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INTRODUCCI N.

a
1.- nÉSEHA HISTORICA.

La enfermedad causada por el virus de la fiebre aftosa

se conoce desde hace mucho tiempo. Ya en 1514 en Venecia,

Fracastorius ( 62) describió el brote de una enfermedad por

la cual los animales no se alimentaben y el interior de sus

bocas se encontraba enrojecido y con pequeñas vesículas que

luego descendian a las patas. L1 mayor parte de los animales

se recuperaron. ¿ste descricción tiene sien semejanza con las

caracteristicas que hov definen e 1a fiebre aftosa.

En 1897 Loeffler y Frosch demostraron la etiología vi­

“al de le enfermedad ( 56). L; fiebre aftosa afecta a anima­

les hervíboros biungulados (bovinos, ovinos, porcinos, etc)

v es saw temida vor su amolia distribución I an contaviosi­J J. .. ,0 D

Idad y perjuicio económicoal afectar el ganado domestico. Los'

mayores daños son provocados en bovinos y porcinos y la mor­

talidad es baja, del orden del 5%en bovinos pero puede al­
. ' . . I .rccnz r el 50%cuando el Virus invade el musculo cardiaco, he­

cbo que ocurre frecuentemente en ¿nimdles jóvenes ( 28).
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La enfe-medad se caracteriza por la formación de vesí­

culas en las membranasmucosas de la boca, nariz y piel entre

las pezuñas y en el borde superior de éstas (125,131 )­

En vacas lecheras, o que amamantan, las vesículas pue­

den aparecer también sobre las ubres y pezones y en las ne­

cropsias se observan lesiones en el rumen y El el corazón.
IEl dolor en la boca impide la alimentacion de los animales.

y las lesiones en las patas, us almente invadidus por bacte­

rias, provocan cajera ( 9 ).

3.- DISTRIBUCI J GLCGRAFICA.

Casi todos los paises del mundo, con excepción de Nue­

va Guinea y Nueva Zelandia poseen la enfermedad. Se Produjo

un solo brote en Australia y no se sabe de nuevos brotes en

.5imos a:os en Escandinavia ó Fin­

La enfermedad es endémica en Europa Continental, Asia,

Africa y América del Sur; actualmente Australia, Nueva Zelan­

dia, U.S.i. y Canadáse encuentran libres de ella.



En nuestro país existen zones libres de'fiebre aftosa

en la Patagonia.

4.- PERJUICIC EC HOMICO.

La enfermedad obstaculiza el comercio e influye en el

precio de casi todos los productos de origen animal coloca­

dos en el mercado mundial. Los mayores trastornos económicos

se deben al problema en el comercio normal de importación y

exportación de animales, materias de orígen animal y otros

productos agrí colas ya que los países libres de la enferme­

dad imnenenmeiiias restrictivas estrictas ( 11, 35 ).

Se realiza primariamcnte por virus diseminado de anie

males infectados. En la fase febril de la cnfermedai, el vi­

... . 4.- ' r .1 'rus se encuenura en sangre y en todos los organos, ¿lemas de

secreciones * cxcreciones ( 9, 32 ). La diseminación ocurre

principalmente por saliva ( 75) Y por las lesiones en las

putas de los animales. Nose identificaron insectos vectores

de la enfermedad. Tambiénse propaga la infección por el vi­

ue fermanece durante largo tiempo en sangre seca, reses



muertas y 1"-‘etosdiversos (tierra, madera, ropas, etc.) Es“u

considerada de importancia la diseminacion a travéz de barcos,
I .paJaros, equipos agrícolas, etc. así comola transmisión aérea

en zonas con animales infectados ( 129, 130)°

5o- A.o
El virus ie la fiebre aftosa pertenece a la familia Pi­
. . l . . c a.cornaViridae, que historicamente se refiere a Virus pequenos

conteniendo ARN,(45, 95). Componenla familia cuatro géneros:

Enterovirus, Cardicvirus, Rinovirus, y Aftcvirus cuyas dife­

rencias fundamentales se deben a la sensibilidad a pHácido,

densidad de flotación en Cle y manifestaciones clínicas de

La descri.ción de la ¿emilia Picornaviridae incluye una

cápside sin envoltura, de simetría icosahédrica, resistente

al éter y de 22-30 nmde iiámetro.

La cápside se componede varios polipéptidos distintos

de PMvariable. La partícula viral tiene una sola molécula

lineal de ARNcuyo peso molecular es de 2,5 x 106 y de caras­

teristicas infecciosas, actuando comomensajero.



La multiplicación viral ocurre en el citoplasma de la

célula huésped.

B1 siguiente cuadro, tomando de Cooper y col. ( 45)

ilustra sobre las propiedades de los cuatro géneros que com­

ponen la familia:



"11’! Vr'v' TThnFiOviRuuPRCTIEDAD ¿ITE;CVIEUS ÜLRDIOVIRUS RIHCVIRUS

M'pabros polio,echo grupo de y; rinovirus virus de
Princic"lcs y ccxsackie Iñuxbcnceffi animales la fiebre

virus lo miocar- y humanos aftosa
ditis

JU. S .A- 4.-...Serrtlpo > 70 1 > 110 7

Huéspedes humanoc, humanos, humanos, animales
principales vertebrados rcaíores, vertebrados de pezuña

verte rudos hundida

Organos intestino Sistema ner tracto res- generali­
afectados viosos cen- riratorlo zado.

tral,ccra:Cf superior

Tcmperatur; 36-37°C 3C-37CF 33-3493 36-37°C
óstima de
creeimiento

Diámetro 22-28 24-30 24-30 23-25
fiel virión,
nm

Infectiviia estable bstable lábil lábil
¿el virión a
DH 3

InfectJViiai esuable líbil en lábil 15bil a
‘ . I
nel V1“1Gna haluros baja fuer­
PÏ 5-5 9,1 N za iónica;

estable a
alta fuer­

. I .za thl a.

¡JDensidad ¿e
virión,en
CsCl gs/bm

1 ‘3 3 aA-ij'u-ngs
. Itambien

1 ;
.'_,‘+4

1,43-1,45

fi
% ARN RJ KO

3o



7.- PJGPIEDADBn DE: 71233 DE LA FIEBRE i

Refiriendonos específicamente al vi_-s de L1 fiebre af­

tosa se vió que presentaba características de la familia Picorna­

víridae y otras que le son propias.

El virión es resistente al eter y relativamente resisten­

te a detergentes. Se inactiva por radiaciones ionizantes y luz

ultra violeta. Se observó pérdida de infectividad con luz visi­

ble,en presencia de acridina y colorantes relacionados. Es sen­

sible a formaluehído, hidroxilamina, agentes alquilaïtes en

general y fenol. Algunas cepas son sensibles a proteasas (45).

Las características fundamentales del virión, proteínas y

ácido nucléico de aftovirus se resumen en el siguiente cuadro

P" 8,6 x 106 d

Coeficiente ¿e sedimentación 140 S

Capsómeros EC

Forxa icosahédrice

Diámetro 23 nm

o . Ienelúad ¿e flota01on 1,43 as/Óm



Composición ARN: 31%, Proteínas: 69%

Sensibilidad a pH .S6

Proteínas.

Cadenas VPO VPl VP2 VP3 VP4 VPg

N°/Virión 2 6o 58 60 58 ­

35(x 103d) 4o 34 30 25 e 5(según 121)

14(según 27) 12(según 65)

VP VP VP
Ubicación en el genoma 5‘ o l 3 _ _ _ _ _ 3‘

VP VP
4 2

ARN

‘I/ . nÍ r)Ph/Vlrlon ¿,6 x lb d

Cadenas/5irión 1(simple)

Información mensajero.

P011 C interno 100 —200 nucleótidos

Poli A en el extremo 3‘ 63 - 83 nucleótidos

Extremo 5' VPg (proteína unida covalentemente

al áciio nucléico).

L1 información 59nétic& del iras es una pieza simple,

lineal, ie 8333 nucleótiios (69 ) que pueíe actuar como ARN
-i-' ’ nah-'15 _ _

mensajero, templeaíc para su replicuCLOn o enc-93id=rge cn par



tículas virales (122).Su extremo 3' es un fragmento de ácido

poliaienílico (poli A),cuya longitud es aproximadamentede 40

100 nucleótidos (11, 65, 122) y cuya función es discutida res­

pecto a su importancia en la infectividad del ácido nucléico

(18, 122).

A una distancia a_roximada de 400 nucleótidos del extre­

mo53 existe en aftovirus, virus de la encefalo miocarditis a

C)mengovirus un fragmento policitidilico (poli C) de 100 a 20

nucleótidos de longitud (117) (55,122)o Esta secuencia no se

egccntró en poliovirus (121). L1 función del poli C es aún des­

conocida, aunque se postuló que en su extremo 3' existiría el

sitio principal de iniciación de sintesis Lroteica ( 59, 117,

123). Tamlien por estuiios "in vitro", se piensa que la región

poli C y el extremo 5' adyacente no se traíuciria.

En contraste_con la gran mayoria de los ARN mensajeros

de células y virus, el extremo 5‘ íel ARNde aftovirus, polio­
a. I .353, posee una .scuona protein” unida covelentcmentevirus y _ h

. . ,.. _ . . Í _ Hal nucleótido te_m1nal 9‘ denominadaVP5(121). La proteina teh­

íria un peso molecular de 4006 (121),aunque por otras metodolo­
\ “ Irías se indicó cue seria ie 12.000 (65 j. Se demostro que VPg



_ 10 _

ooseía heterogeneidad, al resolverse en 2 componentes, ácido y

basico (VPgAy VPgB), de igual peso molecular, sin dilucidarse

aún si estas proteinas se codifican iniependientemente 6 se ge­

neran porcliveje de un precursor comun( 79).

La función de VPgen la replicación del virus se descono­

ce, pero se sugirió que no es necesaria para la transcripción

(123, 66 ), aunque podría cumplir un rol en la morfogénesis vi­

ral (121,122)ó actuar como "primer" cn la síntesis del ARNvi­

ral (66,121).

1000 4300 8000
1’er l . lg"vw/7‘)“ e

Poli C Poli A
5i 3|

El ARN¿el VEA,así como de otros picornavirus, replica

por medio ie una ARNpolimerasa, ARNdependiente, encontrada en

el citoelasma de células infectadas (5, 16, lll ). La replicasa

del VEAfue fraccionada en 2 complejos distintos de ácido nucléi­

co y proteínns ( 6 ). Un comnonente, de 20-70 S sintetiza ARN

doble cadena, mientras que el otro 'e lOO - 300 S sintetiza ¿RN
11 U polímerasv po­

i
. -. . ‘ a. __ . lVir l ca ene Simple ke 37 o. Se eielo una po

er2:li A ioneníiente, hábil Varasintetizar la secuencia poli U



la cadena complementaria ¿el “RAViral ( 119.

Una actual revisión sobre estructura y genomade picorna­
, I . . .Virus fue publicada por Kitamura y col. ( 80) y Putnak y Phillips

(114 ).

89- CULTIVOS UTIÏJIZÍLDOS POR AFTOVIRUS.

. . ' . .La 1nfecc1on de un cultivo celular con aftov1rus se pro­

duce inicialmente en 2 fases diferenciadas que abarcan la adsor­

_ I + . IClon y la peneurac1on.

.l . . .(++ , ++La adscrclon requiere iones bi y Lg ( 24),depende de

la tem.eratura, necesitanio una energia de activación de

6000 cal/¿ol (147,148),o sea que la uni n está determinada por

la frecuencia ce colisión virus-células. A temperaturav entre

pero no nenctru (24 ). A temp rat'ras más elevadas el virus fi­
.L . . Iaio peneqra en la Célula mediante una rea001on de primer orien,

. _ l .,con una energia ic act1vac1on ae 24°Cu' caIJmol ( 9 ). A 37°C,

N

. . l acn minutes s infectan al 904 de las celulas y el tiempo de

tos y debajo de 17°C la penetración es casi nula (148). Se ob­

servó que el virus se une a células muertas ( 24). Estos hechos



inñican are el proceso ¿e penetración implicc el englobamiento

del virus adsorbi-íot seguido por su fragmentación en ARNy sub­

unidaíee proteicas.

Se postuló un mecanismode penetración por fagocitosis ya

que se encontró virus penetrante asociado a membranassedimen­

tables a 15.000 g por 45' (37,4o,105 ).

Cav.nagh y coláb. (43 ) indicaron que la secuencia de even­

tos que suceden a la infección celular sería en 3 etcpcs:
l) Uniónirreversible del virLs a la su¿erficie celular sin a­

parentc desestabilización de la cápside.
- .I .l .

) Espcntánea eluc1on de una pequena propor01on del Virus aso­rl

ciado a un componentecelular sin aparente alteración de la

comncsiciónpolipeptídici de la nartícula viral.
I o ' oRíoida penetración en vgcuolae y ruptura del Virus en ac1coi.LJJ NI

J. infecciones de alta multiplicidad, según Polatnick y

Bachrach (1093,01 tiemco transcurriao entre adsorcion y ietec­

ción de progenie vircl infectiva es de 130 a 110 Irinutos en cul­

tivos ie ris-To'nbovino.

