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Chtenidos los valores r1 ¥ ro, se calculd la relacidn bilate—
ral para los siete antigencs mediante la Férmula (7):

R = 100 pl x 2
Técnicas Inmunolbgicas.

Fara el estudio de clasificacibén dafinitiva y cor

A0~

cimiento

7l

cle la cotertura inmunoldgica ce las cepas AB304,

ATBI0 y ABD4B, s aplicaron métodos cualitativos Y cuantitatives .

Prueba de micronesutralizacidn

En esta prueba se enfrentaron los sueros nmunes
de bovinos

vacunados y sangrados a los 30 dfas de 1a vacuna-

cepas ABBL4 y AB046 a 12 cepas virales del tipo
A i\_.:‘.‘_‘/;:';‘.-' 87 . At

Sobre las placas plésticas rectangulares Linbro®* se distriby-

yeron por celda 0,05 ml de los

sueros en diluciones base 2

Linbro Chemical Co., Inc. Modelo IS-FB-96.



{/512), 0.05 ml de virus eguivalente a 50 DITC 505
»

| a xi e s N 1
v 10%°  calulas (fhea BHK) suspendidas en 0,05 ml Er

= hicieron controles de toxicidad 2 infecciosi-

y

forma similar s
dac de los sueros, dosis infectantes reales aplicadas y forma-
3 t -

cifn da la monocapa celular,

[¥]

iLas placas cubiertas se lievaron a estufa con humedad perma-

nante, Mujo de 0.4 lts/minuto de CCs & 5% y Fflujo de 8 les/mil
nuto de aire al 95%. Luego fueron sometidas a temparaurza

da 37°0C durante 72 horas. Al término de este tiempo, se rea
lizé lectura y se calculd el titulo neutralizante del suero por
al mbtodo acumulativo de Sperman Carber (57). Esta prueba

fué somatida & tres repeticiones.

SR = Pruaba de Indice C.

Sea utilizaron vacunas comergiales surninistradas

¥ ng T ETTTITRE  JPR DO (PEC) . ¢ = D
P& mpraesa Golombiana de Productos

por la Emgp Veterinaric (VECOL

Los lotes vacumales 10 v 13 fueron preparados con la cepa vi-

ral A0 v enfrentados en la prueba a los virus AS304, ATE

o

Salb/ 74, Los lotes vacunales 01, 28 y 28 fusron pre-
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parados con la cepa viral ABO46 vy enfrentados a los virus
AMB304, AT510, ATBOB, ABC4B v A27 Santander/ 75,

se emnplearon lotes nomogéneos de cobayos de 4 a 6 meses
de edad, con més de 500 gramos de peso. Fara cada valen-

cia de vacuna se utilizaron 24 cobayos vy el mismo ndrmerc de

L.os cobayos fueron vacunados por via subcutfnea con 1/10 de
la dosis bovina. La descarga viral se realizd 21 dias después
por incoulacibn IDP en una extremidad con 0.1 ml de la dilu=—
cifn correspondiente. Las cuatro diluciones preparadas con-—
- A L D e el . ‘ - o T
tenlan 107, 10, 107 y 10”7 dosis infectantes cobayos 50% (DI
C 20, Las cepas de descarga fueron de origen bovino, adap-

tadas 2 cobayo con un méximo de cuatro pasajes, Pa

dilucitn se utilizarcon de cuatro a seis animales,

se prolengd para su lectura Final hasta por siete
Aas Las dosis generalizantes 50% de las Htulaciones del wvi-
rus en los cobayos vacunados y testigos fueron calculadas sagin

metodo de Sperman Carber a partir de los datos de gens~
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FPara detepminar 1
rocedentes de epl

gz v de ratones lac-

tudiadas, se emplearon materiales v
da cultivos celulap

original bovinoc,

tantes.
P .
fue caracteriza-

ubstipificacibn por

Q& B

1 wvirus obtenido de material
510, AB043,

do utilizande como marcador la prueba
Las 204, AT
orueba raalizando

-~ i

i 1L

fijacifn del complemento.

5 UFC B0% ce antigeno

5B000 v AB480 fueron sometidas a di
3

trec repeticiones y empleands 2 y 2.

aresia titulacidna 3 y 4 UHC 50%.



munas corresoondientes a los subticos AlS-venezuela, ADR4

=Argantina, A27-Colombia, AstT~Colombia,

Cruzeiro, Al
AdzVenszuela vy ASabana/74-Colombia y los sueros hom&—

a5 cepas wcmpleadas en este estudio,

gt

logos de

% s

de su respectiva sublipificacidn para compararios con las

ohsarvacionas obtenidas en los virus originales de epitalio

Ademés, los virus oblenidos de los pases 1, By 10 en cE~

lutas BHK fusron inoculados en ratones lactantes de cinco

Hias hasta un tercer pasajée con cada uno de elios,

Famial o st Ao las csees o B s mmalieada con

Ceriall e eXxiralco Jde Llas gcarcasas We anallzadld OO
; et e s i S - s b L o, Ny S

2 ePuiena da »‘:El.JD“.LEJ'i! iCacion gara es tablecer su co NPoria—

o

mients en relacidn con los virus originales de epitelic

de cultivo caiular.
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BIBLIOTECA AGROPECUARIA
DE COLOMBIA

3.4.3.1. Aislamiento de placas.

Con los virus en estudic se observh la formar
cibn de placas a nivel de los pases 1, 5 y 10 en células
BHK estudiandose 1as placas mediante orueba de subtipifi-

:
cacion.

