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1. INTRODUCCION

Entre las Ectividadeéldel Pfograﬁé Nacion#l de Enferﬁedadés Vesicularés del
Inétifuto Coicmbiano Agfopecuario (ICA&, ocupa un luga; significativo la iden
tificaciﬁﬁrj estudio de cepas del virus de la Fiebré Aftosa actuantes eﬁ el
campo col&mbiano écn él objefo de der recomendaciones pré;isas sobré las cepas

que se deben utilizar para 1la elaboracidn de vacunas,

La clasificacitn de los virus de Fiebre Aftosa requiere la aplicacifn de estu-
dios serolbgicos e inmmnolﬁgicos. los cuales consisten en el enfrentamiento de
las nuevas cepas de campo con las cepas de referencia nacional y suramericanas

¥y como un principio basico en la adecuada profilaxis, frente a las cepas de

vac una .

Los estudioé aplicados comprenden los_siguigntéglaspectos: 1, Clasificacitn
de ios virus dentro de los tipss v subtipos existentes o dentro de un nuevo

subtipo de acuerdo a su importancia epidemiolbgica; ' 2, Caracterizacidn dél
materlial genttico en cuanto a la estabilidad y variabilidad de sus:caracteres

rorigineles; Q.I_Q099qimientp de .la cobertura inmmoldgica como base funda-

* Laboratorio de Investigaciones Médicas Veterinarias (LIMV). Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA). Apartado adreo 29743, Bogoth, "

% Programa Naclionzl de Enfermedades Vaesiculares

¥&%  Director Divisidn Ciencias Veterinarias,



mental en el estudio de caracterizacifn de nuevas cepas vacunales,

De manera adicional, se caracterizan los virus en cuanto 2 su adaptacitn a los

cultivos celulares, sensibilidad a temperatura y pH, curva de crecimiento,
composicibn, distribucitn, forma y tamafio de placas y tiempo Optimo de inac-

tivacibn, -

En los estudios especiales se aplican tfcnicas de concentracidn, purificacitn
y obtencitn ée‘las distintas part1Culag,antig§nicas, principalmente la frac-
cifbn 1408 que pérmite cuantificar_flrelacionar los virus de una manera exac~

ta (10), Hasta el presente, en diferenqﬁgflaborato;;os de investigacidn. en
Fiebre Aftosa se hgltfatado de,gorrelacionar los parfimetros ya mencionados.para
estimar la inmonogenicidad de un_virus gin lograr una respuesta definitive; por
lo tento, nlnguno de ellos provee por 81 solo una indicacibn absoluta de la

calidad inmunogena del antigeno vacunal

En el presente trabajo se hace.una deécripciﬁn de 1a metodologia del Frograma
Nacional de Enfermedadea Vesiculares para el eatudio de los virus de la Fiebre
Aftosa ;“se incluyen ejemplos de resultados obtenidos con cepas de campo, .
Los procedimientos se deseriben detalladamente en el Manual de Técnicas del

Programa de Enfermedadea Vesiculares del ICA (9).

2. 'CLASIFICACION DE LAS ‘CEPAS DE CAMPO
2,1 Estudios serolSgicos -
Sz siguen los liﬁéamie;tos‘ﬁésicbs de la técnica de fijacibn de complemen~

to de Camargo y Col {3) empleada por el Centro Panamericano de Fiebre Aftosa.
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La figura 1 prgSenta e1 esquema de 1a matodologia aplicada en los estudios

serolbgicos para clasificar y ‘detertinar las relaciones antigén;caa exi;;entes

R

entre las diferentes cepas virales;
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A partir del epitelio de bovinos se identifica por prueba de tipificacidm, el
virus dentro de los dos unicos tipos existentes en el pals A y O y si correa-
ponde a uno de &stos se somete a la prueba de subtipificacidn tratando de
utilizar el material original de la muestra para obtener un conocimiento fiel
del virus actuante en el campo, S1i &ste no posee una concentracidn optima

