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ABREVIATURAS

VP + proteinas capsidales del virus.
NCVP : proteinas no capsidales del virus.
VFA $ virus de 1la fiebre aftosa.

FMDV : foot and mouth desease virus.

BHK : rifidn de hamster lactante.

VIA: : ant{geno asociado a la infececidn viral.
S : Svedberg.

As : antisuero.

Ac ¢! anticuverpo.

Ag : antigeno.

IgG : inmunoglobulina G.

Igi ¢ inminoglobulina M.
Ig ! inmunoglobulina.
p.i. ¢ post infeccidn.

PeVe : post vacunacidn.

DICTSO : dosis infectiva 50% para cultivos de tejidos.
UFP : unidades formadoras de placas.
PEG : polietilenglicol.

PBS : solucidn reguladora de fosfatos 0,01 M pH 7,0,



i.m. ¢ inoculacidn intramuscular.

i.d.p. : inoculacidn intradermoplantal.

oe

S.Co inoculacidn subcutdnea.

c.P.me. : cuentas por minuto.

D.O. : densidad dptica.

DI50 ¢ dosis infectiva 50%.

I.P,R., : {ndice de seroproteccidn.

IN80 : fndice de neutralizacidn por reduccidn del 80%.,
S.F. : solucidn fisioldgica.

U.V. : ultravioleta.

S.D.S. : dodecilsulfato de sodio.

e : aceleracion de la gravedad.

cm. : centimetro.

col. ¢ colaboradores.

H : cadena pesada de inmunoglobulina.
L ¢t cadena liviana de inmunoglobulinag.
oC : grados centigrados.

gTr. ¢ gramo.

hs. ¢ horas.

kge. : kilogramo.
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INTRODECCION,

2%
1,- RESEAA HISTCRICA,

-

La enfermedad causada por el virus de la fiebre aftosa
se concce desde hace mucho liemro., Ya en 1514 en Venecia,
Fracastorius ( 62) describid el brote de una enfermedad por
la cual los animales no se alimentabzn y el interior de sus
bocas se encontraba enrojecido y con peguelias vesfculas que
luezo descendisn a las pates, Li mayor sarte de los animales

se recuperaron, fsta deserincidn tiene gran semejznza con las

B

ciracterfsticas que hoy defirnen 2 la fietre aftosa.

In 1837 Loeffler y Prosch dermostraron la etiologfia vi-
ral de 1z enfernedad ( 86)., L. Ziecbre afitcsa afecta a anima-
les herviboros biungulados (bovinos, ovincs, porcinos, ete)
¥ es muy texila por su amplin distritucidn, gran contagiosi-
123 y periuicio econdmico al afectar al ganado doréstico. Los
mayores 3afos son provecados en bovinos y porcinos y la nor-

.

t21idad es baja, 321 orden 1el 5% en bovinos pero puede al-
Jay

it . . s
conz.r 2l 527 cuznio el virus invade el mdsculc cardfaco, he-

oto gue ocurre Trecusntemente en unimales jévenes ( 28).
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Lz enfermedad se caracteriza por la formacidn de vesi-

culas en las membranas mucosas de la boca, nariz y piel enire

I d

las pezuflas ¥y en el borde superior de €stas (125,131 ).

En vacas lecheras, o que amamanian, las vesiculas pue-

=

den aparecer itambhidn sobre las ubres ¥ pszones y en las ne-
cropsias se cbservan lesiones en el rumen y er el corazdn.
El dolor en la boca impide la alimentacidn de los animales,
¥ las leciones en las patas, uvcu2lmente invadidas por bacte-

rias, provocan ccjera (9 ),

3.= DISTRIZUCICH GIZCGRAFICA,

[41]

Casi todes los pufses del mundo, con execepeidn de Nu

va Cuinea y Fveva Zelandiz rposeen la enfarmedad. Se produjo

Lo

de nuevos brotes en

4]
™
o
p]

un solo brote en Austrazliz y no se

Japdn desde 1208,ni en los Yltimos allos en Escandinavia 6 Fin-

)
15!

o enfermedzd es endédmica en Burcpa Continental, Asia,

Africa y América del Sur; actuzlmente Ausirzlia, Nueva Zelan-

lia, U.Colts y Canadd se encuentran libres de ella,



4 o~ PERJUICIC ECOITCITICO,

La enfermedad obstaculiza el comercio e irnfluye en el
precio de casi todos los nroductos de crigen animal coloca-
doa en el mercade mundial, Los mayores trastornos eccndmicos
se deben al problema en el comercio normal de importacidn y
exportacidn de znimales, materias de crigen animal y o%ros

e

productos agricolas ya que los prises libres de la enferme-

dad imponen nedildag resirictivas estrictas ( 11, 35 )e

Se realiza primarizmente vor virus disemincdo de ani-
males infectadcs. En la fase febril de la enferaedad, el vi-
rus se encuenira en sangre y on todos los drgznos, zdemds de
secrecicnes y cxcreciocnes ( 9, 32 ). La diseminacidn ocurre
principalmente por saliva ( 75) y por las lésiones en las
p2tas de los znimales. No se identificaron inscctces vectore§
de la enfermedal, También se propaga la infeccidn por 2l vi-

us que permanece durtinie largo tiempo en sangrs scea, reses



mvertas y otletos divercos (tierra, madera, ropas, etc.) Es
conciderada de imporiancia 1la diseminacion a2 *ravéz de barcos,
L e n 2 4 9 4 . « 7 P4
ajaros, equipos agricclas, etc, asi como la transmision aéerea

&

en zonas con animzles infectados ( 129, 130),

6.~ TAYONCIMIA,

El virus Ze la fiebre aftosa pertenece 2 la familia Pi-
cornaviridae, que histdricamente se refiere a virus pequefios
conteniendo ARN,( 45, 95). Componen la familia cuatro géneros:
Enterovirus, Cardicvirus, Rinovirus, y Aftcvirus cuyas dife-
rencias fundamentales se daten a la sensibilidad a pH dcido,
densidad de flotacidn en C1Cs y m2nifestaciones clinicas de
huéspedes infectados,
cidn de la familia Picornaviridae incluye una
cdpside sin envoltura, de simetria icosahédrica, resisiente
al eter y de 22-30 nm de didmetro.

Lz cdpside se ccmpone 2o varios polipéptidos distintos
de PM varizble. Ia particula virzl tiene una sola molécula
lineal de ARN cuyo pesd molecular es de 2,5 X 106 y de carae-~

teristicas infecciosug, actuznde como menszjerc,



Ié

La multiplicacion viral ocurre en el citoplasma de la
c41lula huésped.

El siguiente cuadro, tomando de Cooper y col. ( 45)
ilustra sobre las propiedades de los cuatro géneros que com-

ponen la familia:
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Refiriendonos ezpecificazente 2l virus de la fiebre af-

toca se vid que presentata caracteristicas de la familia Picorna-

viridae y otras gque le son propias.

’

E1 virion es resi

4+
v

[¢/]

tan al eter y relativamente resisten-

0)

te a detergentes, Se irnzctiva por radiaciones ionizantes y luz
ultra violeta., Se observd pérdida de infectividad con luz visi-
ble, en jresencia dée acrildina y cclorantes rslacicnados. Es sen-
gible a fermaldehido, hidroxilamina, agentes alguilates en
generz) v ferol, Algunas cepac son sensibles a proteasas (45).
Las caracterfsticas fundimentzles del viridn, proteinas y
dcido nucldico de aftovirus se resumen en el sigulente cuadro

(11) ¢

\
|
o~
O
2

Coeficiente 3de seldimentaczion

Capcomeros EC
Formeo icosah©édrica
Didretro 22 nm

s P
ensidad de flotacidn 1,43 gs/em



Jomposicidn AfN= 314, Protefnas= 69%
Sensitilidad a pH £6

Protefnas,

Cadenas VPO VP1 VP2 VPB VP4 VPg
N°/viridn 2 60 58 60 58 -
M(x 1093) 40 34 30 26 @ 5(segin 121)

14 (gequn 27) 12(sezin 65)

VP ’ VP, I vP J
0 Y 2

Ubicacidn en el genoma 5° ——_——__3

ve, [ VP

] T | |
LRX
we /o . P ) ,-\6
Pl/virion 2,6 x 107 4
Czdenas/viridn 1{simnle)
Informzcidn mens2jero,
Poli C interno 00 - 200 nucledtidos
Poli A en el extremo 3 60 = 20 nucledtidos
Extremo 5! VPz (prot:in2 unida covalentemente
1'., ()
2zl acido nueleico).

. . P ’ . . . Ky -
L. informacion jse2ncetics del virus es una »nieza simple,

o

o>
£3
=]

lin2al, de €002 nucledtiios (69 ) que puele actuar com

3 - s £ 4 ~ s - - -
mcasajero, temdleado para sw redlicaclon O encsgs;darge en »a



t{eulas virales (122).Su extremo 3' es un friazmento de decido

roliadanflico (poii A),cuya longitud es cproxd madamasnte de 40

1)

100 rueledtidos (11, 65, 122) y cuya funcidn es discutida res-
pecto 2 su imporizncia en la infectividad del dcido nucléico
(18, 122).

A una distancia adroximada de 400 nucledtidos del extre-
mo 51, existe en aftovirus, virus de la encefalo miocarditis y
mengo virus un fragmento policitidflico (poli C) de 100 a 200
rucledtidos e longitud (117) (65,122). Esta secusncia no se
enccntrd en poliovirus {121)., L: funcidn del poli C es avn des-
conocida, aungue se postuld que en su extremo 3' existirfa el
sitic principal de iniciacidn de sintesis protesica ( g9, 117,
123), Tanlidn por estudios "in vitro", se riensa gue la rezidn

poli T y el extremo 5' adyacente no cze traduciria,

3

fn contraste con la gran mayoria de los ARN mensijeros

de edlulas y virus, el extremo 5' 3el ARN de aftovirus, polio-

(0]

virus y EMC, posee unz psgucfiz protefna unila covalentemente
. . - - . X 7 .
al nucledtidc terminal 5' denominada VPz(121). La proteina ter-

ar{z un peso molecular de 400¢ (121),2ungue por otras metodolo-

\ = ’
~fa3 se indicd que serfn de 12.000 (g5 Jo Se demostro que VPg



-10 =-

%]

P4 . .
oseia heterogeneidad, al resclverse en 2 componentes, deido N

o}
9]

‘

o
IS

sico (VFgA y VPgB), de igual peso molecular, sin dilucidarse

g

aun si estas vrotefnas se codifican injependientemente J se ge-
neran porglivaje de: un precursor comun ( 79).

LIz funcidn de VPg en 1z replicacidn del virus se descono-
ce, pero ge sugirid que no es necesaria para la transcripeidn
(123, 66 ), aunque podris cumdplir uvn rol en la morfogénesis vi-
ral (121,122)8 actuar como "primer" en la sintesis del ARW vi-

ral (66,121).

1020 40CC £000
P 5/ ,
g A~ - et
Poli T Poli A
[~4 ] 3 )

por medic 1e una ART rolimerasza, !

Joble cadenz, mieriras gue el o*ro de 100 - 32C S sintetiza ARW
virzl calena simdle de 37 S. Se 2ield una noli U polimerassa po-

e

[$1]

ntotizar la sccuvencia poli U

-
)
fo1
(@]
)
°
[
0
'_l
(4]
3
-+
[P]
-
e
fn
o’
e
$=
i
\
[0}
12
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la cadena complementaria el ARN viral ( 11?-
Una actual revisidn sobre estructura y Zenonz de picorna-
virvs fué rublicada por Kitamura y col., ( 80) y Putnak y Phillips

(114 ).

~ CULTIVOS UTILIZADOS POX AFTOVIRUS.

Lz infeccidn de un cultive celular con afiovirus se pro-
duce inicialmente en 2 fases diferenciadas gue abarcan la adsor-
« ?
cidn y la penetracion.
La adscreidn reguiere iones Gz’ y Mg'' ( 24),depende de
1z temperatura, necesitanio una enersf2 de activacidn de

60C0 cal/mol (147,148),0 cea que la unidn estd determinada por

la frecuenciz de colisidn viruc=cdédlulas. A temperaturszs entre

1o ro vencirs {24 ). A lexmjeraturas mis elevadas el virues fi-

. Y 4
230 venedrz en la ¢dlula mediznte una reaccion de primer orien,

ca.

2}

con uni enerzfa de azectivieidn 32 24,000 cal/mol (9 ). 4 37°C,

d'

° [ 4 .
cs se infeetan al §0% de las células y ol tiempo de

n

en 3 minut

d

v
v

) A Ao 1
30 sez, & 2070 el

0\

‘. .
2Cnevracl

RS

e
L4

0

o3 y debaje de 15°C 12 pencirucidn es casi nula (148). Se ob-

servd que el virus se une & cslulas muyertas ( 24). Estos heckos



indican zue el proceso Je peneiracidn implica el englobamiento

——

del virus adsorbido, sezuido por su fragmentacidn en ARN y sub-
unidadee proteicas.,

Se postuld un mecanismo de penetracidn por fagocitosis ya

s 3 +rzn+ S a7 :

que se encontro virus penetriznte asociado a membranas sedimen-
tables a 15,000 g por 45' (37,40,105 ).

Cayanagh y colab. (43 ) indicaron que la secuencia de even-
t0s que suceden a la infesccidn celular serfz en 3 stapas:

1) Unidn irreversible del virus 2 la superficie celular sin a-

’

.01

fl

’ .
2 la capside.

U.
I'(J

parente desestabiliza

N

"
1

™ 1+ 2 . P o
Lgyontenea elucidn de vna vejuefla preporcion del virus aso-
cizdo 2 un componente celular r, sin aparente a Yeracidn de la
composizcidn volipentidics 2o la partfcula viral,

. ’ .
3} Rdpidz penetracidn en vacuolar y ruptura del virus en acido
™n infecciones e zlta multiplicidad, semin Polatnick y
Bachrach (109,,91 tiempo trunscurrido entre adsorcion y detec-
cidn de progenie wviral infective ess de 100 a 110 minutos en cul-
tivog 3¢ riTdn bovino.

Inesc de la penetrucidn, el virus se encuentra asocizdo

REA



& un-~, fraccidn subcelular rica en liscsomas ( 37,105).
Seqin Purizling ( 17),1a protefna capsidal por ellos de-
roninaia VP jugaria ur rol en la unidn & c€lulas, hecho pos-

tulado por otros autores (45,114),

[0

s de ARN virzl ocurre en el citorlasma de 1

r'd
Ie, cinte

0
s

cdlule infectala (5 ), Lo liberacidn de virus se produce al
cesar la fese logaritimica de produceidn de virus, siendo para
alzunos sistemas celulares de 15C minutos, aumeni2ndo hasta las

4,5 a5 horas (9 ),

0,~ SISTEEAS D= MULTIPLICACICN UTILIZADOD 2PARL AFTOVIRTUS,

E] método de produccidn de virus "in vivo" mds aceptzilo
para lz nroluccidn le wvzcunas fud el que viilizaba epitelio lin-

gual bevine, previamesnte infectalo (102,156).

3

51 pas.je de virue a travéz de animales para producir va-

(XA

o

¥

cunas 2 virue vivo atenualdo, utilizd mayormente ratones lactan-
tes, cobayos, embriones Je pollo, etc (8 ),

®] virus aftoso fué culiivado nor primera vez "in vitro"
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Bl orimero en preducir virus "in viitro" en gran escala

io linsual bovino en so-~

ok
',_l
=
(W
0
O«
o
'3
3.
ct
{2
H

fué Frenkel {63 ),quien -
brevivenciz mantenido  en suspensidn. En 1955 Sellers (128)
r Bachrach ( 7 ) demostraron que el virus producia efecto cito-

patogénico espscifico en monoecapas de ri?idn bovino ¥y borcino
y utilizaron €ste hecho para titular virus por formacidn de
placas y diluciones 1limite, Zn 1660 Ubertini (150) utilizd cul-
tivos primarios de rifion bovino parz producif vacuna anti af-
t0sz2 cn escale industrizl,

Se smilezron cultivos ie ri™dn de humster (99 ) y ri7idn
de perro (126) para odtensr virus atenuados.

In los dliimos tiemvos se desarrolld el cultivo de ifnesas

,

le DEK_.L., {98 ) en menoczpas § en suspensidn (38 )
cl L5

]

cf

;
!_J
(&)
%]

=

~ . 4 .
pars prolucir virus en msyor cscala, Zstas celulas, junto con
s~ P . . . . ’ .

rifién bovino, nporcino y cuitivos primarios de celulas tiroideas
A N 106" s Tno e 1=t3 15 203ms oedtpalmerte
hovrinas (106) son las xas usilizadas actualmente.

Los cistemas de culiivo de célules Bhnql se modificaron

. P

en el transcurso 32l Yiempo vora obtener mayor produceidn de

virus utilizinlo fracccs de Roux (150), frascos roitatorios €110)

v ultimamente cultivos celulares en superficies e DiiE~Tepha-



e (140; § esferas o vidric (133).

\)‘I
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21 ARN de aftovirus rosee 5810 un sitio de inicizeidn

{ntesis proteica que se loculiza a unos cierntos de nucled-

4]

de

nio

05

o o [d
tidos del extremo 5' (122,123), Este hecho se comprobd us:

)
metolologfas de marcacidn con 235 metionina del véptido inicic-
[ 4
dor y seo enconiro que 21 Pl6 era el marcado en mayor proror—
1 P4

cidn (122). Loz riboromas inicisn la sfntesis »roitsica cerca

o P | £ R ) PR b . b] . | -
de axtrenmo BY y olravieszan Solc el genomz llegando zl extrerno

- &
', Iste mecinismo de sintesis proteicy iniciclmente sroduce
~ - V4
uha voliproteina dc PN 240,220, lo cuzl estd de acuerdo con la

se wrolucen ney rupbturas yrimarias y que se lenoninzron nro-

msidnles (VP) o ne cupasidnles (NCVP) gue se cncontroron on
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La 2ilucidacion 3e cuzl parte del genoma codifica para
. ’ . o o
0lipéptidos se rezlizd mediante el use de la dro-
af

&a pactanmicine, que inhibe la gintesis proteics: sin afectar la

elatgrcidn ni la terminzcidn (85 ). As{, analizanio por electro-

[

amida los polipdptidos que se pro-

Hh
(@]
H
®
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[N
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(0]
b
u
(0]
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O
)
[
o
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[
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duecsn, se determind para algunos miembros de la familia Picornz-
virus el ordesn en el gen (34,120,137, 142 )Un Aiagrama para

V.F-’-Aa Ser]{a: (122 )a

5° ARN 3!
vr ceee ALAA
PR

(&)

r)
-]
8
|
™
N

_2) o8 5

D 3\ Nr Pt v P
P16 T TPy Ty Py Ty Ppp Y20
'I
D

Los com»onentes orzcursores de 183 orotzfnas estructura-

>

les (FV ) s2 sintetizan en la regidn d=21 ARN cercana al ex-

tremo %', aungue lz trimera regidn de észte finsl sintetiza un

proiucto primario neguefio (T O)' E1 cenbro 12l genomz codifica
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para une protefna de FM 52,000, Ia codificacidn de la regidn

[S18

cercans 2 3' no ogt

Q
o

muy bien definida y se evidenciaron rup-

turas alternztivas (57 ). Bl volipéptido P seglive 2. una

100

serie de intermediurios para producir P Jd P P_ 1
S 72 6 Pogq ¥ P50l 71

120), P es un componente de la ARN polimerasa, ARN depen-

56a
diente codificads por el virus en cédlulas infectadas, que re-
sultd ser idéntica al antifgeno VIi (asocizdo a la infeccidn
viral) descubierto por Cowan y Graves en 1966 ( 48), Polatnick
v col. (112) y Fewman y col, {100) determinaron £ata identidai.

Ts probaltle gque ¢l volipdptido estable, producilo por

1o regidn Tinzl 3' del genoma de teodos los picornavirus

<
o
B

. P - o - __
la misma funcion yz que el NCVPﬁ encontrado =n poliovirus

tambidn actds como pelimerasz { 60,89,122;.
Ce erncontizron aproxinaiczente 25 protefnas inlucidas por

< ~ I, 3 o A 9, - -
virus sn celulnz infeetalas y es nrotzble gue muchns de ellas

soszan roles vitzlss para la renlicacidn virel., Polrfa corre-

acionarse determinziss prosefnos con varias actividedss que

(S ]

ge descrivieron en cclulas infectadas, hecho no logrado hasta

-
D
&
‘._L

-~ . 5 P4
Za periicula vira cemvuegt: por las proseinas as-
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, dos polipépiilos menores, encontrados por
Sangar vy col. (119) y denomirados P4O y P52 ¥ una riborucleasa
encontrada en viriones purificados, que acinaria como endocnu-
cleasa y se incorporaria al viridn en el proceso de ensanble
intracelular ( 53,54 J. I2s particulas voaefas naturales encon-

trzdas en altovirus no poseen VP y JP4 aunque ésto es discu-

tido (118) y en cambio estdn constituidas por VTb 1y 3° Al

e

R yecliverss VP en VP, y VP, se completaria

incorporarse al
2 4

la estructura del +wiridn (116).

T1 aftovirus es =21 unico npicornavirus sn el curl el tra-
tamiensc con tripsina provocs la rupiurainsitn de la protef-
na cds expuesta (VP.), Es%a accién produce VI Vﬁ3b (11 ),
no zlterz lz morfologia pero si la antigenicidnd ( 26,33 ).Ila
infsetividad del virus trataldo con trinsina se pierde en un
Q9% pora @) tiro A pero en el %ipe C no se ve alterada dicha

Se enconird rscienterente vna actividald proteina kinasa
en virus purificsdo, nresente en una protefna localizads inter-

‘ 2 - ’4 el \.
namente cuye orfzen noidrfs sew viral ¢ dcl huészed, (67 .
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Ia tipificacidn de virus aftcco se realiza principal-

mante vor méiodos seroldzicoz, entre los cuiles la fijacidn

e s

de complemenio y la neutrilizzcidn son los mds utilizaios (9 ).
El criterio de tipificacidn y subiipificacidn se basa

en la deteccidn por fijacidn de complemento de reluzciones

antigénicas reciprocas que se revelan por dste fest, el cual

posee buena correlacidn con otros ensayos sercldzicos y con

rzacciones cruzadis "in vivo". Para 1z comparacion de cepas

entre tiso y subtizo 3e nuede encontrar en las revisiones

realizades por Prooksbhy en 1968 (29 ), Fontaine y col. en 1968

. . I d . - o
Se conoccen siete tllos szrorogicos del virus aftoso:

B
'3
;‘)
»u
o
’

W
e
0

o]
(o]
2
(& ]
[
k3

w1
F—J

- ¥ VH-B y un tipo zgiftico denc

[ d
s e .- PR . . P T T i
siontrac jue ~xmisten mas de 60 surtipos a2
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qucio evwidencialda al encontrar los difercntes serctipos men-

g .
teristica dentro de un
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mismo serotipo. La inmunidad centrz un serctipo no confiere
nroteccidn a la infeccidn con otro 'serotipo de afiovirus. la

. & s ‘e e ms
pradiracicn de vacunas tuvo e2n cuent2a 1t variakilidad dentro

N -~

. ’

de un mismo seroti»o. Z1l grajo de diferanciacion entre los

r
distintos tipos es %al que, un animal recuderado de una in-
feceidn con un serchtine es sucepiible a los oiros, 3i el ni-
vel de inmunizacidn ec baje, lo que se observd en animales
vocunadocs Dero no en leos recuperzios deuna;infeccién, lag di-

’

fer:neiss entre virvs de un mismo tino serclozico, hacen gue

5
£
(0}
r
Wi
O
N~

[

¢
o3
ct
B
o

. a v rd
de hidbridizacidn de ARN moctravon homologias
- s .
los 2 grupos y cel 407 entre virus de un nismo gruro. La ho-

z. N 142 o, 7 ~ 3., o4
marlogia esntre subvipos fue meyor del 757,

n Prown (27 ), los estudios sobre aftovirus respec-
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to a varizcidn antizdnici revelaron gue:

. ? ' d . P
1) Le mayor varizcidn ocurrfz en la region estructural del
Senons,
2) En el rosto del genora existe muy voca variacidn.

