferido para marcar, debido
a que este colorante ha resultado muy apro-
piado para las radiaciones ultravioleta, por
ser fluorescente a un color al que el ojo es
muy sensible, y también por el hecho de que
el color verde-amarillo rara vez se encuentra
como autofluorescencia en tejidos normales.

Recientemente se han publicado trabajos
donde se dice cdmo se marcaron los anti-
cuerpos con ferritina, un compuesto de
hierro que contiene proteina (7). Este pro-
cedimiento ha sido utilizado en la micros-
copia electrénica para determinar la locali-
zacién  del anticuerpo/antigeno. Otros
materiales de gran densidad en electrones
que se han utilizado son las sales de mercu-
rio y de plomo.

No obstante, para los fines corrientes, se
considera que el método del isotiocianato de
fluoresceina es el mas adecuado por el hecho
de que el anticuerpo permanece fisica y
quimicamente inalterado, y por ofrecer un
medio de localizar las reacciones de antigeno/
anticuerpo con gran precisibon y de una
manera relativamente sencilla.

EL SISTEMA OPTICO

La microscopia por fluorescencia es méis
complicada que por la luz blanca ordinaria,
porque la alineacién mecénica y dptica es
mas diffeil cuando la imagen estd relativa-
mente borrosa.

1. Mcroscopio

Un microscopio corriente basta. Los ob-
jetivos acrométicos son apropiados, si bien
con las lentes apoerométicas o de fluorita se
puede obtener una imagen més clara. Un
condensador de campo obscuro es indispen-
sable porque la fluorescencia se puede dis-
tinguir més facilmente sobre un fondo obs-
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curo. Ademéds, la fluorescencia es méis
intensa con un condensador de campo
obscuro. Sin embargo, un condensador de
campo translicido es de utilidad en el
emplazamiento del campo. El empleo de un
microscopio monocular o binocular sigue
siendo cuestién de preferencia personal.
Recuérdese, sin embargo, que el binocular
pierde casi el 40% de la intensidad de la lusz.

2. Fuente lumanosa y filtros

Es preferible utilizar una l4mpara de vapor
de mercurio, a alta presién, dentro de una
cdmara de cuarzo, porque produce una alta
emisién de energia en la banda ultravioleta
y azul del espectro.

El brillo de la fluorescencia es baja en
comparacién con la luz excitante. Para no
atenuar la fluorescencia, hay que eliminar
esta luz excitante, lo que se consigue colo-
cando un filtro primario entre la ldmpara y
el objeto, de suerte que sélo pasen las
longitudes de onda que excitan la fluores-
cencia, es decir, 360 u y 490 i (verde-azul).

Un filtro secundario (filtro de barrera) se
coloca entre el objeto y el observador, de
suerte que sélo puedan verse longitudes de
onda caracteristicas de la fluoresceina, y
también para proteger la vista del observa-
dor. Muchos investigadores utilizan:

a) Una luz excitante azul-violeta entre 400 y
450 p con un filtro seecundario decididamente
amarillo;

b) Una luz excitante combinada ultravioleta
¥y azul-violeta, entre 350 y 450 u y un filtro
secundario distintamente amarillo;

0 bien,

¢) Una luz excitante ultravioleta entre 350 y
400 g, que es la utilizada con més frecuencia con
virus FA.

La Fig. 1 representa el sistema éptico.