de antigeno se recurre a su adaptacifn en cultivo celular,

La figura 2 esquematiza a titulo de ejemplo, el estudio serologico para iden-
tificar y caracterizar dos cepas virales respresentativas del subtipo A-27

correspondientes a la cepa original A-27-1967 y a la cepa utilizada actualmen-
te en vacuna, A-27-1975, comparativamente con una cepa representativa del nue-

vo virus identificado como A-Sabana-1974,

Cuando las cepas en estudio para los dos tipos (A y O) differen considerable-
mente del subtipo dominante en el campo, se deberf realizar la prueba de re-
lacitn unilateral (r1), la cual consiste en enfrentar el antigeno en estudio
2 los sueros hiperinmunes del subtipo de referencia y al suero de la cepa va-
cunal, Un valor r; en fijacibn del complemento igual o mayor ( =) a 0.40
da una suficiente confiabilidad en la capacidad protectiva de la cepa vacunalj
sin embargo, si las caracteristicas epidemioltgicas lo exigen, por constituir
un problema significativo de campo, se deben realizar las ﬁfuebas inmunologi-
cas para confirmar los resultados del valor r), Los valores rj inferiores a
0.40 obligan a mayores estudios serolSgicos e inmunolbgicos para una clasifi-

cacitn definitiva (7).

La figura 3 presenta los valores de las relaciones unitalerales de tres cepas
(A27-1967, A27-1975 y A Sabana-1974) de referencia y representativas de dos

subtipos colombianos enfrentadas a sus virus homblogos y heterdlogos, Las
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dos cepas del subtipo A27 se relacionan antigbnicamente con un valor mayor
{: ) a 0,40, mientfas que el subtifo A Sabana-1974 muestrs poca relacitn
antigénica frente's los dog antisueiosdel subtipo A27,

La clasificapibn seroldgica definitiva de los virus en estudioy se basa en
la prueha de relaciﬁn bilateral (R) que permite establecer .con precisi®n la
identificacitn dentro de los subtipos existentes o su posible diferenciacitn

como ﬁn nuevo subtipo. :

La‘figura Arcqntempla los valores obtenidos en la aplicacitn de la pruebh
bilateral de las cepas A27-1367 y 1975 y A Sabana 1974, De scuerds a los -  °
términos de la tabla internacional para la clasificacidn de 1és virus de
campo y los valores de 0.25 en ambas direcciones propuestos por, Pereira (13),
la cepa v1ral A Sabana-1974 se comporta como un subtipo diferente al virus

AZ? de referenc1a v vacunal En este caso fue necesarlo incorporar la cepa

de A Sabana a 1a vacuna para controlar los problemas de campo,

En la figura 5 se presentan los valores bilaterales obtenidos con las cepas
O1Colombia/74, 0yTolima/77 v Glcundinamarca/77 | |
2.2 Estudioa'inﬁUnolbgicaé~
Se ‘realizan con el fin de ‘establecer si las c.:epas.vas!cu'n-zaless'rt":onfi.‘eren“T
una adectiada proteccidbn inﬁunit&ria,'qh%'éiimine los iiéégds de pfeééntacibn‘
de grandes epidemlas cuando se presentan nuevos subtipos o cepas de alto
sigpif;cado epidemiolégico,

T . -

La figura 6 eSquematiza 1as pruebas utilizadas con mayor frecuencia en la

clasificacitn inmunol&gica de 1os virus de la Fiebre Aftosa, La prueba de
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neutralizacibn se aplica usando sueros de bovinos vacunados y sangrados en
féchas convenientes para establecer las relaciones unilaterales y bilate~
reles, utilizindose generalmente la prueba de microtécnica en cultivos
celulares (12), Igualmente se aplica la prueba de seroproteccifn en rato-
nes lactantes como un método sustitutivo de las tecnicas antes mencionadas
(65. La prueﬁa'de immunidad es realizada en.cobayos vacunados y descarga-
dos a los 21 dias con las cepas de problemas significativos de campo segfin