Luego¿a la nenetrcción, el virus se encuentra asociado



a una fracción subcelular rica e lisosomas ( 37,105).

SegúnBurteling ( 17),la proteína capsiial por ellos de­

nominada VPl jugaría un rol en la unión a células, hecho pos­

tulado por otros autores (45,114).

La síntesis de ARNviral ocurre en el citoplasma de la

célula infectada ( 5 ). La liberación de virus se produce al

cenar la fase logárítimica de producción de virus, siendo para
J-lalgunos sistemas celulares de 150 minutos, aumenuandohasta las

0.- SISTEMAS DE EULTIPLICACICK ’TILIZÁDCS PARA AFTOVIRUS.

El metodo de producción de Virus "in vivo" más aceptado

para la prolucción de vacunas fue el que utilizaba epitelio lin­

gual bovino, previamente infectado (102,159.

El pasaje de virus a travez de animales para producir va­

cunas a virus vivo atenuaio,utilizó mayormenteratones lactan­

4L= 1930 por anke ( 72‘ y en 1931 por maitland y Sliulaid( 91)



- 14 ­

El 3rimero en prcíucir virus "in vitro" en «ran escala

fue' Frenkel '(53 ),quicn «+1136 epitelio Lingual bovino en so­

brevivencia mantenido en suspensión. L. 1955 Sellers (128)

y Bachrach ( 7 ) demostraron que el virus producía efecto cito­

patogenico específico en monocapas de riñón bovino y porcino

y utilizaron éste hecho para titular virus por formación de

placas y diluciones limite. En 1960Ubertini (150) utilizó cul­

tivos primarios de riñón bovino para profiucié vacuna anti af­

cosa cn escala industrial.
v .. . ‘. -:-:'Se emplearon cultivos ie r1“'n de numster (99 ) y TIJOH

¿e perr (126) para obtener vi“us atenuados.

En los últimos tiempos se desarrolló el cultivo de lineas
q» r . I _ I . Iestables de Bíh ' a98 ) en monooipas o en suspen51on (38 )--v' .¿.L l}

. l .para proíucir Virus en mayor escalao Estas celulas, Junto con
-| . . o f . .ión bovino, porcino y cuitivos primarios de celulas t1r01deas

I­
, . a . . _bovinas (106) "on las mas utilizadus Fctualmente.
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o o o - Í ' . oLa dilüCidisión Ie cual parte del genom°codifica para

determinaños ¿olipéptiios se realizó mediante el uso de la dro­.. .. I . ._.
ra paotamicina, que inhibe la Sintesis DTOÉCICïsln afectar la,
elomgación ni 1a terminación (85 ). Así, analizando por electro­

foresis en gel de poliacrilamidñ los polipíptiáos que se pro­

ducen, se determinó para ?13unos miembros ie la familia Picor 3­

virus el orden en el gen (34,120,137, 142 >Uh.diagrama para

VaFQ-Aa )o

5' ARN 3'
VP ococ AAAA”___.

J J
N40 "3

J É
¡.4 '\) NILi,

p 1 . r 'DT 'D '3

-1 Plá Tïz “J .V1 P2, 120 P L 3 P?0
lr

P 4 2
-¿ác 5.9:»

Los componentesprecursores de las proteínas estrrct

les (PV1 A) se sintetizan en la reg ón del ARNcercana al ox­
.L‘Lr

trono 5', aunque la primera región de éste final sintetiza un

. soroiucto primario nequcño (P00). El centro del genomacodifica‘­
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I_p¡ra una proteína de PM52.000. La coflificación de la region
l . . .. .1 .cercana a 3' no esta muyblen acflnlua y se ev1qen01aron rup­

ñmU: SD ¡.4 c1­ (D H{Jsed' H.
F

¡N U1 N1 V o t—“l oolipéptido P seclive u.una100

serie de intermediario" para rodu‘ir P 6 P P- l
° p “ 72 56a y 96c( 7 '

120). P es un componente de la ARNpolimerasa, ARNdepen­56a

diente coíificada por el virus en células infectádas, que re­

sultó ser identica al antígeno VIA(asociado a la infección

viral) descubierto por uowany Graves en 1966 ( 48). Polatnick

y col. (112) y fiewma.y col. (100) determinaron éste identidad.

Es o“ hable que el polipóptiio estable, producido por
¿la región final 3' del genomade todos lOs picornavirus vengan

1a miqma función ya que el NCV‘P’eencontrado cn poliovirus
I. I _ . . \.tamblen actua comopollmcr25¿ ( 60,89,122¡.

Se encontrar n aprOtimciamente 25 protelnas iniucidas por

- '-' . 4 .1“ r .—..Virus en CP+LIHS_nfe:+2,;s y e pr hable qLe Buenas d' ellas

pOSsan roles Vitale” para la reolicación viral. Poíría corre­

lacionarse determinaias -rotoïnas con varias actividaues que

La partícula viral est; com?uest1por las proteínas es­
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A, dos polipéptiíos menores, encontrados por

Sangar y col. (119) y denominados P y una ribonucleasa'D
40" 52

encontrada en viriones purificados, que actuaría comoendonu­

cleasa y se incorporaría al virión en el proceso de ensamble

intracelular ( 53,54 ). Las partículas vacías naturales encon­
I o

2 4 aunque esto es dlscu­

tido (118) y en cambio están constituidas por VP .0,1y3
se completaría

tradas en aftovirus no poseen VP y VP

Al

1ncorporarse al ¿“H yclivarse VPOen VP y VP2 4

la estructura del virión (115).

El aftovizvs es el único nicornavirus en el cual el tra­
'I

tamiento con tripsina provoca la rupturaig1sit1 de la proteí­

na más expuesta (VP3).'Esta acción produce E¿,_ y VP3b (11 ),34'.

no altera la morfonogía pero si le antígeniciíad ( 26,33 ).La

infectividad del virus trataio con tripsina se pierde en un

99%para el tipo A pero en el tipo C no se ve alterada dicha

Se encontró recientemente una actiwidai proteina kinasa

en virus n rificado, presente en una proteína localizada inter­a.

. . - ' “ xnamente cuyo orígen Soaría ser Vlral ó fiel nuesyeñ. (67 ,.
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mente por métoios serológicos, entre los cuales la fijación

de complementoy la neutralización son los más utilizaios (9 ).

El criterio de tipificación y su tipificación se basa

en la detección por fijución de complementode relaciones

antigénicas recíprocas que se revelan por éste test¡ el cual

posee buena correlación con otros ensayos serológicos y con
.'reacciones cruzanus "in vivo". Para la comparacion de cepas

clasificaci'n " el criterio para diferencixciones

entre ti;o y subtipo se puede encontrar en ias revisiones
TA

lrealizadas por Brooksby en 1968 (29 ), .ontaine y col. en 1968

r'\ ON H \./ f4
':1(1‘

':l­ |.c.H r{3 ‘7 \1x] ¡.1O .p

cpm (i'm {NI . r .__'_¡_. l . A .
nos aiij, g.¿fl y cuT3 y un tipo e Imulco denominaio ¿31a 1;._ L

. _ 5 ,6
mientras 1ue *=1«,e; mas n; 6? subiipoo,aïonhs de ¿53 capos

4. ,-“- ..d.' 4--- \.onccnuriig: uiuimamenuu ( 9 ,.



La gran variabilida: antigenica hallada en aftovirus

qucñó evidenciada al encontrar los diferentes serotipos men­

cionamos y aun se evidenció esa caracterís ica dentro de un

mismoserotipo. La inmunidad contra un serctipo no confiere

protección a la infección con otro‘serotipo de aftovirus. La

nreparación de vacunas tuvo en cuenta la variábiliúad dentro.u

de un mismoserotipo. El ¿raio de diferenciación entre los
I’

distintos tipos es tal que,un animal recuperado de una in­
n n' ___¿ _f . _ _ o.:ecc1on con un scrctipo es suceptible a lOs otros, ¿1 el ni­

vccunafios pero no en los recuperaios ¿auna;infección, las di­

.'--', ' " y. ,1 .- . . _ u. ‘4. 1 .1.­a civilirios En ¿cs ¿rupcs. ¿nu compuccuo por LOSulpOS euro­

. 0 l I ' T . Idv hi r1d13331on de ¿EL mostraron homologia? de 25-40w entrev

lo: 2 grupos y cel o,» ertre virus de un mismogrupo. ua ho­
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to a variacion antigínica revelaron que:
-_.l I .l

'ror vfivinCionocurria en la region estructural del|>_J \J ï‘¿­ :ÏJ{a

genoma.

l) En el resto del genomaexiste muy poca variacion.l‘

Io existe vrriüción'en la región que codifica para 1a poli­w V vn;

merasz.

4) La diierencia ent:e los dos grupos serotípicos mencionados

debería tener significancia en la evolución.

Laïvacunas a virus inactivaío son las de mayor uso en

diversos paises. Se desarrollaron iniciïlmente por Schmidt­

Wa.3man en 1936 y 1938 y pesterioemcnte Frenkel (63 ) en 1947

reemplflzí el uso ie virus de lesiones de eoitelio lingual bo­

vino por CUluiVÜS"in vitro" de éste tejido. ( 9 ). Ultimamen­

te sn ntilizaron cultivos ¿e diferentes tejidos (p. ej. BHK21)

'rnctivnción del virus se realizó con formol,pero la
Q. . 0' . .roaific°c1on antimcnica que prolucía llevó a probar otras sus­

tancias hoy en uso comoacetil etilen imina (ABI) ó etil e­

io de aluminio y saponina v ultimamünte los de tipo oleoso
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estuiios realizados con adjuvante oleoso se comprobóla efi­

Las vacunas a virus vivo modificado no se utilizan en

países exportadores de carne por los riesgos que podrían aca­

rrear la presencia del agente causante de la enfermedadsin

inactiva .

Ultimamente se han experimentado vacunas utilizando

subuniiaües virales que protegieron los animales ensayados.

U] ('D Sic|­ H. ¡.4izó principalmente el polipéptido VP3(sensible a trip­
sina) ionde se enccntraron dos regiones con actividad antíge­

nica (12,14,58,14É=una, la C terminal, entre los aminoácidos

281 y 213 y la otra entre las 138 y 154 de l: secuencia pro­

. . . l .Es ae suponer que el uso de la ingeniería genetica per­

feccionarí la producción ic va unas antiaftosa.

— ¿NTIGEH S Y ANTICUÉRPCS.

lulas infectadas con aftovirus se producen tres

partículas antigenic=s especificas de tipo (9, 27 ), a saber:
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a) partícula infecciosa 14o s.

o) partículas vacías 75 S, que tienen igual tamaño que la

¡Ús 7.) 5.4. ¡JJ O L1zÓ ¡‘-J Ï)s H. 0 O ..Lcompleta nero no noseen

\J Subunidad proteica 12 S, que consiste en trímeros de VPl 3.

Ademásse produce una gran cantidad de antígeno asocia­

do a e infección viral (VIA), descripto por Cowany Graves

en 1966 (48 ), que reacciona igualmente con sueros homoy he­

terotípicos y esla polímeresa del ARN,dependiente ie ARN(100,

112) ya ¿ue el antígeno Obtenido de cultivos y de la políme­

rhsa puriPicads del complejo replicativo tienen igual PM

(55.000) y el mapa de peotíflos trípticos del Ag VIAy P563

La revisión reslizaïa por Keith H. Cowanen 1973 (49 )
. , Icondensó los rrogresos r63112h108 en antigenos y su respuesta

. o . . o . . I Jinmune para aftcv1rus. Por estudios de inmunoilfu51on de 11
I .guiños sobrenaáuntes concentrados de celulas BHKinfectadas,

s . I Ienfren‘aíos e sueros ¿e »n1m31esconvalescientes o a fluidosp

- - 1 . a . . l‘el animal infectaio se pr0uu01an tres bandas ue pre01pit301on,

corresponlientes el virión (143 S), a la suhunidad 12 S obte­

nida turbio: por tratiniento ácido del virus y al AgVIn.
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nas partículas 140 v 12 S poseen determinantes anti­

genicos comunespero cada una tiene sitios úntigénicos ¿is­

En las partículas 12 S, los sitios expuestos de VP3son
los más específicos de tipo, existiendo una dominancia inmuno­

lógica fie ellos sobre los Ags de reacción cruzala (en VP2y

VPl) (97 ).