Un aspecto critico para obtener una, visi-
bilidad satisfactoria de la fluorescencia es la
apropiada alineacion de los sistemas éptico y
de iluminacién. Cuando se utiliza el sistema
de Reichert, es conveniente proceder de Ia
siguiente manera:

a) Abrase la cdmara de la l4mpara e insértese
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la bombilla de arco de mercurio. Para montar el
aparato Reichert, se utiliza un Osram HBO 200,
L1l. Es importante examinar los cables del
transformador y manejar con cuidado la bombilla
para no dejar huellas digitales de grasa, porque
éstas se queman y embeben en el vidrio y mer-
man la eficacia de la bombilla. Ciérrese la cdmara
de la ldmpara.

b) Coléquense todas las manecillas de los
portafiltros en posicién vertical y quitense los
tornillos de mano de la parte superior de la
cdmara del filtro. Levdntese la montura y hdganse
funcionar las palancas, ¥y mérquense con 5840
(violeta obscuro) 6 con 5970 (azul-violeta).

c) Coléquese el enchufe de tres clavijas
conectado a la ldmpara dentro del receptdculo
del transformador que, a su vesz, se ha enchufado
en el circuito del laboratorio. Enciéndase Ia
lémpara y déjense transcurrir 15 minutos para
que alcance su plena intensidad.

Cuando se apague la ldmpara hay que esperar
por lo menos 30 minutos antes de volverla a
encender.

d) Rediizcase la intensidad de la luz cerrando
el obturador de la montura de la ldmpara.
Col6quese un pedazo de papel blanco sobre la
abertura de la luz situada en la base del micros-
copio. La imagen de los electrodos debe aparecer
en el papel blanco. Enféquese claramente por
medio de las lentes convergentes (la palanca
estd en la parte delantera de la montura de la
1dmpara). Fandase la verdadera imagen de Ios
electrodos con la imagen de los mismos en el
espejo, ajustando los tornillos que centran la
bombilla, en la parte superior de la cdmara de la
ldmpara. En cuanto las dos imdgenes coincidan,
apriétense las tuercas en posicién. Seguidamente
ajistese el espejo para que el haz luminoso pase
verticalmente por el centro de la abertura de luz
en la base del miceroscopio.

e) Coléquese el tapén centrador (un disco de
metal que se ajusta sobre el espejo) en posicién.
Este disco metdlico tiene un pequefio orificio en
el centro sobre la apertura de salida de lusz.
Coléquese en posicién el adaptador del micros-
copio de manera que el haz de luz penetre por
el centro del fondo del condensador.

f) Stbase el condensador todo lo posible.
Después de fijar el anillo centrador del condensa-
dor, céntrese el condensador por medio de los
tornillos a ambos lados. Coléquese en posicién el
objetivo de baja potencia (10X).

g) Apliquese una gota de aceite de inmersién
(aceite de inmersién “Cargille’” no secante, tipo
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A, de muy baja fluorescencia) al condensador,
evitando las burbujas de aire. Col6quese el
portaobjetos en la plataforma y céntrese el
espécimen sobre los lentes del condensador.
Muévase arriba y abajo el condensador mientras
se abre y cierra el obturador de la montura de la
luz. Debe aparecer centrada en el campo obscuro
un rea circular muy fluorescente.

h) Apliquese una gota de aceite a la prepara-
cién y cdmbiese al objetivo de inmersién en
aceite (40X). Enféquese y ajistese el diafragma
hasta obtener un buen contraste.

i) Afléjese el cierre del espejo y ajistese éste
al centro del drea circular fluorescente. Abrase
al méximo el obturador. Ajuistese el condensador
para obtener una imagen més clara y conseguir
la médxima intensidad de luz.

PROCEDIMIENTOS PARA MARCAR

Se puede utilizar suero integral o globuli-
nas precipitadas, aunque preferimos estas
dltimas porque resulta més econdmico en el
empleo de isotiocianato y, en segundo lugar,
tiende a reducir las manchas no especificas.

