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El aumento en los titulos de
anticuerpos encontrados en los
individuos infectados con con-
juntivitis  hemorragica agquda
{CHAY) v la presencia de los anti-
cuerpos hasta 13 meses después
de la infeccion demuestran que
la prueba de neutralizacion por
reduccion de placas es un meto-
do excelente para la deteccion
de anticuerpos en el suero de
aguellos  individuos infectados
con CHA. El ndmero reducido
de muestras analizadas es5 una
gran limitacion al presente traba-
jo, cansiderando la magnitud de
la epidemia, pero lamentable-
mente fue imposible obtener ma-
yor namera de muestras, Sin em-
bargo, los resultados sugieren
que el enterovirus 70 fue el agen-
te que causd la epidemia de CHA
en el Istmo de Panama,

Las epidemias de Conjuntivitis
Hemarrdgica Asuda {CHA) han
side reconocidus en diferentes
partes del mundo (1,2), En el
mes de agosto de 1981 wna epi-
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demia de CHA se inicid en o chu-
dad de Colén; v para septiembre,
los primeros casos empezaron a
chservarse en la cindad de Pana-
ma. [a epidemia en Panama nun-
ci alvanzd las proporcienes ob-
servadis en Coldn, en donde se
CELIMG QU OGCUrrieron
25000 casos I:%]

Fesultaron matiles los esfuer-

;
mas de

zos realizados para aslar ¢l agen-
te causal, en docenas de muesiras
tormadas de pacientes con CITA.
Las pruchas de nentralizacion se
realizaron en tubos de cultivo
sembrados con células de amie-
dala feral humana (FTY. Se em-
pled on las pruebas la cepa de re-
lerencia J-670-71 de enterovirus
70 (EV-70),

Lixs resultados mostraron e
los titulos de anticuerpos en los
sucros comvalecientes eran muy
bajos v on ooasiones erraticos,
Por estas raconcs se tratd de gue
el EV-70 {ormara placas bajo
agar en presceocia del rojo neutro,
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El presente trabaje describe of
éxito alcanzado al obiencr placas
v al realizar las pruchas de neu-
trulizacion por reduccion de pla-
cds.

Material v métedo

Sueros: Las muestras fucron
tomadas de individuos enflermos
con CHA, en ¢l perfodo agudo v
en el perfedo de convalecencia
de la enfermedad, Los sucros sc
guardaron congelados a -20°C,
Cultivos celulares: Las cclulas
F1 se sembraron en platos plasti-
cos de 6 hoyos (25 x 10mm de
diametro en ¢l fondo del hovo),
minimo de
iagle’s [EMEM), balanceado con
sales e ITank’ v suplementado
con 10% de suero {etal bevino y

con medio esencial

con antibiéticos, Sc o sembraron
aproximadamente 300,000 célu-
las I'T por hevo, v se incubaren
los platos a 37°C con 5 a 4% de
CO9g. Se obtuvieren monocapas
completas de célalas despuds de
2 ade 3 dias de mmcubacion,

Medio nutritivo para la forma-
cion de placas: Ll medio nutriti-
vo con agar tragacante (Noo 1) v
el medio nutritive con agar No.
hle v rojo neutro {No. 2) son los
mismos medios deseritos anterion-
mentle v gue usamos para la Qo
macitn de placas de los virus de
Lebre amarilla v de mubéala (4,
3.

Lotes de virus: La cepa de re
ferencia de enterovirus 70 se ob-
tuvo por cortesia del Centro de

Control de Enfermedades {CDOC)
en Atlanta, Georgia, EE UL, La
cepa virsl de referencia tenia tres
pases en oflulas de rindn de un
embrion humano v ocuatre pases
en eélulas de rifdn de mone afe-
cano (Cynomaolrus 50, Las célu-
las I desarrolladas en tubos de
cultive seommocularon con el BV
T, abservandose un electo oito-
pitice (ECP) despues de 5 a 6
dias. Despuds de varios pases en
celulas I se logrd produc ECT
en un dia v para el tercer dia se
abduvo un ECP total,

Los lotes de virus se propara-
ron en celulas FT v los tubos que
mostraron el mavor ECP se cose.
charon, se congelaron v luego se
descongelaron  para
celulas; ¢ medio se recogid v ose
centrifugd a 2000 ¢ durante 20
minutes. Kl osobrenadante se ore
cogin vy ose mercld con un volu

romper  las

men igual de medio estabilizador
(saling tamponada con 15% de
sacaraosa vy 4% de gelatina hidro-
lezada), La mezcla de virus se dis-
penso en cantidades de 1.0 ml,
en ampollas v se congeld a 60°C,

Titulacion del virus: La titula
cion de los lotes de virus se reali
20 en pltes plisticos de 6 hoyvos
sembrados con células FT. Dilu.
ciones logariimicas de virus pre-
paradas en salina losfatada tam-
ponadas o un pH 7.2 v con 0.5%
de gelatina (PBS/gel) se inocula
ron en volimenes de 0.1 ml por
hoyo, Después de una hora de
adsorcion a 37°C (en presencia
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o ausencit de CO9) se removid
cl indculo v ose agregd el primer
medio DUtV con agar fragi-
canta. Los platos se incubaron
a 34°C sin COg; al quinte dia
después de la inoculacién se re.
movio el medio v se
segundo medio nutritive, con
agar Noble v rojo neutro (1:40,
000). Las placas pudieron con-
tarse dos horas despuds de agre-
gado el segundo medio,

agreat ol
agrego o

Prucbas de Nentralizacidon: En-
tre 20 v G0 unidades formadoras
de placas (UFP) de EV-T0 se pro-
baron contra dilerentes dilucio-
nes de los sueros humanos, Las
diluciones de los sueros se reali-
zaron cn platos de 96 hovos, con
PLES/gel como diluyente, A
volumen de suere (0.075 ml) se
le agregt un volumen izual de la
dosis viral usada en la prueba, pa-
ra alcanzar un volumen {inal de
0.15 ml por hovo. La mezela de
virus ¥ de suero se incubd a 4°C,