El modelo del virus propuesto por Talbot y Brown(138)

en 1972, inüicó que estaba compuesto por 60 subunidaaes, cada

una contenienio una molécula ie VP ‘. Tríieros de éstas

subunidades formaban la partícula 12 S, las cuales representa­

ban las veinte caras triangulares de la estructura icosahédri­

ca del virus. El VT sc loculizo en la unión de dichas caras,

y VP, en los vértices del icosahedro, relacioníndolo con la
L.

adsorción del vir1s a células suceptibles y comositio prim:­

rio de unión ue nos neutralizanteso

La existencia ie sitios determinantes específicos en la

partícula 12 S se ccmnrobó cor la produccion de Ac por éste

A; que no reaccionan completamente con el 140 S. Dicho sitio

irión intacto, sino enmas­4‘I
I . . - -.-‘ J.’ . .f.‘ _ .no ehlPulrlh en la superiicie ¿ei

É ó se produciría comoresultado del
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cambio conformecionul se la subunidad 12 S luego de la degra­

ddCión de la Partícula Viral (neotope) (49 ). Ia conformación

¿e VP1en la subunidad 12 S sería distinta que en el virión

intactOJya que la inmunización de animales con la partícula

12 S produce poco Ac reactivo con ella, habiéndose obtenido

Jí Cdemás con VP, buenos resultado» en respuesta de Ac neutrali­J

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

terminante en 140 S sería el resultado de un ordenamiento cue­

ternario de VP1en los vértices.Ie cstructure terciaria y cua­J

ternurie juraria un rol vital en el establecimiento de deter­

nánantes antigéniccs en aftovirús.

s partículas antigénicas 75 S,son capsides vacías de

mayorocurrencia en ictermineios serotipos del virus, que po ­

seen los polipé¿tidos ¿el virión, pero con VPOcomoconstitu­
lyente princinal. Antigtnicamente estan estrechamente relacio­

nadas con 14€ y 12 S; n inmunoiifusión se observaron ba.­
. . . . . Idas de presipitaeión comunes pero que no dan a impres1on de

. . . n . Iidentified estricta (49 ). No se ev1den01óuna disminu01on del
w . - a ' 0 —conteniïo en w- resvecto al ïlrlón y se comprooosu inmuno­

L,

.3 J «.1

. .. _¿. I_‘. \genicidai en cobuyos, obtenienaose unuisueros espeCif cos (118/.



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

VIA) son activos en reacciones de fijación de complementoy

precipitación en gel, mientras que 140 y 12 S inducen forma­

ción de Acs especificos para cada uno de ellos con diferente

movilidad electroforética. Los Acs contra 140 S son específi­

cos de tipo. Las ¿ar”Ículas 140 S y 75 S producen Acs neutra­

pa_tículas 12 S:3liZFntes mientras que no se comprobó ésto co

en cobeyos ( 9 ).

La respuesta anticuerpo inducida por virus se caracte­

riza .arser'bifásica. nl cambiosecuencial en las propiedades

fieiccqvímioae de Ac anti eftovirus fue inicialmente demostra­

do por Brown y Gruves (22 ) y Brown (23 ) con bovinos y coba­

yoe infectados, El Acpresente 7 días p.i. tenía caracteris­

tiene de a clobuline (Igm) y el de .14 dí"s movilidadV

y globalina (IgG) (25,46, 47, 64, 94, 136 ). Algunos estu­

ios con aftovirus mostraron le pre­
I a 1 . I I I ásencia de IgJ seis meses despuée.IgG se detecto uno o dos cias

. . a Iluego de la apar1c1ón ce IgN y llegó a un pico 15 a 20 dias
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1ó vacunaaos con aftovirus se debe tener en cuenta la dife­

rente avidez de las íistintas 01&st ie Acy su cambio en

¿gl tienoo, lo cual puede influir en la natu­

raleza de la respuesta humoral (159). De allí que los ensa­

yos de neutralización de virus no proveen un procedimiento

senuro nara meair concentra iones relatiVas de Ac en suero

(21 ). Asimismosi los ensayos de neutralización de virus se

procúsos de fagocitosis, que pucien tener marcada influencia

I . . .¿unnumerosos 32.808 se ObSCI'VOque zmlmales 1nmunlzaros

.no resistían el iesufío con virus virulento, a pesar ae los

de Ac protectores comparaoos con aquellos capaces de TSSiutir

el estímulo; en contraposición, animales con bijS niveles ¿e

no protectoree y neutralizantes fueror cïpnces de resistir el
'- \ I -q ¿n- a-w -'\ h, ' -' I';a«afío (30 1. Los ¿ner s 231 eStLd¿J¿OL port ne ¿2h 4 etap¿s

,2 ie las inmuniïaciones, cuinïo el Ac era IgG, aunque
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l
no se conoc12 a que subclase pertenecía. 0 sea que para ana­
. .. l. .. 1 .

lizar el esta10 inmunologico de animales vacunaaos o infec­

taics con cftovirus, el test ie nc protjctorcs es un inlica­
1or más reai qc el de neutralizacion,,.-.¡

En bovinog infectados por inoculación introdermolingual

de aftovirus, se detectaron por inmunodifusión radial Ac en

el dia 4, quienes disminuyen para luego aumentar desde el día

7 “usta un máximo13 dias p.i. El suero obtenido 7 días p.i.,

cruzaba fuertemente con tiaos neterólcgos del virus, mientras

o (¿5 iías psi.) era más espccífico. Para

expliccr evtos 1"echos, se analizó el suero temprano por adsor­
‘nero aasorbiio con virus homó­(‘J ¡.1. 0{3‘ (D ETI­

É
'T.’
bO ¡La ¡4. F7r“. UJ ¡.J. gs (D ¿3 ('J ¡.4 ('1

o . . . . 'logo (tilo C) sc irnibió la reacc;ón homologay heteróloga,

mi,ntras que adsorbicndo con aftovirus A, se inhibió la reac­

ción anti A cero no la arti C 6 C. El suero temprano conten­
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reacciona: con deberninantes antigénicoa menores (subñeter­

minantes), que no reaccionan ó no son reconocidos por Acs 7

u, quirá comoconsecuencia de factores conformecionales.(49 )

Las investigaciones sobre la inmunogcnicidad de los di­

ferentes Agde aftovirus innicaron que el virión (140 S) in­

duce más Ac que cantidades equivalentes de capsides vacías

(75 s) ó subunidades (12 s) (49 ). Los. Ag mirificaios y

tados con ABIse utilizaron para 'rnunizar cobayos (5.Mgs pro­
7 q ­ ¡A.p ‘ PO H

v I'\J CD W LA) \.fl {JJPsD) m {.4 (D U) ’U3:ms(aque fueron sangradowv

y los Ac del suero sc estudiaron frente a cada ng por inmuno­

fusión raiial y por actividad neutralizante. .3 estimula­
jflñción con Ag 140 S influjo Ac contre ¿Wuy 75 S detectable en

el día 7 pero contnn 12 S no fueron evidentes hasta el día 21.

La inoculación con ¿3 75 S no yrodujo Ac anti l4u " 75 S hasta

p1 día 21, aunque cn el ¿ía 14 aparecon_contra ug 12 S°

La inmuni ación con Ag 12 S sólo produjo Ac contra el

..,3p homólogo, detectnbles recién 2mdías cespués de la inocula­J

noculación con Ag 140 u a los 7¡.I.
I .. .1, -..¿_I_ :LC DZ‘OLÏuC;.;O 130,3

iia: f“c 13Mmientras nue los obtenidos con Ag 75 y 12 o per­
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I . .tenecian a la clase IgG v ningun: 6 pequeñas ca tidaies de

IgMse produjeron. Estas experiencias indicaron que el Ag

>. . . .. r ,149 S indch mayores n1Veles ae -c y mas rapidamente que elu

AAg 75 S quien, a la vez, tuVO actividad superior al ng 12 S

(49 3. C sea que la presencia de ARNviral y el tamaño del

Iv juegan un rol en la respuesta de Achacia aftovirus.

Los estuiios realizados sobre respuesta de Acutilizan­

do proteinas caneidales purificsies de aftov1rus indicaron

que porcinos vacunaios con VP estaban protegidos contra la
3

enfermedaá mientras cue utilizanio VP v VP no se indu’eron
l 1 J Jn.

N

Ac entivirus. ¿1 inocular con las 3 troteinas separadamente,

en íiferentes sitios del mieio animal,no hubo interferencia

VPB, siendo ezcambio menor la obtenida|_'.en la respuesta ant

con una mezcla de los tres polip ptidos. Los ¿c anti virus

proüuciios en cobayos con virus tripsinizado,fueron fle-magni­

.‘JturL semejante a los obteniics con virus sin tratar, aunquela

inmunización con una mezcla purificsia de VEB“y VPBbno pro­

dujo respuesta (10 ).
. . .I . . .

El hecho ue que una pretelnu cagsidal ¿el Virus sea 1n­

munofiéni¿fabr nuevas ,CJibiliiufles en vacunaci n con subuni­



pro parac "Imona

( 11 í 12, 13 , 78 ).

C'J



OBJETIVOS.

El objetivo de éste trabajo fué encontrar diferencias

a nivel de Ac circulantes en animales infectados y Vacunas

dos; para tal 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

zación se realizó con vacuna tipo Frenkel, trivalente, hi­

4 DIsodroxisaponinada. A lOs 21 días se desafiaron con lO

de virus bovinizado monoespecífico. Tambiénse infectaron

animales no vacunados (testigos). Se analizaron en éste tra­

bajo diversas sa rías: prevacunación, post vacunación y

post infección.

Para detectar dichas posibles diferencias, se estudió

la replicación de aftovirus C2 en células BHKZlclon 13 a

diferentes tiempos y los preparados antigénicos así obteni­

dos se analizaron por inmunodifusión, inmunofluorescencia

y electroforesis en gel de poliacrilamida, para ver las ban­

das coloreadas y el perfil radioactivo. Tambiénse analiza­



ron los sobrenadantes de células a distintos tiempos post

infección para cuantificar aftovirus.

Las características antigénicas de dichas preparacio­

nes se estudiaron por inoculación en conejos, obteniéndose

sueros anti células infectadas a diferentes tiempos, que se

analizaron por ensayos de protección para deducir las dife­

rencias antigénicas en inducción de Ac con distintas propie­

dades biológicas. Tambiénse realizó inmunoprecipitación de

Agradioactivos, con sueros de conejo homólogosy heterólo­

gos que se corrieron en electroforesis en gel de poliacrila­

mida para confirmar los perfiles polipeptídicos encontrados

en los Ag y su PMaproximado.

Se estudió el suero de cobayo hiperinmune anti virus

para determinar las distintas fracciones cromatogréficas

con diferente actividad biológica (neutralización y protec­

ción) y su movilidad, para poder oorrelacionarlo con el com­

portamiento de sueros de bovinos infectados y vacunados.

De las d'ferentes sangrías de sueros bovinos testigos

y de nrueba de vacunas se estudió la composición proteica v.a.

lOs erecioitados inmunes obtenidos con nuestras preparaCiones
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antigénicas, analizando por electroforesis en gel de polia­

crilamida.

Se analizaron por inmunodifusión epitelio lingual bo­

vino infectado a diferentes tiempos y sueros de conejo anti:nu­

estros ¡gs para encontrar diferencias 6 similitudes entre

ellos.

Contodos los análisis indicados tratamos de estable­

cer posibles diferencias existentes en sueros bovinos entre

vacunación e infección y el poder de inducción de Ac protec­

tores de los polipéptidos estudiados.



HATERIALES Y METODOS.

1.- MLDIOS DE CULTIVO.

1.1.- Medio de Eagle modificado nor Mac Pherson y Stoker%9®

ï modificado en nuestros laboratorios.

Cloruro de sodio. 6,400 gr.

Cloruro Le potasio. 0,400 gr.

Cloruro de calcio dihidratado. 0,200 gr.

Sulfato de magnesio heptahidratado. 0,200 gr.

Fosfato diácido de sodio monohidratado. 0,125 gr.

D-glucosa. 4,500 o .

l-glutamina. 0,292 gr.

Solución de aminoáciios. 50,000 ml.

Solución de vitiminas. 4,000 ml.

Rojo fenol Mi 1,500 ml.

320 bidestilada c.s.p. 1000 ml.

1.2.- Solución le aminoácidos.

l-arginina clorhidrato. 0,840 gr. ­

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

l-isoleucina.

1-leucina.

l-lisina clorhidrato.

l-fenil alanina.

1- treonina.

l-triptofano.

l-tirosina.

l-valina.

l-metionina.

Inositol.

¡CJHOObidestilada c.s.
L.

Solución de vitaminas.

Acido fólico.

Hicotinamida.

d-l pantotenato de calcio.

Piridoxal clorhidrato.

Tiaminaclorhidrato.

0,384

1,048

1,048

1,462

0,650

0,952

0,160

0,727

0,936

0,300

0,070

1000

gr.

gr.

gr.

gr.

gr.

gr.

ml.
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Riboflavina.

HZObidestilada C.s.p.

Medio para repiques de células

medio de Eagle modificalo.

Suero bovino inactivado 30' a 56°C.

Caldotriptosa fosfato 29,5 gr/l.

Penioilina 1,5%estreptomicina 0.5%

y Polimixina 0,15%.

BHK2

800

100

lOO

gr.

ml.

Ello

ml.

ml.

ml.

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

Se esterilizó por filtración en placas de asbestos EKS.

Medio de congelamiento de células I3HK?1(H.C.).

Se usó el m.E. pero con 20% de

tivado y adicionado con 10%de

Cloruro de sodio.

Cloruro de potasio.

D-glucosa

Bicarbonato ie sodio.

suero fetal bovino inac­

glicerina.
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Tripsina. 0,500 gr.

Versene. 0,200 gr.

Rojo fenol 1%. 2 ml.

H20bidestilada c.s.p. 1000 ml;
Se esterilizó por filtración en placas EKSde asbestos.

1.7.- Hgdionara titulación de virus (H.T.).

Cloruro de sodio. 6,800 gr.

Cloruro de potasio. 0,400 gr.