3) No existe variscidn en la rezidn que codifica para la poli-
Aub- 8.” -0

4) La diferenciz entrz los dos grupos serotipicos mencionados

Lfl

deberfa tener significancia eun la evolucidn.

r-l

L= vacvnas a virus incelivzio son las de mayor uso en
diversos paises, 3o desarrcllarorn inicizlmente sor Schridt-
"z)2man en 2036 y 153% y posteriocemente Frenkel (63 ) en 1947
reendlazd o) usc de virugs de leciones de epitelio lincual bo-

vino vor cultivos Min vitro" de dste tejildo. ( g ). Ultimamen-

izmaron cultivos 2e diferentss tejidos (p. 2j. BlKpq)

ntigéuics que proluefa 1llevd =z provar oiras sus-

1) § etil e-

15
.
[
[0}
ct
wh
1=
U]
3
il
=
w
—
23
{4

tancias hoy en u5O como &ace

(o8

. 0y [ 4 . . [ ¢
tidenimina (Z2I). Lo: aiyuvanies mas utiliszdes son el hidroxd -

1o e aluminrio y sapcnina 7 ¢liimamsnte los de $ipo o0leoso
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como puede ser el adjuvante de Freund incompleto (108). En
ulios rezlizados con adjuvanite oleoso ge comprobd la efi-
cacia de dste mdtodo en bovinos en el Centro Panamericano de
Fiebre Aftosa (Brasil) y en Senasz (Argentina) (1 ),

Tas vacunas a virus vivo modificado no se utilizan en
pzfses exportadores de carne por los rieszos jue podrinn aca-
rrear la presenciz del agente czusante de 1la enfermedad sin
inzectiva

Ultimnmente se han experimentado vzacunas utilizando
sthunidadez virzslec zue protegieron los animzles enscyados.
Se utilizd principalmente 2l polipéptido VP3 (sensible a trip-
zinz) 3onde se enccniraron Aos regicnes con actividad antigé-

(12,14,58,142:una, 1la C %erminzl, enire los aninodeidos

"
[
e
I3

201 y 213 y 1z otra entre las 13% y 154 de 1= sscucncia pro-

. T~ 3 s T P L
2 suponcr nue el uso de 12 ingenierfa genética per-

feccicnart la produceidn de vacunas antiaftosa.

12,- ARTIGINOS Y ANTICURRTCS,

- ’ Y ~
L ec¢lulas infectzdas con aftovirus ss producen tres
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z) partfcula infeccios: 140 S,

b) particulas vacias 75 3, que tienen igual tamalo que la

p)

r1.4ico.

5\"\
I.Jo

cido nu

Q
o

mdleta rero no Nosee

I'e

"
»

c) Subunidad -~roteica 12 S, que consiste en trimeros de VP1—3°

Ademds se vproiduce una gran cantidad de antfgeno asocia-
do a lz infeceidn vival (VIZ), descripto por Cowan y Craves
en 1956 (48 ), que reacciona igualmente con sueros homo y he-
terotfpicos y esla polimerasa del ARN, depvendiente de ARN(100,
112) 2 zue el zntfgeno cbtenido de cultives y de la polime-
rhs? purificads del complejo replicativo tienen igual PM
(56.000) y el mupa de pepifdos tripticos del Ag VIA y Pega

L: revisidn rezlizzis nor Keith M. Cowan en 1973 (49
condenad los “rogrecos realizalos en antigenos y su respuestz
inmune pari aftovirus. Tor 2studios de inmunoldifusidn ds 17-
quiios sobrenzdantesg conecentrados de cdlulas B infectadas
enfrentalos = suveros ie anim2les convalescientes § a flufdos
jel zninmnl infTectzic <2 droduvcian tres bandas e precipitacién,

[

cerregnoniiantes =l viridn (14D S), 2 1l subunidzad 12 5 obte-

nida tamtidn por tratimiento deido del virus y al Ag VI,
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Tas partfculas 140 y 12 S poseen determinentes anti-

geénicos comunzc Pero cad2 una tiene sitios ntigénices dis-

BEn lazs partfculas 12 S, los sitios expuestos de VP. son
’ 3
los mis especificos de tipo, existiendo una dominancia inmuno-
»
18zica de ellos sobre los Azs de reanceidn cruzala (en VP2 y

VPl) (97 ).

E1l modelo del virus propuesto por T2lbot y Brown(138)

L D4 .
en 1372, iniico gque estzte comdusstc por €0 subunidades, cada
una certenienio uni moldeula ds VP .o Trimeros de éstas

svbunidades formaten la particula 12 S, las cuzles representa-
tan las veinie caras trianculares de 1a estructura icoszhédri-
oz del virus, E1 VI, se loculizd en la unidr de dichas ecarac,
y VPB en 10s vértices 421 icosahedro, relacionindolo con la

adsoreidn 221 virus a células sucertitles ¥ como citio prima-~

Lo exictencia de sitios determinintes especificos en 1la
I d
Py

Ry N ’
partfcula 12 S se ccmprobd nor la produccidn de 4c por €ste

As gue noe reuccionzn completamente con el 140 5, Dicho sitio

4

(o]

-4ridn int2cto, sino enmas-

'd N . -~ _ =
- -~ 2 . . ol K3 . Y
»0o existiris en la surerficie deir

<

AY

. » . -
curado en 41 (criptotope) & se produciris como resultado del
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cambio conformzcional de la subunidad 12 5 luego de la degra-
. ? . :
dieidn d= la parifcula viral (rncotope) (49 ). Ia conformacidn

rd o . o .
S ser{a distinta gue 2n el viridn

pr
)
(D
|
)
0
<

o’
b
i3
H
o
)
59
K

intacto, ya que la inmunizacidn de 2nimales con la particula
12 S produce poco Ac reactivo con ellz, habiéndose obtenido

I d
ademas con VI, buenos resultados en respuesta de Ac neutrali-
)

zantes del virus ( 10,12,13, 78 ). Podrfa suceder que,el de-

terminznte en 140 S serfa el resulizdo de un ordenamiento cua-

ternario de VP, en los vériices.ls cstructura terciaria y cua-
<
. r'd . .
vernuriaz jugaria un rol vital en el estatlecimiento de deter-
minantes antigdériccs en aftovirus.

o]

Ies vpartfculas antigdnicas 75 S,scn capsides vacias de

mayor ocurrericia sn deterzinuitos gerotipos del virus, qué »o -

seen los polipdptidos del viridn, perc con VP como constitu-

. . N 4 N
yente princinzl, Antigfnicamente estén esirechumente relacio-
nsdas con 14T y 12 53 en inmunodifusidn se observaron tan-

. e o o . &

das de procipitocidn cormnes pere gue no dzn la irpresion de
- I 4 - - . P

identiizd estricta {29 ). Fo se evidencid una disminucidn del

. ’ . -
contenidce en w-d respecto 2l viridn y se cemdrobd su inmuno-

. - a s . \
genici2ad en cobiiyos, obtenidniose zntisueros sspecfficos (118).



Los cuatro antfzenos mencionados (140 S, 75 S, 12 S,

=

VIA) son activos en reacciones de fijncidn de complemento y

. . « ? . .
cipitacion en gel, mientraz que 140 y 12 S inducen forma-

-

Q

&

cidn de Acs especificos para czda unc de ellos con diferente

movilidad electroforética. Tos Acs conira 140 S son especifi-

cos de *ipo. Las partfculas 14C S y 75 S producen Acs neutra-

A

lizantes mientras que no se comprobd ésto con particulas 12 S

en cobayos ( 9 ),

f3e

rizz por ger tifdsica, Z1 cambio zecuerncial sn lag propiededes
fisiceguimicas de Ac znii afiovirus fué inicialmente demostra-
3¢ por Brown y Sraves (22 ) y Brown (23 ) con bovinos y coba-~
vos infec*ados, E1 Ac dresents 7 ifas p.i. tenfa caracterfs-
“icas de B sglobulinz (IgM) y el de 14 dfsas p.i. movilidad

y glovulirs (Igd) (25,46, 47, 64, 94, 136 ). ~lgunos ectu-
3ios sobre cerdos infestalos con aftovirus mostraron lo nre-
sencia 3s Iell seis meses despudc.IsG se detectd uno & dos afas

un nico 15 a 20 dfas
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¢ vacunalos con afiovirus se debe toner en cuenta la 3ife-
rente avidez de las 2istintas cliscs de AC y su cambio en
el tranccurco 2l tienro, lo cuzl puede influir en la natu-
maleza de la reszduecia humoral (159). Do 2llf gue los ensa-
yos de neuvtralizacion de virus no proveen un procedimiento
seguro para medir concentraciones relativas de Ac en suero
(21 ), Asimismo si los ensayos de neusralizacidn de virus se

rezlizun en animalec suceptibles, tenemos que ccensiderar fac-

tores del hudsped como lz sciivecidn de complemsnto y los

I 4 o Iy .
En numarosos casos se observd gue animeles inmunizados
ro resistfan el dssufic con virus virulento, a pesur de los
Vg - A . -
»1tos tiftulos le Zc neutralizanies encentrados (92, 145 ).

PSS . - R 2 .. N
Dichos cninales, en ifncas generales, poseizn bajos niveles

de Ac protectorss comparzdos con aguellos capaces 42 resistir

el estimulo; en contraposicidn, =znimales con baj iveles de
te protectores y neultrilizantes PTuercn capaces de resistir el

- \ ' qa A3 A T TR
agatfo (30 ), Tos susros asf esturdiados perdenccion 2 etapus

-

i e las inmunisacicnes, cuinlo el Ac era IgG, aungue
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4
no se¢ ccnociz a gue subclase peritenceiz. O s2z que pura ana-
lizzr el estadio inmumnoldzico de znimales vacunados o infee-

dees YA N m e sage 3 PR ) 4+ O
talos con ~Ttovirus, 1 test de Ac proteciores es un inlica-

En bovineg infectados ror inoculacidn introdermolingual

- N : 7 . .
de z2ftovirus, se detectaron por inmunodifusion radial 4Lc en

(]
]
H
81
By

el afa 4, quienes Jisminuyen pzra luegc zumentar desd

7 hasta un méximo 13 dfas p.i. E1 suero obitenido 7 2fas p.i.,

<t
('D
L
O
O
4]
O
{n
13
(0]
t
S.
«
2]
e
D
]
d
H
VY]
n

cruzzha fueritcnents con 1tipos he

que ol suerc itarifo (45 ifas p.i.) era mids especifico. Para

explicar sstos hachos, se ana2lizd el suero temprano por adsor-

2idn e inmunclifusidn; en el suero adscrtido con virus homd-

logo (%ipo Z) sc inhibid la reacecidn homdlogza y heterdlosz,

micntras gue adsorbionde con aftovirus A, se irhibid la reac-
4

cidn anti A pero no l= anti C 0 €, El1l suero temprano conten-

'q 3 L3 A3 A s o g A
Aria fe 32 z2lta capecificidad nara diferentes determinantes

. e ' - P -
cue 1o recedivicdal oruzaeds el suercs temprane seriz el resul-

de 12 ceurrexnciz ds Ac de alta especificidad capaces de
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reaccionar con deternminanites antizénicoa menores (zubleter-

rinantes), que no re2cciocnan & no son reconocidos por Acs 7

S, quizd como consescucncia de factores conformzcionales.(49 )
Ias investigecciones sobre la inmunogenicidad de leos di-

ferentes Ag le aftovirus indiczron que 21 viridn (140 S) in-

duce mds Ac gue cantidades eguivalentes de capsides vacias

N

(75 8 subunidades (12 S) (49 ), Loz Ag purificodos

y
tados con AZI se utilizaron par: irmunizar cobayos (5 ugs pro-

62}

zue fueron sazngradoz 7, 14, 21, 28 y 35 dfas despué

iifusion radizl y zor actividad neuwtralizante, Ta estimula-
cien con Ag 140 S indujo Lc contra 140 y 75 S, dastectable en
el dfz 7 pero contra 12 3 no fueron evidientes hasta el afa 21,
Ta inoczulacidn com 42 75 S ro trodujo 4c anti 140 37 75 S hasta
el Afa 21, zungue cn el Afa 14 aparecen conira Ag 12 S,

Ta inmurizaeidn eon Ag 12 S sdlo produjo Ac contra el

g homdlozo, detectubles recidn 28 dias despuds de la inocula-

T1 fc producile 2or inoculmeidn con Az 140 S & los 7

2{zn fue IgM mientras que los obbenidos con Az 75 y 12 S per-
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'd
tenecian z la clase Ig5, y ninguna 8 pequefias caniidades de

Igli se nrodujeron. Estas experiencias indicaron que el Ag

[¢]

140 S indujo mayores niveles de Ac y mfs rapildamente que el
&g 75 S quien, 2 la vez, tuvo actividad suyperior al Ag 12 S
(49 ). C sea que 1z »resencia de ARN viral v ¢l tamafio del
Ag, juegan un rol en la respuesta de Ac hacia afitovirus.

Los estudios rezliz2d4os sobre respuesta de Ac utilizen

ndicaron
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o0 proteina
que poreinos viacunalos con VP estiaban protegidos contrza la

‘A

enferredad, mientras gue utilizanioe VPl y YP, no se indujeron

n

Ac antivirus, Al inocular con las 3 protefnas separadamente,
er diferentes siiios del mismo anim:=l no hubo interferenciz
en 12 respuesta anti VP3’ siendo encamtio menor lz obtenida

péntidos, Los Ac anti virus

|.J-

con vna mevel:z de leos tres »ol
prolucifos en ccbayos con virus tripsinizado, fueron de magni-
tud eemejante a los obteniides econ virues sin traztar, aungue la

’

inmunizszcion con una mezcla pwrificala de VPB“ v VPBb no pro-

)l

N \
dujo raspuesta (10 ).

L1 heclo de gue una protefna cansidal del virus sea in-

v ey e » N
munordéni &, wtre nueves pegibilidzndes en vacunscion con sutuni-
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ladas 0 preparaciones sintetices de estrucliuras del virion

( 11, 12, 13, 78 ).



OBJETIVCS.

El objetivo de éste trabajo fué encontrar diferencias
e nivel de Ac circulentes en animales infectados y vacuna=-
dos; para 2l fin se utilizaron bovinos de zona libre de
fiebre aftosa, que se utilizaron en las pruebas de efectivi-
dad de vacunas. Los grupos estudiados fueron sueros bovinos
de animales infectados y vacunados e infectados. La inmuni-
zacidn se realizd con vacuna tipo Frenkel, trivalente, hi=-

4 prso

droxisaponinada. A log 21 diazs se desafiaron con 10
de virus bovinizado monoespecifico. También se infectaron
apimales no vacunados (testigos). Se analizaron en éste tra-
bajo diversas sangrias: prevacunacidn, post vacunzcidn y
post infeccidn,

Para detectar dichas posibles diferencias, se estudid
la replicacidn de aftovirus 02 en células BHK21 clon 13 a
diferentes *tiempos y los preparados anvigénicos asi obteni-
dos se analizaron por inmunodifusidn, inmunofluorescencia

y electroforesis en gel de poliacrilamida, para ver las ban-

das colorezdas y el perfil radioactivo. También se anaiiza-



ron los sobrenadantes de cdlulas e distintos tiempos post
infeccidn para cuantificar aftovirus.

Las caracteristicas antigénicas de dichas preparacio-
nes se estudiaron por inoculacidn en conejos, obteniéndose
sueros anti células infectzadas a diferentes tiempos, que se
analizaron por ensayos de proteccidn para deducir las dife-
rencias antigénicas en induccidn de Ac con distintas propie-
dades bioldgicas, También se realizd inmunoprecipitacidn de
Ag radioactivos, con sueros de conejo homdlogos y heterdlo-
£0s que se corrieron en electroforesis en gel de poliacrila-
nida para confirmar los perfiles polipeptidicos encontrados
en los Ag y su PN aproximado.

Se estudid el suero de cobayo hiperinrcune anti virus
para dzterminer las distintas fracciones cromatogrdficas
con diferente zctividad bioldgica (neutralizacidn y protec-
cidn) y su movilidad, para poder correlacionarlo con el com-
portamiento de sueros de bovinos infectados y vacunados.

De las diferentec sangrias de sueros bovinos testigos
7 d2 prueba de vacunas se estudid la composicidn proteice ¥

oi; srecipitados inmunes obtenidos con nuestras preparaciones

9
4.0
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antigénicas, analizando por electroforesis en gel de polia-
crilamida,

Se analizaron por inmunodifusidn epitelio lingual bo-
vino infectado a diferentes tiempos y sueros de conejo anti nu-
estros &8s para encontrar diferencias & similitudes entre
ellos.

Con todos los endlisis indicados tratamos de estable-
cer posibles diferencias existentes en sueros bovinos entre
vacunacidn e infeccidn y el poder de induccidn de Ac protec-

tores de los polipéptidos estudiados.



IATERTIALES Y ITSTODOS.

1.~ EDIOS DI CULTIVO.

l.1,- }Medio de Baxle modificado por lfac Pherson y Stoker{90)

v nodificado en nuestros laboratorios.

Cloruro de sodio. 6,400 gr.
Clorvro de potasio. 0,400 gr.
Cloruro de c¢ilecio dihidratado. 0,200 gr.
Sulfato de nagnesio hevizhidratado. 0,200 gr.

Tosfato dideido de sodio monohidratado. 0,125 gr.

D-glucosa. 4,500 gr.
l-glutaninz. 0,292 zr.
Solucidn de =zxinodecidos. 50,000 ml.
Solucidn de vitininas. 4;000 nl,
R0jo fenol 1 1,500 ml,
HZO tidestilada c.S.Dp. 10C0 ol.,

1.2.- 30lucidn ‘e aminodcidos.

l-arginina clorhidrato, 0,840 gr. -

l-cistina, 0,480 gr.
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l-histidina clorhidrato.

l-isoleucina.
l1-leucina.

l-lisina clorhidrato.
l1-fenil alanina.

1~ treoninza.
l-triptofano.
l-tirosina.

l-valina,
l-metionin=a.
Inositol.

H,0 bidestilada c.s.p.
o

Solucidn de wvitamines.

Cloruro de colin=z,
Acido fdlico.

Hicotinzmide,

d-1l nantotenato de calcio,

Piridoxal clorhidrato.

Tiapina clornidrzto.

0,384
1,048
1,048
1,462
0,660
0,952
0,160
0,727
0,936
0,300
0,070

1000

0,05
0,05
0,05
0,05
0,05

0,05

ar.

gr.
gr.

ml.

8Ll
ST e

g
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Riboflavina. 0,05 gr.
H20 bidestilada c.s.P. 100 nl,
Liedio para repigques de células DK, (I.E.).

I'edio de Eagle modificalo. 800 ml,
Suero bovino inactivado 30' a 56°C, 100 nl,
Caldo triptosz fosfato 29,5 gr/l. 100 ml,

Penioilina 1,5%estreptomicina 0,5%
. 2 ml,
y polimixina 0,15%.

Bicarbonato de sodio 7,5% c.s.p. obtener pH: 7,2.

Se esterilizd por filsra2cidn en placas de asbestos ZKS.

lledio de congelamiento de células BHK,. (.C.).

21

Se usd el .. pero con 20% de suero fetal bovino inesc-

tivado y adieionado con 10% de glicerina.
v £

Trivsina,.

Cloruro 4de sodio. 8,000 gr.
Cloruro de potasio. 0,400 gr.

Biczrbonato de sodio. 0,580 gr.
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Tripsina, 0,500 gr.
Versene., 0,200 gr.
Rojo fenol 1%. 2 nl.
H2O bidestilada c.s.D. 1000 nl.

Se esterilizd por filtracidn en placas EKS de asbestos.

Medio nara titulacidn de virus (I.T.).

Cloruro de sodio. 6,800 gr.
Cloruro de pvotasio. 0;400 Fou o
Posf2to dideido e sodio. 0;125 gr;
Cloruro de calcio dihidratado. 0,200 gr;
D-zlucosa, 1,000 gr.
Sulfato e magnesio hevtanidratado. 0,200 gr.
Hidrolizudo de lactozlbimina 5% 41 ml;
Suero fet2l. bovino, 20 ml,
Penicilina 1,55 ,egtreptomicine 0,5%

10 ml,
y polinmixina 0,15,
H_O Ptidestilada C.S.2. 1000 ml,

2

3e 1levd a pi 7,2 con bicirbonato de sodio 7,5% y se-

esterilizd vor filtracidn en placus de asbestos IKS,



2.= CULTIVCS CILULARZS,.

24:1." Ce'lul"lso

Se empled la line: celular IPHK.. (rifidn de hemster luoc-

21
ante) cldén 13, tratjéndolas en monocz2pas en frascos de vidrio
tipo "euzco", de 48 hs. de crecimiento. Se conservd esta linea

celular en ampollas con I a =-270°C en tangues con nitrdgeno

liguido.

2,2.— Repiguss celulares,

Los repiques de las células EHKZI se realizaron tres
veces por sem:inn. Las monocapas de 48 hs, de crecimiento se
avaron con tripsinz 1/250 Difco 0,05% en medio de sales-ver—
sene y nuevamente se cubrieron las células con tripsina. Se
de jé actuzr dos minutos a T ambiente, se volcd el medio y
se incubd 2 37°C hastc desprendimiento de las células del vi-
drio. Ist2s se tomaron con il y se sembraron en aproximadamen-—
te 200,000 cel/ml en botellas cde vidrio con Iii,

Se incubaron 2 37°C por 48 hs donde se vid confluencia

de les cdlulas en ronocipa,

3.~ VIRUS:

Se utilizd virus de la Fiebre aftos.- tipo C, subtipo
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2 cosechado de células ?{Kzl cldn 13, después de nueve pases,
hebiendo sido clonado en nuestro laborztorio cuatro veces.

Se obtuvieron aftovirus tipos 4, O y C de Senasa y se
vasaron varias veces cn nuestros lazboratorios. Para las prue-

bas de especificidad en los ensayos de seroproteccidn en ra-

tdn lactante se usd virus Sindbis.

3.1.~ Eleccidn de la rmultiplicidzd de infeccidn.

e t—

Con el objeto de elegir una relacidn virus/célula pzra

todas las exveriencins, se disefid la siguiente prueba: fras-

7

?

cos de Roux con nonoc.pas 2 células)

(0]

célules XK., (4,1 x 10
21

diferentes de virus de titulo

Q

sz infeetaron con cantidade
"'8,4 D VRN . . ¢ 9.~ . .

10 UFP/ml p:r: obtener multivlicidzdes de 0,6; 0,7; 13
y 67 UF?/célula. Se retircron alfcuotas de los frascos de Roux
a difercntes tiempos vost infeccidn para cada rultiplicidad
elezid> y posteriornesnte se determind la infectividad de cada
una vor Fformzcidn de placas bajo z2xar (segin 3.3.2).

Tiempos elegidos: 1, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 15, 17, 19,

21, 23 y 25 horas post infeccion.

.= DProveracidn de stocks.

LUS]

L ]

r
I

[d
Parn prevercr el stock de virus que se uso en las expe-
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riencias se sligieron »nlacas de medidas intermedias , Se utili-
ziron frascos tipo Roux en las primeras experiencizs y Doste-
riormente tivo roller de 1 1, con monocipas de cdélulas BHK21
de 48 hs de crecimiento con I'Z que se lavaron dos veces con
IT& sin suero p2ra elinminer los pogibles Ac anti aftos2 en el

7 células.

suero del medio. Cada frasco roller contenia 8,5 x 10

Se infectaron las células con 11,7 UFP/cdlulz, se dejd
2dsorber 1 h a 37°C, se voled el virus y agregd a cada frasco
15 ml 42 & sin suero. Se incubaron los frascos a 37°C y se
cosechS el virus del sobrenzdante luego de 6-8 hs post infec-
cidn, cuanio los cultivos mosiraban une destruccidn celular
del 80-90%,

Previa centrifugacidn 2000 xg, 30 min a 2°C, para eli-

ainor restos célulares, el virus se conservd congelado a2 -70°C,

3¢3e= Determinacidn de 1a infectividad.