LLr

por aproximadamente 18 horas;
ml de la
inoculd en cada hovo de los pla-
tos de 6 hovos, La adsoreién v la
adicton de los medios nutritivos
signicron el mismo patrdn de la
prueba de titulacion, Se conside-
raron  positivos  (con  anticuer-
pos) los sueros que mostraron la
capacidad de reducir ¢l 50% o
mas de la dosis viral usada en la
pruehba.

luegn, 0.1 mexcla se

Resultados

Las placas de EV-70 se presen-
taron claras, con bordes irregula-
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res v ocon un didmetro de 2 a 4
mm (Fig. No. 1).

Fizura Ma, |

Formackon de placas par ol Enrerovirus 70
e o lubes FT.

Se analiearon los sueras de tres
individuos, cuva sangre habia si-
do tomada antes v despuds de la
infeccidm con CIA, para deter-
minar la presencia de anticuerpos
neutralizantes (Cuadro No. 1),
En los sueros de lu sangre tomada
en el periodo de convalecencia se
observo que los titulos de anti-
cuerpas aumentuaron en mads de
cualro veees v gue ¢l mismo tio-
la se mantuvo hasta por trece
meses despuds de la infeccidn. En
los sueros de dos individuos (M3
v AM) se encontraron niveles ba-
Jos de anticuerpes, 10 (MS) v 20
(AM) afios antes de la infeccidn.

Se analizaron log sueros de 22
pacientes, gue fueron tomados

, 1984
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durante el pE‘rfm!n agudo v de
convalecencia de CHA, para de-
terminar los tialos de anticuer-
pos especificos. En 21 de los 22
sueros se encontrd que los titulos
de anticucrpos iban de 1:8 a L:
1024 [Cuadro No. 2), en ¢l pe-
riodo de convalecencia de la en-
fermedad. En 18 sueros no se en-
conlrd evidencia de anticucrpos
enn ¢l periodo agudo de CHA,
mientras que Lres presentaron ni-
veles bajos {1:4, 1:8 v 1:32).

Se probé otro grupo de 22
sueros comntroles, obtenidos antes
de la epidemia de CHA y de indi-
viduos que no habian tenide sin-
tomas clinicos. Solamente tres
suerns mostraron niveles bajos de
anticucrpos  (1:4 2 1:8); los
otros 19 sueros fueron nesalivos,

Comentarias

Los altes niveles de anticuer-
pos detectados en la mayoria de
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LA NOETE VIHAL.

las personas estudiadas indican
que la infecciom producida por ¢l
EV-70 da origen a una buena res-
puesta inmune, cen producceion
de altos niveles de anticucrpos,
A posar de que se detectaron ba-
jos miveles de anticuerpoes contra
¢l EV-T0 en individuos antes de
la inleccidon se observd gue esos
anticuerpos no  dieron ninguna
proteccion contra la infeccién
de CHAL Posiblemente esos anti-
cuerpos fueron ol resultado de
EXPOSIIONSS 4 CNECrovVIrus (que
tenfan clerta similitud antigénica
con el EV-70.,

La aplicacién de la técnica de
produccitn de placas para la neu.
tralizacion del EV-70 did la opor-
tunidad para realizar determina-
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clones cuantitativas de los niveles
de anticuerpos cn los sueros de
mdividuos que sulrian de CHA.
Ademds, el método de produc-
ciom de placas permate ¢l proce-
samiento de un ndmero mavor
de muestras porgue se utiliza vo-
limenes mds pequenios de mate-
rial, cuande se compara con la
téenica de cultive de tejidos en
tubos, Considerando los resulia.
dos podemos inlormar que la tée-
nica de produccion de placas pre-
sernrla una mavor ventaja sobre ¢l
cultive de tejidos en tbos, que
usa el desarrolln de efecte cito.
patico para la determinacion de
anticuerpos.,

Lamentamos no haber podido
analizar mas muestras, anto en
la fase aguda come en la de con-
valecencia; pero cste informe [are-
liminar sugicre que ¢l EV-70 lue

¢l causante de la epidemia de
CHA en Panamsi,

SUMMARY

The increase in antibody titer
detected in individuals infected
with acute haemorrhagic conjune-
tivitis (AHC) and the persistance
of antibody for at least 13 months
after infection demestrate that
the application of the neutraliza-
tion test by plague reduction is
an excellent tool for the proce-
ssing and detection of antibody
in the serum of individuals sus-
pected of having AHC. We recog-
nize the limitation of the present
study; it is unfortunate that we
were not able to obtain more se-
ra to test but nevertheles the re-
sults clearly suggest that the
EW-70 was the agent responsible
for the epidemic of AHC in the
Isthmus of Panama.
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