el método de Lucam (11),

3. ESTUDIOS ESPECIALES DE CARACTERIZACION DE CEPAS DEL VIRUS DE
LA FIEBRE AFTOSA

Las cepas de campo que por su importancia epidemiolégica requieren de estu-
dios especiales como posibles cepas vacunales se someten al proceso de ca-

racterizacitn indicado en la figura 7,

La‘ptgquaciﬁn de euspensionee_del virus éftoso concgnprgdas con polietilene
glicol (fEG-PM 6,000) y la geparacibn de las particulas aptigénicag en gra-
dientes de cloruro de cesio han sid§ descritas en varlos trabqjos,'conplu-
yéndose que su determinasecitn por diversos mftodos hace p;;ible estimar el
grado de ‘antigenicidad de la suspensifdn cruda y lograr un ajuste respecto

al contenido de dichas particulas (10, 14),

Se han ‘realizado estudfos de subtipificacitn de la fraccibn 140S de los
virus representativos de subtipos actusntes y cepas vacunales los cuales in
dican éxactamente ¢l porcentaje de fijacitn del complemento con los distin~
tos Sueros internacionales de refercncia y los nacionales representativos

de los' virus sactuantes en el pals (figura 8), -
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Los estudios de relacibn bilateral con la partfcula 1405 dan una idea mhs
precisa del parentesco seroldgico de las cepas en estudio, teniendo en
cuenta’ que esta fraccidn antigtnica es especifica de tipo y sﬁbéipo'CSS

(figura 9), - S

De manera adiclonal a 1os virus adaptados al sistema de cultivos celula-

res se les establece la curva de crecimiento para obtener el tiempo 6ptimo
de cultivo con base en los titulos de fijacibn del complemento, infeccio~
sidad y concentracidn de proteina virica, a diferentes horas segtin lo in~

dica la figura 10,

Igualmente se realizan estudios de inactivacitn del virue con agentés éle
gullantes tales como la acetiletileneimina (AEL) por el método de inacti-
vacitn de "cuatro puntos" (8), la cual mediante 1a 1inea de regresitn in-
dica la inactivacifmn total del virus en un tiempo determinado’ (figura 11),
Finalmente se utilizan las t&cenicas de formaciﬁn de placas ¥y clonaje del
virus en cultivos ce}.ulares para determinar la distnbucifm y tamaﬁa de las

L

placas asi como también sus caractnristzcas antigénicas y de seleccibn de

I.

poblaciones (1 4).

Es asi como actualmente se esta tratando de correlacionsar’la inminidad con

ferida por el virus y el tamafio de sus.placas (figura 12),’

Finalmente, vale la pena anotar que para.llegar a desarrollar y ejécutar el
esquema de trabajo esbozado en la presente deseripeidn se necesitafon mu~

chos afios de continuo esfuerzo pard lograr preparar 'y entrenar al personal
téenieo ;que -actualmente -presta sus servictos en el Programs de ‘Enfermedades '

Vesiculares en el LIMV, el cual .ha aportado validsas -contribuciones en as-
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pectos tales como un mejor conocimiento de la epldemiologla de las enferme-
dades vAsiculares en Colombia, mejoramiento de los sistemas de inmunizacitn
& través de la experimentaci6n de nuevas vacunas evaluacibn de la efectivi-
dad de las medidas contempladas dentro de la campafia nacional de control de
la fiebre aftosa por determinaciones masivas de niveles de anticuerpos
protectivos frente a los diferentes subtipos actuantes en el campo vigi-
lancia de freas libres de infeccibm aftosa mediante el reconocimiento de

actividad viral y presencia de portadores sanos etc,

De singular importancia y directamente relacionado con la presente descrip-
¢ibn constituye el estudio permanente y sistemtico de los virus de campo
con lo cual se logra seleccionar cepas adecuadas para ser utilizadas en la

elaboracidn de vacunas antiaftosas,
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