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4.4, ESTUDIOS DE ESTABILIDAD DE CEPAS

4.,4,1, Alislamiento de Placas.

Las pruebas de aislamiento y caracterizacidén de
placas utilizadas como marcadores en el sstudic de estabili-
dad de las cepas ABOCC, AB304, A7510, AB046, AS38T v ABARD,
permitieron establecer diferencias significativas en el tarnafio
de las placas y las caracterfsticas antigénicas de los virus de
epitelic de campo y' los respectivos pasajes 1, 5 y 10 en cul-

tivo celular.

En el estudio de placas, se consideraron dos tamafios: gran-—

des, mayores de 3 mm y pequefias, menores de 3 mm.

La Figura 15 muestra las placas producidas por el primer
pasaje an cultive celular del virus A8000. En su totalidad
se trata de placas grandes sinvariaciones significativas de
tamafio y observérdose ademis la presencia de placas tur-—
bias. En contraste, los pasajes 5 y 10 muestran un cambio
hacia el predominio de placas pequefias. En el clonaje aoli

cadc al primer pasaje, se obtuvieron 3 clornes grardes gue
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FIGURA 15 Flacas producidas en células BHK-21 por
los pasajes 1o, So y 100 cel virus de la
Fiebre Aftosa A24-6000 después de 80 ho-—
ras de incubaciér a 37°C.,
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fueron replicados en monocapas para la cobtencifn de una ma-
yor concentracidén de antfgeno que permitiera realizar satis-—
factoriamente las pruebas de subtipificacién, iLos clones 1 vy
2 presentaron un rmayor grado de fijacidn del complemento
Frente al suero A24 y altas relaciones antigénicas con los sue
ros A26 y A Sab/74. EIl virus obtenido an el clon 3 mostrd
diferencias significativas de baja fijacidén del complementc an—
te el suerc A28. Dicha caracteristica se reconfirmd con la
subtipificacién de res nuavos clones obtenidos por el plagusc

del clon 3 original (Tabla 21).

Las poblaciones virales obtenidas del clonzje del 5 pasaje co-
rrespondientes a tres clones grandes y tres clones pequefios,
mostraron caracteristicas serolbgicas similares a las obteni~

das con el virus original (Tabla 21).

En el clonaje del décimo pasaje de cuiltivo celular se obtuvie-
ron igualmente tres clones grandes y tres pequefios, cuyas
caracteristicas serclégicas concuerdan de manera similar a
las del virus original, con la excepcidn del clén 2 grande
gue mostrd un bajo porcentaje de fijacibén del complemento an

te el suero A26. Esta difereoncia igualmente se reconfirrd
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TABLA 21 Subtipificacibn de las poblaciones virales obteni—
das por clonaje de los pasajes 1 y 5 de - cultivo
celular BHK del virus A24-35000

FPorcentaje de F. del C.
Material
Pase replicado Antisueros
en BHK
Ad £24  ARE  ART  AZT AR:E  ASZab
Clén 1 Grande 1 @ o 44 11 37 32
Clén 2 Grende 15 Hop a8 o2 14 33 6o
Clén 3 Grande 26 iap 15 8 19 84 58
4
Clén 3-1 Grande 15 f@@ 19 2" 19 43 84
Clén 3-2 Grinde 15 fad 13 23 20 33 74
Clén 3-3 Grands i2 ftam 17 22 17 37 7e
Clon 1 Grande S lam o2 12 17 39 74
Clén 2 Grande 22 fHo® 94 37 22 52 40
Clén & Grande 12 tam 94 16 20 a7 ES
5
Cldn 1 Feguefo 15 t1@op 91 15 20 35 70
Clon 2 Peguefio 10 i@ of 20 24 33 I
Clén 3 Pequefic ¢S 1Ha® 93 13 16 37 75




con un nuevo clonaje y la obtencién de tres clones grandes gue

mostraron caracter{sticas similares (Tabla 22).

Las pruebas de clonaije realizadas con los virus de epitelio de
campo y pasajes 1, 5 y 10 de cultivo celular del virus AB304
permitieron observar la oresencia de placas grandes, homo-
géneas y turbias fpara el material de campo y ler., pasaje de
cultivo celular. Ll.os resultados obtenidos ,:ma“a ei 5y 10 pa-
saje mostraron diferencias significativas de tamafio por la
presencia de una alta proporcién de placas pequefias (Figura
16}. Las caracterfsticas antigénicas establecidas por la prue
ba de fijacidn del complemento fueron estables sin maycres
cambios en todos los clones estudiados de los tres pasajes

(Tabla 23).