Fosfzto diáciio ¿e sodio. 0,125 gr;

Cloruro de calcio dihidratado. 0,200 gr.

D-glucosa. 1,000 gr.

Sulfato de magnesio heptahidratado. 0,200 gr.

Lidrolizudo ie lactoalbúmina 5% 41 ml;

Suero fetal bovino. 20 ml.

Penicilina 1,5%,estreptomicina 0,5%
10 ml.

y polimixina 0,15%.

H2Obidestilada c.s.p. 1000 ml.

Se llevó a pH 7,2 con bicarbonato de sodio 7,5% y se­

esterilizó por filtración en placas de asbestos EKSo



20- CULTIVOS CELULARES.

2o]..-
Se empleó la línea celular BHK (riñón de hamster luc­21

ente) clón 13, trebjándolas en monocapasen frascos de vidrio

tipo "cuzco", de 48 hs. de crecimiento° Se conservó esta línea

celular en ampollas con HCa -270°C en tanques con nitrógeno

líquido.

202.- Reoigues celulares.

Los repiques de las células BHK21se realizaron tres

veces por semlne. Las monocapas de 48 hs. de crecimiento se

avaron con tripsina 1/250 Difco 0,05% en medio de sales-ver­

sene y nuevamentese cubrieron las células con tripsina. Se

dejó actuar dos minutos a T ambiente, se volcó el medio y

se incubó a 37°Chasta des¿rendimiento de las células del vi­

drio. Estes se tomaron con NEy se sembraron en aproximadamen­

te 200.000cel/ml en botellas de vidrio con

Se incubaron 1 37°C por 48 hs donde se vió confluencia

de las células en monocupa.

3o- VIRUS‘

Se utilizó virus de la Fiebre aftosi tipo C, subtipo
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2 cosechado de células BHK clón 13, después de nueve pases,21

habiendo sido clonado en nuestro laboratorio cuatro veces.

Se obtuvieron aftovirus tipos A, O y C de Senasa y se

pasaron varias veces en nuestros laboratorios. Para las prue­

bas de especificidad en los ensayos de seroprotección en ra­

tón lactante se usó virus Sindbis.

3.1.- Elección de la multiolicidad de infección.

Conel objeto de elegir una relación virus/célula para

todas las experiencias, se diseñó la siguiente prueba: fras­

7 células)cos de Roux con monoc;pas de células 3HK21 (4,1 x lO

se infectaron con cantidades diferentes de virus de titulo

10+8’4 UFP/hl pürfi obtener multiplicidades de 0,6; 0,7; 13

y 67 UFP/célula. Se retiraron alicuotas de los frascos de Roux

a diferentes tiempos post infección para cada multiplicidad

elegida y posteriormente se determinó la infectividad de cada

una por foi-ación de placas bajo agar (según 3.3.2).

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

21, 23 y 25 horas post infección.

3.2 - Preparación de stocks.

Para preparar el stock de virus que se usó en las expe­
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riencias se eligieron placas de medidasintermedias¿Se utili­

zuron frascos tipo Rouxen las primeras experiencias y poste­

riormente tipo roller de l l, con monoclpas de células BHK21

de 48 hs de crecimiento con MEque se lavaron dos veces con

MEsin suero para eliminar los posibles Ac anti s-tos3 en el

suero del medio. Cada frasco roller contenía 8,5 x 107 células.

Se infectcron las células con 11,7 UFP/célula, se dejó

aásorber l h a 37°C, se volcó el virus y ag‘egó a cada frasco

15 ml de m? sin suero. Se incubaron los frascos a 37°C y se

cosechó el virus del sobrensdante luego de 6-8 hs post infec­

ción, cuando los Cultivos mostraban una destrucción celular

del 80-90%.

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

minar restos celulares, el virus se conservó congelado a -70°C.

3.3.- Determinaciónde la infectividad.

Todos los stocks ie virus se titularon en células BHK21

por observación de la acción citopatogénica ó por el método

ie formación de placas bajo agar.

3.3.l.— Titulación por nroducción de efecto citonático.

Células BHK21,de 24 hs de crecimiento en tubos de en­
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sayo dc (15 x 150) mmse infectaron con diluciones decimales

crecientes de virus de la fiebre aftosa y se incubaron-por 1h

a 37°C.

Al finalizar la adsorción se volcó el inóculo y se cu­

brieron las células con l ml de HT°Se realizó por quintupli­

cado para cada dilución y se hicieron controles de MTy de

células. Se incubó 72 hs a 37°C, se observó microscopicamente

(37,8x) el efecto citopático del virus en los cultivos diaria­

mente. Se valoraron las acp cualitativamente en una escala

preestublecida con datos de +42 +1. Se calculó La dosis infec­

tante 50%para cultivos de tejidos (D CT 50) de acuerdo al mé­

todo de Reed y NüenCh (115).

3.3.2.- Titulación por forggción de nlacas bajo agar.

Se realizó por el métoio de Dulbecco y Vogt (59),Hono—

apas de células BHKZlde 24hs de crecimiento en frascos tipo
"cuzco" de 60 ml sc lavaron con MTe infectaron con diluciones

üecimales crecientes de virus de fiebre aftosa. El inóculo se

dejó aisorber por 1h a 37°C, agitanio cada 10‘. Luego de la­

aisorción las células se cubrieron con una capa de agar ID
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(Cïoifi) 0,.5ñ en HTy solidificaio este se incubaron a 37°C

invertidos. Transcurriaas 72hs se cubrieron los frascos con

una seluci'n de formaldehído 10%por 20‘, retirandose la cepa

de agar. Las células se tiferon con una solución de rojo neu­

tro 1/2000o Se utilizaron 5 botellas por dilución y se conta­

ron 1as placas; se calculó el título de acuerdo el inóculo,

para cada dilución según la fórmula:
n

TITULO (UFP/ml) =
v x d

donde n= n° promedio de .lacas.v= volúmen del inóculo.d= dilución.

3.4.- Concentración ie virqg.

Se empleóle técnica de precipitación con polietilen­

glicol (P33) ¿e Jagner(155),moíificada en nuestro laboratorio.

Se avregó PEG6000 al 30%al stock de virus, para obtener una

concentración final ¿el :isno de 7,5%. Se dejó en contacto a

400 iurinte 24 is. 'uego se c ntrifugó a 55000 x3 a O°Cduran­

te 60 minutos, resuspeníienio cuidadOSLmenteel precipitado

en buffer Tris-HC 0,002 I, 3:31 0,15 K, pï 7,6 y se volvió_

a centritugmr a 150.000 x3 a O°Cdurante 150 minutos.

El precipitado obtenido se resuspeniió en la mínimacan­
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tidad del buffer anterior con glicerina al 0,1%. Se tituló,

fraccionó y mantuvo a —70°C.

Se realizar n experiencias para probar la ollidad del

PEGde 2 marcas distintas (Biochem y 33H). Se observó que la

mayor cantidad de precipitado se obtuvo con el PE Biochem,

pero al realizar la titulación por formación de placas bajo

agar se vió que el título del virus concentrado con PEGBio­

chempracticamente era similar al virus original, mientras

que cl virus concentrado con PEGBDH,tenía titulos, por lo

menos,un log mayor que sin tratamiento previo.Con ésta última

droga, se concentró el virus 87 veces. En las experiencias

posteriores se usó PSG BDH.

4.- OBTETCICN DE ÁHTIGEHCS (Ag) A DIFERQETES TIEMPOS POST

INFECCION EH CULTIVOS DT CELULAS 33K 21'
Se infectaron frascos tipo roller de l l con monocapas

de células BHKZlde 48 hs de crecimiento con stock de virus

a una multiplicidad de 11,7 UFP/cel, previo lavado de las mono­

c pas con EE sin suero. Se dejó adsorber el virus. Luego se'

volcó el inóculo y se la aron las células con HEsin suero,

egando a cada frasco 15 ml de éste medio. Se incubaron aagr



37°Cy a diferentes tiempos se descarteron los sobrenadantes,

se lavaron las células con solución Silina tamponada (PVS)a

O°C2 veces, se cosecharon las mismas separsndolas del vidrio,

congelaron y descongelaron a -70°C. Estas suspensiones celula­

res sufrieron una disgregación por ultrasonido (Sonifsr cell­

disruptor, Heat-systems-ultrasonics, inc.) a 80 watts y se

liofilizaron.

Los tiempos post infección elegidos para cosechar las

células infectadas fueron: 60(To), 65(T1), 75(T2), 90(T3),

120m4) y 210025) minutos.

Los antígenos se separaron en alícuotas que sufrieron

2 procesos de inactivación diferentes con el objeto de obtener

antisueros en conejos.

Inactivaoión con forgg;: se agregó formdla las células en una

concentración de 0,015% y se agitó con magneto a T ambiente

3 hs y luego a 37°C toda la noche.

Inactivación con B oronio lactona: se agregó B propiolactona

a las células en una concentración de 0,2% y se agitó con

magneto 8 hs a T ambiente.



- 45 _

Comocontrol se cosecharon células BHKl de 48 hs de2

crecimiento cn monocape, no infectadas,sufriendo los procesos

de inactivación antes indicados.

Antígeno VIA; fué cedido gentilmente por el Centro Panameri­

cano de Fiebre Aftosa, Río de Janeiro, Brasil. Se obtuvo a

partir de suspensiones virulentas (subtipo 01, A24y C3) en

cultivos de células BKK21y habia sido parciulmente purificado.

5.- OBTENCION DE ANTISUEROS.

Los conejos utiliZüdos fueron NewZeland White de 2.5kg

p; e peSO o

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

5.1.- Suero de conejo anti virus de la fiebre aftosa subtipo C2.
E1 virus e toso obtenido del sobrenadinte de células

BHK21infectadas durante 6-8 hs se liofilizó y se determinó

el contenido proteico (2,63 mg/hl). Sufrió el proceso de inac­

tivación antes mencionado y se mezcló con adyuvante de Freund

ircompleto en partes iguales,Se inyectaron conejos con el virus

“Dnaspor vía intramuscular(i.m.).una vez por semana durante 8 semi

Ondaconejo recibió 5,26 mg de proteínas totales.
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5.2.- Suero de conejo antivirus de a fiebre aftosa subtipo

02 concentrado.

El virus concentrado con PEG, resuspendido en buffer

Tris HCl se inactivó con B propiolactona y formaldehído en

alícuotas distintas y se inyectó en conejos con igual esque­

ma que 5.1. Cadfl conejo recibió 4 mg de proteinas.

5.3.- Suero de conejo anti Ag de célulgg BHKinfectadas a dis­

tintos tiemnos.

Los ng mencionados en 4 se inyectaron en conejos. Cada

conejo recibió 252 mg de proteínas.

ml esquemautilizado fué el siguiente:

\| 1'3.; Lan_.
po inyección por vía 1.2. por semana, durante 4 se­

manas de las células BHK infectadas, inactivadas con formal­21

debido y emulsionadis con adyuvante de Freund incompleto.

b) Luego de 15 días de descanso, 8 inyecciones por vía

i.n., una egin 15 días, de cultivos inactivaáos con B propio­

lactona y emulsionados con adyuvante de Freund incompleto.

c) Luego de 15 días de descanso, tres inyecciones por

vía i.m., una cada cuatro días, de células infectadas, mezcla­
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das con saponina al C,l%.

5.4.- 23330 de conejo antiCéluiggrBHKsin infectar.

Se inyectaron las células en conejos siguiendo el mismo

esquemude inmunización que 5.3. Cada conejo recibió un total

de 213 mg de _roteínas.

Todos los conejos fueron sangrados a blanco por punción

cardiac; 7 días después de 1%última inyección y la sangre se

colocó l hs a 37°C y toia la noche a 4°C. A1 día siguiente se

separó el suero por centrifugación a 500 xg, 15 minutos a O°C,

se fraccionó y conservó a —70°C.

5.5.- Suero hioerinmune anti virus de la fiebre aftosa subtino

C2 en cobayos.

5.5.l.- Preoaración ¿el antígggg.

Se inocularon cobayos con 0,3 ml de virus intradermoplan­

tal (i.d.p.) en una sola pata. A las 24 hs se observaron aftas

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

gellron en la mínima cantidad ie MT,se descongelaron y macera­

ron cad: epitelio con l ml ie stock de virus. Se centrifugó a

800 xg 15 minutos a 0°C, se separó el sobrenadunte al que se

agro ó antibióticos. Se mezcló con saponina 0,1% comoadyuvante.CJ ­



Se tituló y mantuvo a -70°C.

5.5.2.- Obtencióndel antisuero.

Conel antígeno descripto se obtuvieron tres sueros hiper­

inmunes de acuerdo a los siguientes esquemas de inmunización.
. IGruno l: los animales se inocularon con 0,3 m1 de antígeno

por inyección, dos Veces por semana durante tres semanas, las
, I - . c .-tres primeras subcutaneas (s.c.), las dos siguientes 1.d.p.

y la última nuevamentes.c.

Gruno 2: los animales se inocularon con 0,3 ml de antígeno por

inyección, dos veces por semana durante siete semanas, tres s.c.

dos i.d.p., una SoCo,dos i.d.po, cuatro s.c., dos i.d.p. y la

última s.c.