Todos los stocks de virus sz titularon en cdlulas BHK21
por observacidn de la accidn citopatogénica § por el método

Ze formrcidn de placas bajo agar.

3.3.1.- Titulacidn por produccidn de efecto citondtico.

células BHK2 de 24 hs de crecinmiento en tubos de en-

17
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sayo de (15 x 150) mm se infectaron con diluciones decimales
crecicntes de virus de la fiebre aftosa y se incubaron por 1h
a 37°C,

Al finalizer la adsorcidn se voled el indculo y se cu-
brieron las células con 1 ml de T, Se realizd por quintupli-
cado p:ra cads diluveidn y se hicieron controles de KT y de
células. Se incubd 72 hs a 37°C, se observd microscopicamente
(37,8x) el efecto citopdtico del virus en los culiivos diaria-
mente, 32 valoraron las ac» cuzlitativenente en unza esczla
preestublecida con dztos de +42 +1. Se c2lculd 1a dosis infec-
tante 509 psra cultivos de tejidos (DICT 50) de acuerdo al né-

todo de Reed y iilench (115),

3e3.2.~ Titulacidn por formacidn dc placas bzjo azar.

Se realizd vor el método de Dulbecco y Vogt (59),lono-
capas de cdlulas RIK 7 de 24hs de creciniento zn frazscos tipo
"cuzco" de 60 ml se lavaron con NT e infeciaron con diluciones
jecimales crecientes de virus de fiebre aftosa. Z1 indculo se
dejd adsorber por lh a 37°C, agitenio cada 10', ILucge de la-

23sorecidn las cflulas s2 cubrieron con wna capz de agar ID
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(Croid) 0,857 en T y colidificado dcte sz incubaron a 37°C
invertidos. Transcurridas 72hs se cubrisron los frascos con
una sclveidn de formzldehido 109 por 20', reiirandose la c2pa
de 2gz2r. Las células se tifleron con una solucidn de rojo neu-
tro 1/2000, Se utilizoron 5 botellas por dilucidn y se conta-

ron las placas: se cxlculd el titulo de acuerdo 21 indculo,

para cada dilucidn sesin la Férmla:

n
?ITULO (UFP/ml)
vxd
donie n= n° promedio de placas.v= volumen del indculo.d= dilucidn.

3.4 .~ Concensracidn ie viruz,

Se emoled la tdécnica de precinitacidn con polietilen~—

zlicol (P=3) de Jagner(155),nodificada en nuestro laboratorio.

O.
rd

G 6000 al 305 al stock de virus, para obtener una

[

Se 2zrers
concantracidn final 3zl mismo de 7,5%. Se dejd en contacio =2
4930 Zur:inte 24 ko, Lueso s contrifusdé & 55000 xg o 0°C duran-
te 69 rinutos, rcsusieriienio cuidudos:mente el precivitado

en dbuffer Tris-iiC1l 2,052 7, 11201 0,15 I, pi 7,56 y se volvid.

2 centrifugz:r n 150.000 xg a 0°C durznte 150 minutos.

Z1 »nrecinivnio obtenido se resuspcniid en 12 pmfnima can—
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tidad del buffer anterior con glicerina 2l 0,1%. Se tituld,

fraceiond y montuvo a =70°C,

Se rezlizaron experiencias pa2ra probar la cxlidad del

Fs

PEG de 2 marcas distintas (Biochem y 3BJII). Se observd que la

mayor cantidad de precivitado se obtuvo con el PZG Eiochen,

vero al realizar la titulacidn por formzcidn de »lacas bajo

agar se vid que el titulo del virus concentrzdo con P3G Bio-

chen practicamente era similar al virus original, nientras

que el virus concantrado con PZG BDH, tenia titulos, por lo

nenos,un log mayor que sin tratamiento previo.Con ésta ultima

drog2, se concentrd el virus 87 veces. Zn las experiencias

posteriores se usdé 23% BDH,

Lo~ ODBTEKCICH DZ ANTIGZNCS (L) A DIFERBETES TIZZP0S POST

INYECCION Bl CULMIVOS DI CELULAS K

21°

Se infectarcn frascos tipo roller de 1 1 con nm

de cdlulas I de 48 hs de crecinmiento con stock

2l

a unz rultiplicidzd de 11,7 UFP/cel, previo lavado

c.pas con 1@ sin suero. Se dejd adsorber el virus.

rcled

de virus

de las nono-

Tuezo se-

el indculo y se lavaron las células con LE sin suero,

agregando a cada frasco 15 ml de éste medio. Se incubaron a



37°C y a diferesntes tiesmpos se descartaron los sobrenadantes,
se lavaron lzc células con solucidn s:lina tamponada (PRS) a
0oC 2 vecés, se cosecharon las mismas separsndolas del vidrio,
congelaron y descongelaron a -70°C, Estas suspensiones celula-
res sufrieron una disgregacidn por ultrasonido (Sonifer cell-
disruptor, Heat-systems-ultrasonics, inc.) a 80 watts y se
liofilizaron.

Los tiempos post infeccidn elegidos para cosechar las
célulss infectadas fueron: 60(To), 65(T1), 75(Tp), 90(23),
120(Ty) ¥ 210('1‘5) ninutos.

Los antigenos se separcron en 2licuotas gque sufrieron
2 procesos de inactivacidn diferentes con el objeto de obtener

antisueros en conejos.

Tnactivocidn con Tormol: se agresd formdla las células en una

concentracidn de 0,015% y se zgzitd con magneto a T ambiente

3 hs y luego 2 37°C toda 12 noche,

Insctivecidn con B pronio lactona: se agregdé B8 propiolactona

a las células en una concentracidn de 0,2% y se 2agitd con

magneto 8 hs a T ambiente.
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Como control sz cosecharon cdlulas BHK21 de 48 hs de
creciniento en nmonoczpz, no infectadas sufriendo los procesos

de inactivacidn antes indic2dos.

Antigeno VIA: fué cedido gentilmente por el Centro Panameri-

cano de Fiebre Aftosi, Rio de Janeiro, Brasil. Se obtuvo a
partir de suspensiones virulentas (subtipo 0y, 4oy ¥ 03) en

cultivos de células BIK 1Y nabia sido parci:lmente purificado.

2

5= O3TERCION NI ANTISUZROS.

Los conejos utiliz:dos fueron KNew Zelond White de 2.5kg

£

€ DPeso.

Los cobayos fueron de cepa Hartley de 500 gr. de peso.

5¢1l.= Suero de conejo anti virus de la fiebre aftosz subtipo 02.

El virus aftoso obteniio del sobrenziinte de células
DHK,, infectadas durante 6-8 hs se liofilizd y se determind
el contenido proteico (2,63 mz/nl). Sufrid el proceso de inac-
tivacidn antes mencionalo y se mezcld con adyuvante de Freund
incompleto en nartes igzucles,Se inyectzron conejos con el virus

una vez vor semz2na durante 8 sem2nas por via intramuscular(i.m.).

C.da conejo recibid 5,26 ng de proteinas totales.
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5¢24= Suero de conejo antivirus de 1o fiebre 2ftosa subtivo

C

2

concentrado.

51 virus concentrado con PrG, resuspendido en buffer

Tris HC1l se inactivd con B propiolactona y formzldehido en

alicuotas distintes y se inyectd en conejos con igual esgue-

m3i que 5.

1. Cad» conejo recibid 4 mg de proteinas,

5+3.~ Suero de conejo anti Az de células BHK infectadas a dis-

tintos tiemnose.

Los ig mencionados en 4 se inyectaron en conejos, Cada

-

conejo recivid 252 mg de proteinas.,

)

\
1
’

a;
nonas de
derido y

b)

1 esquema utilizado fué el si~uiente:

Una inyeccidn por viz i.ze ror semxnz, durante 4 se-

las células BHKzl infectadas, inactivadas con formal-

emulsionadas cen adyuvinte de Freund incompleto.

Luego de 15 dias de dsscainso, 8 inyecciones por via

o

i.n., una c:iz 15 dias, de cultivos incctivados con 8 propio-

lactona y emulsionadios con adyuvznte de Freund incompleto.

c)

Iuezo de 15 dfas de descanso, tres inyecciones por

viz i.m., una cada cuxtro dias, de células infectadas, mezcla-
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das con saporina al C,1%.

5.4.~ Suero de conejo anticélulas BHK sin infectar,

Se inyectaron las células en conejos siguiendo el mismo
esquenm: de inpunizacidn que 5.3. Cadz conejo recitid un total
de 213 mg de vroteinas.

Toios los conejos fueron sangrados a blanco por npuncidn
cardfac: 7 dfas despuds de 1: Ultim: inyeccidn y la sansre se
colocd 1 hs a 37°C y toda 12 noche a 4°C, Al diz siguiente se
separd el susro por centrifugzecidén a 500 xg, 15 minutos a 0°C,

se fracciond y conservd a -=70°¢C,

5¢5e= Suero hiperinmune anti wvirus de la fiebre 2ftosa subtivo

C2 en cobayos.,

5¢5ele= Prevaracidn iel antimeno.

3e inocularon cobayos con 0,3 ml de virus intraderrcoplan-
tal (i.d.p.) en vna sola pata., 4 las 24 hs se observaron aftas

en las otras tres vatas y se cosecharon los epitelios. Se con-

-

gel:ron en la minims cantidad e T, se descongelaron y macera-

Id

ron cada epitelio con 1 ml de stock de virus., Se centrifugo a

800 xg 15 mirutos 2 0°C, se sevard el sobrenad:nte 31 que se

agrexd antividticos. Se rezcld con savonina 0,1% como adyuvante.
+$ an



Se tituld y mentuvo a =70°C,

5¢5.2.= Cbtencidn del antisuero.

Con el antigeno descripto se obtuvieron tres sueros hiper-
inmunes de acuerdo = los siguientes esquemas de inmunizacidn.
Gruvo 1: los animales se inocularon con 0,3 ml de antigeno
por inyeocién, dos veces por semana durante tres semanas, las
tres primeras subcutaneas (s.c.), las dos siguientes i.d.p.

y la Ultima nuevamente s.c.

Grupo 2: los animales se inocularon con 0,3 ml de antigeno por
inyeccidn, dos veces por semena durznte siete gsemanas, tres s.c,
dos i.d.P., una s.co., d0s i.d.D., cuatro s.c., 40s i.d,p. y la
1ltimz s.c.

Gruno 3: los animales se inocularon con 0,3 ml de antigeno vor
inyeccidn, 4dos veces por sem2na, durunite nueve semanas; el eg-
quema de inoculazcidn fué el del grupo 1 repetido 3 veces.

Tpos animzles de tcdos los grupos, luego de siete dias de
la dltima inyeccidn, se sangraron y los sueros se mantuvieron

a =70°C, C:dz grupo consistid en une mezcla de sueros.

O~
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5¢543.= Fraccionamiento de samnma Alobulina de los sueros hiver-

inmunes y cromatocrafiz sotre DE celulosa.

Se empled el métoio ie precipitacidn con sulfzato de z2-
monio al 33% de s:turzcidn (55). Las gammas globulinas se cro-
m:tografiaron sobre D-E celulosa segun el método de Yagi (160,

161); se utilizd DZ celulosa (32-7hatman) sobre una columna de
2 x 30 cm en la relacidn de por lo menos 1 gr. de absorbente,/ml
de suero. La resina fué lavada y esuilibrada con solucidn re-
gulsdora de partida de »H 8,5 que consistid de Tris 0,035 I
(ridroxi metil amino metano) y dcido fosfdrico 0,005 M, Las
muestras de las gamma globulinas de cadi grupo se llevaron
con solucidn resuladora de pvartida a un volumen de 10 ml.

Z1 pli y el gradiente salino fueron obtenidos con dos
volumenes de solucidn regulzilora de partida, colocado en un
frasco abierto con agzitaior masgndtico, corectado por un sifdn
a un recipiente cerrado con un volumen de solucidn regulz2dora
final de pH 4,0, que consistid en Tris 0,5 If y Zeido fosfdrico
0,59 e Se obtuvieron fracciones de 5 ml con un flujo de 10 a
15 rminutos por tubo. 3e leyd 1z densidad dotica (DO) a 280 m

4

y el oIl de los eluyentes.



Se hizo una mezcla con las fracciones gue presentaron
picos de DO y oH similares., Se dislizaron contra solucidn fi-
sioldsica y liofilizaron. La pureza de las fracciones se compro-—
bé por inmunoelectroforesis (124) y su actividad bioldgica por

seroproteccidn en ratones lactantes.

5.6~ Suero de cobayo antiantiseno VIA,

Fu€ cedido gentilmente por el Centro Panamericano de
Fiebre 4ftosa, Rio de Janéiro, Brasil y consistid en una nez-
cla de sueros hiperinmunes elaboraios con varias cepas de los
subtivos C1, dos ¥ 03; Estos sueros ge obtuvieron en cobayos
inmunes y, después de inoculaciones por via i.d.p. e i.d. re-
cibieron tres veces cz2dx cuztro dias suspensiones virulentas

conteniendo 0,07% de saponina.

5¢7 .= Sueros hiverinuunes anti virus de la fiebre aftosi en

Fueron cedidos gentilmente por Laboratorios Zgtrella-
l‘erieux y consistieron en sueros monoespecificos anti los tres
tivos de virus aftoso (4, O y C).

6.~ CETEZRCION DJE 3UEROS BOVIKNOS,

Se obtuvieron muestras de sueros bovinos, Zentilmente
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o

extraidas por el Laboratorio Zstrella-lerieux y el Servicio
Hacional de Luchas Sanitz2rias de 2nimales de prueba de vacu-
nas anti aftosa,

Los esquemas de extraccion de los 2 sitios antedichos

censistieron en las siguientes sangrias:

6el.~ Laboratorio Estrella-lierieux.

Animales de »rueba.,

Sangriz N° 1 - prevacunacidn.

Sangria N° 2 - df{a 7 »ost vacun=zcidn.

Sangria ¥° 3 - dfa 14 post vacunacidn.
Sangria #° 4 - 3afa 21 post vacunacidn.
Desz2fio = 10,000 DIgg.

Sangria N° 5 - 3fa 3 post infeccidn.

QO

Sanagriz N° 6 - dfa 5 post infeccidn.

N° 7 - dfa 7 post infecciodn.

o

o 4
2anagrl

Animales testiszos.

preinfeccidn.

wn
jU]
%
Hy
o
=3
o
‘_l
1

Sangria 17° 5 = ifa 3 post infeccidn.

dfa 5 post infeccidn.

5
;
3
Py
o)
-
o
(0))
|

Sanegria N° 7 - dia 7 post infeccidn.



Se trabajé con 10 znimales de prueba y 10 animales tes-—

tigos con los

3 tipos de virus de la fiebre aftosa: A, O y C,

6.2.~ Senasz (Selab).

Animales de vrueba.

Sangria
Sangria
Desafio
o 7’
Sangria
Sangria

Sangria

N° 1 - prevecunacidn.

N°o 2 - 3fa 21 post vacunacidn.
= 10,000 DISO.
N° 3 - dfa 3 post infeccidn,

N° 4 - dfa2 5 post infececidn.

N° 5 - dfa 7 post infececidn.

Animcles testisos.

e
(o]

)
!

preinfeccidn.

2 3 post infeccidn.

Hy

N 2 -3
¥o 3 - 3fa 5 yost infeccidn.

N9 4 - 3dfa 7 post infeccidn.

Se trabajd con 10 2nimales de pruebza y 10 znimales tes-

tigos con los

3 tipos de virus de la fiebre aftosa: A, O y C,

Te=~ SERACPR0TECCICN = RATCE S LACTANTES,

Se emnled la tdcnicu de Cunha (51) para obtener los in-



dices de seroproteccidn (IPR) y una modificacidn de la misma
vara determinar los tiempos de sobrevidd,usanio ratvones de 3
a 5 dias, que se observaron dicriamente durante 7 dias.

Se inocularon 6 ratones por cada dilucidn de virus, por
via intraperitoneal (i.p.), con 0,1 ml de antisuero inactiva-
do a 56°C, sin diluir liedic hora despu€s, se inyectd por
1la misma via una dilucidén de virus en T tal que matara al
100% de los =nimales en 48 hs, Se hicieron controles con MNT N2
con suero so0lo, para determinar si tenizan efecto tdxico.

Se det=srmineron los tiempos de sobrevida de cida anti-
suero, se calculd el IPR como el log. del titulo del virus me-
nos el log. del titulo de virus mas suero y se estimaron las
siznificaciones estadisticas de las diferencias.

Los antisueros anzlizados por éste método fueron:

Suero de conejo antivirus de la fiebre aftosa subtipo 02.“
Suero de conejo antivirus de la fiebre aftosa subtipo 02 con-
centrado.

Suero de conejo anticdlulas BHK no infectadas.

Suero dc conejo inmunizsdo cen células BHK a 60, 65, 75, 90;

120 y 210 minutos post infeccidn con virus de la fiebre aftosa



subtino C .
2
Con los antisueros obtenidos con cflulzss BIX a los 75,
120 y 210 minutos post infeccidn, se hicieron experimentos de
seroproteccidn en ratdn lactznte,con virus de la fiebre afto-

sa subtipo A24 y O, ¥ con virus Sindbis. Dichos virus se ino-

1
cularon en diluciones que fueron letales vara el 160% de los
animales infectados y se utilizaron para estudiar la especi-

ficidad de subtipo y ¢e virus.

8= LNLIUNCDIZUSIOHN.

Se siguid la tdenica de doble difusidn de Ouchterlony(101)
utilizando agar Cxoid ID al 1,5% en solucidn fisioldgica con
0,01% de azida sddic.., Se usuron placas de Petri de 6 cm de
didmetro, donde previ:imente a la experiencia se probd la con-
centracidn proteic: Sptima de precipitacidn de los antigenos
usados y la listancia correcta entre el orificio central donde
se colocd el antisuero y los orificios periféricos donde se
sembraron los Ag. Bste dltima fué de 7 mm y la concentracidn
proteica de 4Ag usaida de 5C ms/ml a 1C0 mg/ml. Las plzcas se.

incubaron en cdmar:z aumedz a 4°C y se cbservaron diariamente

dvurante una semana,



Al cabo de &ste veriodo las placas se laveron con solu-

cidn Tisioldzica durante 48 hs y con H20 destilada por 24 hs,

1=

uego se secaron con papel le filtro a 37°C durante 48 hs y
se tifieron con colorante Amilo Schwartz B 0,1% en dcido acé-
tico 1 }M: acetato de sodio 0,1 Ii: glicerina (45: 45: 10) y
posteriormente se decoloraron con &cido acético 7%. En los
casos en gque se considerd necesario, por no haberse observado

las banlas de precipitacidn esperzdas, la tincidn se reemplae-

z6 vor una fijzcidn con deido scético 2%,

9,= IKISUNOFLUORESTCEICIA,

9.1.- Antirenos., Se cultivaron células BHK,, clon 13 en tro-
zos de cuvubrsobjetos dentro de tubos de Leighton., Se obtuvieron
células infectodas =2 diferentes tiempos post infeccidn segun
4, Se estudizron los tiempos 60(To), 65(T1), 75(T2), 90(T3),
120(T4), 210(T5) y 27O(T6) ninutos. Se utilizaron células

BHKZl sin infectar como controles.,

9,2.~ Antisueros.
9.2.1.~ Suero de conejo anti virus de la fiebre aftosa sub-’

tipo 02 concentradio, Descrinto en 5.2



9.2.2.~ Suero de cobayo hiperinmune anti virus de 12 fiebre
aftosa tipo O, Descripto en 5.7.

Se precinitaron las globulinas de los antisueros men-—
cionados con sulfzto de umonio al 50% de suturacidn y poste-
riormente se dializaron contra solucidn fisioldgica y agua

estilada.( 73 ).

9,2.3.~ Conjuracidn.

Se realizd con isotiocianato de fluoresceina segin el

método de Camargo ( 36).

9,2.4.~ Adsorcidn.

Las globulinas conjugadas se adsorbieron con polvo de
tejidos sesun Larghi (83 ). La preparacidn de este dltimo se
re:lizd separando células BiK,, del frasco de crecimiento en

PBS y liofiliz:indolas. L2 pronorcidn de adsorcidn fué de 1 m3

de »olvo de tejido pnor o2l de conjugado.

0.,2¢,5.= Purificacidn 321 coniuz:io.

Se realizd por naszje a traves de una columna de Sepha=-

dex G=25 suparfino. Se removid as{ la fluoresceina no conjugada,

9.3-— Fil'iElCién.

Se retir ron loz cubreobjetos de los tubos de Leighton
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y se lavaron con PB3S, ILuego se fijaron con acetona a -20°C

por 30 minutos.

9.4,- Coloracidn,

Se utilizd el método directo (83 ). Se diluyeron los
antisueros de acuerdo a su titulo con virus de la fiebre afto-
s> y con solucidn fisioldgic: resuladr 2 pH 7,2 con fosfato,
separad:inente. Se colocd una gota de cada vno de ellos sobre
vortaobjetos fijados. La dilucidn del suero con virus se uti-
1izd parz tefiir controles negativos y la dilucidn con S.F. para
rmuestras positivas. Se incubd a 37°C por 30', se lavaron con
3.F. y se secaron al aire. Se tiZieron células BHK sin infec-
tor que se utilizaron como blancos.

Se hicieron tinciones vor ésta técnica con los antisueros

adsorbidos y no aisorbidos,

9.5.=- Cbservacion microscdpica.

Se utilizd un microscopio Leitz, moielo Crtholux con
tubo binocular, oculares Leitz 10X, objetivos acromdticos 25X
con apertura numéricz igual § menop a la del condenszdor, limpara

IB 0 200 Osram, filtrg anticaldérico KG 1-2 mm, excitadores



UG 1-1mm (UV) y filtro barrera K 430 (UV).

o~

9.6.~ Zotorraiia,

Las fotografias fueron tomadas con 250 aumentos, con
pelfcula Kodacolor 400 (CG 135) y cdmara Leika.

Se probaron diferentes tiémpos de exposicidn= 1,2,3,4,
5 y 6 ninutos; se elijieron los tiempos de 4 y 5 minutos de

acuerdo a los resultados obtenidos.

10,- SLECTROFCORESIS EN GSL DZ POLIACRILAIIDA,

10.1.~ Se re:lizd de 2cuerdo a la técnica de Davis y Ornstein
(52 ). Se utilizé gel de acrilamida 7% como gel separador y
1,25% como gel espaciador en buffer tris glicina pH 8,3. Se
sembraron 250 uzr de proteina por gel. La electroforesis se
llevd a czbo durinte 2,5 a 3 horas; el voltaje varid de 140 V
2l comienzo de la corrida a 3C0 V al término de la misma y la
intensid2d de corriente fué de 3 mA por tubo hasta que el
colorinte indicador (azul de bromofencl 1 mg % en agus desti-

lada) atravesd al gel espzciador y luego se zumentd a 5 miA por

Una vez finzalizadai la corrida electroforética se separd



el gel del tubo de corrid: y se tifid duriante 18 hs con azul
de Coom2sie 10 mg % en metanol: dcido acédtico: agua destilada
(4: 1: 5) y luego se destifid con metanol: Zciio acdtico: agua
destilada (4: 1: 15)., Una vez destefiidos los geles se deter-
mind el perfil de densidad dptica a 590 nm en un espectroden-

sitézrafo Cruio Canma’io,

10,2.~ Se utilizd la técnica de Davis (52 ) modificada por
Dinmock y Watson (56 ) para el uso de dodecilsulfato de sodio
(SDS) y modificaciones de Studier(135) y Laemmli ( 82). Se uti-
1izdé un gel esnaciador con acrilamida al 3% y un gel separador
con acrilamida al 15%.