En el 1% 5° pasajes de cultivo celular del virus A Sabana/74
se observd la presencia de piacas grandes, sin variaciones
considerables de tamafio con tendencia a ser uniformes. En
contraste el 10° pasaje presentd placas pequefias en mayor
cantidad junto a un reducido ndmero de placas grandes (Fi-
gura 17), Las poblaciones virales tomadas de las placas

grandes y pequefias de los tres pasajes sometidos a ia prueba
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TABLA 22 Subtipificacibn de las poblaciones virales obteni-—
das por clonaje del pasaje 10 de cultivo celular
BHK del virus A24-8000
Porcentaje da F., del C,
Material
Pase replicado Antisueros
en BHK
Als A24 A28 AZ7 A3l AZ2Z AZab
Clén 1 Grende 13 1@ 94 35 18 41 74
Cldn 2 Grende 15 14 32 26 7 27 &2
Cldn 3 Grende 17 10D 9f 28 22 40 82
Cldn 1 Pacuefio (5] oD S35 14 i 38 76
10 Cién 2 fFequefio 10 ffan 94 10 17 27 74
Clén 3 Peqguefio 9 1ad 92 11 15 32 70
Clén 2-1 Grande 14 1OO® 19 25 18 37 €5
Clén 2-2 Grande g 1@w 15 18 B 31 63
Clén 2-3 Grande 8 o 14 23 8 31 52




FIGURA 1g

Q7

Placas producidas en células BHK-21 por
el material original de epitelio bovino vy
los pases 1o, 50 y 10c del virus de la Fie-
bre Aftosa A27-6304 despuds de 60 horas
de incubacién a 37°C.
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Subtipificacién de las poblaciones virales obteni-
das por clonaje de los pasajes 1, 5 y 10 de cul-
tivo celular BHK del virus AZ7-8304
Porcentaje de F. del C,
Material
Pase replicado Antisuercs
en BHK
Al8 AZ AZe A27 A31 AR2 ASab
Clén 1 Crande 43 90 31 10D 28 20 57
1 Clén 2  Grande 18 30 12 10D 52 42 58
Clén 3 Grande 20 88 17 1o 17 21 64
Clén 1  Grande 12 85 20 tam 35 10 i0
Clén 2 Grande 13 87 i3 fop 28 g =]
Clén 3 Grande 19 49 o5 flam 24 16 37
5 . _
Cion 1 Pequeno 11 &1 19 1@ 3t 10 61
Clén 2 Peqguefio 22 46 20 1o0 3t 10 61
Clén 3 Pequefio 13 40 16 fop 28 5 33
Clébn 1 Grande 18 36 15 Hom 15 19 40
Cibén 2 Grande 33 93 25 1o &4 18 22
Clén 38 Crande 27 39 32 1o 48 24 26
10
Clén 1 Peguefic 19 72 12 1@ 34 27 60
Cién 2 Peguefo 15 77 13 fHo® 33 22 60
Clén 3 Pequefio 18 83 7 H@® 30 25 63




FIGURA 17 Placas producidas en células BHK-21 por
los pasajes 10, 50 y 100 del virus de la
Fiebre Aftosa A Sabana/74 después de 60
horas de incubacidén a 379,
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seroldgica, mostraron entra si caracterfsticas antigénicas
similares con una aita especificidad frente al susro homblo~-
g0 ¥ un considerable grado do fijacion con el suero del sub

tipo A24 (Tabla 24).

El material viral de= epitelio bovine v les casajes 1%y 3° de

cultivo celular dz la cepa viral A27-3048 presentaron un al~

nas de ellas de aspecio turbic, En el 5° pasaie se observa
ron escasas placas pequefias. En contraste, el 10° pasaje
presentd un alto porcentaje ce ptacas pequefas de tamafios d_‘i_
ferentes vy placas grandes an menor nimero, en tarmafos igual
mente variables (Figura i8). El estudio seroldgico respecti-
VO mostré ques las podlaciones obtenidas de los elones de los
pasajes 1°, 5° y 10° de cultives celulares se identifican en al
to grado con el suero hiperinmune del suztipo A27. También
se cbservd en la totalidad de las pruebas, buena relacidn arti
génica con el suero del subtico A24 (Tabla 25). Sin embar-
go, al realizar un rusevo clonaje con el material viral obtenido

de dos de los ciones pequefics (clon 1p v clén 2p; seleccio—

0]

nados por plagues del 10° passje; se cbserva la formacidn de

placas grandes Y pequefias por partes del cidn i p (Figura ig)
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