Gruno 3: los animales se inocularon con 0,3 ml de antígeno por

inyección, dos veces por semana, durante nueve semanas; el es­

quemade inoculación fué el del grupo l repetido 3 veces.

Los animales de todos los grupos, luego de siete días de

la última inyección, se sangraron y los sueros se mantuvieron

a -70°C. Czda grupo consistió en una mezcla de sueros.
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5.5.3.— Fraccionamiento de namma, bulina de los sueros hioer­

inmunesy crqggtoqrafía sobre DEcelulosa.

Sc empleó el métoio ie precipitación con sulfato de a­

monio al 33%de SLtUÏECión (55). Las gammasglobulinas se cro­

mutografiaron sobre D-E celulosa según el método de Yugi (160,

161); se utilizó DEcelulosa (32-flhetman) sobre una columna de

2 x 30 cm en la relación de por lo menos l gr. de absorbente/bl

de suero. La resina fué lavada y equilibrada con solución re­

gulaiora de partida ie pH 8,5 que consistió de Tris 0,035 M

(hidroxi metil amino metano) y ácido fosfórico 0,005 M. Las

muestras de las gamma globulinas de casa grupo se llevaron

con solución regulaiora de partida a un volumen de lO ml.

El pHy el ¿laiiente salino fueron obtenidos con dos

volúmenes ie solución regulaiora de partida, colocado en un

frasco abierto con agitador magnético, conectado por un sifón

a un recipiente cerrado con un volumende solución reguladora

final de pH4,0, que consistió en Tris 0,5 my ácido fosfórico

0,59 H.Se obtuvieron fracciones de 5 ml con un flujo de lO a

15 minutos por tubo. se leyó la densidad óptica (D0) a 280 su

y el pH de los eluyentes.



Se hizo una mezcla con las fracciones que presentaron

picos de D0y pHsimilares. Se diilizaron contra solución fi­

siolóqica y liofilizaron. La pureza de las fracciones se compro­

bó por inmunoelectroforesis (124) y su actividad biológica por

seroprotección en ratones lactantes.

5.6.- Quero de cobayo antiantiqgno VIA.

Fué cedido gentilmente por el Centro Panamericano de

Fiebre Aftosa, Río de Janeiro, Brasil y consistió en una mez­

cla de sueros hiperinmunes elaborados con varias cepas de los

subtipos 01, A24 y 03; Estos sueros se obtuvieron en cobayos

inmunesy, después de inoculaciones por via i.d.p. e i.d. re­

cibieron tres veces cada cuatro días suspensiones virulentas

conteniendo 0,07% de saponina.

5.7.- Sueros hinerinmunes anti virus de la fiebre aftosa en

cobagos.

Fueron cedidos gentilmente por Laboratorios Estrella­

Merieuxy consist'eron en sueros monoespecificos anti los tres

tipos ie virus aftoso (A, O y C).

6.- OBTENCION VB SUEROS BOVINOS.

Se obtuvieron muestras de sueros bovinos, gentilmente
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extraídas por el Laboratorio Estrella-Merieux y el Servicio

Nacional dc Luchas Sanitarias de animales de prueba de vacu­

nas anti aftosa.

Los esquemas de extracción de los 2 sitios antedichos

consistieron en las siguientes sangrías:

-\6.1.- Laboratorio sstrella-Merieux.

Animales de nrueba.

Sangría N° l - prevacunación.

ia N° 2 - dia 7 post vacunación.U) “¿3an

Sangría N° 3 - dia 14 post vacunación.

Sangria H° 4 - día 21 post vacunación.

Desafio = 10.000 315o.

Singría N° 5 —día_3 post infección.

a 5 post infección.I
p,HsSansría No 6

sangría N° 7 - dia 7 post infección.

Animales testigos.

Sangria N° 1 - preinfección.

Sangrïa N° 5 - iia 3 post infección.

Sangría H° 6 - día 5 post infección.

sangría N° 7 - dia 7 post infección.



Se trabajó con lO animales de prueba y lO animales tes­

tigos con los 3 tipos de virus de la fiebre aftosa: A, O y C.

6.2.- Senasa (Seleb).

Animales de nrueba.

sangría N° 1 - prevacunación.

Sangría N° 2 - día 21 post vacunación.

Desafío = 10.000 D150.

Sangría N° 3 - día 3 post infección.

angría N° 4 - dia 5 .ost infección.U)

bangria N° 5 - día 7 post infección.

Animalestestigos.

Sanvría N° l - preinfección.

H\Sangría N° 2 —d a 3 post infección.

JSangría N° 3 - "ía 5 post infección.

Ps ¡DSangría N° 4 - d 7 post infección.

Se trabajó con lo animales de prueba y lO animales tes­

tigos con los 3 tipos de virus de la fiebre aftosa: A, O y C.

7.- SEROPR TECCION EN RATCHQS LACTANTÉS.

Se empleó la técnica de Cunha (51) para obtener los ín­



dices de seroprotección (IPR) y una modificación de la misma

para determinar los tiempos de sobrevidd,usando ratones de 3

a 5 dias, que se observaron diariamente durante 7 días.

Se inocularon 6 ratones por cada dilución de virus, por

vía intraperitoneal (i.p.), con 0,1 ml de antisuero inactiva­

do a 56°C, sin diluir Media hora después, se inyectó por

la mismavía una dilución de virus en MTtal que matara al

100%de los animales en 48 hs. Se hicieron controles con MTy

con suero solOJpara determinar si tenian efecto tóxico.

Se determinaron los tiempos de sobrevida de cada anti­

suero, se calculó el IPR comoel log.dcl título del virus me­

nos el log.del título de virus mas suero y se estimaron las

significaciones estadisticas de las diferencias.

Los antisueros analizados por éste método fueron:

Suero de conejo antivirus de la fiebre aftosa subtipo C2.“

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

Suero de conejo anticélulas BHKno infectadas.

Suero dc conejo inmunizado con células BHKa 60, 65, 75, 90;

120 y 210 minutos post infección con virus de 1a fiebre aftosa



subtipo C .
2

Con los antisueros obtenidos con células BHKa los 75,

120 y 210 minutos post infección, se hicieron experimentos de

seroprotección en ratón lactante,con virus de la fiebre afto­

sa subtipo A y O1y con virus Sindbis. Dichos virus se ino­24

cularon.en diluciones que fueron letales para el 190%de los

animales infectados y se utilizaron para estudiar la especi­

ficidad de subtipo y de virus.

8.- IIHUNODIFUSION.

Se siguió la te'cnice. de doble difusión de 0uchterlony(101)

utilizando agar Oxoid ID al 1,5% en solución fisiológica con

0,01% de azida 56310;. Se us=:.r'onplacas de Petri de 6 cm de

diámetro, donde previamente a la experiencia se probó la con­

centración proteic¿ óptima de precipitación de los antígenos

usadOSy la ïistancia correcta entre el orificio central donde

se colocó el antisuero y los orificios periféricos dondese

sembraron los Ag. Esta última fué de 7 mmy la concentración

proteica de Ag usada de 50 mg/ml a 100 mg/hl. Las placas se_

incubaron en cámara húmeda a 4°C y se observaron diariamente

durante una semana.



Al cabo de éste periodo las placas se lavaron con solu­

ción fisiológica durante 48 hs y con H 0 destilada por 24 hs,2

luego se secaron con papel de filtro a 37°C durante 48 hs y

se tiñeron con colorante AmidoSchwartz B 0,1% en ácido acé­

tico l M: acetato de sodio 0,1 M: glicerina (45: 45: lO) y

posteriormente se decoloraron con ácido acético 7%. En los

casos en que se consideró necesario, por no haberse observado

las bandas de precipitación esperadas, le tinción se reempla­

cido acético 2%.[Úszó por una fijación con

9.- INHUNOFLUORESCBHCIA.

9.1.- Antínenos. Se cultivaron células BHK clon 13 en tro­21

zos de cubreobjetos dentro de tubos de Leighton. Se obtuvieron

¡4,células infectadas a di erentes tiempos post infección según

4. Se estudiaron los tiempos 60(To), 65(T1), 75(T2), 90(T3),

l2O(T4), 210(T5) y 27O(T6)minutos. Se utilizaron células

BLKZlsin infectar comocontroles.

9.2.- Antisuerosa

9.2.l.- Suero de conejo anti virus de la fiebre aftosa sub-'
f1

tipo V2 concentrado. Descripto en 5.2.



9.2.2.- Suero de cobayo hiperinmune anti virus de la fiebre

aftosa tipo C. Descripto en 5.7.

Se procipitaron las globulinas de los antisueros men­

cionados con sulfato de amonio al 50%de saturación y poste­

riormente se dializaron contra solución fisiológica y agua

estilada.( 73).

9.2.3.- Conjugación.

Se realizó con isotiocianato de fluoresceina según el

método de Camargo ( 36).

9.2.4.- Aisorción.

Las globalinas conjugadas se adsorbieron con polvo de

tejiíos según Larghi (83 ). La preparación de este último se

reilizó separando células BHK21áel frasco de crecimiento en

PBSy liofilizándolas. La proporción de adsorción fué de l mg

de polvo de tejido por 21 de conjugado.

9.2.5.- PurifiCJCión fiel conjuqxio.

Se realizó por pasaje a traves de una columna de Sephn­

dex G-25 superfino. Se removió así la fluoresceina no conjugsda.

903.- FijÏÏÏCióno

Se reti? ron los cubreobjetos de los tubos de Leighton
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y se lavaron con PBS. Luego se fijaron con acetona a -20°C

por 30 minutos.

9.4.- Coloración.

Se utilizó el métododirecto (83 ). Se diluyeron los

antisueros de acuerdo a su título con virus de la fiebre afto­

sa y con solución fisiológica regulada a pH7,2 con fosfato,

separadamente. Se colocó una gota de cada uno de ellos sobre

portaobjetos fijados. La dilución del suero con virus se uti­

lizó para teñir controles negativos y la dilución con S.F. para

muestras positivas. Se incubó a 37°C por 30‘, se lavaron con

S.F. y se secaron al aire. Se tiñieron células BHKsin infec­

tar que se utilizaron comoblancos.

Se hicieron tinciones por ésta técnica con los antisueros

aísorbidos y no aisorbidos.

9.5.- Observaciónmicroscópica.

Se utilizó un microscopio Leitz, moáelo Ortholux con

tubo binocular, oculares Leitz 10X, objetivos acromáticos 251

con apertura numérica igual(5menqp a la del condensador, lámpara

HBO 200 Osram, filtrqsantic3lórico KG1-2 mm, excitadores



UGl-lmm (UV) y filtro barrera K 430 (UV).

9.6.- FotOHraÍía.

Las fotografías fueron tomadas con 250 aumentos, con

película Kodacolor 400 (CG135) y cámara Leika.

Se probaron diferentes tiempos de exposición: l,2,3,4,

5 y 6 minutos; se elijieron los tiempos de 4 y 5 minutos de

acuerdo a los resultados obteniños.

10.- BLECTROFORBSIS Eg_ggL DE POLIACRILAMÏDA.

10.1.- Se rezlizó de acuerdo a la técnica de Davis y Ornstein

(52 ). Se utilizó gel de acrilamida 7%comogel separador y

1,25% comogel espaciador en buffer tris glicina pH 8,3. Se

sembraron 250 pgr de proteína por gel. La electroforesis se

llevó a cabo durintc 2,5 a 3 horas; el voltaje varió de 140 V

al comienzo de la corrida a 300 V al término de la misma y la

intensidad de corriente fué de 3 mApor tubo hasta que el

colorante iniicaíor (azul de bromofenol l mgfi en agua desti­

lada) atravesó al gel espaciador y luego se aumentó a 5 mApor

Unavez finalizada la corrida electroforética se separó



el gel del tubo de corrida y se tiñó durante 18 hs con azul

de Coomasie lO mg% en metanol: ácido acético: agua destilada

(4: l: 5) y luego se destiñó con metanol: áciïo acético: agua

destilada (4: 1: 15). Una vez desteñidos los geles se deter­

minó el perfil de densidad óptica a 590 nm en un espectroden­

sitógrafo Crudo Camaño.

lO,2.- Se utilizó la técnica de Davis (52 ) modificada por

Dimmocky Watson'(56 ) para el uso de dodecilsulfato de sodio

(SDS) y modificaciones de Studier(135) y Laemmli ( 82). Se uti­

lizó un gel espaciador con acrilamida al 3%y un gel separador

con acrilamida al 15%.

Todas las muestras sufrieron un tratamiento previo de

calentamiento a lOO°Cpor lO minutos en una mezcla que conte­

la corrida se realizó por íuplicado. El buffer usaio fué Tris­

glicina 0,0 H pH 8,3 con SDSal 0,5%, aplicando 5 má por tu­

bo durante 3 hs.

Unavez finalizada la corrida electroforética se separó
.. ., . '. f

el gel del tubo y se ÍlJó con ¿ciao triclcroacetico 15%y me­
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tanol 40%durante 30 minutos. Luego sc tiñó durante 18 hs con

Azul de Coomasie lO mg fi en metanol: ácido acético: agua des­

tilada (4: 1: 5) y se dccoloró con metanol: ácido acético:

agua destilada (4: 1€ 15).

11.- PRECIPITACION INHUNE.