Se utitizeron frascos olésticos para cultivo celular con

2 . .
urd ares de 75 cm©, uno por dilucidn.

Los wvirus se diluyeron en madio Earle 1T X adicionado de
penicilina ¥ estr'»s:ptomi:f:ina, considerando las diluciones de
1074 a 1 a~7 . De cada una de ellas se inoculd 0.5 ml por
frasco, con incubacién a 37°C por una hora. Pasado &l

periodo de imeubacibn se retird el indculo de los frascos Y

se agregd la mezala a partes iguales de agar nobls previa-

U

mente licvado por calor ¥ Earle 2 X. Se agregd 20 ml de
la rmazcla por frasco y S€ deid solidificar durante 20 minue
ros. l.usgo se llevaron 2 incubacidén durante 60 horas &n

posicidn iwertida, Pasadc este tiempo se adiciond una se~

gunda capa de la mezcla adicionada ds rojc neutro a una
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corcantracién final de 1:15.00C0 (P/V). Se dejd endurecer
la nueva capa y se llevd a incubacidn por docehnoras rmE

37°C en posicidn invertida. Lo anterior permitid un

o

)

Q0

traste que dejd visualizar las placas en las diluciones mayer

A eontinuactdn, con una pipeta Pasteur de punta cuprve Y D&
rilla s=2 absorbieron las 4reas corres;ondientzs & células
afectadas osor el sirus en forma de placas y se suspendieron

an 2 ml de medio Earle 1 X. Despuds de la congelacibn se

hizo replicacidn en monocapas de cultivo celular.

_os virus obtenidos fueron subtipificados para establecar las
+ ‘
ricas antigénicas. De acuerdo a zllas en algunos
=2 pealizd un nuevo plagued & partir del material de

orimer clonaje sabire diluciones 10 O, 10 10 —. Debido

una rmayor muttiplicidad de loe virus repglicados se consilders

ron diluciones de e Y, 170, 107! para el nuevo clo™

2

FPara la lectura de las titulaciones se fijaron las células conr

eorrmol al 10% durante 15 minutos. Luego se desecnd la ca
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pa da agar-earie-rojo neutro Yy se lavd con agua corriente .
Finalmente se aplicaron 5 ml de colorante cristal viocleta
Pregarado al 1% en alcohol. Se dejd el colorante or 10
minutos v ss lavd con agua corriente.

~

e determinaron teniendo en cuenta la Gitima

i
0
]
=
rr
C—-
o
o
g}

diluciftn donde fué posible observar placas y relacionado

el nlmerc por el logaritmo de ia dilucién.

3.4.3.2, Seleccibn por blogueo,

Los virus fueron sometidos a la pruecba de blo-
queo inmunoldgico utilizando sueros inmunes de cobayos as-

pecificos de los subtipos AR7, A24, AB2 v A Sabara/74. Se

~ .
= -

tomaron 107, 107, 1-;)4 v 105 DICT 50% y se mezciaran cor
diluciones 1/20 y 1/100 de los sueros inmunes. La rezcla,
previo C:—L\lﬁi“;t&lhﬁiai"]t:l‘ a 37°C durante 30 minutos, se inoculd
en volumen de 1 ml en frascos olasticos com 15 ml de medio
Earle. Sz llevaron a temperatura de 37°C durante 48 horas
El material obtenido de cada una de las cajas Fué sometido

la prueba de subtipificacién.
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3.5, ANALISIS ESTADISTICC

£n los estudios serolbgicos de fijacidtn del corn -

slemmiento se establecieron sromeadios aritméticos, ralacibn

unilateral y bilateral. En las pruebas de micronsutralliz

o
i

cibn igualmente se aplict el promedio aritmatico v se detar-

mird la desviacion standard.

La orueba de ANAVA se aplicd scbre un disefio de bloque

n

compiatos al aza~ considerando los valores obtenidos con el

ant{geno de epite.io lingual de las cepas AG200, ABR04, ATH10

ABDAS, ABS381 y AB48C, estudiadas frente a cada suero hiper-

inrrune  en la prusba de subtipificacién.

Con los valores obienidos en las pruebas de subtipificac

aplicadas a los & tHgenos de egitelic lingual , los pasajes

o}

10 en células BHK., los materiales virales anteriores an ¢
pasaje de ratdn lactante y los ciones Jequenios vy grandes e
5 vy 10 pasaje de células de las cepas ABOOD , AB304, ATEIO,

ARNIR, ABE31 y AB480, se determind individualmente la tan

dencia hacia cada antfgenc por medio del andlisis de regre-
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sibn lineal miltiple. La computacidn de los datos se hizo

en ura calculadora Hawlat-Packerd” baio orogramas orevia-

~enta estandarizados en la Divisidn de E

tria del Instituto Colombianc Agropecuaric.

i

Hewlet Packarc, Co., Loveland, Colerado.
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