Todas las muestras sufrieron un tratamiento pravio de
calentamiento a2 10C°C por 10 minutos en una mezcla que conte-
niz SDS 4%, szcarosa 20%, urea 5 y mercaptoetanol 200 ul/ml,

e sembraron 700 ugr le proteina de cada rmestra vor tubo y

2

7

la corriia se re=lizd por dunlicado. Z1 buffer usado fué Tris-

glicina 0,04  pH 8,3 con 3DS al 0,5%, aplicando 5 mi por tu-

bo dvrante 3 hs.
I 4

Una vez finclizuada la corrida electroforética se separd

.« e . - . 2y . 7
el gel del tubo y se £ijé con #cido tricloroacetico 15% y me-
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tanol 40% duronte 30 minutos. Luego se tifid durante 18 hs con
azul 2e Coomasie 10 mz ¢ en metanol: dcido acético: agua des-
tilada (4: 1: 5) y se decolord con metanol: deido acdtico:

agua destilada (4: 1: 15),

11,~ PRZCIPITACION INITUNE,

Se realizd de acuerdo a Honess y Witson ( 74). Para cada
sistema antigeno-antisuero utilizado se estudid el rango JSpti-
mo de precipitacidn, incubznio volumenes fijos de antigeno
con volumenes varizbles de antisuero en tubos; se mzantuvo el
volumen total constante con ZS,. Lis mezclas se incubaron a
4°C por 72 hs y luego se centrifugaron 15 minutos a 350C rpn,.
Z1 vellet se lavd 6 veces con 1C ml de PBS por centrifugacidn.

Por otra porte se realizaron prucbas manteniendo fija
le cuntidzd de antisuero(segdn expericnein anterior)y variando
lzs concentrzciones de Ag, corridas luego por electroforesis
en gel de poliecrilamida. Se realizaron controles en paralelo
donde se reemplazd el antisuero por PBS.

Hobiendo fijado la relacidn Ag-antisuero Jdptima, se ana-
lizaron los diferentcs sistemas por esta técnica. En general

se usarcn entre 1000-1500 u3/ml de Ag y los antisueros concen-



trados 6 diluiios al medio en PB3, E1 vprecipitado inrmne obte-
nizo, luego de lavado se sometid a 1= mezcla de reaccidn dre-
viz a la corrida electrofordtica en zel de poliacrilamida y se
senbraron en 2 tubos, segin ya se describid (Materizles y Ké-

todos 10.2.).

CIPITADCS INLUNES.

3]

12,~ INLUNOELZCTROFORZSIS DE 2R

Los precipitados inmunes, corridos en electroforesis en
gel de poliacrilamida, se analizaron »or inmunoelectroforesis
parz ubicar a qgué distanciz del origen del gel se encontraron
las I2G, Igil y sus resvectvivas cidenas H y L,

Se realizd la precipitacidn como se describid en 11,
utilizando 2lzunos Ags de células ZHK infectadas a diferentes
tiempos, exvlicaios en 4. Como antisuero se emplearon deter-
minadas sangrias de 1os sueros de bovinos veacunzdos e infecta-
dos cuyz obiencidn se jescribid en 6. E1 vrecipitzado inmune se
2nalizd nor electroforesis on gel segin 10.2, Obtenido el ci-
lindro de poliscrilamida se cortd en discos de 2 mm de egspe-

sor, se eluyeron las proteinas colocando cad2 uno en 33T duran-

-

tc 48 hs y éstas se serbraron en placas de &gar paria inmuno-

electroforesis gque se realizd segin Scheidegger (124). Las

Q



bandas proteinicas se revelaron con suero de conejo anti gamma
globulinas bovinas totules extrapolando la distancia al origen

en el 7el don?e se encontraron las inmunoslobulines.

13,~ TECNICAS ZMPLEANDO ISOTO0P0S RADIOATTIVOS.

Se marcaron virus y antigenos cen [?H] . Las técnicas
emnleadas fuercn basicamente las ya descripdtas en 3.2. y 4. ¥

los métodos radioactivos se rezlizuron segun Dimmock-Vatson(s6 )
y Honess=-f‘atson (74).
13.1l.~ Iarcacidn de virus =2ftoso.

Se marcd virus de la ficbre aftosa subtipo C Se partid

o*
de frascos tino roller de 1 1 con rionocapas de células BHK21
de 48 hs de crecimiento, gue se lavaron 3 veces con I3 sin
aminodciios y sin suero. Inezo se infectaron con virus de stock
en vna muliiplicidad de 11,7 UFZ/cel, se dejd adsorber 1 h a
37°C, se wvoled =2l indeculo y se lavaron los frascos 3 veces

con I'E sin aminodcidos y sin suero. Je azregd a cada frasco

15 nl de éste melio, 0.2 ml de SH—metionina (New England
Nuclear Corv., 1,0 mCi; 1,0 ml; Etanol/Hzo (7:3); 80,0 Ci/Mmmol)
y 0,2 ml de 3H-isoleucina (Jew Inglend Nuclear Corp.; 1,0 m€i;

1,0 ml; 0,01 KC1¥; 0,0013 mg) y 0,06 ml de Actinomicina D(de

una solucidn de 0,5 mg/ml). Se incubd a 37°C y el virus del
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sobrenadante narcaio se cosechd luezo de 6-8 hs post infec-
cidn, cuando los cultivos mosiraron una destruccidn celuler
del 30-92%, Previa centrifuesacidn pira eliminar restos celula-

res, el virus se fracciond y mantuvo a =70°C,

13.2.- Obtencidn de Ag mercalos a diferentes tiemnos post—

infeccidn en cultivos de células BHKzl'

Se rewxlizd como se describid en 4; se reemplazd el ind-
culo de virus aftoso por el virus marc2do obtenido en 13.1.
Se cosecharon los Az To, Tl, T2, T3, T4 y T5 marcados con amino-
dcidos tritiados, sisuiendo izual tratamiento al expliczdo en 4,
Se rezlizaron como control cdlulas BIK marcadas sin in-

fectar,

13.3,~- Precivitacidn radicinmune.

Se rexlizd como se describid en 11, utilizando como Ags
el virus marc:do y las células BHK21 cosechadas & distintos
tiempos post infeccidn marcadas y los antisuveros que se indii-

caron,Cono controles se utilizaron los Ags marc.:idos y el anti-

suero fué reemplazado nor °BS, sufriendo todos los procesos’



134 .- Zlcctroforesis en sel de poliacrilamidz vtilizando las

muestras radioactivas.

Se realizd como se describid en 10.2. Se corrieron du-
olicados de virus, células EHK21 cosechadas a distintos tienpos
vost infeccién, sug resvectivos controles y los precipitados
radicinmunes y sus controles. Uno de los geles se tiid con
azul de Coomasie y el otro se mintuvo a =70°C por 24 hs y pos-—
teriormente se cortd en discos de 1 mm de espesor y se midid

1: radioactvividad de cads 4isco.

13.5.~ MNadidzs de redioactividai,

Los discos mencionzdos en 1l3.4 se colocaron en viales
con 200 nl de perdxiio de hiirdzeno y se incubaron a 37°C por
18 hs.

Lvego de écte veriodo se colocd 10 ml de liguido de cen-
telleo con un solubilizzdor de geles y 24 hs después se contd

la radioactividid en un espectrdmetro de centelleo liquido,

13,6.~ Liguido de centelleo.

Protozol 180 nl.
POPCP 0,04 gr.
PPO 4 e

Tolueno 1000 ml,.
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13,7.- Condiciones de lectura.

Se usd un esvectrdmetro de centelleo liquido Packard
nodelo 527.
Ganancia:60%
Ancho de ventana:50 - 1000.

Tiempo:entre 1 y 5 minutos.

14 .- DETERMINACION DE PROTEINAS.

Todas las determinacidnes de proteifnas se realizaron de
acuerdo 2l método de Lowry ( 88 ), empleando albumina sérica

bovina como stindard de calibracidn.



l.- PRZPARACION DE STCCKS Dz VIRUS Y DITIRIINACICE

INFECTIVIDAD,

Ia preparacidn de stocks de aftovirus 02 se realizd
en diversas experiencias obteniendose 10,160 ml de virus que
se nezcld, tituld segin el nmétodo de formacidn de placas
b2jo ager y se obtuvo un titulo promedio de 1,5 x 107UFP/ml.

Los aftovirus A24, 03 vy Ol cedidos gentilmente por
SZLAB fueron Yitulados por el mismo método znterior y los
titulos promedio obi~nidos fueron para A24 cruzeiro

6 1rmp g 3 T yFp
3,17 x 10~ UrF2/ml, p:ra C., Rezende 4,8 x 10' UFP/ml y para
6

O1 Caseros 2,5 x 10~ UFP/ml

2o~ 2LECCICE D& LA ITLYIPLICIDAD DI INTECCION,.

En esias experiencias se utilizd originalmente un afto-

. 8.4 | - . .
virus 02 de titulo 107° ICT5O, obtenido en cultivos prima-

rios de células de rifidn de cerd

Se graficd UFP/nl cn funcidn de itiempo en horas para -

o=

czia multiplicidnd de infeccidn usada (Grdfico 1). Como nos



GRAFICO 1.

Curva de crecimiento de aftovirus C, en funcidn de la mul-
tiplicidad de infeccidn.
Se infectaron monocipas de células B}H{21 en frascos de Roux
de 48 hs de crecimiento con multiplicidades de:

A 66,6 UFP/célula.

® 13,0 UFP/célula.

JAN 0;7 UFP/célula.

O 0,6 UFP/célula.
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interesaba estudiar tiemnos temdranos de maltinlicacidn vi-
al (hasta 5 horas post infeceidn), se eligid mulsiplicidad
11,7, ya que no se observaron diferencias notibles enirz los

valores estudiades (0,6-0,7 y 13).

Con multivlicidad de infeccidn 67 se obtuvieron titu-
los de virus mds altos, pero no se pude utilizer y: que hu=-
biera sido necesario trabajar con volumenes srandes de ind-
culo para llegar a esz multiplicidad, debido al titulo del

virus 02 ya expresado en 1.

Aali

3.~ CONCENTRACICH J=L VIRWS COH PCLIZTILIIGLICCL (PEG)6.,000.

Se realizaron exveriencias para probar 1z czlidad Jde
P.2.G. dz dos marcas distintas (Biochem y BDY).

Se partid de un virus cuyo titulo original erza de
1,84 x 10° UFP/ml. Se realizd la experienciz de concentracidn
con las dos drogas obteniéndose mayor cantidad de precipita-
do con el P.2.G. Biochem; al realizar la titulacidn de los

' N ’
virus por formacidn de dlacas bajo agar se conprobo que el

titulo del virus concentrado con P.5.G5. Biochen era del mis-

mo orisn que el del virus sin concenirar, mientras que el



virus concentrado con P.%.G. 3DH aumentd en su titulo.
T{tulo del virus original: 1,84 x 10° UF?/ql.
T{tulo del virus concentrado con P.Z.G. Biochem: 3,5 x 100UFP/m1
T{tulo del virus concentrado con PEG BDH: 8,6 x 107 UFP/ml.
De acuerdo a é€stos resultilos en todas las experiencias se
utilizds P.E.G. BDH,

Los titulos promedios de las experiencias realizadas
fueron:

Virus original: 1,24 x 108 UF®/ml.

Q
Virus concentrado: 2,03 x 10° UFP/ml.



4 .- ESTUDIOS SOBRZ LOS ANTIGENCS DPRREPARADOS EN CELULAS

BHKZl INPECTADAS CCN AFTOVIRUS Czo




4,1,- Inmunodifusidn.

Se disefid un esquema de inmunodifusidn para analizar
la existencia de virus en nuestra preparacidn antigénica T5

(células BE{K21 infectadas con aftovirus 02 cosechadas a 210
minutos post infececidn) (Figura l.a.).

Se observaron dos bandas de precipitacidn entre el an-
tigeno (5,6 mg/ml) y el suero de conejo anti células BK,,
sin diluir y diluido al medio y una bandz2 de precipitacidn
entre el Ag y el suero de cobayo anti viruz aftoso tipo C
dilufdo al medio. Ademds se revelaron dos bandas de precipi-
tacidn entre el suero de cobayo anti virus y el suerc de co-
nejo anti células, lo cual llevd a disefiar el esquema de la
Figura 1 b, observdandose dos bandas de precipitacidn entre
el suero de cobayo normal y el suero de conejo anti células
BHK y ninguna entre el suexro de conejo normal y el suero de
cobayo anti virus. Estos resultados indicaron que existid
reaccidn cruzada entre el rificn de hamster y el cobayo, por
lo que se adsorbieron los sueros de cobayo anti virus con

c€lulas BHK21 para realizar los po3teriores experimentos de

inminodifusidn.



Con el objeto de analizar el numero de bandas ques se
obtenian entre nuestras preparacionss de virus sobrenadante
liofilizado (21,6 mg) y nuestro suerc de cobayo hiperinmune

anti aftovirus C, (Grupo I) se realizd el esquema de inmuno-

2
difusidén que mostrd la Figura 1 ¢ obteniendose dos bandas

de precipitacidn. Al utilizar virus concen*rado (Figura 1 d)
se revelaron tres bandas de precipitacidn con el suero hiper-
inmune aati aftovirus 02 en cobayo y dos del antigeno T5 con
el mismo suero. Con los antigenos diluidos al medio no se
obtuvieron bandas,

Con el objeto de detectar la presencia de Ag VIA en
nuestras preparaciones antigénicas se realizaron ensayos de
inmunodifusion (Figura 2),utilizan?o Ag VIA y suero de coba-
yo anti VIA, Se nos indicd que éste dltimo suero no poseia
anticuerpos contra células BHK y fué obtenido en animales
hiperinmunizados con virus cobayizado de los tres tipos en
el C.,P.F.A. (Brasil),

En 1la Figura 2 a se obtuvo una bania de precipitacidn

entre el Ag y el As homdlogos y una banda de precipitacidn

del suero an%i VIA sdlo con los Ag Ty ¥ Tys observiandose de-



terminantes antigénicos del primero que el segundo no pose-
fa, Los volumenes antigénicos usados fueron 0,2 ml de una
solucion que contenfa 20 mg/ml de proteinas.

Al repetir los esquemas con concentraciones antigéni-
cas de 20 mg por orificio y de 40 mg por orificio para el
virus sobrenadante se observd unz banda de precipitacidn del
gsuero antl VIA con éste \ltimo y sdlo con el Ag T,» desapa-
reciendo la banda con el Ag T3 antedicha (Figura 2 b),

En 1a Figura 2 ¢ se u*ilizd suero anti VIA del mismo
orfgen pero de otro lote (Cedido gentilmente por Selab) y
la concentracidn de virus utilizada fué de 100 mg por orifi-
cio, manteniéndose la concentracidn antes indicada para los
Ags, y se observd una banda mds fuerte con el virus sobrena-
dante y una banda con el Ag TS’ no detectdndose resultados
positivos con los otros Ag, lo cual se atribuyd al cambio
en el lote del suero anti VIA.

Los resultados observados en la Figura 2 indicaron, a
pesar que en algunos c3s0s se Observaron bandas y en otros

no,debido a cambios en el antisuero usado y en la concentra-

cidn de los Ag utilizada, la existencia de Ag VIi en nuestros



vreparados de células infectadas y cosechadas a los 90, 12C
¥y 210 minutos post infeccidn (T3, T4, T5)°

Nuestras preparaciones antigénicas y el Ag VIA fueron
enfrentados a sueros hiperinmunes antiaftovirus de los tres
tipos en cobayos. La Figura 3 mostrd las bandas obtenidas al
utilizar suero anti aftovirus 02, grupo 1. Se obtuvieron va-
rias bandas de precipitacidn con todos los Ag. Al adsorber
éste inmunosuero dos veces con células BHK al 3%, se observd
unz disminucidn del mimero de bandas (Figura 4). Se conser—
varon bandas de precipitacidn con Ag VIi, virus 02 sobrena-
dante y Ag T3, T4 y Ts; las bandas observadas en la Figura 3
se atribuyeron a reacciones cruzadas con células BHK.

Al realizar la misma experienciz con suero hiperinmune-
anti aftovirus tipo C, pero de otro origen (Laboratorios
Estrella-Merieux) (Figura 5) se obtuvieron diagramas de ban-
dag de precipitacidn similares a los de la Figura 4.

En las Figuras 4 y 5 se obtuvieron bandas de precipi-
tacidn de identidad entre los Ag T4 y T5 con el Ag VIA y vi-

rus sobrenadante. En cambio con el Ag T3 no se pudo determi-

nar la existencia de dicha identidad probablemente por va-



riaciones en la concentracidn utilizada del Ag.

Al emplear el suero de cobayo anti aftovirus tipo O
(Figura 6) se observd una unica banda de precipitacidn con
los Ag VIa, To, Tl y T3°

Con el suero anti aftovirus tiro A (Figura 7) se reve-
laron bandas de precipitacidn con todos los componentes, sal-
vo el virus sobrenadante.

Estos dltimos resultados podrian explicarse debido z
la presencia de protefnas tempranas en nuestras preparacio-
nes antigénicas de reactividad cruzada entre los tres tipos
de aftovirus, A, O y C, El hecho de haber observado sdlo una
banda entre el suero anti aftovirus tipo A y el virug sobre-

nadante tipo C, en la Figura 7, en el orificio vecino al Ag

2
VIA podria deberse a la presencia de dicho Ag, a que nuestras
preparaciones antigénicas posefan una variedad de polipépti-

dos, inducidos en células por el virus, de reaccidn cruzada,

d a un artefacto de técnica.



FIGURA 1.

Esquemas de Inmunodifusidn utilizando los siguientes compo-

nentes:

10-

Te-
8.-
9.-
10.-

110""

129"'

Células BHKZl infectadas con aftovirus 02 cosechadas a

210 minutos post infeccidn (0,2ml de una solucidn 5,6
mg/ml) ().

Suero de cobayo anti aftovirus tipo C diluido al medio.
Suero de conejo anti células BHK,, -

Suero de cobayo anti aftovirus tipo C.

Suero de conejo anti células BHE,,, dilufdo al medio.
Suero de cobayo normal.

Suero de conejo normal.

Suero de cobayo anvi aftovirusg 02 grupo I.

Virus sobrenadante liofilizado (4,0 mg).

Antigeno T5 dilufdo al medio.

Virus concentrado por P.E.G. (0,2 ml de una solucidn

de 2.000 mg/ml).

Virus concenirado dilufdo al medio.,
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Figura 1






Figura 2



FIGURA 3.

ssquemas de inmmodifusidn utilizando los siguient2s compo-

nentes:

10-

20-

60"'

70"

9.~

Suero hiperinmune anti aftovirus 02 en

cobayo. Grupo 1.

Antigeno VIA (Cedido gentilmente por el Centro Panameri-

cano de Fiebre Aftosa, Rio de Janeiro - Brasil).

Virus sobrenadante liofilizado C, ( 4 mg de proteinas).

Células BHKzl clon 13 liofilizadas,

Células BHK21 infectadas con aftovirus

los 60 minutos p.i.{To).

Células BHK21 infectiidas con aftovirus

los 65 minutos p.i. (Tl)‘

Células BHKZI infectadas con aftovirus
2)‘

los 75 minutos p.i. (T
Células BHK21 infectadas con aftoviius
)e

los 90 minutos p.io (T3

Células BHK21 infectadas con aftovirus

los 120 minutos p.i. (T4).

02 cosechadas a

02 cosechadas a

02 cosechadag a

02 cosechadas a

02 cosechadas a

Se sembraron 20 mg de proteinas por orificio de los antigenos

4, 5, 6, 7, 8 ¥y 9.



Figura 3
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FIGURA 4.

Esquemas de inmunodifusidén utilizando los siguient2s compo-
nentes:

l.- Suero hiperinmune anti aftovirus 02 en cobayo adsorbi-
o1 al 3%.
2.- Antfgeno VIA (Cedido gentilmente por el Centro Paname-

do 2 veces con células BHK

ricano de Fisbre Aftosa., Rio de Janeiro - Brasil).
3.~ Virus sobrenadante liofilizado 02( 4 mg de proteinas).

4.~ Células BHK21 clon 13 liofilizadas.

5.,- Células BHKZI infectadas con aftovirus 02 cosechadas a

los 60 minutos poio (To)o

6.~ Células BHK21 infectadas con aftovirus 02 cosechadas a

los 65 minutos p.i. (Tl).

7.- Células BHKZl infectadas con aftovirus 02 cosechadas a
los 75 minutos p.i. (T2).
8.~ Células JBHKQl infectadas con aftovirus 02 cosechadas a

los 90 minutos p.i. (T3).

9,- Células BHK,.. infectadas con aftovirus C,. cosechadas a

21 2
los 120 minutos p.i. (T4).
10.- Células BHK2l infectadas con aftovirus 02 cosechadas a

los 210 minutos p.i. (TS).

Se sembraron 20 mg de protefnas por orificio de los ant{genos
4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10.






FIGURA 5.

Esquemas de inmunodifusidn utilizando los siguientes compo-

nentes,

1le= Suero hiperinmune anti aftovirus tipo C en cobayo
(Laboratorios Estrella - Merieux),

2.~ Antigeno VIA (Cedido gentilmente por el Centro Paname-
ricano de Fiebre Aftosa. R{o de Janeiro - Brasil).

3.~ Virus sobrenadante liofilizado 02( 4 mg de proteinas).

4,- Células BHX,, clon 13 liofilizadas.

21

5.~ Células BHK21 infectadas con aftovirus 02 cosechadas a

los 60 minutos poi. (To).

Q

6.~ Células BHK infectadas con aftovirus cosechadas a

: 21 2
los 65 minutos po.ie. (Tl).

7.~ Células BHK21 infectadas con aftovirus C. cosechadas a
los 75 minutos p.ie. (T2).
8.~ Células BHKZI infectadas con aftovirus 02 cosechadas a

los 90 minutos p.i. (T3).
9.~ Células BHK,. infectadas con aftovirus C, cosechadas a
los 120 minutos p.i. (T4).
10.- Células BHK,, infcctadas con aftovirus C, cosechadas a
los 210 minutos p.i. (TS).

Se sembraron 20 mg de proteinas por orificio de los antigenos

4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10.






FIGURA 6.
Esquemas de inmunodifusidn utilizando los siguientes compo-
nentes:
1o~ Suero hiperinmune anti aftovirus tipo O de cobayo (Cedi-
do gentilmente por Laboratorics Estrella-Merieux).
2.~ Antigeno VIA (Cedido gentilmente por el Centro Panameri-
cano de Fiebre Aftosa. Rio de Janeiro - Brasil),
3.~ Virus sobrenadante liofilizado C, (4 mg de proteinas).
4,- Células BHK,, clon 13 liofilizadas.

5.- Células BHKZl infectadas con aftovirus C2 cosechadas a

los 60 minutos p.i. (To)'

6.~ Células BHK21 infectadas con aftovirus 02 cosechadas a

los 65 minutos poi. (Tl).

7.~ Células BHK21 infectadas con aftovirus 02 cosechadas a

los 75 minutos p.i. (T2).

8.- Células BHK21 infectadas con aftovirus C2 cosechadas a

los 90 minutos p.i. (TB)'

S.= Células BHK21 infectadas con aftovirus C2 cosechadas s

los 120 minutos p.i. (T4).

Se sembraron 20 mg de protefnas de los antigenos 4,5,6,7,8 y 9.
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FIGURA 7.

3squemas de inmnodifusidn utilizando los siguientes compo-

nentes:

l.~ Suero hiperinmune anti aftovirus tipo A de cobayo (Ce-

dido gentilmente por Laboratorios Estrella - Merieux).