Para obtener buenas preparaciones de
globulina se pueden emplear varios métodos,
tales como la precipitacién de metanol-
acetato, de Dubert (8), la media saturacién
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con sulfato de amoniaco o el fracciona-
miento de D.E.AE. (9). Nosotros utilizamos
el método del sulfato de amoniaco porque es
sencillo y resulta muy satisfactorio. En
resumen, este método consiste en afadir un
volumen de sulfato de amoniaco saturado
frio a un volumen igual de suero, lo cual se
hace lentamente y sin dejar de revolver la
mezcla mientras se encuentra en un bafio de
hielo. Para obtener buenos resultados, se
debe utilizar un agitador magnético. Con-
tindese revolviendo la mezcla por 30 minu-
tos. Luego, el precipitado se pasa por un
centrifugador Spinco a 10.000 r.p.m. durante
15 minutos. Se retira el sobrenadante.
Lévese el precipitado 2X con sulfato de
amoniaco frio al 50 %, centrifugdndolo en el
Spinco después de cada lavado. Disuélvase
el precipitado en un minimo de H:O desti-
lada y fria. Dialicese la globulina disuelta a
0-4° C. con NaCl al 0,85% ultilizando
frecuentes cambios de solucidén salina. Se
continua la dialisis hasta que ya no se perciba
el sulfato en el dialisato por medio de BaCl,.
El contenido de proteina se determina
mediante la reaccion de Biuret. La solucion
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de globulina puede almacenarse en estado de
congelacién hasta que se vaya a utilizar.

El marcado de globulina con isotiocianato
de fluoresceina

Segun el contenido de proteina, se afiade
isotiocianato de fluoresceina en la razén de
1:20, o sea, 1 parte de isotiocianato en 20
partes de proteina. Se ha informado de que
la antiglobulina de rabia puede conjugarse
satisfactoriamente en una razén compren-
dida entre 1:40 y 1:80. No tenemos noticia
de que esto se haya determinado para otros
sistemas, aunque en trabajos econ suero
anti-ratén de conejo, conjugamos la globu-
lina en la razén de 1:40, resultando satisfac-
toria para uso en la prueba indirecta. Por lo
comun, la concentracion de proteina se ajusta
al 2 % mediante la dilucién con NaCl al 85 %,
y se agrega el 10% del volumen total a
0,5 M. de carbonato-bicarbonato como es-
tabilizador, pH 9. A continuacién figura un
ejeraplo de los ealeculos:

Para marcar 5 ml. de globulina al 3,49,
342.% = 34 mg./ml

Es necesario ajustar el volumen a 8,5 ml.
a fin de obtener una solucién de proteina al
2 %. Sin embargo, en vista de que el 10% del
volumen total debe actuar como estabiliza-
dor carbonato-bicarbonato, se afiaden 0,425
ml. de 0,5 M. NaHCO; y 0,425 ml. de 0,5 M.
Na.CO;. Se afiaden 2,8 ml. de solucidn
salina a los 5 ml. de solucién proteinica al
3,4 % que contiene 0,85 ml. de estabilizador.
Con ello se obtiene un volumen total de
8,5 ml. de solucién proteinica al 2% con un
pH 9. Para lograr un marcado déptimo, se
agregan también 8,5 mg. de isotiocianato de
fluoresceina a razdén de 1 mg. de isotiocianato
por cada 20 mg. de proteina. A los efectos de
calcular la cantidad de isotiocianato de fluo-
resceina que debe afiadirse a una solucién
proteinica al 2 %, se puede utilizar la siguiente
ecuacion:

(volumen total en ml.) X (total de mg. de
protefna) X 0,06 = mg. de isotiocianato
de fluoresceina que ha de emplearse
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(En el caso mencionado, esto corresponderia
28,5 X 20 X 0,05 = 8,5 mg.)

