ig

esta valor as menor de 0.40, la cepa es usada como virus de
descarga en la prusba de seroproteccibn con sueros de ani-

rnales vecumados, 5i los wvalores obtenidos en las prugbas in—
munecldgicas con los virus de campo son igualas o superiores
a 0.40 constituyen la sexistencia de un grado confiable de pro—

.

teccidn en 2l campo por parte de la ce vacunal  (2).

2.5 SULTIVGS CELULARES

l.os virus de Fliebre Aftosa pueden ser aislados
mediants su multiplicacién en cultives celulares depenciiendo
no solo del estade sutricional de las célutas, sino también en
gran parte de la r*aﬁa de infeccidn. Las lineas celulares per-
manertes o sn serie son clulas con un nlmero da CromoscT
mas anorinmal hatercpioides) y una morfologia gue las capa—

cita para mantenaerse indefinidamente in vilro por transferan-

cia en serie (18},

U estudio de sensibilidad en el aislamiento del virus de la
Fiebre Aftosa tipos A v C scbre monccapas de cullbivos celu-

lares de ia lihea BHK vy de cultivos primarios de rifidn de fe-

to porcino, rifitn de fsto bovino, fibroblastos de pollo vy célu—
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las de la ceps Vero, demostrd en general la existencia de ma-
vor sensibilidad por parte de la iinea BHK. i_os resultados de
esta investigacifn de‘terminémn la adopeién er el Laboratorio

de Enfermedades Vesiculares del ICA, de la tinea BHK para el
aisiamiento v estudio de los virus causan.tes de las enfermeda-—-

des vesiculares (20),

Las modificaciones inducidas por los cultivos celulares son de
vigencia transitoria, pussto gue el virus retorna a Sus carac-
teristicas de patogenicidad originales cuando se replica repetif
das vaces e:.'a los huéspedes naturales, mientras que las modi-
ficaciones de cardctar gendtico poseen una alta estabilidad en

sus propiedades, las que no se alteran aln sometidas a varias

raplicaciones en los hudspedss naturales (18, 42).
2.5 ESTUDIO DE PLACAS

L.a tdcnica de placas en cultivos celulares fué ire

troducide por Duibecco en 1982 v ha sido utilizada sobre un
gran nimero de virus., Esta tBenica wsualmeante se aplica por
su gran precisidn en la titulacibn de virus v en el aislamiento

da clones virales gue possan propiedadss biolbdgicas diferentes

day.
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a Hhulacidn viral por esta téenica se basa en el principio se-
gdn sl cual una particula viral (unidad formadora de placa ©
UF ) mede “Fectar una sola célula, multiplicarse vy difundirse
a las células contiguas. La locaiizaﬁén de las zonas de ne~
crosis celular en una Mmonocapa da lugar a la presencia de le—
sionas clrcunscritas F:on:nci.da.s como una placa,. Una capa de

ido  fagar) o saemi sflide (meathyiczsllulosa) as usa-
- J N

os clones aislados pusden r‘epr'oducirse pare estudiar sus pro-
pisdades tanto en sus c¢a racteristicas Fanouptcas como an las
genotipicas. GCon los ensayoes enl‘placa se pueden apreciar varia—
siones de patogenicidad, antigenicidad e im‘rm'nmgemi-c:ida.ri de un

virue , modificaciones que pueden ser inducidas por los cultivos

calulares o 0Wos factores aplicados enla pruskba &2, 58).
Enola modiflcacion de un virus patbgeno, del fue se desea obte—

ner un clon no patéganc, pero gue consarva las propiedades in-
mundgenas de aguel, un marcador de gran utilidad lo constituve
la observacidn raalizada sobre sl tamafo de las placss., Pare
ce ciertc gue el t;.afr;aﬁc de las placas posee r*elac}ﬁn airecta

con la virulencla e infecciosidad in vitro e ih vive (42).



—
8]

La naturaleza de las placas producidas por el virus Aesia 't
en cultive celular BHK de dos 1{'neasr (Razi v Brascia 1) fue-
ron sometidas a estudio, permitiendo observar la oresencia
de dos tipos de .plar:.as, una grande en Roller v una peoue—
fa en suspensidn. El virus obtenido de placa grande siem-—
pre dié placa grande, en el caso de placas nequefias no g2 ob~
tuvieron placas macroscdpicas bajo el agar perc microscopi-
camanta se observaron lesiones osor &l Qir*us. Estudios de an—
tigenicidad con la utilizacién de vacunas pregaradas con cada

umd de estas placas, permitisron observar gue las placas gran—

0,
I
W

|

poseen mayor antigenicidad cue las placas pequefias (18).