2.~ Antigeno VIA (Cedido gentilmente por el Centro Paname-

ricano de Fiebre Aftosa. Rfo de Janeiro - Brasil),

3.~ Virus sobrenadante liofilizado C, (4 mg de proteinas).

4.,- Células BHK21 clon 13 liofilizadas.

5.~ Células BHK, . infectadas con aftovirus C
los 60 minutos p.i. (To)°
6.- Células BHK .y infectadas con aftovirus C
los 65 minutos p.i. (Tl).
7.- Células BHK21 infectadas con aftovirus C
los 75 minutos p.i. (T,).
8.- Células BHK,, infectadas con aftovirus C
los 90 minutos p.i. (T3)°
9,- Células BHK21 infectadas con aftovirus C
los 120 minutos p.i. (T4)o
10.- Células BHK,. infectadas con aftovirus C
los 210 minutos p.i. (Ts).

Se gembraron 20 mg de proteinas por orificio de los anitige-

nos 4‘, 5, 6, 7, 8' 9 Yy 10.

2

2

2

2

cosechadas

cosechadas

cosechadas

cosechadas

cogechadas

cosechadas
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4 ¢2e= Inmunofluorescencia.

Los ensayos de inmunofluorescencia realizados con sue-
ros antivirus conjugados con isotiocianato de fluoresceina
sobre monocapas de células infectadas a diferentes tiempos
indicaron que al utilizar el suero dz cobayo anti aftovirus
tipo C se observdé fluorascencia en todos los preparados anti-
génicos (TO/TG) e inclusive fluorescencia inespecifica sobre
células BHK21 sin infectar utilizadas como control.

Debido a é€stos resultados se adsorvid el suero con

células BHK y se realizd inmunofluorescencia directa obte-

21

niéndose preparados positivos para los antigenos Tor T30 Ty
T5 Yy T6.

Se observd en ambos casos (suero adsorbido y no) resul-
tados negativos en los preparados utilizados como controles
negativos y la deformacidn del fibroblasto celular por efec-
to de la infeccidn viral después de los 120' p.i.(Figuras
8y 9).

Debido a que el inmunosuero utilizado se obtuvo por
efecto de infecciodn viral en cobayos, la fluorescencia obte-

nida sobre las monocapas celulares infectidas se deberia a



uwna serie de particulas snti~daicas virales srcducidas en
el aninal infeciado.

Al utilizar suero de conejo =2niti virus concentralo,

njuzado con isotiocianato de fluorescein2 y adsorbido con

[ d - -~ . . .
celulas BRKZI, para telir las prevarazcicnes antizdnicas se

observd fluorescenci: en T

l, I‘2’ -L31 T4, Ts r 16. 403 COn=-—

troles negativos y las células IHK dieron resultados neza-
tivos (Figura 10).

finalizondo los resultados obtanilos se zude coacluir
que 1la fluorescencin ownservad: hastz el T4 vodrin deberse a
virus no desadsorbido de lz suzerficie celular, a virus re-
sidual no desradado, a la presencia de Az VI., a polipéptidos
prinarios e intermedios § a virus formado tempranamente. Zn
campio la fluorescencia observada des»uds de T4, indicd ade-
més la salida de virus de la célula, notandosez 12 deformacidn
del fibroblasto y las brotaciones fluorescentes, uEstos hechos
indicndos se obtuvieron con 1os antisueros 1iferentes:cen un ca-
so realizado con virus inactivado en aninmal no suceptible a la

.

enferrzedad y en el oSro en un animal que degsar:rolld 1o virosis.



FIGURA 8.

Inminofluorescencia directa utilizando suero de cobayo anti
aftovirus tipo C conjugado con isotiocianato de fluorescei-
na de los antigenos:

a) Células BHK,. infectadas por 210 minutos (TS)'

21

b) Células BHK,. infectadas por 270 minutos (Ts).

21






FIGURA 9.

Inmunofluorescencia directa utilizando suero de cobayo anti
aftovirus tipo C conjugado con isotiocianato de fluorescei-
na, adsorbido con células BHK,,, de los antigenos.

a) Células BHK,_ . infectadas por 90 minutos (T3).

21

b) Cé€lulas BHK,, infectadas por 210 minutos (TS)'

21

¢) Células BHK,. infectadas por 270 minutos (TG)'

21



Figura 9




FIGURA 10.

Inmunofluorescencia directa utilizando suero de conejo anti

aftovirus C_, concentrado, conjugado con isotiocianato de

2

fluoresceina y adsorbido con células BHK de los antigenos:

21’

a) Células BHKzl infectadas por 65 minutos (Tl).
).

b) Células BHK,.. infectadas por 75 minutos (T

2
infectadas por 210 minutos (T5)°

21

¢) Células BHK21

d) Células BHK21 infectadas por 270 minutos (T6).
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i+e3e= Electroforesis en gel de poliacrilamida.

El andlisis de los Ags en electroforesis en gel de
poliacrilamida, modificada por el uso de SDS (Materiales y
Métodos 10.2,.,) se realizd comparando las bandas polipepti-
dicas tefiidas en el gel (Figura 12) y el diagrama de
picos radioactivos (Grafico 2).

Los resultados obtenidos se interpretaron de acuerdo
a los estudios de los polipéptidos inducidos por el virus
en células infectadas realizados por Vande Woude y Ascione
(154), Sangar (122) y Sangar y col.(123) (Figura 11) y te-
niendo en cuenia que segin Mc Cahon (93 ) el mapa bioqui-
mico del virus estd formado por polipeptidos primarios, in-

termedizrios y maduros.

VP Polic PoliA
RNA E_// /!
5° 3¢
Polipéptidos F P
§2° P P P
primarios P 88 02 199 ______
16 ]
R l I {
Polipéptidos Pea !
. . D
intermediarios P38 “56b f
| 72
o | S —
Polipe€ptidos 56
By VB, VB3 VR B34 P10 Poop Ps6
maduros
L PQO (o]
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La representacidn de bandas coloreadas en el gel que
se observaron (Figura 12) son solamente las originadas en
células por la aceidn viral. Se analizaron también el virus
sobrenadante de 8 y 11 hs p.i. (Figura 12 y Graficos 2 b y

¢) y las células BHK,. no infectadas (Figuras 12 y Grafico

21
2 a),

Los estudios por andlisis de bandas coloreadas y ra-
dioactivos mostraron, en general, buena correlacidn y los
perfiles observados para los Ag TO/T5 fueron diferentes a
los de virus sobrenadante de 8 y 11 hs p.i. y células no in-
fectadas (Figura 12 y Grdfico 2).

Para el tiempo TO(GO' Pei.) (Figura 12 y Grdfico 2 d)
la mayor proporcidn de radioactividad se encontrd en los
polipéptidos de mayor PM (primarios), en P20 y notoriamente
una gran cantidad perteneciente a VP1_3, lo cual podria in-
dicar la presencia de virus adsorbido a las células & de vi-
rus residual no degradado.

En el tiempo T1(65' Poi.) (Figura 12 y Grafico 2 e)
se notd un desplazamiento a polipéptidos de PM intermedio,

gin disminucidn de los de alto PM. Se incrementaron igual-



FIGURA 12,

Esquema de lag corridas de electroforesis en gel de polia-

crilamida con SDS de diferentes antigenos. Tincidn con azul

de
a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)
h)

Se

Coomasie.

Celulas BHK21

sin infectar.

Virus 02 sobrenadante de 8 hs p.i.

' d
Celulas BHK21

Celulas BdKZl

Celulas Bdk2l

Celulas BrIK2l

Celulas BdK21

Celulas BIK 01

indicaron los

infectadas por 60 minutos (T ).
infectadas por 65 minutos (Tl)'
infectadas por 75 minutos (T2).
infectadas por 90 minutos (T3)o
infectadas por 120 minutos (T4).
infectadas por 210 minutos (T5).

3

PM de los polipé€ptidos x 10°, De los es-

quemas de Ags TO/T5 se eliminaron las bandas correspondien-

tes a células BHK sin infectar.
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mente VIA y VP_ en elevada proporcidn respecto a T, Se ob-
servd aumento de proteinas de bajo PM (menor P16)’

A los 75' p.i. (T2, Figura 12 y Grafico 2 f) se vid
una proporcidn seme jante entre polipéptidos primarios, VIA
y P38’ El tiempo 'l‘3 (90" pei., Figura 12 y Grdfico 2 g) tuvo
distribucidn similar a T,e

Se observs una inversidén en la distribucidn de bandas
polipeptidicas en T4 (120' poi., Pigura 12 y Grdfico 2 h):
aumento leve de las de alto PN, al doble de VPl_3 y tres ve-
ces de VP4, respecto a T3; disminuyeron al 50% VIA y VPO.

El tiempo Tg (210' p.i., Figura 12 y Grdafico 23i ) mos-
trd, en lfneas generales, una disminucidn de polipéptidos

de alto P, aunque P_. se mantuvo en un nivel similar gque

63

en T inico hecho no concordante con las bandas coloreadas

4’
(Figura 12) que no se observaron en esa zona. Se mantuvo la
cantidad de VIA y se incrementaron VPl_3 Yy V34.

El andlisis de todos los tiempos p.i. mostrd la pre-
sencia de on y P16' aunque To, T4 Ng ‘1‘5 los poseyeron en ma-

yor cantidad., Asi mismo todos los Ags estudiados contuvieron

una proporcidn elevada de polipéptidos de bajo PM (penor Pls)'



£l andlisis del virus sobrenazdante de 8 y 11 hs p.i. (Gra-
fico 2 b y c¢) mostrd diferencias: en el primero se encontra-
ron polipéptidos de alto PM, no asi en el segundo quien ade-
mds tuvo disminuidos a VP, VP, 3 ¥ VB,. En consecuencia
todos los andlisis de éste trabajo se realizaron teniendo

en cuenta el virus de 8 hs p.i. La infectividad de €stos vi-

rus fué:

Virus B hs pei. = 3,6 x 107 UFP/ml.

104’9 UFP/ml.

Virus 11 hs p.i.

El estudio de los Ags por electroforesis en gel de
poliacrilamida cldsica (Materiales y Métodos 10.l.) no mos-
trd diferencias entre las bandas polipeptidicas de los di-

ferentes tiempos p.i.



IRAFICO 2.

Perfil de radioactividad de electroforesis en gel de polia-

cri
a)
b)
c)
d)

e)

f)

g)

lamida con SDS de:

Células BHK_ . no infectadas.

21

Virus sobrenadante 02 de

Virus sobrenadante 02 de
Células BIIK21 infectadas
(To).

Células BHK21 infectadas
(1,)-

Células BHK21 infectadas
T.).

(1,)

Células BHK21 infectadas
T.).

( 3)

h) Célulag BHK.. infectidas

21
(z,).

i) Células BHK.. infectadas

21
(TS).

8 hs p.i.
11 hs p.i.

con aftovirus C

con aftovirus C

con aftovirus C

con aftovirus C

con aftovirus C

con aftovirus C

por 60 minutos

~
<

o por 65 minutos

5 por 75 minutos

> por 90 minutos

> por 120 minutos

5 por 210 minutos

Los numeros sobre el perfil del grafico indicaron el PH de

los
g3
o
VIA
RF

polipéptidos x 103.

»1,2,3

polipéptidos estructurales del virus.

= Ag asociado a la infeccidn viral.

Rojo fenol.
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4,4, Andlisis de lo3 sobrenadantes de células BHK21 clon

13 infectadas.

Con el objeto de estuiiar la aparicidn de aftovirus
en sobrenadantes de células infectadas a diferentes tienpos,
se analizaron los mismos por produccidn de efecto citopati-
CO.

Se infectaron las células por 60'(T°), 55'(r1), 75°
(T2), 90'(T3), 120'(T4), 210°(T5) v 270'(T6) minutos.

El sobrenadante del To se obtuvo lavando la monocapa
celular 2 veces (como en los demds tiempos) y 4 veces.

Los valores de DICT obtenidos fueron:

50
Sobrenadante de tiempo DICT50
T° (lavado 2 veces) 103
To (1avado 4 veces) 100"2
3.0
Tl 10
3
T2 10
4
T
3 10
4.4
T
4 10
1.9
T 0
5 1
Tg mayor de 105"5
Virus sobrenadante 107°5
L de 8 hs p.i.
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Se dedujo que los dates de DICT, no mostraron dife-

rencias significativos hasta el T_. Tampoco se observd, an-

5
tes de déste tiempo una alta produccidn de virus. Los resul-
tados obtenidos hasta 120 minutos p.:. vodrfan atribuirse

a virug desadsorbido de la superficie celular o a la positble

existencia de un mecanismo de liberacidn de virus prelftico.

4.5.- Egtudio sobre la incorporacidn de aminodcidos tritia—

dos a células infectadas.

Con el objeto de determinar la forma mds conveniente
de obtener los antfgenos cosechados a diferentes tiempos
post infeccidn marcados con aminodcidos tritiados, se dise-
flaron tres experiencias diferentes,

Experiencia l.

Se infectaron tubos de ensayo con monocapas de células
BHK21 de 48 hs de crecimiento con aftovirus 02 marcado con
aminodcidos tritiados. Luego de 1 hora de adsorcidn a 37°C
se voled el virus, se lavd con ME sin suero y sin aminodci-

dos y se agregd el mismo a los tubos; del T, se cosecharon

las células. Los Tl/'l‘5 ge incubaron a 37°C los tiempos indi-
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c2dos. Un tubo se incubd por 18 hs. Se determind cpm de cé-
lulas y sobrenadantes.

Paralelamente se realizaron dog experiencias con el
agregado de Actinomicina D y sin ella.

Experiencia 2.

Se inocularon las células con aftovirus C, y aminod-

2
cidog tritiados en forma separada, El1 resto del tratamiento
fué idéntico a la experiencia 1.

Experiencia 3.

Se infectaron las células con aftovirus C, y luego de

2
la hora de adsorcidn se agregd junto con el medio utilizado
los aminodcidos tritiados que permanecieron en contacto con
las células hasta el tiempo indicado para su cosecha. El reg-
to del tratamiento fué idéntico a la experiencia 1.
Analizando los resultados obtenidos en las tres expe-
riencias no se obgservaron diferencias notorias en las cpm
de cé€lulas en todos los tiempos post infeccidn estudiados.

O sea que el hecho de haber colocado virus marcado, la mar-

ca separadamente del virus, o los aminodcidos tritiasdos lue-

z¢ de adsorter con virus, no condujo a resultados marcada-



nente diferentes.

Se compararon los valores con el control de virus de
18 hs de incubacidn, que poseyd altas cpm en el sobrenadan-
te y bajas cpm en las células.

Los experimentos realizados con la incorporacidn de
Actinomicina D no mostraron diferencias con aguellos donde
dicha droga no se colocd.

Se selecciond para el resto de los experimentos de
marcacidn el primero, por la semejanza con lo que ocurri-
rfa con el ganado bovino el ser infectado, pensando que un
objetivo del trabajo fue detectar en el sueroc de los mismos
anticuerpos anti proteinas tempranas que se produjeron por:

efecto del viruse.
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5o= ESTUDIO SOBRE LOS SUEROS HIPERINMUNES EN COBAYOS

ANTI AFTOVIRUS C2.
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5.~ Praccionamiento cromatosrifice.

Los sueros hiperinmunes anti aftovirus C, de cobayos

2
producidos en nuestros laboratorios se analizaron para deter-
minar cudl de los tres esquemas de inmunizacidn se ajustaba
mejor al hecho de producir una mayor sintesis de Ac protec-
tores.,

Como resultado de las crowatografias sobre DE celulo-
sa de las gammas globulinas de sueros hiperinmunes de coba-
yo anti aftovirus de los tres grupos de animales, cuyo esque-
ma de inmmnizacidn se mostrd en el Cuadro 1, obtuvimos dife-
rentes fracciones que se estudiaron por I.E.F. para determi-
nar su movilidad electroforética y pureza y por seroprotec-
cidn en ratdn lactante y seroneutralizacidn (3! ) para esta-
blecer la actividad bioldglca de los anticuerpos de las mis-
mas,

Para analizar los indices de seroproteccidn en ratdn
lactante (IPR) y seroneutralizacidn por reduccidn del 80%
de UFP (IN 80) se tomd como valor 1 el de las gummas globu-

linas totales y se refirieron a é€ste los valores de cada

fraccidn (actividad de Ac relativa) para cada grupo de in-
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CUADRO 1.

Caracterf{sticas de los esquemas de inmunizacidn utilizados
para obtener sueros hiperinmunes de cobayo contra aftovirus.

subcutdnea.

sc
idp = intradermo plantal.

mezcla de 10 animales por cada grupo.

)
]
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munizacidn (Cuadro 2).

Analizando el Cuadro 2 se vidé que la recuperacidn ma-
yor de activilad de Ac no coincidid con la mayor concantra-
cidn proteica y que los mayores indices se loczlizaron, en

general, en las fracciones puras y fracciones mezcla.

Y2
Del andlisis de los Cuadros 1 y 2 se observd que entre
los tres grupos de inmunizacidn no se encontraron diferencias
destacables en sus valores de IPR a pesar del aumento cre-
ciente de inyecciones que recibieron los animales por vias
SeC, € iedep, La conclusidn fué que en nuestro caso, estimu-
laciones con virus vivo, utilizando saponina como adyuvante,
dieron lugar a inmunosueros en los cuales un estimulo por
mas tiempo con mayor cantidad de Ag no rindid en una mayor
proteccidon y neutralizacidn y los mayores indices de éstas

actividades se encontraron en fracciones vy s ¥ mezcla, don-—~

de existieron proteinas de movilidad g .( 31).



CUADRO 2.

Indice de actividad de anticuerpo relativa de las fracciones
cromatograficas de los 3 grupos de inmunizacidn relacionado

con la concentracidn proteicz y la movilidad electroforética.

IPR = Indice de seroproteccidn en ratdn lactante;valor sig~
nificativo IFR > 2,0.
IN8O = Seroneutralizacidn por el método de reduccidn del 80%

de UFP,

a Referido a fndice = 1,00 para las gamma globulinas totales.,

Valores de gamma globulinas totales para:

Grupo 1 = IFR mayor de 6,2 IN80 mayor de 3,1.
Grupo 2 = IPR mayor de 5,6 IN8O mayor de 3,1.
Grupo 3 = IPR mayor de 6,8 IN8O mayor de 3,1.

b Valores no significativos en IPR,
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Grupo Concentracidn { Movilidad Indices >
Fraccidn |proteica
No (mz/ml) Electrofordética | IPR IN8O
Gamma glo
bulinas 21,0 Yo Y, 8, 1,00 1,00
A 15,4 Y on 0,55 1,00
B 2,7 Y, Y, 8, 0,50 0,00
1 c 0,9 Yoa 0,35 0,00
D 7,3 Yo Yy 82 1,00 1,00
E 2,1 Yo, 1,00 0,52
F 2,2 Y1a 0,45 0,45
G 1,2 Y1 0,00 0,00
Gamna glo
bulinas 27,7 Y2 Y B - Bl 1,00 1,00
A 11’6 Y 2 Yl l'oo 0,74
2,5 Y5 1,00 0,48
5 ¢ 2,2 Y, 8, 0,37 0,61
D 1,0 Y1 By 0,35 0,45
E 1,0 Y1a 0,27 | 0,00
F 1,0 Y1y 0,21% | 0,00
Gamma glo
bulinas 16,7 Y2 Yy % & 1,00 1,00
A 8,2 Yy 1,00 0,39
B 8'6 Y2 Yl Bl 0965 1,00
3 C 3,6 Y, B 0,29 0,71
D 1,6 Y 0,16° 0,00
E 1,3 Y, 0,15P 0,35

CUADRO 2.
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6 .- ESTUDIO SOBRE LOS ANTISUEROS PRODUCIDOS EN CONEJOS

CONTRA CELULAS BHK21 COSECHADAS A DIFERENTES TIEMPOS

POST-INFECCION.
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6.~ Seroproteccidn en ratones lactantes,

Los valores de los IPR en ratdn lactante de los anti-
sueros de conejo correspondientes a 75 (T2), 120 (T4) y 210
(TS) minutos post infeccidn fueror respectivamente 2,8; 1,4
y 1,9 (valor significativo mayor de 1,7).

Se comprobd que de log antisueros de conejos inmuni-
zados con aftovirus subtipe C,, sdlo tenian algin efecto
protector los correspondientes a 75 (T2), 120 (T4) y 210
(TS) minutos p.i. (Cuadro 3). Analizando los resultados de
estos tres tiempos se vid que la diferencia entre el anti-:
guero T_ ¥y los otros dos fué altamente significativa(p me-

2

nor de 0,001 para T ¥y p menor de 0,01 para T_-T_). En

2 5
fué significativa (p menor de 0,05),

27Ty
cambio entre los T4-T5
Por otra parte los sueros de ccnejos antivirus concentradeo,
antivirus sobrenadante y anticélulas BHK no infectadas no
presentaron efecto protector. Tampoco el suero de conejo
anti ant{geno VIA presentd proteccidn signjificativa. Como
control de proteccidn total se utilizdé al suero hiperinmune

de cobayo contra virus de la fiebre aftosa subtipo 02.

Para determinar la especificidad de los antisueros
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contra virus y subtipo se hizo la prueba de seroproteccidn
en ratdn lactante con los sueros de conejo anti células BHK,
T2, T4 y T5 usando virus Sindbis y los subtipos de aftovirus
A24 y 0l para el desafio. Vo se obtuvo proteceidn contra el
virus Sindbis, ni contra los subtipos A24 y 0 gdlo presen-

t3 sobrevida el suero anti T, contra el virus Ol, aunque

2
ella no fué significativa,
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CUADRO 3.

Proteccidn que confieren al ratdn lactante los sueros de

conejo inmnizados con células BHK,. obtenidas a diferentes

21
tiempos post-infeccidn con aftovirus.

Diferencias estadfsticas entre grupos:

T2 y T4, "t" = 5,05 ; p menor de 0,001

T4 y TS' “t" = 2,14 ; p menor de 0,05

T2 y T5, "t® = 3,26 ; P menor de 0,01
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7.~ ESTUDIO SOERE LOS SUEROS DE BOVINOS VACUNADOS

E INFECTADOS CON AFTOVIRUS.




7.- Andlisis de suercs bovinos de animales infectados y va-

cunados con aftovirus por electroforesis en el de poli-

acrilamida y por densitografia.

Se utilizaron sueros bovinos de animales de prueba de
vacunas cuyas sangrias se describieron en Materiales y Méto-
dos, seccidn 6 que se sometieron a electroforesis en gel de
poliacrilamida cldsica y analizarcen sus proteinas por densi-
tografia (Materiales y Iiétodos seccidn 10.1.),

Los sueros llamados testigos son de bvovinos sin vacu~
nar, a 1os cuales se les realizd la descarga de 10.000 DISO
de un tipo de virug determinado. Los sueros de animales de
prueba scon vacunados y luego infectados con igual dosis de
virus.

Se analizaron suercos de animales de los Laboratorios
Estrella-Merieux y de Senasa (Selab) desafiados.con aftovi-
rus tipo A, O y C separadamente. Las fotos y densitografias
corresponden a sueros de bovinos de Estrella-ilerieux desa-
fiados con virus tino C. Los resultados respecto a2 los ani-

males de Selab y desafiados con virus A y O dieron resulta-
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CUADRO 4.

Concentracidn de proteinas totalas, en mg/100 ml segin el
método de Lowry de sueros de bovinos testigos y vacunados

e infectados.
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E1 Cuadro 4 mosird los valores de pro%iainas totales
de los sueros estudiados; se sembrarcn 25C y de proteinas
de cada suero en los geles., Analizando la cantidad protei-
ca encontrada no se obgervaron diferencias significativas.