Se realizó de acuerdo a Honess y Watson ( 74). Para cada

sistema antígeno-antisuero utilizado se estudió el rango ópti­

mo de precipitación, incubando volúmenes fijos de antígeno

con volúmenes variables de antisuero en tubos; se mantuvo el

volumen total constante con PES. Las mezclas se incubaron a

4°C por 72 hs y luego se centrifugaron 15 minutos a 3500 rpm.

El pellet se lavó 6 veces con lO ml de PBSpor centrifugación.

Por otra parte se realizaron pruebas manteniendofija

la cantidad de antisuero(según experiencia anterior)y variando

las concentraciones de Ag, corri'as luego por electroforesis

en gel de poliacrilamida. Se realizaron controles en paralelo

donde se reemplazó el antisuero por PBS.

Habiendo fijado la relación Ag-antisuero óptima, se ana­

lizaron los diferentes Sistemas por esta técnica. En generalu.

se usaron entre lOOO-lSOO‘ng/mlde Ag y los antisueros concen­



trados ó diluiios al medio en PBS. El precipitado inmune obte­

nido, luego de lavado se sometió a la mezcla de reacción pre­

via a la corrida electroforótica en gel de poliacrilamida y se

sembraron en 2 tubos, según ya se describió (Materiales y Hé­

todos 10.2.).

12.- INMUN ELECTROFORESIS DE PRECIPITADCS INMUNES.

Los precipitados inmunes, corridos en electroforesis en

gel de poliacrilamida, se analizaron por inmunoelectroforesis

para ubicar a qué distancia del origen del gel se encontraron

las IgG, IgMy sus respectivas oidenss H y L.

Se realizó la precipitación comose describió en ll,

utilizando algunos Ass de células BHKinfectaras a diferentes

tiempOS, explicuios en 4. Comoantisuero se emplearon deter­

minadas sangrias de los sueros de bovinos vacunados e infecta­

dos cuya obtención se describió en 6. El precipitado inmune se

analizó por electroforesis en gel según 10.2. Obtenido el ci­

lindro de poliacrilamida se cortó en discos de 2 mmde espe­

sor, se eluyeron las proteínas colocando cada uno en SSTduran­

tc 48 hs y éstns se seroraron en placas de agar para inmuno­.1.

electroforesis que se realizó según Scheidegger (124). Las



bandas proteínicas se revelaron con suero de conejo anti gamma

globulinas bovinas totales extrapolando la distancia al origen

en el zel donde se encontraron las inmunoglobulinas.

13.- TECNICAS EM-LEANDOISOTOPOS RADIOACTIVOS.

Se marcaron virus y antígenos con [FH] . Las técnicas

empleadas fueron basicamente las ya descriptas en 3.2. y 4. y

los métodos radioaetivos se realizaron según Dimmockéflatson(56)
y Honess-Watson (74).
l3.l.- marcaciónde virqg aftoso.

Se marcó virus de la fiebre aftosa subtipo C Se partió2.

de frascos tipo roller ie l l con monocapas de células BHK21

de 48 hs de crecimiento, que se lavaron 3 veces con MEsin

aminoáciios y sin suero. Luego se infectaron con virus de stock

en una multiplicidad ie 11,7 UFP/ccl, se dejó adsorber l h a

37°C, se volcó al inóculo y se lavaron los frascos 3 veces

con MEsin aminoácidos y sin suero. Se agregó a cada frasco

15 ml de éste melio, 0.2 m1 le 3H-metionina (NewEngland

Nuclear Corp., 1,0 mCi; 1,0 ml; Etanol/HZO (7:3); 80,0 Ciflhmol)

y 0,2 ml ie 3H-isoleucina (NewEngland Nuclear Corp.; 1,0 mCi;

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

una solución de 0,5 mg/ml). Se incubó a 37°C y el virus del
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sobrenadante marcado se cosechó luego de 6-8 hs post infec­

ción, cuando los cultivos mostraron una destrucción celular
. ldel 80-93%.Previa centrifugac1 n pira eliminar restos celula­

res, el virus se fraccionó y mantuvoa -70°C.

l3.2.- Obtención de Agmarcados a diferentes tiemnos nost­

infección en cultivos de células BHK21.

Se realizó 00m0se describió en 4; se reemplazó el inó­

culo de virus aftoso por el virus marcado obtenido en 13.1.

Se cosecharon los Ag To, T1, T2, T3, T4 y T5 marcados con amino­

ácidos tritiados, siguiendo igual tratamiento al explicado en 4.

Se realizaron comocontrol células BHKmarcadas sin in­

fectar.

13.3.—Precioitación radioinmune.

Se realizó comose describió en ll, utilizando comoAgs

el virus merezdo y las células BHK21cosechadas a distintos

tiempos post infección marcadas y los antisueros que se indi­

caron.Comocontroles se utilizaron los Ags marc¿dos y el anti­

suero fué reemplazado por PES, sufriendo todos los procesos

ya descriptos.



l3.4.- Eloctroforesis en gel gg ooliacrilamida utilizando las

muestras radioactivas.

Se realizó comose describió en 10.2. Se corrieron du­

plicados de virus, células BHK21cosechadas a distintos tiempos

post infección, sus respectivos controles y los precipitados

rudioinmunes y sus controles. Unode los geles se tiñó con

azul de Coomasie y el otro se mantuvo a -70°C por 24 hs y pos­

teriormente se cortó en discos de l mmde espesor y se midió

lá radioactividad de ca'u disco.

l3.5.- Medidasde radicactividad.

Los discos mencionados en 13.4 se colocaron en viales

con 200 ul de peróxido de hidrógeno y se incubaron a 37°C por

18 hs.

Luego de este período se colocó lO ml de líquido de cen­

telleo con un solubilizador de geles y 24 hs después se contó

la radioactividad en un espectrómetro de centelleo líquido.

13.6.- Líquido de centelleo.

Protozol 180 m1.

POPC-I’ o , 04 gr .

PPO 4 g.

Tolueno lOOO m1.
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l3.7.- Condicioqggde lectura.

Se usó un espectrómetro de centelleo líquido Packard

modelo 527.

Ganancia:60%

Ancho de ventana150 - 1000.

Tiempo:entre 1 y 5 minutos.

14.- DETERMINACIONDE PROTEINAS.

Todas las determinaciónes de proteínas se realizaron de

acuerdo al método de Lowry ( 88 ), empleando albúmina sérica

bovina comostandard de calibración.



RESULTADOS

1.- PREPARACION DE STOCKS ¡E V RUS Y DBTBRHIHACICN lE LA

INFECTIVIDAD.

La preparación de stocks de aftovirus 02 se realizó

en diversas experiencias obteniendose 10.160 ml de virus que

se mezcló, tituló según el método de formación de placas

bajo agar y se obtuvo un titulo promedio de 1,5 x lO7UFP/ml.

Los aftovirus A24, 03 y O1 cedidos gentilmente por

SELABfueron titulados por el mismo método anterior y los

títulos promedio obtenidos fueron para A24cruzeiro

3,17 x lO6 UFP/ml, para C Rezende 4,8 x lO7 UFP/ml y para
3

Ol Caseros 2,5 x 106 UFP/ml.

2.- ELECCIOK DE LA HULTIPLICIDAD D3 INFECCION.

En estas experiencias se utilizó originalmente un afto­
8 4

virus c2 de título 10 ' DICTBO,
rios de células de riñón de cerdo.

obtenido en cultivos prima­

Se grafico CFF/ml cn función de tiempo en horas para­

cuia multiplicidad de infección usada (Gráfico l). Comonos



GRAFICO l.

Curva de crecimiento de aftovirus 02 en función de la. mul­

tiplicidad de infección.

Se infectaron monocipas de células BH'K2len frascos de Roux

de 48 hs de crecimiento con multiplicidades de:

A 66,6 UTP/célula.

O 13,0 UFP/ce'lula.

A o;7 UFP/célula.

O 0,6 UFP/célula.
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interesaba estudiar tiempos tempranos de multiplicación vi­

al (hasta 5 horas post infección), se eligió multiplicidad

11,7, ya que no se observaron diferencias notables entre los

valores estudiados (O,6-O,7 y 13).

Conmultiplicidad de infección 67 se obtuvieron títu­

los de virus más altos,.pero no se pudoutilizar y; que hu­

biera sido necesario trabajar con volumenesgrandes de inó­

culo para llegar a esa mutiplicidud, debido al título del

virus 02 ya expresado en l.

PEG)6oOOO.¡1.l3.- CONCÉÑTRACICN DEL VIRUS CON PCLIETILÉHGLICOL

Se realizaron experiencias para probar la calidad de

P.3.G. de dos marcas distintas (Biochem y BDH).

Se partió de un virus cuyo titulo original ers de

1,84 x lO6 UFP/hl. Se realizó la experiencia de concentración

con las dos drogas obteniéndose mayor cantidad de precipita­

do con el P.E.G. Biochem;al realizar la titulación de los

o. ‘ . Ivirus por form301ón de placas baao agar se conprobo que el

título del virus concentrado con 9.3.G. Biochemera del mis­

moorden que el del virus sin concentrar, mientras que el



virus concentrado con P.E.G. 33H aumentó en su título.

Título del virus original: 1,84 x lo6 UFP/ml.

Título del virus concentrado con P.E.G. Biochem: 3,5 x lO6UFP/ml

Título del virus concentrado con PEGBDH:8,6 x 107 UFP/ml.

De acuerdo a éstos resultñíos en todas las experiencias se

utilizó P.E.G. BDH.

Los títulos promedios de las experiencias realizadas

fueron:

Virus original: 1,24 x 108 UFP/ui.
Q

Virus concentrado: 2,03 x 10* UFP/ui.



4.- _E_S‘TUDIOS30233 LOS AHTIENOS 19333 amos EN CELULAS
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4.1.- Inmunodifusión.

Se diseñó un esquema de inmunodifusión para analizar

la existencia de virus en nuestra preparación antigénica T5

(células BHK21infectadas con aftovirus C2 cosechadas a 210

minutos post infección) (Figura 10a.).

Se observaron dos bandas de precipitación entre el an­

tígeno (5,6 mg/ml) y el suero de conejo anti células BHK2l

sin diluir y diluido al medio y una banda de precipitación

entre el Agy el suero de cobayo anti virus aftoso tipo C

diluido al medio. Ademásse revelaron dos bandas de precipi­

tación entre el suero de cobayo anti virus y el suero de co­

nejo anti células, lo cual llevó a diseñar el esquemade la

Figura 1 b, observándose dos bandas de precipitación entre

el suero de cobayo normal y el suero de conejo anti células

BHKy ninguna entre el suero de conejo normal y el suero de

cobayoanti virus. Estos resultados indicaron que existió

reacción cruzada entre el riñón de hamster y el cobayo, por

lo que se adsorbieron los sueros de cobayo anti virus con

células BHK1 para realizar los posteriores experimentos de2

inmunodifusión.



Con el objeto de analizar el número de bandas que se

obtenían entre nuestras preparaciones de virus sobrenadante

liofilizado (21,6 mg) y nuestro suero de cobayo hiperinmune

anti aftovirus 02 (Grupo I) se realizó el esquema de inmuno­

difusión que mostró la Figura l c obteniendose dos bandas

de precipitación. Al utilizar virus concentrado (Figura l d)

se revelaron tres bandas de precipitación con el suero hiper­

inmune anti aftovirus 02 en cobayo y dos del antígeno T5 con

el mismosuero. Con los antígenos diluidos al medio no se

obtuvieron bandas.

Con el objeto de detectar la presencia de Ag VIAen

nuestras preparaciones antigénicas se realizaron ensayos de

inmunodifusión (Figura 2),utilizanño Ag VIAy suero de coba­

yo anti VIA. Se nos indicó que éste último suero no poseía

anticuerpos contra células BHKy fué obtenido en animales

hiperinmunizados con virus cobayizado de los tres tipos en

el C.P.F.A. (Brasil).

En la Figura 2 a se obtuvo una bania de precipitación

entre el Agy el As homólogos y una banda de precipitación

del suero anti VIA sólo con los Ag T3 y T4, observándose de­



terminantes antigénicos del primero que el segundo no pose­

ía. Los volúmenes antigénicos usados fueron 0,2 m1de una

solución que contenía 20 mg/hl de proteínas.

A1repetir los esquemascon concentraciones antigéni­

cas de 20 mg por orificio y de 40 mgpor orificio para el

virus sobrenadante se observó una banda de precipitación del

suero anti VIAcon éste último y sólo con el Ag T4, desapa­

reciendo la banda con el Ag T3 antedicha (Figura 2 b).

En la Figura 2 c se utilizó suero anti VIAdel mismo

orígen pero de otro lote (Cedido gentilmente por Selab) y

la concentración de virus utilizada fué de lOOmgpor orifi­

cio, manteniéndose la concentración antes indicada para los

Ags, y se observó una banda más fuerte con el virus sobrena­

dante y una banda con el Ag T5, no detectándose resultados
positivos con los otros Ag, lo cual se atribuyó al cambio

en el lote del suero anti VIA.

Los resultados observados en la Figura 2 indicaron, a

pesar que en algunos casos se observaron bandas y en otros

no,debido a cambios en el antisuero usado y en la concentra­
ción de los Agutilizada, la existencia de Ag VIAen nuestros



preparados de células infectadas y cosechadas a los 90, 120

y 210 minutos post infección (T3, T4, T5).