ZSTUBIOS INMUNOLCGICOS

08 animales gue han sufrido un atague de !
bre Aftosa con un tipo dado de virus son generalments inmuo-
mas por un pariodo de 1 a & afos a la exposicidn matural con el
mismoe oo de virus. Se pusden reinfectar experimentalrnents
con ia misma cepa algunos meses subsiguientes a la recupera—
cidn,con la presencia en muchos de ellos de vasiculas orimarias
en. ia boca pero sin llegar a un estado de infeccidn generslizada.

~
V

La tasa de pérdida de inmunidad depende de un nlmerc de
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factores, incluyendo edad, nutricién, condicidn y raza {4,52),

La inmunidad activa es oroducida por la exposicidn a los prio—

o)

fos agentes infecciosos o a sus antfgenos, en general comio
resultado de las infecciones naturales o de la vacunacidn. Los
anticuerpos cue se detectan en primer lugar luege de un esti-
muls primario, corresponden en casi todas las especies anima
les a las inmunoglobulinas Ig M 6 19 S, seguidas por la apa-—
ricidn de las inmunoglobulinas IgC 67 S. Los anticuerpos
Ig M son detectables durante la primera semana despuds de la
inoculacién del antigeno. Los anticuerpos Ig G siguen enton-
ces aumeantando en concentracibn, en tanto que los anticuerpos
Ig M se hacen dificiles de detectar después de la primera o se-
gunda semana. L.os anticusrpos que se forman en la respuss—

ta secundaria y gue neutralizan el virus son. Ig G ¢

* il
(87]
S/

Loz principales métodos »ara determinar niveles de anticusr—
pos en sueros de bovinos inmunizados corresponden & las prug
bas de seroneutralizacidn en cultivos celulares (IS) vy sero-

proteccidn en ratones lactantes (SP) 7, 43. Para reali-
zar los controles de eficacia en la vacuna terminada, ademés

de los dos métodos anteriores, se aplican los métodos de la

dosis protectora 50% en bovine (DPB 50%) (&), el lndice
; 8 €



ge proteccién K modificado en bovinos (IKM) (1) y el ln-

dice. de proteccidn an cobayos (IC) (88, 40).

La gorueba de seroneulralizacién en cultivos celulares es un
método indirecto utilizado para la evaluacidon de los anticuer

pos neutralizantes an los animales vacunados, 1o gus permite

L.!.-
10}
o
7]

medir la eficacia vacunas por la determinacion de la

in

tasas de anticuerpas. La correlacidn entre anticusrpos neu-—
tralizantes y los valores de indice de proteccidn K es signifi
cativa, logréndose establecer en funcibn de IS, la clasifica-

cidn de la vacuna, es as{, como las vacunas gue en todas sus

m
i:
T
O
3
-
G
<
£
-l
¥
iJ
i
0
=
m
o
th
e
o
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&

(12,41,58 ).

Corn la realizacidn de estudics de neutralizacion se
gue los anticuerpos para la Fisbre Aftcsa 18 S de cobayos son
capaces de diferensiar entre dos cepas antigénicas dsl virus
mientras que los anticuarpos 7 S de cobayos y 19 5 & 7 5

de bovinos no lo fueron. demés se demostrd gue la activi-

dad especifica de los anticuerpos 19 S de cobayos no fug sim

olemeante un refleic de las cantidades diferentes de anticuer-
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tuye el llamado indice "C" en cobavos dessaproilade

cam y col. (39, 40). L.a aplicacidn da ests prue

-

ademas, realizar estudicos de cobertura tnrunoidgica

pa vacural con 2l enfrentamiento de virus hornblogo

E Fo (o e 7 &Y
wogo de campoe (38).

Y3
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Con una carents svidancia experimental, el virus de la Figbre

Aftosa ha dermostrado poséer condiciones de suscaptibilidad

cambios antigénicos por la constante aparicidn de nuevas

sublipos cuando el vdrus se difunde en presencia de

A

parcialmente inmunss, Ademés, sehan demostrag

. P - - Y - = - - oo
aos B inocapas args prirmarios de

e ¢ 5 X
wina (BHK), ds {(PK) con un increments

Aftosa tipo Sat 1 (cepa Turqufa 323/62) en bovinos

mente inmunizados v el aislamiante de una variante inmiunol &

gicaments diferente daspués dsl 34°pasaje.

- S TG BRI s T T e N S & ki 5 CReS e
COOES SuUDDIpos cusngdo 2l Vvibus Pa sido somelido a AL

noblaciones

an
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8 CARACTERIZACION GENETICA

L.a genética de los virus animales &3 mucho

nos conocida que la de los bacteriffagos, debido a la falta de
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tes vy recombinantes, especialmente por la baja frecuencis
recombinaciones (81).