A pesar de ésto, los datos de sueros de animales testigos
variaron nenos que losg Jde aqimales vacun2dosa, notdndose en
€stos que, aun con variaciones individuales, existid un au-
mento leve pero sostenido desde la Sa. hastaz la Ta. sangria,
o sea, luego de la descarga.

Se analizaron los sueros por elecitroforesis para obaer-
var que bandas sufrian variaciones en el curso de las sangri-
as a nivel de anticusrpos 3 oroteinas séricas, comparando
los resultalos en sueros pre y post infeccidn en animales
vacunados ¥y no vacunados (Fizuras 13 - 33). Se establecieron
lag diferentes zonas de migracidn de proteinas con distinta

movilidad segin el siguiente esquema: (15, 39, 77, 139 )



VN

fi
sy
AVy A
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Analizando los sueros ie animales testigos se vid que
el bovino 17-18 (Figuras 13 y 24) presentd en su sangria Sa,
(3 dfas post descarga) respecto a la sangrfa previa (N° 1,
21‘ difas predescarga) un aumento notorio en la zona de @y

vy e inter a = B globulinas. La sangria 6a., (7 dfas post
infeccidn) presentd respecto a la 5a, un mayor aumento en %0
leve aum2nto en a ¥ 62, disminuyendo la zona inter a-~ 8 ,
mientras que las vy globulinas se notarca mds amplias y di-
fusas. La sangrfa 7a. disminuyd levemente la zona a 1Y B

aunque respecto al suero previo exis$id mayor concentracidn
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en las bandas, notandose que 2lguias a 5 Se mantienen y otras

aumentan. La zona 52 experimentd un leve aumento, observan-

dose que en la zona inter a -~ B aumentaron bandas anterior-
mente débiles y disminuyeron otras mas fuertes (inversidn en

concentracidén). Analizanilo la Igl se vid que sdlo la 5a. san-
gria mostrd aumentada esta orotefna.

E1 suero 49-50 (Figuras 14 y 25) presenid en su 5a.
gangrfa un aumento muy notorio en la zona « 10 S, ¥ Y
ésta dltima se tornd mds difusa. la 6a, sangcia, respecto de
la 5a., mostrd gque se mantuvo el aumento de o ¥ %, ¥y apa-
recieron aumentadas las zonas 81 ’ 82 e inter o -8
mientras que la zona de Y globulinas aumentd en difusidn y
concentracidn. En la 7a. sangria se observd similitud con 1la
62., invirtiendose el aumento en inter o« - B . Se vid un
aunento de IgM en 6a. y 7a. sangrfa. El1 suerc 51-52 (Figuras
15 y 26), presentd en su 6a. sangria un aumento notorio en

aqr @, @ inter o« -8 y leve en Bl’ 82 ¥ Y respecto
a la 5a.

El suero 77-78 (Figuras 16 y 26) presentd en la 6a.

sangria una leve disminucidn en e,, o, e inter @ - B ,



mientras que las v y B8 alobulinas se mmtuvieron, respacio

)

a la 5a, sangri:

b

De éstos 2 Ultimos sueros no se obtuvieron sangrias
previas. Tampoco se observaron variaciones en la Igll,

Ios conclusiones del anflisis de los sueros testigos
son que en lineas generales, se observd unz similitud en el
aunento de b2ndas proteicas resvyecto a la sungria previa,
aunque existieron Jdiferencias en alsunos animales, que se
manifestaron cono una respuzsta individual,

Los susros de animales vacunaios e infectadcs, se pueden
agrupar, segun la similitud en la resvuesta observada en el
andlisis de sus protefnas séricas.Del estudio surgid que los
sueros 525-526(Figuras 17 y 27),531-532(Figuras 18 y 28) y
41~42(Ficuras 19 y 29) mostraron una resjuesta similar a la
vacunacién(sangrfas la. a 4a.) y a. la descarga(sangrias 5=2.
en adelante),aunque con leves variaciones individuales.

Zn la sangriz N° 2 presentaron aumento de todas las
fracciones proteicas respecto a 1la la, En la sangria N° 3
disminuyen levemente las ay € inter « - g (suero 525-526

y las @y ¥ a, (suero 531—532), mientras gue las otras
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fracciones se mantuvieron, pero en el suero 41-42 la dismi-
nucidn fué notoria en @y 9, 82 e inter @ - B, En el
suero 531-532, la 4a. sangria mogtrd awmento de todas las
fracciones respecto a la 3er. sangrfz, mientras que en el
41-42 aumentaron %1y 9, € inter @ - B y en el suero
525=526 disminuyeron levemente Ay % Y Bl’ manteniendose
el resto de las fracciones proteicas en los mismos niveles.

La 5a, sangria presentd en los tres sueros un aumento
notorio en a, e inter o - B8 , mientras que las otras pro-
teinas aumentaron,aunque en forma leve. La 6a. sangria mos-
trd una leve disminucidn en las fracciones inter a« -~ 8  glo-
bulinas. La 7a. sangria aumentd los niveles de inter o - 8
globulinas para los tres sueros, especialmente el 531-532
donde la banda aparecida a éste nivel es notoria,

Analizando la IgM se vid que el suero 41-42 presentd
aumento de su nivel en la 6a. sangria mientras que en el
suero 531-532 se mantuvo constante. E1 suero 525-526 presen-
t8 iguales niveles de IgM en todas las sangrias, observdndo-

ge en la 3a. una banda adicional a ese nivel que podria ser

B lipoproteina. O sea que los tres animales respondieron en



forma semejante a la vacunacién, especialmente a los 21 df-
as (4a., sangr{a) mostrandoc un incrementc en todas las frac-
ciones sé€ricas proteicas, con leves diferencias, especial-
mente a nivel de inter @ - B glotulinas,hecho que también
se manifestd en la respuesta a la descarga en los tres sue-
ros (sangrfas 5a. en adelante).

El segundo grupo de sueros cuyo andlisis did resulta-
dos semejantes fueron los numero 575-576 (Figuras 20 y 30)
y 71-72 (Figuras 21 y 31) gque no respondieron a la vacuna-
cidn hasta el dfa 21 (42. sangria) ya que sus niveles de
protefnas séricas no mostraron diferencias en las sangrfas
la., 2a. y 3a. Recién en la 4a. sangria se observd un incre-
mento proteico en todas las fracciones.,

La respuesta a la descarga con virus fué diferente en
estos dos sueros. El suero 575-576 mantuvo iguales niveles
de protefnas séricas en la Sa. sangria respecto a la 4a,,
mientras que en la 6a. el aumento fué notorio en @yr B
Y B5.En cambio la 5a. sangrfa del suero 71-72 mostrd au-
mento en todas las fracciones, especialmente en Bl e in-

te» @ - B y una leve disminucidn en la 6a. sangrfa que
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continua en la T7a. Analizando la IgM se observd un aumento

en la 6a. sangria del suero 575-576 y en las sangrias 4a.,
5a., 6a. y Ta. del suero 71-72. Un caso particular en la
respuesta constituyd el suero 79-80 (Figuras 22 y 32), el
cual respondid a la vacunacidn con aumento en la 2a, sangria
de inter o« = 8 y en la 3a. de « 1? B 1@ inter « -8 . La

4a, sangria mostrd incremento de todas las fracciones pro-~
teicas.En general, en ¢l curso del tiempo, éste suero mostrd
un aumento de niveles de a | e inter o = B luego de la des-~

2

carga (sangrias 6a. y 7a.).La Ighll se observd aumentada en
las sangrias 3a., 4a., 6a. y 7a.

El suero 561-562(Figuras 23 y 33)mostrd una respuesta
individual a la vacunacidn y descarga,ya que su 2a. sangria
aumentd todas las proteinas, mientras que las sangrias 3a. y
4a, son gimilares.la 5a, sangria mostrd un leve aumento de

vy o, e inversiones en inter o - 8 y la 6a. una disminu-

2
cidn de todas las bandas.La IgM se observé aumentada en 2a,

sangr{ia.

De todos los sueros analizados,sdlo uno(541-542)no mostrd

diferencias en los analisis en geles de sus proteinas,ni a la
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varunacidn ni a la deacarga, observidndose sdlo una leve inver-
.’ . » .
gion en inter a- B . De este suero no se recivieron san-~

grias previas.

Diferencias entre testigos sin vacungsy animales vacunados

e infectados.

Comparando los sueros testigos y los sueros 525-526,
531=532 y 41-42, quienes respondieron igual a la vacunacidn,
ge observd que dichos sueros de animales vacunados e infec-
tados, respondieron a la descarga en forma similar a los
sueros testigos.

Los sueros 575-576 y T1-72 respondieron igual a la va-
cunacidn pero diferente a la descarga y relaciondndolos con
lag respuestas de sueros testigos se observd que el suero
575-576 responde en 62, sangria como los testigos en 5a., o
sea, que existid en el suerc un desplazamiento de 4 dias en
la respuesta respecto a los testigos, hecho que podria atri-

buirse a un enmascaramientc en la 5a. sangrfa debido a pro-

teinas aumentadas por efecto de la vacunzcidn.
El suero 71-72 respondid a la descarga en forma dife-

rente a los testigos, desde el punto de vista de concentra-
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ciones proteicas. Existieron en éste animal leves diferencias
de inversidn en concentraciones,respecto a los testigos.

En general, se pudo decir que la respuesta de los sue-~
ros de animales testigos a la infeccidn fué similar, con al-
gunos casos particulares. Ia respuesta de animales vacunados
a la infeceidn fué semejante a la de los testigos, con casos
particulares cuya respuesta se asemeja a los casog particula-
res gefialados en sueros testigos (P. ej. suero 561-562 y tes-

tigo 77-78).
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FIGURAS 13 a 16.

Espectrodensitograffas a 590 nm de geles de poliacrilamida
cldsica, tefiidos con azul de Coomasie de sueros de animales
testigos.

Figura 13 suero 17 - 18.

Figura 14 suero 49 - 50.

Figura 15 suero 51 - 52.

Figura 16 suero 77 - 78.
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1°Sangria 5°Sangria 6°Sangria 7°Sangria
P w
\ | ﬂ




- 143 -

Suero 49-50
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Figura 14
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Suero 51-52
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Figura 15
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Suero 77-78
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FIGURAS 17 a 23.

Espectrodensitograffas a 590 nm de geles de poliacrilamida
cldsica, teflidos con azul de Coomasie de sueros de animales
vacunados e infectados.

Figura 17 suero 525-526.

Figura 18 suero 531-532

Figura 19 suero 41-42

Figura 20 suero 575-576

Figura 21 suero 71-72

Figura 22 suero 79-80

Figura 23 suero 561-562
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FIGURAS 24 a 26.

Electroforesis en gel de poliacrilamida cldsica de
de bovinos testigos. Tincidn con azul de Coomasie.
Figura 24 suero 17-18.
Figura 25 suero 49-50.

Figura 26 suero 51-52 y 77-78.

sueros
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FIGURAS 27 a 33.

Electroforesis en gel de poliacrilamida cldsica de sueros

de bovinos vacunados e infectadoa. Tincidn con azul

Coomasie.

Figura
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Suero 561-562

Figura 33
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8.,= ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA DE

PRECIPITADOS INKUNES.




Zlectroforesis en gel de poliacrilamida de inmunoprecipltados.

Los precipitados inmunes, obtenidos segin Materiales
y Métodos 1ll.~ se procesaron para analizarlos por electro-
foresis en gel de poliacrilamida con SDS como se describid
(Materiales y Métodos 10.2.), disociando el complejo en ca-
denas H y L de Igs y polipéptidos antigénicos ( 44,56,70,74)
Las bandas correspondientes a cadenas livianas y pesa-
dag de IgG e IglM, as{ como la ubicacidn por PM de las pro-
tefnas en el gel se determinaron de acuerdo a Stanworth y
Turner (134 ) (Figura 34) y a nuestra experiencia combinada
de electroforesis en gel de poliacrilamida e inmuno electro-
foresis (Materiales y NMétodos 12,) gque indicaron las sigui-
entes distancias desde el orfgen en el gel para las corres-
pondientes proteinas:
de 1 a 1,5 cm del origen: cadena H de Igl.
de 2,2 a 2,5 cm del origen: cadena H de IgG.
de 4,5 a 5,0 cm del origen: cadsna L de Igs.

Ia ubicacidn de los polipéptidos correspondientes a

aftovirus se realizd teniendo en cuenta lo indicado en el

an$lisis en gel de poliacrilamida con SDS de los Ags TO/T5
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(Resultados 4-3). (Figura 11). Todos los estudios de loa
blancos de precipitacidn realizados no mostraron bandas po-
lipept{dicas teflidas ni radioactivas, exceptc las células
BHK, que fueron eliminadas de los precipitados donde se usd
éste Ag.

Se tuvo en cuenta que las cadenas H ¢ L de Igs pudie-
ron coincidir con polip€ptidos celulares u originados por
el virus en la célula de su mismo P¥ y que algunos antisue-
ros pudieron no contener IglN (especizlmente los realizados

en conejos, cuyc esguema de inmummizacidn fué prolongado).

a) Andlisis de precipitados radioinmumes.

a.l) Se analizaron los polipeptidos del inmunoprecipitado
que se unieron a log Ac y fueron separados por el tratamien-

to. Se estudiaron células BIK, . sin infectar y los Ags To/"l‘5

21
enfrentados a sus correspondientes antisueros homdlogos rea-
lizados en conejo.

El andlisis del precipitado BHK-gsuerc anti BHK (Grifi-
co 3 f) mostrd polipéptidos de PM entre 120,000-72.000, me-
nor cantidad de 63.000-56.000 y 52,000-34.000 y entre PN

33.900-28,000, No se presentaron polipéptidos de PN menor
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27,000 y de muy bajo PH gque se hubieran unido a2 los anticuer-
PoOS.

Se correlacionaron los precipitados utilizando Ags de
creciente tiempPo p.is ¥y sus antisueros homélogos con el BHK-

anti BHEK obteniéndose los siguientes resultados.

T ,-susro anti T (Grfaficc 3 a): mostrd un oumento en polipép-
tidos de alto PM y entre 52.000-34.000, 30.700-23.000 y 1la
aparieidn ie los de PM entre 20.000-12.500 y de mesno>» PM en
cantidad. E1 pico mostrado entre 52,000 y 34.000 fué el mds
notorio,

T.—suero antl T (Grdfico 3 b): aumentaron los polipéptidos,

1 1
que se unieron a Aes, de PM entre 63.003-56.900; aungue en

menor proporcion que en el anterior también se incrementaron

los polipéptidos de PN entre 52.000-34,000 y 30.000-28.200.

I _-suero anti T2 (Grdfico 3 c¢): mostrd un aumento en todos

<

los polipéptidos: de P¥ entre 120.000-~72,000, 63.,000-56.0C0,
52.000-34,000 (notoriamente) y 30.000-28,000. Se evidencia-

ron varios picos polipeptfdicos de bajo PM en cantidad.

24-suero an+i T4 (Grdfico 3 d): mostrd levicimos aumentos en

los molipdptidos respecto al pracipitado de células sin in-~



fectar.

25-suero anti T5 (Grafico 3 e): Se observd un fuerte incre-
mento en polipéptides de alto PM y aumento en los comprendi-
dos entre PM 63.700-56.200, 52.000~34.000 y 30.000 a 28,000,

Del precipitado T3-suero anti T3 gse perdid la muestra.

Todos los precipiiados Ag-As hondlogos mostrareon, a
diferencia de BHE-suero anti BHK, polipéptidos de PN menor
que 22,500, los cuales entre 20.000 y 12,500 se consideraron
productos maduros del virus y los de menor PM no poseen aun
funcidn bioldgica conocida ( 93, 122, 123 ). E1 hecho coin-
cidid con el andlisis de leos Ags separadamente (Resultados
4-3) que mostraron la existencia de éstos polipéptidos a di-
ferencia de las células BUX,, sin infectar,

El andlisis de los precipitados Ag-As homélogo mostrd,
en general, que los Ac producidos en los conejos se unieron
a polipeéptidos del virus multiplicando en cdlulas infectadas,
los cuales también se observaron en los estudios de colora-
cidn y radioactividad de las preparaciones antigénic:is indi-
viduales (Resultados 4-3).

Debemos aclarar que en todos nuestros estudios nunca
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GRAFIZG 3.
Perfil de radioactividald de electroforesis en gel de polia-

crilamida con SD5 de precipitados inmunzs.

a) Ag: células BHE,, infectadas por 60 minutos (To).
Suero: de conejo anti To.

b) Ag: células BHK,, infectadas por 65 minutos (Tl).
Suero: de conejo anti Tl.

c) Ag: células X, infectadas por 75 minutos (Tz)°
Suerc: de conejo anti T2.

d) Ag: células BHK2l infectadas por 129 minutos (T4)e
Suero: de conejo anti T4.

e) Ag: células BHY,, infect2das por 210 minutos (Ts)a
Suero: de con2jo anti TS.

f) Az: células BHL,, sin infectar.
Suero: de conejo anti BHKQI'

g) Ag: células BiK,, infectadas por 60 minutos (To)o

Suero: de conejo anti virus sobrenadante de 8 hs p.i.

cadena H de Igil.

1
2: cadena H de IgG.
3: cadena L de Igs.
Los mimeros sobre el »arfil del grdfico indicaron el PH de
bl
los polipéptidos x 107,
VP : polipéptidoy estructurales del virus.
0'1'2’3
VIA: Ag asocizdo a la infeccidn viral.
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ge observd una disminucidn de polipé€ptidos presentados en
células infectadas respecto 2 sin infectar (ni en Ag, ni en
precipitados), o sea, que 21 virus al multiplicar no inhibi-
rfa la produccidn de proieinas por la célula ( 19, 20, 70 ).
Al mismo tiempo se pudieron detectar los cambios inducidos
por el virus en células, hecho que se observd en el inruno-
precipitado Ag To-suero de conejo anti virus de 8 hs p.i.
(Gréfice 3 g) que mostrd respecto al precipitado BHX-suero
anti BHX (Grdfico 3 f) un aumen®o en polipéptidos de =2lto PN,
de PM entre 63,000-56.700 y muy notoriamente de PN entre
52.2000-34.000 y 30.000-28.000, a la vez que la aparicidn de
polipéptidos de PN entre 20.700 y 12,500,

Estos productos, que se detectaron con Ac presentes
en el suero de conejo anti virus, son similares a los obser-
vados en el andlisis por coloracidn y radioactividad del af-

tovirus de 8 hs pei. (Figura 12, Grdfico 2 b).

a,2) Se analizaron precipitados radioinmunes donde se enfren-

taron los Ag TO/T5 con suerc de conejo anti células BHK (Grd-
£ico 4). Se compararon con el diagrama mostrado por el pre-

cinitado BHE-suero anti BiHK (Grifico 3 ).



El andlisis de T _-suero anti BHK (Grdfico 4 a) mostrd

polipéptidos, que se unieron a ie¢, cuyo PM fué elevado, au-
mento en los de P! entre 62.000-56.000, 52.000-34,200 y
30.000-28.000, as{ como la apiricidn en cantidad, de los de
PN entre 20.000-12,500 y ain mds de menor PM

T -suero anti BHK (Grifico 4 b): mosird una notoria diferen-

1
cia en su esquema con el de BdK-suero homélogo, con un evi-
dente aumento en polipéptidos de PM entre 3£.000-28.000 y
113

de menor Pil.

T, -suero anti BHK (Grdfico 4 c): Los anticuerpos del antisue-
[

ro se unieron a todo el rango de PN de los polipéptidos y
notoriamente a los de 38.000 a 28,000,

I,=suero anti K (6rdfico 4 d): en general se observd dis-
minuecidn en los polinéptides, sizndo los mds elevados los de

PM entre 120,000-72.000 y 30,000-28,000.

I,=suero anti BHK (Gréfico 4 eo): Se observé una disminucidn

general,

—suero anti FHK (Grdfico 4 f): mostrd alta cantidad de po-

N

1ipéptidos en general, y especialmente los de alto P,

Del andlisis de €stos precipitados surgid que los per-
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Perfil de radicactividad de electroforecsis en gel de volia=-
crilamida con SDS de precipitados inmunes utilizando suero
de conejo anti c<lulas BHY,, y los siguientes Ags:
a) Células BHK infectadas por 60 minutos ('1‘0)o
b) Células BYK infectadas por 65 minutos (Tl)'
¢) Células BUX infectadas por 75 minutos (T,).
d) Células BHX infectadas por 90 minutos (T;).
RE
f) Células BHK infectadas por 210 minutos (T5)c

e) Células BIK infectadas por 120 minutos (T

1: Cadena H d= Igii,
2: Cadena H de IgG.
3: Cadena L de Igs,

Los numeros sobre el perfil del grifico indicaron el PM de
los polipéptidos x 103.

VP ¢ polipéptidos estructurales del virus.
0,1,2,3

VIA: Ag asociado a la infeccidn viral,
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files observados con los Ag Tl Ng T5 fuercn diferentes 2 los
demds y al de sus preciritados con suerc homdloro y al and-
lisis de los Ag individualmente (Grdficos 2 y 3).

Se hace notar que los gréficos nostrados per los pre-
cipitados Ag-suero anti BIX fueron diferentes al de BHK-zue-
ro homdlogo: los Ac del suero anti BHK detectaron en los Ag
polipéptidos de PM menor de 20,000, perc $ste hecho no suce-
did con células BHK, Estc podria explicarse suponiendo gque
los polipeéptidos de bajo PM existieron en BHK pero en peque-
fia proporeidn y frente al reste de los productos no se fa-
bricaron Ac especificos conira ellos (competicidn antigénica
por baja concentracidn). Otra razdn podria ser que los Ac
formados no fueran precipitantes J existieran en baja concen-
tracidn y no se detectaron por la técnica empleada. Podria
haber sucedido también que la deteccidn de polipéptidos de
bajo PM en las preparaciones antigénicas se hubiera debido
a que existirfan en cdlulas BHK gin infectar polipéptidos
que compartirfan determinantes antigénicos con los de bajo
PM inducidos por el virus, que a su vez expondrian muevos

gitios enmascarados (criptotopes) (49 ). E1 suero anti EHK
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poseerfa Ac hacia polipéptidos mayores que darian reaccidn
cruzada con 1l¢s menorsas.

De los resultados observados en al y a2, surgid como
hecho notable que los precipitados inmunes formados ccn los
Ag T2 Yy T5 presentaron los mayores velores de radiocactividad
(Grdficos 3 ¢, e; 4 ¢, £), recordando que sus antisueros pro-
ducidos en conejos fueron los que protegieron al ratdn lac-
tante de la infeccidn viral (Resultados 6).

En el precipitado T2—suero anti T2 se encon’rd la ma-
yor marcacidn en los polipdptidos de Pif entre 52,000-34,000
y en varios de PM menor de 12.,500. El precipitado T_-suero

5

anti TS mostrd alta radioactividad en polipdptidos de P
entre 120,000-72.000, mientras que loa de PN 52.,000-34,000
estaban disminufdos respecto a Tz-suero anti T2, ¥y permane-
cieron iguales log 3e PM entre 30,000-28.000 y un unico pico

de PM menor de 12,500

a.3) Se realizaron controles de precipitados, invirtiendo
los reactivos respecto al caso anterior: se utilizd como Ag

células BHK y se enfrentaron a los antisueros anti cada tiem-

no nost infececidn y antivirus, realizados en conejos.
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De cada perfil se restaron las células BHK obtenidas
como blanco de precipitacidn.

Analizando el Grdficc 5, se vid que, en general, los
dizgramas son distintos entre si, a pesar de quese encontrd
cierta semejanza entre BHX suero anvi virus, anti To y anti

(Grdficos 5 g4 a, f). Todos los perfiles mostraron dife-
rencias con BHE-suerc anti BHK (Grdfico 3 f). Con el suero
anti T, (Grdfizo 5 b) se detectaron gran cantidad de poli-
péptidos de PM 20,000 y menor, hecho que también se enconird
con suero anti T2 (Grdfico 5 c)o Los valores disminuyeron
con suero anti T, (Grdfico 5 d); los Ac del suero anti T, ¥

5 (Grdficos § e, f) se unieron a una alta cantidad de poli-
péptidos entre Pl 30.000-28,000.