A este porcentaje de proteina, y puesto que
se utilizan 0,05 mg. de isotiocianato por mg.
de proteina, una simple regla prictica con-
siste en afiadir 1 mg. de isotiocianato a cada
ml. de solucién de globulina al 2% a un pH
9,0. Es conveniente ajustar el pH a 9 puesto
que el isotiocianato es mas soluble y se une
més ficilmente a la proteina. Coons (10)
afirma que el isotiocianato de fluoresceina se
une 2 los residuos de lisina de la molécula de
proteina. La de globulina y el isotiocianato
se mezclan dejdndolos toda la noche en un
agitador magnético en el refrigerador.
Luego se dializa el material con frecuentes
cambios de PBS (solucién salina a un pH
7,2 estabilizada con 0,01 M. de fosfato) en
frio hasta que el dializado queda libre de
fluoresceina. Fsto puede observarse colo-
cando una muestra en la trayectoria de la luz
de la montura del microscopic de limpara.
81 se observa un color amarillo-verdoso, se
continuard la diflisis hasta que la solucién
deje de emitir la fluorescencia caracteristica
de la fluoresceina (amarillo-verdoso o verde
manzana). Al legar a este punto, es con-
veniente hallar la razén fluoresceina/
proteina (11). El conjugado ideal tiene una
razén comprendida entre 10 X 10— y
20 X 107%. Sin embargo, cabe sefialar que el
conjugado cuya razén no esté dentro de
estos limites, no por ello ha de ser insatis-
factorio para su uso. Esto sélo puede de-
terminarse comprobando el conjugado con
antigenos homdlogos y heterélogos. La razén
fluoresceina/proteina sélo indica eficacia de
la conjugacién. Uno de los grandes proble-
mas que se plantean con la téenica de anti-
cuerpos fluorescentes, especialmente en
virologia, es la coloracién no especifica de
las células tisulares. Se han descrito varios
métodos para eliminar este problema. Fl
primero consiste en la absorcién del conju-
gado con polvos de tejido desecado en
acetona. De acuerdo con este método, por
cada ml. de conjugado se emplean 100 mg.
de polvo tisular preparado con higado de
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mono, o cualguier otro érgano apropiado. El
polvo se coloca en un tubo de plistico con
varios ml. de PBS, v se mezcla totalmente
para que el polvo se humedezea bien. Luego
se coloca en la centrifugadora Spinco a
15000 r.p.m. durante 15 minutos. FKl
sobrenadante se saca cuidadosamente y el
conjugado se anade al tejido sedimentado;
esto se mezcla completamente y se coloca en
el refrigerador durante una hora, agitandolo
con frecuencia. Después se centrifuga igual
que antes. El sobrenadante es, entonces, el
conjugado absorbido. Tal vez sea necesario
repetir esta operacién. En el empleo de sis-
temas de cultivo tisulares, como en el campo
de la virologia, ha resultado ttil emplear un
volumen htimedo compacto de 0,5 ml. de
células de cultivo tisular sin infectar para
absorver el conjugado. Otro método consiste
en el empleo de Dowex 2-X4 (forma de
cloruro, malla 20-50). Conforme a este
método, se mezela un volumen igual de
Dowex vy conjugado en un recipiente de
boca ancha y se coloca en el refrigerador
durante una hora, donde se revuelve con
frecuencia. A continuacién se centrifuga el
material v se saca cuidadosamente el so-
brenadante. Se puede dializar con P.B.S., o
ponerlo a prueba tal como esté.

Un tercer método de eliminar manchas no
especificas consiste en pasar el conjugado por
una celulosa de dietilaminoetilo (D.E.A.E.).
Los efluentes de gradiente por medio de
creciente molaridad de cloruro de sodio se
recogen y ponen a prueba para determinar
la especificidad (12). Puede ser necesario
concentrar los efluentes. El empleo de
Carbowax constituye un método satisfac-
torio de concentracién (13).

Tal vez sea necesario combinar los méto-
dos descritos para eliminar la coloracién no
especifica. ITisto sélo puede determinarse
ensayando el sistema particular que se
estudie.

