3. MATERIALES ¥ METCDRCS
Sl « ESTUDIC EPIDEMICLCGICC

Con base en la informacidn obtenida sara 21 bro-
e de 7, A, gue se presentd en la Sabana de Bogotd v el Va-
lle de Ubaté durante los afios de 1974, 1975 vy 18768 v qua fué
ocasionado por sl subtipo A27 y por la aparicién de un ruevo
subtipo gue se clasificd como A Sabana/74 (38), se realizd
un anilisis descriptivo del compo_r‘tamiento de los dos subti-
pos en 8l campo calculéndose la morbilidad mensual por tipo

v subtipo en los predios comprometidos. Ademés, se calculd

1]

la morbilidad anual de los dos virus para las categorfas ds

bovinos vacunados y no vacunados.
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Para sl desarrcllo de este estudio se tomaron
vaints capas del virus tipo A representativas de las difarentes

raglones ganaderas del pals y causantes en algin tiempo de epide
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mias de mayor o menor intensidad. La mayocri{a de ellas fue-
ron inicialmente identificadas vy clasificadas an el Laboratorio
de diagndstico del Programa Nacional de Enfermedades Vesi-

culares.,

l.a Tabla 1 presenta las caracteri{sticas de identificacién de
las cepas considerando el ndmesro de registro, la clasificacidn,
lugar v fecha de aislamiento y las observaciones més importan-

tes de cada une de ellas,
3.2.1 Extraccifn de Antigencs.

Los mrateriales originales de epitelic bovino fueren
macerados con ayuda de vidrio molido y suspendidos en soiu-
cidn Earle 135 (P/V) més cloroformo al 40%. Previa conge-

lacidn v centrifugacitn a 10.000 r.p.m. se conservaron como

= L o s : S
ral a ternperdtuta de =700,

Las carcasas de ratcnes lactantes muertos por accidn del wi-
pus, fusron macerados en nlmearo de ocho vy suspendidas en
10 ml de soilucibn Earle més cloroformo al 30%. EL sobrana-

dante obtenide después de centrifugar a 10.000 r.p.m. se ufi-~
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lizd cormo medio de suspensibn para una NUews extraccibn
de antigeno de ocho carcasas adicionales del mismo antige-

no. Firalmente sl material se conse~vd a tempsratura de

~70°C.
3.2.2, Refrescarmiento de Cepas.

2l material original de cuatro cepas virales
(AB304, A7510, AB04B y AB4B0) se sometid a refresca-
miento en bovinps ibvenes de dos afios. Se realizd la ino-
culacidn de la suspensibn viral por vfa intradermolingual v

se colectd el nueve epitelio a las 36 horas post-inoculaciin.

la adaptacidin de las veinte cepas en culilvos

-y
o H

¥ Wi ke i
celularas de la 1

2a BHK. Adem8s, las séis cepas (AE000O,

AGE
el de

de ocho ratones lzctantes de cinco dias de edad.
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3.2.3:1 Cultivos celulares,
Se utilizaron monocapas de céluias BH i<y

(8 x

1Q lulas) enr frasccs de 75 cme* para el cultive sucesivo

i ~
AR =

de cade una de las cepas. Las seis cepas seleccionadas se

sometieron a 10 pasajes sucesivos y las demés de tres a cin-

cCo pasajas,

.
El quinte pasaje se realizé en botellas rotantes** @ x 10° cé
lulas) para obtener las semillas de virus con un tiempo de

crecimiento viral de 18 a 24 horas. Los virus fueron ampoelle-

tados en cantidades de 1 ml y consarvados a ~70°C hacta U USO,

Las ssis cepas en estudio fueron incculadas

f3

/i intraperitoneal (I.P,) en cantidad de 0.1 mi por »atin de

e PRSI T
Eellco
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una suspensidn viral (Ho. pasaje) procedente de cultivos ca—

luiares BHK. Las inoculaciones se hicieron nasta oor res

8244 . Concentracidn de Virus.

Las wvirus A6304, A7510 yv ABD4E, se somstie—
ron a dos ciclos de concentracidn por precipitacién con po—

P

lietileneglicol™ (PEG) al 6% (P/V). En el primero se cb-
tuve un precipitado que se reconstituyd en un volimen de Tris
NaCl pH 7,8 eguivalente a la décima parte del volldmen ini-

cial de la suspensitn viral cruda (concentrado 10X). El se-

gunde precipitado obtenido después de un nuevo cicleo se recons

tituyd an un volOmen de Tris—NaCl equivalente a la cantdsima
parte del volUmean inicial de suspensidn cruda. Se obtuvo Fi-

nalmenke una susgensidn viral 100 veces concentrada que se

- - = SN L . e
conservd a =70°C hasta su uso.