Estos resultados indicaron que las cé€lulas BHK sin in-
fectar voseian polipéptidos de muy dajo PM, en baja concen-
tracidn, ya que fueron detectados por antisueros obtenidos
con células BHX infectadas a diferentes tiempos, quienes con~-
tendrfan Ac anti aguellos polipeéptidos, los cuzles, se sugie-

re gue su aurento fue inducido por el virus en las células.,

Se analizarcn por comparacidn los perfiles de 3BiK-gue-
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7o anti células infectadas con los obtenidos 21 enfrentar
los Ag con suero anti BHK (Grdfico 4) y se observd qu= en
los que se utilizd suero anti Tl, T3 y T5 los diagramas fue-
ron diferentes. Con los antigueros anti To' T2 y T4 se obtu-
vieron semejanzas,con pequefias diferencias,

Estas correlaciones encontradas serian debidas a di-

ferencias en los anticuerpos de loa sueros utilizados.



GRAFICO 5.
Perfil de radiocactividad de elactroforesis en gel de polia-
crilamida con SDS de precipitados inmunes utilizzando como

Ag células BIK,,,

a) Suero de conejo anti cdlulas HX,, infectadas por 60

sin infectar y los siguientes antisueros.

ninutos (To).

b) Suero de conejo anti células BHK21 infectadas por 65
minutos (T,).

c) Suero de cgnejo anti células BHK,, infectadas por 75
minutos (T2).

d) Suero de conejo an*i células BHK,, infectadas por 90
minutos (T3).

e) Suero de conejo anti células BHKZl infectadas por 120

4).

f) Suero de conejo ant: células BHK

ninutos (T

o1 infectadas por 210
minutos (T5)'

g) Suerc de conejo anti virus sobrenadante de 8 hs p.i.

1: cadena H de Igll; 2: cadena H de IgG; 3: cadena L de Igs.

Los numeros sobre el nerfil del grafico indicaron el PM de
los polipéptidos x 103,

VP : polipéptidos estructurales del virus,
0'1,2'3

VIA: antigeno asociado a la infeccidn viral.
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b)Y Andlisis d2 nrecinitados inmnes utilizando sueros bovinos.

Todos los andlisis realizados en inmunoprecipitacidn
trataron de validar e identificar fracciones polipeptfdicas
de células infectadas para estudiar en sueros de bovinos in-
fectados y vacunados e infectados la probable existencia de
Ac que se unieran especificamente a productos precursores,
intermediarios & maduros del virus.

Se realizarcn los precipitados inmunes entre los Ag
TO/Ts vy los sueros de bovinos testigos y vacunados e infec-
tados con aftovirus C pertenecientes a Lahoratorios ZEgtrella-~
Merieux,cuya descripcidn se realizd en Materiales y Métodos
6.1. Como control se reemplazd el Ag por células BHK,, sin
infectar y no se obtuvieron bandas.

Se analizaron los polipéptidos coloreados obtenidos
en el gel de poliacrilamida, teniendo en cuenta la posiecidn
de Igs y componentes virales ya explicada al comienzo de és-
ta seccidn.

Debemos aclarar que para todos los precipitados se u-
sicaron inicialmente las cadenas H y L de IgG e Igh, que pu-

Jdieron coincider con polipéptidos de su mismo PN, Alzunos
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sueros originaron precipitados jue poseyeron IgG e Igh y

H

otros sdlo una de las dos Igs, recordando que en el andli-
sig individual de las proteinas séricas se obtuvieron varia-
ciones en bandas de movilidad B (Resultados 7) y el estudio
cromatogréfico de sueros de cotayo anti virus indied pro-
tececidn y neutralizacidn en esas mismas fracciones (Resulta-
dos 5).

El Cuadro 5 mostrd los resultudos obtenidos con sueros
bovinos testigos, de animales de zonas libres de la enferme-
dad que se infectaron con 1C.000 DI50 ¥y se sangraron a dife-
rentes dias post-infeccidn. Los sueros utilizados fueron cua-
tro: 51-52, 17-18, 77-78 y 43-50 y se cstudiaron las sangri-
as 5a. (3 dfas peio), 6a. (7 dfas poi.) y 7a. (14 dfas poi.),

Analizando el Cuadro 5 se obtuvo que, en gsneral, en
las diferentes sangrfas de animales testigos se detectaron
Ac que se unieron a polipdptidos de los Ag To/Ts.cuyos PH
fueron mayor de 70.000, entre 63,.7200-56.200, 52.000-34.000,
30.000-28.200 y menor de 20,000,

Se hace notar que casi todas las sangrias mostraron

ic hacia polipéptidos de PM mayor de 70.000.
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Los Cuadros 6, 7, 8 y 9 mostraron lo3 resuvltados obite~-
nijos con sueros de bovinos vacunados y a los 21 dfas desa-

fiados con 10.009 DI50, Las sangrias estudiadas fueron:

1: sangrf{a previa (animal normal).
P4 B 4 . P
Sangrias 2: 7 dias post vacunacion.
post 3: 14 afas post vacunacidn.

vacunacidn | 4: 21 dfas post vacunacidn e infeccidn.

Sangrias 5: 3 dfas post infeccidn.

post 6: 5 dfas post infeccidn.

infececidn | 7: 7 dfas post infececidn.

Para analizar la posible presencia de Acs en los sue-~
rog, que se¢ hubieran unido especificamente a polipdptidos
de los Ag TO/TS, se agruparon de acuerde a lo indicado en
el andlisis de protefnas de las sangrfas en gel de poliacri=-
lamida cldsica (Resultados 7). Los grupos formados fueron:
1 sueros 525-526, 531-532 y 41-42, quienes respondieron en

forma similar a la vacunacidn y descarga; 2: sueros 575-576

o . . b4
y 71-72, quienes no modificaron notoriamente sus proteinas

frente a la vacunecidn y respondieron diferentemente a la
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lescarga; y 3 y 4+ sueros 79-80 y 561-562 respectivamente
los cuales presentaron cad2 uno respuestas individuales.

El Cuadro 6 mostrd los resultados cbitenidos con los
sueros del grupo l. ©n general la deteccidn de Ac en sangri-
as post vacunacidn fué pobrs, salvo el suero 525-526, cuyos
Ac de 2a. y 3a. sangrfa se unieron especificamente 2 poli-
péptidos presentes en T,

Ia determinacidn ie Ac en sangrias post infeccidn fué

(Cuairo 5).

4

gsimilar a la de sueros testigo

Analizando los resultados del Cuadro 7, donde se uti-
lizaron los sueros del grupo 2, se vid que el 71-72 presen=-
tS Ac en sus sangrias post vacunacidn que se unieron especi-
ficamente a polipéptidos antizédnicos: en lra. y 4a. con los
Ags T,, T3 y T4 y en 3a. con T,. E1 PM de los polipéptidos
dstectados fué mayor de 70.000, entre 63.000-56.000, 52.000-
34.000 y menor de 20,000, quienes en algunos casos presenta-—
ron mds de una banda.

Los Ac del suero 575-576, en 2a. sangrfa, ge unieron

a nolipéptidos deX Ag T 4 o PM fué mayor de 70.000 y entre

53.000-556.003.
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E]l comportamiento del suero T71-72 luz2go 4z 1li infec-
cidn fué similar al de los testigzos.
Los resultados del egtudio uwtilizando 21 suero 79-80

(Grupo 3)(Cuadro 38) mostraron en las sangrias post vacuna-

Q
(8

dn, frente a los Ag Tos Ty ¥ T3, Ac que se unieron = poli-

ptidos de Pii mayor de 70.J03, entre 63.000-5€,000, 52.000=

Ld]
(D‘

4

28,000 y menor de 20,000 y en un caso un polipéntido cerca=
no a cadena L (P4 23,000). En sus sangriss post vacunacidn,
éste suero mostrd semajanzas con el 71-72.

Yo se evidenciuron Ac en las sangrias post infeccidn,
galvo la 7a. con 4Ag T donle se detactaron Ac jue se unie-
ron especificamente polipéptidos 4= FM 30.000-28.000 y
menor de 20.000.

En todas las sangrias del suero 561-562 (Grupo 4)
(Cuadro 9) se obtuvo un=z buena deteccidn de Ac. La unidn de
éstos, en sangrias post vacunacidn e 1nfecu10n, a polipépti-
dos no moatrd diferencias entre las do3 etapas.

Como observacidn de $stas experisncias debemos recal-
car gque, en general, se evidencid ea los g2les uns banda a

aprovimadamente 1 mm dal origen, que pudo deberse a Ig no
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digerida ¢ a polip€ptidos de alto PM, Tambidn existieron
bandas notables que indicaron Acs unidos a polipdptidos de
PY mayor de 70.000 y menor e igual a2 20,000 (en 2lgunos ca-
sos varias bandas). Bl signifisazdo de los polipépiidos de
miy bajo PM ain no se conoce.

Del andlisis de las diferentess szngr{as post vacuna-
cidn de los siete sueros, se concluyd que el 5561-562 mostrd
Ac que reaccionzron especificaments con polipéptidos de to-
dos los Ags, Ctros doas sueros (71-72 y 79-80) presentaron
Acs en aproximadaments 1a mivad del total de sangrias, mien-
tras que las muestras 575-576 y 525-526 presentaron reaccidn
pobre y el resto no respondieron.

En las sangrias post infeccidn, trea sueros (41-42,
79-80 y 575-576) no evidenciaron Acs, mientras que los demds

mostraron un comportamiento similar a los testigos.



CUADRC 5,

Estudio de digestidn y elsctroforesis en gel de poliacrila-
mida de precipitados inrmunes obtenidos con sueros bovinos

testigos (17-18, 49-50, 51-52 y 77-78) y 4gs To/Tso
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CUADRC 6.

Estudio de digestidn y electroforesis en gel de poliacrila-
mida de precipitados inmunes obtenidos con sueros bovinos
del grupo 1 (41-42, 525-526 y 531~532) y Ags TO/TS‘,
Sangrfas: 2, 3 y 4 post vacunacidn; 5, 6 y 7 post infeccidn.
1: 2 bandas.

Con el Ag T5 no se obtuvieron bandas,
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CUADRO 7.

Estudio de digestidn y electroforesis en gel de poliacrila-
mida de precipitados inmunes obtenidos con sueros bovinos
del grupo 2 (71-72 y 575-576) y Ags T /7.,
Sangrias: 1 prevacunacidn; 2; 3 y 4 post vacunacidn; 5; 6

y 7 post infeccidn.,
1: 2 bandas.

2: 3 bandas.
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CUADRO 8.

Estudio de digestidn y electroforesis en gel de poliacrila-
mida de precipitados inmunes obtenidos con sueros bovinos
del grupo 3 (79-80) y Ags TO/TSO

Sangrfas: 2, 3 y 4 post vacunacidn; 5, 6 y 7 post infeccidn.,
1: 2 bandas.

2: se detectd una banda de PM aproximadamente 23.000,

Los Ag T2 Ng T5 no dieron bandas.
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2UADRO 9.

Estudio de digestidn y elz=ctroforesis en gel de poliacrila-~
mida de precipitados inmunes obtenidos con sueros bovinos
del grupo 4 (561-562) y Ags To/T5°

Sangrias: 2, 3 y 4 post vacunacidn; 5, 6 y 7 post infeccidn.
1: 2 bandas,

2: 3 bandas,
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DISCUSION.

. .

El estudio por andlisis radiozctivo en gel de polia-
crilamida de las preparaciones antigénicas obtenidas por in-

feceidn con aftovirus C, de células DX clen 13, a dife-

2 21!

rentes tiempos mostrd diferentes perfiles entre si, a madi-
da que transcurrid el timpo pe.i. v distintos a células sin
infectar (Figura 12 , Grdfico 2 ).

Se evidenciaron cambios en los polipévtidos entre 60
v 210 ninutos p.i. En todos los Ag se presantaron polipép-

tidos de muy bajo P ( menor de P__.), correspondiendo la ma-

15

vor cantidad a €5 y 210 nminuvtos. se enccntraron au=-

Pon-16

nentados en 120 y 210 ainutos. P38 mogtrd altos valores

sdlo en 75 minutos mientras P 2 permanecid constante en to-

5
dos los Ag. P63 y P7O aumentaron en 120 y 210 minutos. P88
mostrd mayores valores en 90 y 120 minutos y PlOO en 65 y
120 minutos. P auentd en 60 y 120 minutos. De las prote-

120

{nas estructurales, VPO aumentd en 65, 75, 90 y 120 minutos

7 Py 3 existid en mds cantidad en 60 y 65 minutcs, siendo
sayor adn en 120 y 210 minu

tos, en quienes %zabidn se en-
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contrd aumentado V?4=

Se observd imrunofluorescencia a partir de 65' p.i.
utilizando suwero de conejo aniti virus sobrenadante y desde
75t pe.i. con suero de cobzyo hiverimmune anti virus (Figuras
8-10).Sc debe tener en suents que la visualizacidn fluores-
cente dependid dsl tipo de 4c con el cuzl se realizd la ex-
periencia ya que el suerc de conejo, fabricado con virus mul-
tiplicado en cdlulas, did positivo un tismpo p.i. més tempra-
Nno.

La fluorescencia observada hasita 120 minutos p.i.,(Fige-

ra 9-10)ie acuerdo al estulio del perfil radioactivo en gel

i ]

de poliacrilamida de los Az {Grdfico2) podria deberse a la

presencia de polipéptidos primarios, intermedios y maduros

o

del virus.

Después de 120 minutos pi(Figuras 8-10)se observd fluo-
rescencla con alteraciones y cambios morfoldgicos en las cé-
lulag, provocados por efacto citopitico viral, coincidiendo
con la presencia en los perfiles radioactivos de2 mayor can-
(Gréfico o ). Los datos hallados en la biblio-

£idad de IP1_4

ac?{n indicaron que diversoc: autores,estudianio la multipli-
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’

cacicén viral en diferzntes =zi:

u)

temns celularces por distintos
I'é - - s . ~

metoi03 encontraron que la proluceion 42 virus llega 2 un

niximo entre 270-300 minuiss pei.. En este tiempo semin

Cartwright y col. (41 ) y Polatnicl y Bachrach {109) el vi-

R

rus se encontrd uniformemen repartido entre las cdlulss

y el 1liquido sobrenadante y luego su produccidn disaminuye
gradualmense a causa de la destruccidn de las células pro-

I'é

inzctivacidn térmiza. E:tos auto-

W

Juetoras de virus y de 1
res (109) indicaron que la fase de latenciz tendrfa una du-
racidn de 100 a 110 minutos, mientras gque Thorne (148) por
nétodos bioquimicos poatuld 20 minutoa para esa fase, coin-
cidiendo con los estudios de Dragonas y Pappous (58 )
inmunofluorescencia. A su vez Pledger (107) estimd gque 90
minutos fue el tiempo para la formacidn de preogenie intra-
;

celular y 150' el de liberacidn de progenia al medio extra-
celular.

Los citados estudios de Dragonas (58 ) nostraron que
12 primera fluorescencia se vid a los 20" p.i., hacidndose
lusgo mds jntensa, para despuds de 2 hs diferanciar entre

listintas fases: granular y parcial hasta coapacta y comple-
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Id
b

ta 2 8 hs p.i., donle degaparecia el micieo czlular,

Los trabajos de Yilma y col. en 1378 (162), utilizan-

[#]

N rd . o o
do varias metodologias, entre ellas inmunofluorescencia, in-

o

dicaron 12 aparicidn de ésta a las 2 hs p.i., lo cual esta-
ria de acuerdo a la demostracidn de progenie tsmprona en sus
estudios de curva de crecimiento del virus. No detectd com-
bios & alteraciones morfoldzicas en éste tiempo. Se obssrva-~
ron células redondieadas 3 hs p.i. y pPostularon que la lite-
racidn de virus en vacuolas citoplasmitices, en éste tiempo,
sugerir{a un mecaniszo general de liberacidn prelitica para
picornavirus.

Los trabajos de interaccidn de aftovirus con células,
en etapas tempranas, de Campos (37 ) determinaron que la in-
fectividad intracelular a travdz de un ciclo de replicacidn
viral, hasta 80 a 90° p.i. 3e debid a virus penetrante, mien-
tras que Cavanagh y col. ( 43) en 1978, recuperaron de célu-
las infectadas, en los primeros 15-30% pei., el 897 del vi-
rus disociado en partifculas 12 Sque poseian la misma compo-

. Iy . o . . ’
sicidn polivepifdica que las obtenidas por acidificacion;

b

]

21 ™% restante tenfa igual composicidn proteica y ARN que
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21 virus nativo. Estos ultimos autoras (43 ) postularon que

la secusnciz de eventos en la unidn de aftcovirus a cdlulas

se dividir{a en tres etapas:

1) Unidn irreversible del virus a componentes de la superfi=-
cie celular sin aparente desestabilizacidn de la cdpside.

2) ILiveracidn espontdnea de una pequedia proporcidn del virus
unido, e: asociacidn con componentes celulares, sin aza-
rente alteracidn en la composicidn polipsvtidica de la
particula viral,

3) Rdpida penetracidn, posihlemeante en vacuolas y ruptura
del virus en zvbunidades 125,

En el transcurso de nuestro trabajo, la visuvalizacidn
nicroscdpica de los efesctos del virus sobre células deter-—
mind que €stas sparecian redonleadas luego de 3 h 30' p.i.,
lo cual harfa suponer una rdpida adaptacidn del agente al
cultivo. Existir{z cierta ccincidencia con los trabajos de
Yilma y col. (162) quiernes encontraron progenie teaprana sin
cambios morfoldgicos 2 las 2 hs p.i. y postularon un meca-
nismo de liberacidn prelftico a las 3 hs p.i. y con los es-

tudios de Drasonas y Pappous (58 ), quienes encontraron los



siguientes valores de virus en el sobrenadante de células
infectadas:

4 UF?/ml.

lra, hora ¢ 4 x 10
23a. hora : 7T 10* UFP/m1.
4ta, hora : 9 x 10* UF®P/ml.

Existe similaridad entre estos valores y los nuesiros,
donde se enccntrd una constancia, con leve aumento hasta
120' p.i. y datos significativos luego de éste tiempo (Re-
sultados 4-4),lo cual nos inducirfa a vensar en una libera-
cidn prelftica sin deformacidn ceslular.

De toda la informacidn expuesta de bitliografia y nu-~
estros resultados, podriamos postular un posible mecanis-
mo que ocurrirfa en las preparaciones de células infectadas
a diferentes tiempos:hasta los 75' p.i. existirfa virus no
desadsortido y penetrante; entre 75' y 120' p.i. habria
progenie viral temprana, con positle liberacidn prelftica

’

y luego de 120! p.i. formacidn y liberacidn de progenie

viral,
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Los estudios por inmunodifusidn (Figura 2), recordan=-
do la menor gensibilidad de dichc método, detectaron Ag VIA
en nuestras preparaciones antigénicas de cdlulas infectadas
por 90, 120 y 210 minutos. Se obtuvieron resultados contra-
dictorios con diferentes lotes de Ag VIA y sus antisueros,
lo cual nos lleva a hacer incapié en que, para extraer con-
clusiones con ésta metolodologia, se deberia temer Ag VIA
puro y antisueros muy especificos.

De las reacciones cruzadas obtenidas con nuestros Ag
y sueros antiaftovirus A y O (Figuras 6-7) sugerimos que la
regponsabilidad estaria en Ag VIA & en polipéptidos prima-
rios inducidos por el virus en células, ya que los trabajos
de Brown (27), analizando péptidos tripticos de Poos 52 ¥
100 indicaron homologfas en los tres tipos de virus, con un
alto grado de relacidn, mientras que P88 no posefa esa propie-
dad. Es evidente la importancia de la naturaleza de lag pre-
paraciones antigénicas, al analizar Ac de sistemas virales
de Ag miltiples, ya que determina la especificidad de tipo
de la reaccidn, as{ como la aparicidén y desaparicidn de di-

chos Ac en el curso del tiempo.
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De los estudios de seroproteccidn en ratdn lactante
(Cuadro 3), de los antisueros obienidos en conejos con nues-
tras preparaciones antigeénicas, se obtuvieron resultados gig-
nificativos para las células infectadas por 75 y210%, mien-
tras que las de 120' dieron proteccidn. Dicha proteccidn fué
especifica para aftovirus. Al estudiar la esrecificidad de
tipo de la resaccidn, se obtuvo sobrevida pobre, no signifi-
cativa, para aftovirus O, lo cual podrfa indicar alguna pro-~
duccidén de Ac protectores por polipéptidos primarios (no P88)
(27).

El suero anti VIA did proteccidn leve, no sifnificati-
va. Los sueros de conejo anti virus sobrenadante y concentra-
do no protegieron.

El andlisis de los polipéptidos existentes en las tres
preparaciones antigénicas que provocaron Ac protectores mos-—
trd diferencias (Grifico 2). En 75' p.i. existieron en mayor
concentracion P120’100'56 y 38; En 120' p.i. P120’ 100 88?
727 63 y VP1_3; En 210' p.i. P12O' 700 63 ¥ VPl_BJ Recorde-
mos que el virus sobrenadante tenfa mayor concentracidn de
VP0

1207 88* "T04°
Por la metodologfa utilizada, no podemos disernir
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cuales polipdptidos habrdn induciilo Ac que pretezieron 2

-’

’ .

ratones lactontes de la infeccicn viral, dero de acuerido

a Mc Cahon (23 ), los dolipéptidos Pogs 530 55 p T 33
provendrian del exitremo 5' del genoma y serian precursores
de protefnas estructurales del virus, y existisndo en nues-
tros Ags dichas proteinas, la induccidn de Ac protectores

en conejos se dzberia a polipéptidos precursores de estruc-
turales. E1 hecho de gque el Ag de 75" p.i. poseia menor can-

tidad de VP indicaria que ellos no serfan los principaz-

1-3°
les deterainantes para inducir en comejo Ac protectores.
Muestro virus sobrenadante, que posefa mayor cantidad de
polipéptidos estructurales y P120’n° indujo dichos Ace.

En conejo, serfan mds inductores de Ac nrotectores
los polipéntidos vrecursores de estructurales que Sstos mis-
mOS e

La producccidn de Ac protectores por los antigenos
indicados, seria el resultalo de la acumulacidn de miltiples
determinantes antigénicos, diferentes en calidad y cantidad

que los encontrados en virus sobrenadante,

Utilizando nuesiras preparaciones antigénicas, se tes-

&
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taron Ac de sueros bovinos infectalos y vacunaios e infec-
tados por inmunoprecipitacidn y andlisis en gel de polia-
crilamida con SDS, para determinor diferencias entre los

2 grupos de bovincs. Dichos Ac se unieron especificamente

. ’ o ] . .
a polipeptidos de los Ags, que Tueron inducidos por aftovi-

=

rus en cultivos celularss. Los blancos de precipitacidn,
donde se reemplazd el suero por PBS y los coniroles donde
se hizo reaccionar células BHK sin infectar con los sueros
bovinos, no dieron banias.