METODOS DE COLORACION
1. Método directo

Fn este método, el anticuerpo que primero
se ha conjugado con isotiocianato de fluo-

resceina se pone en contacto directo con el
antigeno mezcldndolo en la superficie del
portaobjetos o, como en el campo de la
virologia, mediante la aplicacién directa al
cubreobjeto de tejido tisular de Leighton,
que se haya secado al aire y fijado en acetona.
Después de un periodo adecuado de incu-
bacién, el portaobjetos o el cubreobjetos se
lavan en P.B.S. y después en H;O destilada.
El portaobjetos se seca al aire, se monta y se
examina. E] liquido para montar puede ser
glicerina, estabilizada (907% de glicerina y
10% P.B.S., pH 7,2), o Klvanol (Elvanol
grado 51-05, Dupont de Nemours, Dep. de
Electroquimica). La ventaja del método del
Elvanol (14) es que ofrece un medio de
montaje semipermanente. Fl almacena-
miento y el envio de los portaobjetos no
deben presentar dificultades. Fsta reacecién
se puede representar como aparece en la
Fig 2.

En el microscopio fluorescente, este com-
plejo antigeno-anticuerpo marcado tiene la
caracteristica fluorescencia verde-amarilla.
Por supuesto, en preparaciones de cultivo
tisular sélo se puede afirmar que este com-
plejo representa antigeno de virus, mas esto
no implica que sea la propia particula de
virus. Ademés, hay que estar seguro de que
este complejo antigeno-anticuerpo marcado
es intracelular en el sistema de tejido tisular
que se estudie.

En el supuesto de que haya coloracidn, es
indispensable demostrar su especificidad, lo
que se hace estableciendo los controles
siguientes:

a) Portaobjetos de cultivo tisular sin in-
fectar coloreado con el conjugado. Este no
debe mostrar ninguna coloracién. Si en este
control se obtiene coloracién no especifica, es
necesario reabsorber el conjugado.

b) Inhibicién de la coloracién. Esta se
logra, aplicando primero suero inmune no
conjugado homdlogo y, después de un
perfodo adecuado de incubacién y del lavado,
aplicando el suero homdélogo conjugado. Una
vez hecho esto, no debe haber coloracién, o
si la hay, debe haberse atenuado notable-
mente.
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2. Método indirecto

El método directo es més sencillo porque
supone la interaccion de dos reactivos, el
anticuerpo fluorescente y el antigeno, con la
consecuente formacién del complejo fluo-
rescente anticuerpo-antigeno que procede en
una sola etapa. Si hay que examinar, como
ocurre en toda encuesta serolégica, anti-
cuerpos de numerosos sueros, se requerir la
conjugacién de cada uno de los sueros, lo que
resulta costoso en tiempo y materiales.

Esta dificultad se ha vencido mediante la
adopeién de un tercer reactivo: una antiglo-
bulina especifica marcada con fluoresceina.
En otras palabras, mediante el empleo de
una reaccién del tipo de la de Coombs
modificada, en la que el anticuerpo marcado
desempefia un doble papel: 1) actia de
anticuerpo dirigido contra el agente virico
especifico y 2) actda de antigeno de la
antiglobulina,

Para producir la antiglobulina, se precipi-
tan las globulinas de suero normal de la
misma especie que proporciona el suero in-
mune. Esta globulina se administra por via
subcutanea a otra especie, en coadyuvante,
80 mg. por inyeceién. Se administran cuatro
inyecciones a intérvalos de 10 6 12 dias con
un total de 320 mg. de proteina. Se extrae
sangre del animal 14 dfas después de la
dltima inyeccidn. Esta se administra en
depdsitos multiples en vez de un sélo
depésito. El coadyuvante que empleamos
consta de creamalina (gel de hidréxido de
aluminio, Winthrop Laboratories, Nueva
York 18, N. Y.) que ha sido lavada en varios
voliimenes de solucién salina y reconstituida
a su volumen original con solucién salina.
Acostumbramos comprobar nuestro suero de
antiglobulina por doble difusién en el tipo
Oudin de difusién en gel, antes de la precipi-
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tacidn y conjugacién con isotiocianato de
fluoresceina.