El término mutacibn se aplica ampliamente a todos ia
biocs hereditarics 2n el gesnoma, excepto los gue tenen lugar
por incorporacitn del material gendtico procedents de ctro

organismo. Los varios aventos o mecanismos de mutacidn

corraspondsn a modificacionss en la sstructura de las bases

o A TN Y ol v BN | P ey

del ADN o ARN (85).

was muiaciones sole pueden reconocerse a través de
dificaciones dat Fenotipo; oor aste motivo guadan sin delacta

1 las secuencias de los acidos nucleicos,

ya gue una sustitucibdn de bases, gue produzca un =facto
tipico manifiestc en una posicidén del cromosoma gueds pro
cir un sfecto no dstectable en otra posicidr. De aguf gua

existan muchas mutaciones silenciosas (858).
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La recombinacidn as un fendmano que consite an el intercary

)]

bio de material genético entre varios virus gque s

contacto. Mecanismo gue se traduce en mutacidn y que b

coms consecusncia cambios en las caracteristicas de reoiics-
cidén y antigenicidad de los virus. Es un orocesd exiremadear

mente oreciso, en el cual parte de la secuencia de rucleoti-

Q.
o
0]
Q.
M

0s elemeantos corresponden & un or

0

genitor, siemr

A
S Y2 e

v cuando no haya adiciones, oSérdidas o© susuitdcion&s de nu-
cledtidos. Para los virus ARN como el de la Fiebre Aflosa

le corresoonde el tipo de recornbinacidn intramclecular en 12
gue una cadena recombinante de ARN seria sintetizads a par—
tir ge dos cadenas padras como resultado de un fendmenoc de

pruptura v unidn en el mecanismo de replicacidn (63)

i_a evidencia cualitativa de la poca frecuencia de recombina-

i - . T o P < s 2 o
tas inmunclégicameante en células de rifidn de cobayo, zand
varios srocedimiertos selectivos, fué posibie lograr el aisl:

miento del virus de la osrogenie en un nlmero de dos ceoas
recombinantes en términos de sus marcadores no selectivos.
{_a segregacidn ocasional de clones variados por aistamiento de

slacas sugiere un estado transitoric de heterocigosis asociada
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con la formacidn de recombinantes (51, 52),

Los aisiamientos subsecuentemente segr‘egacﬂosa en un Pimerao
de clones de varios Fenctipos incluyen tipos recombinantes y

pareniales. La interpretacidn de estos fendrmencs es discu~—
¥ 8€ sugiere gue los aislamientos de la segregacién pus—
can (z2ner origen en los focos de infeccidn inicial porr agraga-~-
dos viraies. Los datos serclégicos sugiersn gue la frecuen—
cla de racombinantes en la progenie puede ser més alte que

1a indicada por el Lso de marcadores miltiples (51).

Los mitodos usados con carécter de marcadores son de di-
Feirentes clases: a) resistencia de la temperatura; b)Y ca-
racterizacifn de placas; ¢) resistencia a cisrtas sustancias

quimicas inhibideras (Guanidina, glucosamina, etc )

S
i
¢

sistancia a la accidn del pH; e) antigenicidad de la CEpE
)  patogenicidad. Estos métodos son de gran ayuda gn la eva

0}

luacidn de la estatilidad genética de las cepas en estudio

Como un fendmenc distinto, 1a mezcla fenotipica ha sido re-

0
2
5
3.
Y

ica primerc en los bacteriéfagos por Novick y Szilard
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(47, considerada por algin tiempo de marginal importancia.
Sin embargo, gaﬂadu.a‘;meni;e se fué reconociends gue la meazcla
fenctipica &5 gl producto de infecciones celulares producidas

con dos virus pertenecientes a un mismo grupo ¢ grupos dife-~

rentas, L.a mezcla fenotipica no es un Fendmeno hereadit

Ll

La progenie define solamente caracteristicas por el &cido n

claico contenido en &l viridn mezclado (42,36 ),

En esta interaccifn no gendtica los Picornavirus pusdern presen—

h
m

tar la caracteristica de generar descendientes difereniss d
los virus originales cuando sl genoma de un virus se incorpora
zl azar con la capsidse de un virus heterélogg, o una :.,a;,ﬂ:!

consistente de compocnantes de ambos virus., No se trata de un

cambio sstable, porque despuss de la auteduplicacidén, el virus

mezctado Fenotipicamente producird una progenie envuelta en

capsides homdlogas del genotipo (B8)-
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