Nuestras preparaciones antigénicas y el AgVIAfueron

enfrentados a sueros hiperinmunes antiaftovirus de los tres

tipos en cobayos. La Figura 3 mostró las bandas obtenidas al

utilizar suero anti aftovirus 02, grupo I. Se obtuvieron va­
rias bandas de precipitación con todos los Ag. Al adsorber

éste inmunosuero dos veces con células BHKal 3%, se observó

una disminución del número de bandas (Figura 4). Se conser­

varon bandas de precipitación con Ag VIA, virus 02 sobrena­

dante y Ag T3, T4 y T5; las bandas observadas en la Figura 3

se atribuyeron a reacciones cruzadas con células BHK.

A1realizar la mismaexperiencia con suero hiperinmune­

anti aftovirus tipo C, pero de otro orígen (Laboratorios

Estrella-merieux) (Figura 5) se obtuvieron diagramas de ban­

das de precipitación similares a los de la Figura 4o

En las Figuras 4 y 5 se obtuvieron bandas de precipi­

tación de identidad entre los Ag T4 y T5 con el Ag VIAy v1­

rus sobrenadante. En cambio con el Ag T3 no se pudo determi­
nar la existencia de dicha identidad probablemente por va­



riaciones en la concentración utilizada del Ag.

A1 emplear el suero de oobayo anti aftovirus tipo 0

(Figura 6) se observó una única banda de precipitación con

los Ag VIA, To, T1 y T3.

Con el suero anti aftovirus tipo A (Figura 7) se reve­

laron bandas de precipitación con todos los componentes, sal­

vo el virus sobrenadante.

Estos últimos resultados podrían explicarse debido a

la presencia de proteínas tempranas en nuestras preparacio­

nes antigénicas de reactividad cruzada entre los tres tipos

de aftovirus, A, O y Co El hecho de haber observado sólo una

banda entre el suero anti aftovirus tipo Ay el virus sobre­

nadante tipo C en 1a Figura 7, en el orificio vecino al Ag2

VIApodría deberse a la presencia de dicho Ag, a que nuestras

preparaciones antigénicas poseían una variedad de polipéptim

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

6 a un artefacto de técnica.



FIGURA 1.

Esquemasde Inmunodifusión utilizando los siguientes compo­

nentes:

le“

7.­
8.­

9a­

10.­

llo­

120"

infectadas con aftovirus C cosechadas a
21 2

210 minutos post infección (0,2ml de una solución 5,6

Células BHK

Ing/ml) (T5).

Suero de cobayo anti aftovirus tipo C diluido a1 medio.

celulas BHK21.

aftovirus tipo Co

Suero de conejo anti

Suero de cobayo anti

Suero de conejo anti células BHK21diluido al medio.

Suero de cobayo normal.

Suero de conejo normal.

Suero de cobayo anti aftovirus C2 grupo I.

Virus sobrenadante liofilizado (4,0 mg).

Antigeno T diluido al medio.
5

Virus concentrado por P.E.G. (0,2 m1 de una solución

de 2.000 mg/ni).

Virus concentrado diluido al medio.
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FIGURA z.

Esquemasde inmunodifusión utilizando los siguientes compo­

nentes:

Suero hiperinmune anti aftovirus C2 en cobayoo Grupo l.

Antígeno VIA (Cedido gentilmente por el Centro Panameri­

cano de Fiebre Aftosa. Río de Janeiro - Brasil)°

Virus sobrenadante liofilizado 02 ( 4 mgde proteínas).

Células BHK2lclon 13 liofilizadas.
Células BHK infectadas con aftovirus C cosechadas a

21 2

los 60 minutos p.i.íTo).
infectadas con aftovirus C cosechadas a

21 2

los 65 minutos p.i. (T1).

Células BHK

infectadas con aftovirus C cosechadas a
21 2

(T2).

21 infectadas con aftov1rus C2

los 90 minutos p.i° (T ).

Células BHK

los 75 minutos p.i.

Células BHK cosechadas a

3

21 infectadas con aftov1rus 02
).

Células BHK cosechadas a

los 120 minutos p.i. (T4

Se sembraron 20 mg de proteínas por orificio de los antígenos

4,5,6,7,8y90
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FIGURA 4.

Esquemasde inmunodifüsión utilizando los siguientes compo­
nentes:

1.- Suero hiperinmune anti aftovirus C2
do 2 veces con células BHK21al 3%.

2.- Antígeno VIA (Cedido gentilmente por el Centro Paname­
ricano de Fiebre Aftosa. Río de Janeiro - Brasil)o

3.- Virus sobrenadante liofilizado C2( 4 mgde proteínas).
4.- células BHK21clon 13 liofilizadas.
5.- Células BHK21infectadas con aftovirus

los 60 minutos p.i. (To).
6.- Células BHK21infectadas con aftovirus

los 65 minutos p.i. (T1).
7.- Células BHKZlinfectadas con aftovirus

los 75 minutos p.i. (T2).
8.- Células BHK21infectadas con aftovirus

los 90 minutos p.i. (T3).
9.- Células BHK21infectadas con aftovirus

los 120 minutos p.i. (T4).
10.- Células BHK infectadas con aftovirus

Se sembraron 20 mg de proteínas por orificio de los antígenos

21

los 210 minutos p.i. (T5).

4a 59 61 7' 8' 93’10.
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FIGURA 5.

Esquemasde inmunodifusión utilizando los siguientes compo­
nentes.
.1.- Suero hiperinmune anti aftovirus tipo C en cobayo

(Laboratorios Estrella - merieux).
2.- Antígeno VIA (Cedido gentilmente por el Centro Paname­

ricano de Fiebre Aftosa. Río de Janeiro - Brasil).

3.- Virus sobrenadante liofilizado 02( 4 mgde proteínas).
4.- Células BHK clon 13 liofilizadas.21

5.- Células BHK21infectadas con aftovirus 02 cosechadas a
los 60 minutos pci. (To).

6.- Células _BHK21infectadas con aftovirus C2 cosechadas a
los 65 minutos p.i. (T1).

7.- Células BHK21infectadas con aftovirus 02 cosechadas a
los 75 minutos p.i. (T2).

8.- Células BHK21infectadas con aftovirus C2 cosechadas a
los 90 minutos p.i. (T3).

9.- Células BHK21infectadas con aftovirus 02 coseohadas a
los 120 minutos p.i. (T4).

10.- Células BHK21infectadas con aftovirus C2 cosechadas a
los 210 minutos p.i. (T5).

Se sembraron 20 mgde proteínas por orificio de los antígenos
4' 59 69 79 81 9 Y 10°
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FIGURA 6.

Esquemasde inmunodifusión utilizando los siguientes compo­

nentes:

1.- Suero hiperinmune anti aftovirus tipo O de cobayo (Cedi­

do gentilmente por Laboratorics Estrella-Merieux).

2.- Antígeno VIA (Cedido gentilmente por el Centro Panameri­

cano de Fiebre Aftosa. Río de Janeiro - Brasil)°

3.- Virus sobrenadante liofilizado c2 (4 mgde proteínas).

4.- Células BHK21clon 13 liofilizadas.

5.- Células BHK21infectadas con aftovirus C2 cosechadas a

los 60 minutos p.i. (To).

6.- Células BHK2linfectadas con aftovirus C2 cosechadas a

los 65 minutos pci. (T1).

7.- Células BHK21infectadas con aftovirus C2 cosechadas a

los minutOSPoio
8.- Células BHK21infectadas con aftovirus 02 cosechadas a

los 90 minutos p.i. (T3).

90- Células BHK21infectadas con aftovirus C2 cosechadas a

los 120 minutos p.i. (T4).

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

Esquemasde inmunodifusión utilizando los siguientes compo­
nantes:
1.- Suero hiperinmune anti aftovirus tipo A de cobayo (Ce­

dido gentilmente por'Laboratorios Estrella - Merieux).
2.- Antígeno VIA (Cedido gentilmente por el Centro Paname­

ricano de Fiebre Aftosa. Río de Janeiro - Brasil).

3.- Virus sobrenadante liofilizado C2 (4 mgde proteínas).
4.- Células BHK21clon 13 liofilizadas.
5.- Células BHK21infectadas con aftovirus C2 cosechadas a

los 60 minutos p.i. (To).
6.- Células BHK21infectadas con aftovirus 02 cosechadas a

los 65 minutos p.i. (T1).
7.- Células BHK21infectadas con aftovirus 02 cosechadas a

los 75 minutos p.i. (T2).
8.- Células BHK21infectadas con aftovirus C2 cosechadas a

los 90 minutos p.10 (T3).
9.- Células BHK21infectadas con aftovirus 02 cosechadas a

los 120 minutos p.i. (T4>o
10.- Células BHK21infectadas con aftovirus 02 cosechadas a

los 210 minutos p.i. (T5).
Se sembraron 20 mgde proteínas por orificio de los antíge­
nos 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10.
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4.2.- Inmunofluorescencia.

Los ensayos de inmunofluorescencia realizados con sue­

ros antivirus conjugadoscon isotiocianato de fluoresceína

sobre monocapasde células infectadas a diferentes tiempos

indicaron que al utilizar el suero de cobayoanti aftovirus

tipo C se observó fluorescencia en todos los preparados anti­

génicos (To/T6) e inclusive fluorescenoia inespecífica sobre

células BHK21sin infectar utilizadas comocontrol.
Debido a éstos resultados se adsorbió el suero con

células BHK21y se realizó inmunofluorescencia directa obte­

niéndose preparados positivos para los antígenos T2, T3, T4,

T5 y T6.

Se observó en ambos casos (suero adsorbido y no) resul­

tados negativos en los preparados utilizados comocontroles

negativos y la deformacióndel fibroblasto celular por efec­

to de la infección viral después de los 120‘ p.1¡(Figuras

8y9).
Debido a que el inmunesuero utilizado se obtuvo por

efecto de infección viral en cobayos, la fluorescencia obte­

nida sobre las monocapascelulares infectadas se debería a



una serio de particulas untijénicas virales producidas en

el animal infectado.

Al utilizar suero de conejo anti virus concentrado,

conjugado con isotiocianato de f_uoresceín2 y adsorbido con

células BHK21,p? a teñir las preparaciones antigénicas se
observó fluorescenoia en T T T ' ' n . L s .­

l, 2! 3! 1‘49 y J-6 0 00*].

troles negativos y los Células 35Kdieron resultados nega­

tivos (Figura 10).

Analizando los esultados obteniios se pudo concluir

que la fluorescencin observada -33t3 el T4 podría deberse a

virus no desadsorbido de la srperficie celular, a virus re­

sidual no degradado, a la presencia de Ag VIA, a polipéptidos

primarios e intermedios ó a virus formado tempranamente. En

cambio la fluorescencia observada después de T4, indicó ade­
ás la salida de virus de la célula, notandose la deformación

del fibroblasto y las brotaciones fluorescentes. Estos hechos

indicados se obtuvieron con ios antisueros iiferentes:cn un ca­

so realizado con virus inactivudo en animal no suceptible a la

enfermedady en el otro en un animal que dese-rolló la virosis.



FIGURA 8.

Inmunofluorescencia directa utilizando suero de cobayo anti

aftovirus tipo C conjugadocon isotiocianato de fluoresceí­

na de los antígenos:

a) Células BHK2 infectadas por 210 minutos (T5).l
b) Células BHK infectadas por 270 minutos (T6).21
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FIGURA 2.

Inmunofluorescencia directa utilizando suero de cobayo anti

aftovirus tipo C conjugadocon isotiocianato de fluoresceí­

na, adsorbido con células BHK1, de los antígenos:2

a) Células BHK infectadas por 90 minutos (T3).21

b) Células BHK infectadas por 210 minutos (T5).21

c) Células BHK infectadas por 270 minutos (T6).21
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FIGURA lO.

Inmunofluorescencia directa utilizando suero de conejo anti

aftovirus 02
fluoresceína y adsorbido con células BHK

a) Células BHK infectadas por21

b) Células BHK infectadas por21

c) Células BHK infectadas por21

d) Células BHK infectadas por21

2

65 minutos

75 minutos

210 minutos

270 minutos

concentrado, conjugado con isotiocianato de

1, de los antígenos:

(T1).

2).9
(T

(T

6).
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4.3.w Electroforesis en gel de poliacrilamida.

El análisis de los Ags en electroforesis en gel de

poliacrilamida, modificada por el uso de SDS(Materiales y

Métodos10.2.) se realizó comparandolas bandas polipeptí­

dicas teñidas en el gel (Figura 12)

picos radioactivos (Gráfico 2).

y el diagrama de

Los resultados obtenidos se interpretaron de acuerdo

a los estudios de los polipéptidos inducidos por el virus

en células infectadas realizados por Vande Woudey Ascione

(154), Sangar (122) y Sangar y col.(l23) (Figura ll) y te­

niendo en cuenta que según Mc Cahon (93 ) el mapa bioquí­

mico del virus está formadopor polipeptidos primarios, in­

termediarios y maduros.