Este método indirecto consta de dos
etapas. Después de fijar el portaobjetos de
cultivo de tejidos, el suero inmune homélogo
se aplica, se incuba y se lava en P.B.S. Luego
se aplica la antiglobulina marcada con fluo-
resceina y, después de un segundo periodo de
incubacién y lavado, se examina el porta-
objetos para determinar la coloracién es-
pecifica. También en este caso hay que
establecer controles adecuados que consisten
en lo siguiente:

a) Portaobjetos de ecultivo de tejidos sin
infectar coloreado con suero inmune y con
antiglobulina marcada.

b) Portaobjetos de cultivo de tejidos infectado,
coloreado con suero normal y con antiglobulina
marcada.

¢) Portaobjetos de cultivo de tejidos sin
infectar, coloreado con sélo antiglobulina
marcada.

d) Portaobjetos de cultivo de tejidos infectado,
coloreado con sélo antiglobulina marecada.

Ninguno de estos controles debe presentar
fluorescencia especifica.

La coloracién indirecta se puede repre-
sentar como aparece en la Fig. 3.

Con bastante frecuencia, especialmente en
sistemas de cultivo de tejidos, es diffcil
eliminar la coloracién no especifica de la
células de cultivo de tejidos por los procedi-
mientos de absorcién acostumbrados. En
este caso se puede aplicar Rhodamine como
contracolorante. Es posible conseguir suero
de ternera normal que haya sido eonjugado
con Rhodamine. Hemos observado que una
concentracién final de 1:20 de suero conju-
gado con Rhodamine en nuestra antiglobu-
lina conjugada con fluoreseeina reduce con-
siderablemente la coloracién no especifica.
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Fia. 3.

a) Reaccion de la primera etapa:
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b) Reaccidn de la segunda etapa:
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3. Coloracién de complemenio (11)

La coloracién de complemento es similar
al método indirecto con la excepcién de que
el conjugado de antiglobulina va dirigido
contra las especies que proporcionan el com-
plemento. En resumen, si examinamos suero
humano en busca de anticuerpos contra un
agente especifico de virus o rickettsias, apli-
caremos el suero inmune mas una gota, poco
méas o menos, de suero normal de cobayo a
1:10. Para que la coloracién sea satisfactoria
han de estar presentes todos los elementos
integrantes del complemento. Después de un
perfodo adecuado de incubacién y del lavado
habitual en P.B.S., se aplica un suero anti-
cobayo conjugado. FEl lavado y cxamen
finales se hacen en la forma descrita en el
caso de los demds métodos. Fs esencial, en
esta modificacion, que el sistema de antigeno-
anticuerpo que se estudia fije el comple-
mento de cobayo. Ademds de los controles
enumerados en relacién con el método in-
directo, hay que hacer otra prueba de
especificidad, a saber:

Omisién del complemento de cobayo a
1:10 en los procedimientos de coloracién.
Este procedimiento tampoco debe mostrar
coloracién especifica. Por supuesto, se puede
comprobar previamente el suero de cobayo
para tener la seguridad de que no contiene
anticuerpos homdélogos al sistema que es
objeto de estudio. La coloracién de comple-
mento se puede representar por el diagrama
que aparece en la Tig 4.

El procedimiento de coloracién del com-

plejo permite obtener una fluorescencia
mucho més brillante que mediante el empleo
de los métodos habituales. Una modificacién
de esta técnica, para aumentar la fluores-
cencia, consiste en anadir una gota de suero
normal de cobayo a 1:10 en la primera
etapa del procedimiento indirecto.