E1 estudio de Ac de los sueros bovinos mostrd la exis-
tencia de IgzG e Igli. Al realizar el andligis de sueros hiper-
inmunes de cobayo anti aftovirus (Resultados 5, Cuadro 2)
se encontruron los mayores indices de actividad de Ac en
protefnas con movilidad Bys By ¥ Yoo Debemos recordar
que los datos bibliogrdficos referentes a la respuesta de
Ac inducida por virus, indicaron su caracteristica bifdsica,
presentsndo un pico inicial desvuds de 5 a 8 dfas p.i.,
seguido por oitro a los 15-20 dias. La naturaleza bifdsica
e esta curva-respuest2 se debe a la aparicidn secuencial

de 1as clases de Ac IgM e IgG.
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Brovn y Graves inicialmente demostraron éste cumbio
en las caracteristicas fisico-quinicas de Ac inducidos por
aftovirus en ganado bovino y cobayos ( 22, 23 ).Se vié

0 3{a despuds de la infeccidn era

3

que el Ac presesnte el
IgM mientras qus 14 dias después aparecian Ac Igh ( 25 ,
46 , 47, 64 , 94 , 136)

Por otro ladlo, se determind que inmunoglobulinas con-
teniendo Ac, se encontraron en susros bovinos en las dreas
de gamma globulinas, Beta glotulinas y trazas en alfa 2 glo-
bulinas ( 77).

Nuestro estudio de proteinas de sueros bovinos testigos
y de prueba, por electroforesis en gel de poliacrilamida
(Cuadro 4 , Figuras 13-33) no acusé un aumento general,
notable, en la concentracidn proteica. Se presentaron varia-
ciones en las fracciones globulinicas con caracteristicas
individuales, aunque las sangrias de sueros testigos mostra-
ron, en lineas generaies, aunentos en las zonas de v , 62,

Bys inter o - 8 ¥ a, globulinas, siendo mds notorias

las variaciones en inter a - B que se dreasentaron en todos

los sueros. Las sangrias de animales vacunados mostraron



también caracteristicas individuzles, aunaue en general,
los mayores =zumen®cs se vieron en zonas de  , Bor By
inter a - B8 ¥y «a 5 globulinas.

Congsiderando éstas varicciones dehemos decir que la
calidad de Ac pertenece a una clase & subclagse determina-
da y es indepeniiente de 1la ccncentracidn de la misma, es
decir, dentro de la to*alidad de moldculas de Ac, sdlo al-
gunas poseerian una actividad bioldzica determinada.( 31,
149,157 ,158 , 159, 160,161),

Para poder discutir los resultados obtenidos de nues-
trcs precipitados inmunes con sueros bovinos debemos expli-
citar los siguientes datos brindados gentilmente por Labo-
-ratorios Egtrella-Meriecux: los bovinos de Esquel (Pcia. de
Chubut ) fueron vacunados con vacuna trivalente, hidroxisa-
poninada, de tipo Frenkel sin diluir. E1 desafio se realizd
con 104 DIS0 de virus bovinizado monoespecifico. Todos los
sueros fueron anzlizados por seroneutralizacidn en cultivos
primarios de células de rifidn de cerdo y luego del desafio
sz realizaron las lecturaz de lesiones provocadas por el

viruse.
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Los sueros utilizados en nuestras experiencias (desa-
fiados con aftovirus C) dieron los sijuientes fndices de

neutralizacidn a los 21 dfas v.v. (se comsiderd alto entre

1,65-1,80,intermedio entre 1,40 y 1,565 y dudoso de 1,2 &
menor) :

Suero Seroneutralizacidn a %tipo de virus

T1-72 C: 1,50; A: 1,50

41-42 C: 1,80; A: 1,65

79-80 C: 1,65; A: 1,50

531=-532 C: 1,805 A: 1,50

525-5286 C: 1,65; A: 1,65

561-562 A: 1,65; O: 1,65

575-576 C: 1,60; C: 1,65; A: 1,50

Los t{tulos de seroneutralizacidn de sangrias previas
fueron negativoas.

Todos los animales testigos generalizaron la infeccidn,
mientras que los vacunados no enfermaron, excepto los 525~
526 y 531-532 que mostraron lesiones primarias en boca de

2 ¥y 1 cruz respectivamente.
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Recordamos que todcs nuestros controles confirmaron
resultados negativos y que los estuvdios de radioinmmunopre-
cipitacidn y andlisis en gel de poliacrilamida de nuestros
Ag con sueros de conejo hondlogos y heterdlogos nos permi-
tieron deducir la existencia,en los precipitados,de poli-
péptidos inducidcs por virus en células, asi como determi-
nar su PM aprgximado (Grificos 3, 4, 5), ccincidiendo es-
tos estudios con los de Harris y col. ( 70) utilizandc ne-
todologias similares. El andlisis de los precipitados obte-~
niZos entre los Ags y los sueros testigos mostrd unidn de
sus Ac hacis polipéptidos de PN mayor de 70,000 en todas
las sangrias; en menor cantidad se unieron a polipeptidos de
P} menor o igual de 20.000'y unas pocas con polipdptidos
de Pl entre 63.000-56.000, 52,000-34,000 y 30,000-28,.000
(Cuadro 5 ).

Los sueros testigos presentaron aumento de IgM luego
de la infeccidn, aunque en form= individual, ya que , P.
eje €1 17-18 lo hizo en 5a. S y el 49-5C en 6a. y T2. Re-

. .« &
corlemos que éstos sueros mostraron luego de la infeccion



aumentd en las zornas Y , B sy By inter a -8y a oy Si-
endo mas notoria y reveiitiva la de inter o =g (Resulta-
dos T ).

Se detectaron Ac hacia nuesitros Ags en las sangrias
5a (Cuadro 5 ), mientras que Brown ( 23) encontrd que sue-
ros de bovinos convalescientes de una infeccidn cen aftovi-
rug O presentaron Ac a log 7 dias p.i. de movilidad 8 zlo-
bulina y 14 dfas desvuds Y glsbulinas, determinando en 1964
(25 ) que el Ac temprano era 16 S. En 1962, por inmunofluo-
rescencia indirecta, Seibold y col. (127) detectaron,en sue-
ros de bovinocs infectados con aftovirus Allg,Ac en el dfa
6 p.i. Cowan en 1973 (49 ) indicd que, los bovinos infec-
tados con aftovirus C daban mds alta respuesta de Ac que
con C § A y detectaban por inmunodifusidn radial y fijacidn
de ccmbleme=nto Ac en el dia 4 p.i.

Se dedujo que con nuestra metodologiz y nuestras pre-
paraciones antigéniczs se detectaron Ac de sueros ds bovi-
nos infectados hzcia polindptidos inducidlos Yor virus en

o [ 4 P d .
célnlas, en tiempos 2lzo nds tempranos ( 3 dfas D.ie

St

que
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los indicados en la tibliografia, & que dichos animales pre
sentaban algun tipo de informacion previa,

L: deteccidn de Ac en suer de bevinos vacunaldos e
infeetados mostrd un comportamiento individual, ya que las
sangrias de determinalos sueros reaccionaron con todos los
hgs, mientras qus alzunas de oiros sueros sdlo lo hicieron
con unog pocos. (Cuadros 6, 7, 8 y 9). La reaccidn sn las

angrfas poat vacunacidn fue mds intensa (a veces con mds
de una bandiz) y h 2 nayor variedad de polipéptidos que en
las sangrias de testigos (Cuzdro 5). Las sangrias p.i. die-
ron reacciones sinmilares a lag de sueros de bovinog infec-—
tados,

La sangffa previa del bovino 71-72, presentd Acs uni-
dos a polipdptidos de PM mayor de 70,000, entre 63.,0C0-
56,000, 52,000-34,000 y menor de 20,000 (Cuadro 7 ).

Los sueros de los bovinos vacunszdos e infectados mos-—
traron en sus sangrias postvacunacidn auzento de Igl en las
muestras 71-72, 79-80 y 561-562, mientras que en todas las

sangrias De.i. también zumentd, salvo en el suero 561-562,

lecordemos que en el andlisis de las fracciones protesicas,
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las sangrias D.v. evidenciaron aumentos en Y Bl’ 82,
inter a- B ¥y a2 globulinas, y en las v.,i. un contenido
similar a testigos (Resultados 7 ).

En 1¥neasg generales, las diferenciss que esperabamos
obtener en dctectar rolipéptidos distintos, nor medio de
Ac de sangrfaz de sueros bovinos testizes y vacunaiog, no
fueron significativas, de donde deducimos gque dichas dife-
rencias, a nivel de vacunacidn con virus inactivado e in-
feccidn deberdn buscarse en la inmunidad celular & en fac-
tores humorales no Ac cldsico.

Recordemos gue los sueros de conejo anti células in-
fectadas por 75, 120 y 210 minutos habian protegido al ra-
tdn lactante de la infeccidn viral (Cuadro 3 ), En los es-
tudios de precipitacidn con sueros bovinos, los polipépti-
dos de dichos Ag, no mostraron una unidn difercncial, res-—
pecto a los de cflulas infectadas por 50, 65 y 90 minutos
(Cuadros 5-9).

Comparando los datos d= seroncutralizacidn de los sue-

. ’ . .
ros bovinos (brindaios anteriorments en ésta discusidn)y 1a

’ . P
respuesta hacia nuestros Ags, no se encontro correlacion
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por ejemplo los sueros 531-532 y 525-526 presentaron titulo
de seroneutralizacidn altos,lesiones primarias en boca y la
reactividad de las distintas sangrias en la inmunoprecipi-
tacidn fué pobre (Cuadro 6). Abarcon y col., indicaron que
valores mds bajos de titulos de Acs neutralizantes que los
fijados para proteccidén no indicaban necesariamente falta
de ella (1). Sttmoller halld diferencias significativas en
la relacidn t{tulo de Ac meutralizantes y proteccidn frente
al desafio entre distintos laboratorios y tipos de virus,
considerando la existencia de ésta ultima en bovinos que no
desarrolaron lesiones podales (146).

Ademds, Brunengo y col. hallaron bajogs t{tulos des sero-
neutralizacién en bovinos que al ser descargados con virus
A24 se hallaron protegidos (30), indicando Lombard que no
se puede esperar que exista correlacién entre los t{tulos
neutralizantes, especialmente en un sistema heterdlogo, y
proteccidn en el campo (87).

Hacemos incapié en los datos mostrados por el animal va-
cunado 71-72 (Cuadro 7), donde Ac de sangria previa (la) se
unieron especificamente 2 polipéptidos de nuestras prepa-

raciones antigénicas, asf como la reaccidn observada en



animales infectados a los 3 3fas p.i., donde casi todos los
sueros ofrecieron positividad (Cuadro 5). Se encuentran en
la bibliografia datos donde podrian encuadrar nuestros re-
sultados. Una explicuacidn la vodrfa brindar el hecho ccmpro-
ado de la existencia de bovinos sanos vortadores de virus,
(153 ) de los cuales se aisld el agente,del 1liquido esofago-
faringeo, quien en alsunos casos podriz estar enmascarado
por Ac ya que el tratamiento con fluorocarbono aumenta su
infecciosid=zd de 1C al0d veces (144 ). la investigacidn de
dichos animales se utiliz2 en programzs de importacidn y
exportacidn de boviros y en encuestas como indic=dor epide-
mioldgico ( 42,143 ), Adends, en Colombia, en una zona de-
clarada libre de FA se detectvaron Ac anti VIA en sueros

de portadores sanos ( 84 ).

Se encontraron inhibidores no especificos en sueros

de bovinos jdvenes, que tenian la vroriedad de neutralizar

. . . . 4
rus y asungue no proteger de la infeccidn viral (con 19

<

DI50), wprolongan el perfodo de aparicidn de lesiones pri-
marias y generalizadas (132). Existen ademds diversas

e

reacciones cruzadas entre suero tovino normal y aftovirus,



debidas a una respucsta de Ig) luezo de una infeceidn & re-
infeccidn con un agente que compartirfa antfgenos, reacti-
vando a un virus latente vor estimulo antigénico ( 2 ), &
como consecuencia de un traslado de bovinos de zona libre
de aftosa, cuyos sueros posefan Acs reaccionantes con el
virus aftcsc, que aumentaban luego del viaje ( 4 ). Tazmbién
se notificarcn reacciones entre aftovirus SATl (no de los
otros tipos) y suero de cobayo anti enterovirus tovino, de-
bido 2 Ig¥ ( 3 ). C sea guz el suero nornal d2 una veriedad
de especies contiene sustancias gque reaccicnan con una serile
de virus (103).

lleloen (96 ) estudid la actividad precipitante y neu-
tralizante de suero bovino normal ccn varios tipos de afto-~-
virus,éste tratado con tripsina y sin tratar. Obtuvo resul-
tados positivos debidos a componentes del suero normzl gque

. - I d
se asemejarfan a hAc 19 S especifices y diferencid entre reac-

s : 34 o L
ciones especificas y no especificas por inmunodifusicn. La
exnlicacidn podria estar en una infeccidn no reconccida en
los animales, con un ag¢nte no relacionado o en el hecho de

que las sustzncias detectadns for~arian parte de una clase
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ismo de vigilancia heredadlo {75 ).

fo 7]
D
i3
)
Q
5

’ . . .
Ademds la naturaleza "egpecifica" del agente precipi-

tante en suero vovino normal reflejarfia un fendmeno mas ge-
neral ya que se obtuvieron rcacciones entre suero equino
normal y poliovirus (151); para dste Ultimo la activiidad
se asocid a IgG e IgA (152).

Pars tratar de clarificar en cusl caso sstarfan induf-
dos nuestros resultadcs, se recalizd una experiencia de in-
mnodifusidn donde colocanos nuestros antisuercs de conejo

Camt

anti TO/TS, enfrentados a epitelios linsuzales bovinos infec-

tados con ﬁtovj..rds C aor 33’ O, 80 y 120.0 Se observaron

durante una semana y dieron reacciones positivas cen todos
los Ag. O sea que en nuestras preparaciones antigénicas ha-

a las existentes en epi-

(5]

4]

ar

()

bria particulas izuales & sinmi

telio lingual infectalo, qua son reconocidas por los Ac de

sueros de conejo obtenidos con células BIK infectadas, Los

’ - .
steros de bovinos infectados y vacunados poseerian Acs haci?

[P
esas estructuras antigenicase

os inclinamos a vensar que los sueros de bovinos Dpo-
in-

N SIS
seen Ac gue reaccionan especificamente con nolipeptidos
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q

cides por aftovirms ¢ con estructuras iel mismo, sin po-

[97]
<

der descartazr 12 »osible existencia d2 reacciones cruzadas
con otros agentes & de sustancias esdeci{ficas enconiradas
naturalmente en el suero del animal.

Ia existencia de Ac haciz los polipzéotides en forma
dispersa en nuestros sueros bovinos (Cuadros 5-9 ) nos in-
ducen a penzar que lz vacuna, tipo Frenkel, J el virus re-
plicante, forman Ac hacia particulius que detectamos con cé-
lulas RIX infectadas. Zxistir{an entonces, en bYovinoz infec-
tados y vacunados, Ac 2nti polinfptidoa »rec r3ores, inter-

medios, maduros y iz bzajo P que tenlrian importancia a ni-
vel de proteccidn y considerando jus la mayor cantidad de
los Ac est2ban dirigidos hacia estructuras le FM mayor de
70,000 y menor de 20,000, sugerimos gque éstos polipéptidos
tendrian una funcidn de mayor imporianciz gue 12 que aciual-
mente se les asignie.

Nuestras de:lucciones scbre el »osible poder »rotector
de dichos Ac se exltrajeron de los sueros de animtles que
vresentaron alios +{tulos le sercncutralizicidn, pobre 6

mala respuesta a los poli iptidos y lesicnes primarias en

boca
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De éste trabajo no polemos concluir definitivamente
sobre las posibles diferencias a nivel de Ac entre sueros
de bovinos infectados y vacunados, pero dada nuestra expe-
riencia en cobayos y sueros bevinos, nos inclinamos a pen-

sar que dichas diferencias irfan mds alld de Ac circulantes.




In este trabajo se hicieron estudics de anticuerpos
circulantes en sueros de bovinos infectalos y vacunados e
infectados, provenientes de pruebas de vacunas. Dichos ani-
males fueron originarios de zona libre de fiebre aftosa, se
vacunsron con vacuna trivalente, tipo Frenkel, hidroxisapg-
ninada y 21 dfas despuéds se desafiaron con 10t DI50 de vie
rus monoespecifico, junto con bovinos no vacunados (testi-
gog). Todos los sueros fueron analizados por seroneutraliza-
cidn en cultivos primarios de ecélulas de rifidn de cerdo y
luego del desafioc se realizaron las lecturas de lesiones
provocadas por el virus, hobiendo generalizado la infeccidn
los testigos, mientras que los vacunados no enfermaron.

En éste trabajo se estudiaron los sueros dz bovinos
desafiados con aftovirus C y de cada uno, diversas sangrias
post vacunacidn y post infeccidn (€stas tambidn de sueros
testigos). Los anticuerpos de dichos suercs se analizaron
sor su unidn especifica a polipéntidos inducidos por el vi-

rus en preparaciones antigénicas que consisitieron en cdlu-



las BHKzl’ clon 13 infectadas con aftovirus T por 60, 65, 75,
90, 120 y 210 minutos.

Para poder determinar lag dif erencias existentes entre
todas las preparaciones antigénicas, se estudiaron vor inmuno-
difusidn, inmnofluorescencia, cuantificacidn de vizus en so=-
brenadantes de células infectadas y electroforesis en gel de
poliacrilamida de antigenos radioactivos para identificar los

Cr s

polipéptidos presentes y su varizeidn en las diferenies mues-

tras.

0

Los perfiles radiocactives fueron diferentes entre la
distintas muestras y a las células sin infectar. EZn tolos los
ant{genos se preseadiron polipdptidos de muy bajo PN (menor

Pls), correspondiendo la mayor cantidad a 65 y 210 minuios.

> TR c:
P20-16 aumentaron en 120 y 210 minuvos. P38 fue alto en 75

minutos y P_, no varid. P63 y P72 tuvieron mayores valores

52
en 120 y 210 minutos, P88 en 90 y 120 minutos, PlOO en 65 y

120 minutos y P en 60 y 120 minutos. Los mayores valores

120
de VP0 se encontraron en 65, 75, 90 y 129 minutes, mi2ntras
que los de VP1_4 en 12C y 210 minutos.

Ta fluorescencia observada hasta 120 atnutos post in-
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’ s

feecidn podr{a deberse a polipédpiidos primarios, intermedios

X

y madwros dzl virus.

Después de 120 minutos p.i., se observd fluorescencia
con alteraciones y cambios morfcldzicos en las células, pro-
vocados por el efecto citopdtico viral.

e postu16 que hasta log 75 minutos post infeceidn o=

€]

xistirfa virus no desadsorbido y venetrante, entre 75 y 120
minutos post infeccidn haovrfa progenie viral temprana con
posible liberacidn prelitica y luego de 120 minutos post in-
feccidn formacidn y liberacidn de »rogenie wviral.

Los estudios de los antizenos por inmunodifusidn con
sueros homdlogos y heterdlogos llevaron a demostrar la pre-
sencia de antigeno asociado a la infeccidn viral en 90, 120
¥y 210 minutos, a pesar de que, por metodologias mds sensibles,
se detectd P56 en todos los antigenos. También se obtuvie-
ron resultados contradictorios sesin los lotes de antigeno
VIA y su antisuero. Para obtener conclusiones con é€sia meio-
dolozfa se deberian poseer antigenos puros y antisueros es-
pecificos.

Los ensayos de inmmodifusidn con sueros anti aftovi-
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a8 0 y A dieron reaccionez cruzadas; se dedujo que la reg-

ponsabilidad estarfa en antigeno asociado a la infeeccidn vi-

ido

t

2]

ral o polipéptidos vprimerios indu por virus en células
(excepto PBB)'

De los sueros de conejo 2n%ti célulasg infectadas a di-
ferasntes tiempos, sdlo los correspondientes a 75, 120 y 210
minutos protegieron especificamente para aftovirus, siendo
giznificativos los indices correspondientes sl primero y al
dltimo. El suero anti antizeno asocizdo a la infeccidn viral
did proteccidn leve y los sueros de conejo antivirus sobre-
nadante y concentrado no lo hicieron.

Por los andlisis realizados sobre los antigenos, no

dimos disernir cu2les polipéptidos serian mds inductores
de anticuerpos protectores en conejo, pero nos inclinamos
a pesar que la responsabilidad estarfa en los drecursores
de estructurales, mis que en éstos mismos. La produccidn de
anticuerpos protectores a los antigenos indicados, seria el
resultalo de la acumulacidn de miltiples deterninantes anti-
zénicos, diferentes en calidad y cantidaed que los encontra-

dos en el virus sobrenadante,
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Todes los estudios mencionados fueron necesarios para
iniciar el estuiio de sueros tovincs desds el punto de vis-
ta de contenido proteico y preecinitados inmunes analizados
por electroforesis en gel de poliacrilamida.

Muestros suercs de cobayo hiperinmune anti virus mos-
traron la mayor actividad de anticuerpo en las fracciones

Y ,» 8 ¥ B, globulinas, no habiendo existido correlacién
con la concentracidn proteica total. Esta misma falta de co-
rrelacidn entre actividad y concentracidn se encontrd en los
sueros bovinos, notandose gque en las diferentes ;angrfas,
las fracciones que mds aumentaron fueron Y1 Bl, 82 '
inter ¢ - 8 y @ _ zlobulinas, de las cuales se sabe que

2

poseen actividad de anticuervo las v , B y trazasen « P
globulinas. Considerando las variaciones encontradas debemos
decir que la calidad de anticuerpo pertenece a una clase 3
subclase determinada y es independiente de la concentracidn
de la misma, es decir, dentro de la totalidad de moldculas
de anticuerpo, solo algunas poseerizan una actividad bioldgi-
ca determinada.

De los estudics realizados sobre precipitados inmunes



entre nuestros antigenos y los sueros de conejo homdlogos
y heterdlogos =z dichos antfgenos extrajimos las conclusiones

necesarias pars hacer el estudio en sueros bovinos, carace—

ct

erizando los polipdptidos precipitados inducidos por virus
en células y su pesc molecular aproximado por electroforesis
en gel de poliacrilamida.

La deteceidn de Ac en sueros de bovinos vacunados e
infectados mositrd un comportumiento individual, ya que las
gangrias de deter:ainzdos sueros reaccionaron con todos los
ant{genos, mientras que algunas de otroz sueros lo hicieron
con unos pocos. La reaceidn en las sangrias post vacunacidn
fué nds intensa (a vsces con mds de una banda) y hacia mayor
variedad de polipéptidos que en las sangrias de testigos.
Las sangrfas post infeccidn dieron reacciones similares a
las de sueros de bovinos infectados.

No existid correlacidn entre los valores de seroneutra-
lizacidn de los sueros bovinos y su resrpuesta de anticusrros
en unidn a diferentes polipdptidos de los antigenos.

De los estudios de inmunodifusidn entre epitelios lin-

cuales bovinos infectados y antisueros de conejo se dedujo
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jue en nuestras preparaciones antizénicas habrfa partfculas
iguales & similares 2 las existentes en epitelio lingual in-
fectado y el suero de bovines infectados y vacunados posee-
rian anticuervos haciz dichas particulas.

Lz reaccidn entre anticuerpos 4e sueros bovinos y po-
lipéptidos inducidos en cdlulas por aftovirus fué especifi-
ca, sin poder descartar la positle existencia de reacciones
cruzadas con otros agentes J de sustancias especificas encon-
tradas naturalmente en el suero del animal,

Lz vacuna (tipo Frenkel) & el virus replicante forra-~
ria anticuerpos hacia determinadas partfculas que se detec-
taron con células BIK infectadas, Los Ac detectados en bovi~
nos infectados y vacunados se dirigieron hacia polipéptidos
precursores, intermediarios, maduros y 3e bajo PM, y tendri-
an importancia a nivel de proteccién, considerando que se
unieron mayormente hacia estructuras de PN mayor de 70.000
y meror de 20,000, sugerimcs que €stos tendrizn mayor impor-
tancia que la gue actuzlmente se les asigna,

De éste trabajo no podemos concluir definitivamente

sobre las posibles diferencias a nivel de anticucrpos entre
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sueros de bovinos infectados y wvacunados, pero nos inclina-
mos a pensar que dichas diferencizs irfan mds alld de anti-

cuerpos circulantes.,

N %%m»/ .
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