B

Carbowax (R) PEG 6000 Flakes; Fischer Scientific

ey g
Ls0m pa N .
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SUERQOS INMUNES E HIPERINMUNES

W
o5
(1]

Se utilizaron sueros inmunes de bovinos VACUNR~

dos y suercs inmunes e hiperinmunes de cobayos.

animales primovacunados y sangrados a los 28 dies, Las va-
cunas aplicadas corraspondieron a lotes producidos en diferen—
tes &pocas con las cepas AB304 y AB046. Se tomd un total ds

nusve suercs de cada tipo de cepa vacunal v se conservaron a

~20%C previa inactivacién a 56°C por 30 minutos,

FPara la oroduceifn de los sueros inmunes de cobayos se rea—

T ai=Tal
— | e )

lizd previamernte 1a adaptacién de cuatro cepas a estz

W H
b

TR 87, Ag G000, A Sabana/74-7510 W A~82‘*'6‘336} v s& con~—

raalizar la inmunizacidédn de los animales, Se hicizron las

)
i

]

iete dias de la descarga viral y los sueros

sangrias a los s

{

luego de la inactivecidn a 569 por 30 minutos se conservaros
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Los sueros hiperinmunes de los virus originales de epitelio
bovino eorraspondientes a las cepas AB000, A3304, ATB10,
AB048, AB381 y AB480, se obtuvieron de cobayos previa
inocilacicn intradermoplantar ([.D.P.). A los 50 dias
despuds de la inmunizacidn, se realizaron como método in-
rmunizanta, tres inoculaciones con intervalos de cuatro dias,
utilizande saponina como adyuvante a una concentracion de
10 mg por dosis d2 0.20 ml. La sangria se hizo seis dfas
desnubs v los susros lusgo de la inactivacién a 86°C por

30 minutos se conservaron a —20°C.

Los sueros hiperirmunes internacicnales de referencia, fus-

ron suministradeos por el Centro Panamericano de Fisbre Afto

sa (CPFA)

3.4, METODOS DE CARACTERIZACION DE CERAS
L os métodos aplicados en la caracterizacidn de

cepas comprends téenicas de cardcter seroldgice (Fijaciin

del Complernents) e inmunoldgico (Microneudtralizacion &

ndice © en cobayos).
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3.4.1. Fijacién del Complemenio.

La técnica de fijacidn del cornplemanto utilizada
corrasponda a la prueba en tubo, con la lectura al espectro—
Fotbmetro Toleman Jr.”™ del grado de densidad &ptica a una
longitud de onda de %45 mnm. Los elementos empleados en
as prushbas fueron ajustados sobre la lectura de densidad Op-
tica del 50% de hemblisis (10) con 30 minutos de incubacidn
de la mazcla susro-antigeno e igual tiempo en la fase de he-
molisis. Las lecturas espectrofotométricas variaron de 0,00

(100% de F. del C.) a0.66 (0% de F. del C.).

Fodal 1. Prueba de tipificacién.
Sa apiicd con Fines de identificacitn y conitrol d=

los antigenos utilizados, enfrentdndolos a los sueros higarinemu-

nes reprosentativos de los tipes A, C vy C de la Fiebra Affosa.

Eepactrofotdmetro Coleman Junior G.A, Parkin-Ellmer.

nlinois,
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3412 Prueba de subtipificacién.

Se utilizd una gama de sueros hiperinmunes re-
presentativos de los diferentes subtipos nacionales e interna—
cionales con importancia epidemioldgica, como marcador se-
rolbgico da las caracteristicas antigénicas de las wvainte ce—
pas usadas en sl presente trabajo.

Tanto los antigencs como los sueros se ajustaron a una con-—
centracibn de 2 v 2,5 unidades fijadoras de cormplemento 50%
(UFC B0%) respe:tivamente, aplicando cuatﬂolun‘idades hemo-

1fticas de complerento 50% (UHC 50%),

3e4.1 .3, Fruaba de relacidn unilateral.

Sa enfrentaron los suercs hiperinmunzs de los
vicns  (ART/ET, ABD00, AB3C4, ATE10, ABD45, AB381 v AB4ED)

30 - - -
ern diluciones base dos, a los antigenos homdlogos y los re-

orasentativos de cinco subtipos identificados en el pals. Se

N -

aplicd una concertracibn de 2.5 UFC 50% de cada uno de los
virus obtenidos 21 cultivo celular BHK en quinto pasaje y

| el

suatre UHC B80%. Para ia obtencidon de los valores de rela—



cidn unilaterai  (~) se aplicd la férmula  (7):
Intensidad de relacidn neterdlooa
| aad peted
i : . ;s
Intensidad de relacidn homdloga
34,14 Prusba de relacidn bilateral,

Sa enfrentaron los sueros hiperinmunes de las
capas AZ7/67, AGDO0, ABG04, A7510, AB0O4B, AB3BT y AB450

o los respectivos antfgenos de manera hombloga y heterdloga

{(eruzada), empleando diluciones de los suweros v concentra—

ciones de

ie los virus a 2.5 UFC 50% previa titulacidn con los

sueros homblogos .

Para Lo obtencibn de los wvaioras de relacidn bilateral (R)

~

se aglicaron las fHrmulas (7))

intensidad de relacidn heterdla

Intensidad de relacidn hombdloga

Intersicdad de relacidn haterdlo s

g . s
Intensidad de relacidn homéloga
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