EL EMPLEO DE LA TECNICA DE ANTICUERPOS
FLUORESCENTES EN LA TDENTIFICACION
Y LOCALIZACION DE VIRUS

Las técnicas de anticuerpos fluorescentes
tratan de resolver la cuesti6n de la localiza-~
cidén y destino de los antigenos. Numerosos
investigadores han estudiado la cinética de
la infeccién, en el plano celular. Watson,
utilizando huevos fecundados, estudié el
curso de la infeccidu de virus de parotiditis
y de influenza, mientras que Liu, en su
estudio sobre el virus de la influenza, empled
hurones. La téenica de anticuerpos fluores-
centes, utilizando sistemas de cultivo de
tejidos, ha sido aplicada al estudio de la
vaccinia (15); a la fiebre hemorrdgica epi-
démica (16); al dengue (17); a la enfermedad
de Newcastle (18); al virus Sendai (19); ¥
a la poliomielitis (20). Esta es sélo una lista
representativa de los agentes viricos estu-
diados. En los trabajos de Coons (10) y de
Cherry et al. (21) se encontrard un amplio
estudio, no sélo de los agentes viricos estu-
diados, sinc también de la téenica de
anticuerpos fluorescentes.

La localizacién de antigeno de virus se
divide en tres categorfas principales:

1) La localizacién citopldsmica, repre-
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sentada por el virus poliomielitico (20); 2)
la nuclear, presentada con el ‘“agente
espumoso” de origen simico (22); y 3) la
localizacién nuclear y citopldsmica como la
que se observa en la influenza (23).

El estudio de la cinética de la infeccidn
viral en un plano celular revela que el virus
de la enfermedad de Newcastle (18) y el virus
poliomielitico (24) se propagan por la fase
extracelular, mientras que el virus de herpes
simplex (25), de varicela (24) y el sarampidn
(26) se propagan de célula a célula sin
descargar en el medio extracelular.

La secuencia del desarrollo de antigenos
viricos ha sido también estudiada con la
ayuda de la técnica de anticuerpos fluores-
centes. Asi, Loh y Riggs (15) encontraron
que en células infectas de vaccinia, el anti-
geno termoldbil (L) y el termoestable (E)
podian demostrarse cuatro horas después de
la infeccién, seguidos por la aparicién del
antigeno de nucleoproteina (NP) a las seis
horas. El antigeno hemaglutinante (HA),
producto derivado de la interaccién virus-
célula, sblo se demuestra después de la
aparicién de virus maduro. Una variable en
este tipo de estudio es la multiplicidad de
infeccidén. Las variaciones de la cantidad y
calidad del virus de influenza inyectado dié
lugar a diferencias, no sélo de la produceién
de virus, sino también en la histoquimica de
la infeccién (23).

Por dltimo, la aplicacién de los métodos
de anticuerpos fluorescentes al diagndstico
en el campo de la virologia puede tenerse en
consideracién en el caso de dos virus, el de
la influenza y el de la poliomielitis.

Liu (27) aplic6 la téenica de A a los
lavados nasales de pacientes de enfermedades
de las vias respiratorias. En un estudio de 20
pacientes, se obtuvieron resultados positivos
en 12, o sea, el 71 % de los casos, diagnosti-
cados finalmente como casos de influenza A
mediante las pruebas HI cuando se pudo
obtener suero de convaleciente. En fecha
posterior, en otro estudio de 21 casos, sélo el
38% se diagnosticé como influenza B, a
partir de casos serolégicamente positivos.

Hatch et al (28), en un estudio de 85
especimenes fecales para determinar la
presencia, de virus poliomielitico, identifi-
caron 34 con la técnica de FA, en compara.-
cién con 38 determinados por los métodos
habituales (neutralizacién) para identificar
el virus poliomielitico. Los demds 47 especi-
menes fueron negativos a la vez por los
métodos habituales y los de FA. Es alenta-
dor observar la ausencia de reacciones
positivas falsas.

Antes de poder aplicar la téenica de
anticuerpos fluorescentes en virologia como
medio de diagndstico (que no sea el de la
rabia), econviene proceder a una amplia
evaluacién sobre el terreno.
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