VP Polic Poli;L__ L/l// /I/1/
5‘ 3’

Polipéptidos Ï P
¿2° P v P

primarios P 88 52 199_____n
L 16
_ l I

Polipéptidos P64 ¡
. . D

intermedlarlos P38 ¿ssh Í

I P72

, .. - y P ..... ——
Polipeptloos P 56

¡P VP2 VI,3 VPI 34 1’12 13201: P56 a
maduros l

P20 c
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,,x-"NCVP————-P560--------——MADUR
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I
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__=_\::-—*———VPO——————————PÁO ——————————MADURO
un\*

\\“--NCVP9-------P38h--------INTERMEDIARIO
\\‘\-——————————-—P3l.-—-—----"MADURO

\\‘\___Vp1_3__——————P30-28-——-—-—-MADUROS

:\\:\-—-——N(NP10—————————P20 ———————————PRIMARIO/MADURO

xs.___NCVP11_______——P16 —--———---“PRIMARIO/MADURO\___,Vp¿_ ________--P12,5—————"mu-MADURO

Figura11



La representación de bandas coloreadas en el gel que

se observaron (Figura 12) son solamente las originadas en

células por la acción viral. Se analizaron también el virus

sobrenadante de 8 y 11 hs p.i. (Figura 12 y Gráficos 2 b y

c) y las células BHK no infectadas (Figuras 12 y Gráfico21

2 a).

Los estudios por análisis de bandas coloreadas y ra­

dioactivos mostraron, en general, buena correlación y los

perfiles observados para los Ag’l‘o/T5fueron diferentes a

los de Virus sobrenadante de 8 y 11 hs p.i. y células no in­

fectadas (Figura 12 y Gráfico 2).

Para el tiempo T°(60' p.i.) (Figura 12 y Gráfico 2 d)

la mayor proporción de radioactividad se encontró en los

polipéptidos de mayor PM(primarios), en P20 y notoriamente

una gran cantidad perteneciente a VP1_3, lo cual podría in­
dicar la presencia de virus adsorbido a las células ó de vi­

rus residual no degradado.

En el tiempo T1(65' pci.) (Figura 12 y Gráfico 2 e)

se notó un desplazamiento a polipéptidos de PMintermedio,

sin disminución de los de alto PM. Se incrementaron igual­



Esquemade las corridas de electroforesis en gel de polia­

crilamida con SDSde diferentes antígenos. Tinción con azul

de

a)

b)

Vc

d)

e)

f)

V
D'O

V
h

Se

quemas de Ags To/T5 se eliminaron las bandas correspondien­

FIGURA 12.

Coomasie.

Células BHK21sin infectar.

Virus 02 sobrenadante de 8 hs p.i.

células BHK21infectadas por 60 minutos (To).

Células BHK21infectadas por 65 minutos (T1).

Células BHK21infectadas por 75 minutos (T2).

Células BHK21infectadas por 90 minutos (T3)o

Células BHKZlinfectadas por 120 minutos (T4).

Células BHK21infectadas por 210 minutos (T5).
indicaron los PMde los polipéptidos x 103. De los es­

tes a células BHKsin infectar.
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mente VIAy VPo en elevada proporción respecto a Too Se ob­

servó aumento de proteínas de bajo PM(menor P16).

A los 75' P.i. (T2, Figura 12 y Gráfico 2 f) se vió

una proporción semejante entre polipéptidos primarios, VIA

y P38. El tiempo T3 (90’ p.i., Figura 12 y Gráfico 2 g) tuvo

distribución similar a T2.
Se observó una inversión en la distribución de bandas

polipeptídicas en T4 (120' poi., Figura 12 y Gráfico 2 h):

aumento leve de las de alto PM, al doble de VP1_3y tres ve­

ces de VP4 3;

El tiempo T5 (210' p.i., Figura 12 y Gráfico 2j_) mos­

, respecto a T disminuyeron al 50%VIA y VPO.

tró, en líneas generales, una disminución de polipéptidos

de alto PM, aunque P63 se mantuvo en un nivel similar que
en T único hecho no concordante con las bandas coloreadas

49

(Figura 12) que no se observaron en esa zona. Se mantuvo la

cantidad de VIA y-se incrementaron VP1_3y VP4.

El análisis de todos los tiempos p.i. mostró la pre­

sencia de P20 y P16, aunque To, T4 y T5 los poseyeron en ma­

yor cantidad. Así mismotodos los Ags estudiados contuvieron

una proporción elevada de polipéptidos de bajo PM(menor P16).



El análisis del virus sobrenadante de 8 y 11 hs p.i. (Grá­

fico 2 b y c) mostró diferencias: en el primero se encontra­

ron polipéptidos de alto PM,no así en el segundo quien ade­

más tuvo disminuidos a VPO, VP1_3 y VP4. En consecuencia

todos los análisis de éste trabajo se realizaron teniendo

en cuenta el virus de 8 hs p.i. La infectividad de éstos vi­

rus fué:

Virus 8 hs p.i. = 3,6 x 107 UFP/ml.

Virus 11 hs p.i. = 104'9 UFP/ml.

El estudio de los Ags por electroforesis en gel de

poliacrilamida clásica (Materiales y Métodos10.1.) no mos­

tró diferencias entre las bandas polipeptidicas de los di­

ferentes tiemposp.i.



gRAFIco 2.

Perfil de radioactividad de electroforesis en gel de polia­
crilamida con SDS de:

a)
b)

c)

d)

V
e

f)

V8

V
h

V
i

Celulas BHK21

Virus sobrenadante 02
Virus sobrenadante C2 de
Células BHK21infectadas

(To).
Células BHK

(T1).
Células BHK

(T2).
Células BHK21

(T3).
Células BHK21

(m4).
Células BHK21

(T5).

21 Infectadas

infectadas
21

infectadas

infectadas

infectadas

Los números sobre el perfil
los polipéptidos x 10 .

VPo,l,2,3
VIA =

RF

3

= Rojo fenol.

no infectadas.
de 8 hs p.i.

ll hs p.i.
C011

con

con

del

aftovirus 32 por 60 minutos

aftovirus C por 55 minutos

aftovirus C por 75 minutos

aftovirus C por 90 minutos

aftovirus C por 120 minutos

aftovirus C 210 minutos2 por

gráfico indicaron el PMde

= polipéptidos estructurales del virus.
Agasociado a la infección viral.
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4.4.- Análisis de los sobrenadantes de células BHK2l_glgB

l} infectadasc

Conel objeto de estudiar la aparición de aftovirus

en sobrenadantes de células infectadas a diferentes tiempos,

se analizaron los mismospor producción de efecto citopáti­

co.

Se infectaron las células por 60'(T0), 65'(Tl), 75°

(T2), 90‘(T3), 120'(T4), 210°(T5) y 27O'(T6) minutos.

El sobrenadante del To se obtuvo lavando la monocapa

celular 2 veces (como en los demás tiempos) y 4 veces.

Los valores de DICT50obtenidos fueron:

Sobrenadante de tiempo DICTSO

To (lavado 2 veces) 103

To (lavado 4 veces) 104°2

T1 103.54

T2 104

T3 lO4

T4 104.4

T5 104.9

T5 mayor de 105°5
Virus sobrenadante i67o5

l de 8 hs p.i.
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Se dedujo que los datos de DICTsono mostraron dife­

rencias significativos hasta el T50 Tampocose observó, an­
tes de éste tiempo una alta producción de virus. Los resul­

tados obtenidos hasta 120 minutos pci. podrian atribuirse

a virus desadsorbido de la superficie celular o a la posible

existencia de un mecanismode liberación de virus prelítico.

4.3.- Estudio sobre la incorporación de aminoácidostritia­

gggga célulagiinfectadas.

Con el objeto de determinar la forma más conveniente

de obtener los antígenos cosechados a diferentes tiempos

post infección marcadoscon aminoácidos tritiados, se dise­

ñaron tres experiencias diferentes.

Experiencia 1.

Se infectaron tubos de ensayo con monocapas de células

BHK21de 48 hs de crecimiento con aftovirus C2 marcado con

aminoácidos tritiadoso Luego de l hora de adsorción a 37°C

se volcó el virus, se lavó con MEsin suero y sin aminoáci­

dos y se agregó el mismo a los tubos; del To se cosecharon

las células. Los Tl/Ts se incubaron a 37°C los tiempos indi­
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CldOS. Un tubo se incuhó por 18 hs. Se determinó cpm de cé­

lulas y sobrenadantes.

Paralelamente se realizaron dos experiencias con el

agregado de Actinomicina D y sin ella.

Experiencia 2.

Se inocularon las células con aftovirus 02 y aminoá­
cidos tritiados en forma separada. El resto del tratamiento

fué idéntico a la experiencia l.

Experiencia 3.

Se infectaron las células con aftovirus C y luego de2

1a hora de adsorción se agregó junto con el medio utilizado

los aminoácidos tritiados que permanecieron en contacto con

las células hasta el tiempo indicado para su cosecha. El res"

to del tratamiento fué idéntico a la experiencia l.

Analizando los resultados obtenidos en las tres expe­

riencias no se observaron diferencias notorias en las cpm

de células en todos los tiempos post infección estudiados.

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

ca separadamentedel virus, o los aminoácidos tritiados lue­

c de adsorber con virus, no condujo a resultados marcada­5;
C)



mente diferentes.

Se compararon los valores con el control de virus de

18 hs de incubación, que poseyó altas cpm en el sobrenadan­

te y bajas cpmen las célulaso

Los experimentos realizados con la incorporación de

Actinomicina Dno mostraron diferencias con aquellos donde

dicha droga no se colocó.

Se seleccionó para el resto de los experimentos de

marcación el primero, por la semejanza con lo que ocurri­

ría con el ganado bovino el ser infectado, pensando que un

objetivo del trabajo fué detectar en el suero de los mismos

anticuerpos anti proteínas tempranas que se produjeron por“

efecto del virus.
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5.- ESTUDIO 80333 LOS SUEEPS HIPERINMUNES EN COBAYOS

ANTI AFTOVIRUS C2.
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5.- Fraccionamiento cromatográfico.

Los sueros hiperinmunes anti aftovirus C2 de cobayos
producidos en nuestros laboratorios se analizaron para deter­

minar cuál de los tres esquemas de inmunización se ajustaba

mejor al hecho de producir una mayor síntesis de Ac protec­

tores.

Comoresultado de las cromatografías sobre DEcelulo­

sa de las gammasglobulinas de sueros hiperinmunes de coba­

yo anti aftovirus de los tres grupos de animales, cuyo esque­

ma de inmunización se mostró 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

ción en ratón lactante y seroneutralización (31 ) para esta­

blecer la actividad biológica de los anticuerpos de las mis­

mas.

Para analizar los índices de seroprotección en ratón

lactante (IPR) y seroneutralización por reducción del 80%

de UFP (IN 80) se tomo' como valor 1 el de las gammas globu­

linas totales y se refirieron a éste los valores de cada

fracción (actividad de Ac relativa) para cada grupo de in­
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CUADRO l.

Características. de los esquemasde inmunización utilizados

para. obtener sueros hiperinmunes de cobayo contra aftovirus.

sc = subcuta'nea.

idp = intradermo plantel.

a. = mezcla de 10 animales por cada. grupo.



inyecciones

Ag

Esquema

Duración

de

Jsemanas

InmunizaCIÓn()

No

de

Masa

Totales

ViaSC

viaidP

Vol 19(m1)

proteicr},(mg-5­

805,05

Infectividai

UFPx108

1,98

Grupola Grupo2a Grupo3a

15 18

12

4,5015'12 5,40

4,95 5994

gg5239_.l'

_ 119 “
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munización (Cuadro 2).

Analizando el Cuadro 2 se vió que la recuperación ma­

yor de actividad de Ac no coincidió con la mayor concentra­

ción proteica y que los mayores índices se localizaron, en

general, en las fracciones puras y fracciones mezcla.Y2

Del análisis de los Cuadros l y 2 se observó que entre

los tres grupos de inmunización no se encontraron diferencias

destacables en sus valores de IPR a pesar del aumento cre­

ciente de inyecciones que recibieron los animales por vías

s.c. e i.d.p. La conclusión fué que en nuestro caso, estimum

laciones con virus vivo, utilizando saponina comoadyuvante,

dieron lugar a inmunosueros en los cuales un estímulo por

mas tiempo con mayor cantidad de Ag no rindió en una mayor

protección y neutralización y los mayores índices de éstas

actividades se encontraron en fracciones y 2 y mezcla, don­

de existieron proteínas de movilidad B .( 31).



CUADRO 2.

Indice de actividad de anticuerpo relativa de las fracciones

cromatográficas de los 3 grupos de inmunización relacionado

con la concentración proteica y la movilidad electroforética.

IPR = Indice de seroprotección en ratón lactante;valor sig­

nificativo IPB) 2,0.

IN80 = Seroneutralización por el método de reducción del 80%

de UFP.

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

Valores de gamma globulinas totales para:

Grupo l = IPR mayor de 6,2 IN80 mayor de 3,1.

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

Grupo 3 = IPR mayor de 6,8 IN80 mayor de 3,1.

b Valores no significativos en IPR.
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Grupo Concentración Movilidad Indices a
Fracción proteica.

N° (mg/ml) Electroforética IPR IN80

Gamma glg
bulinas 21,0 Y2 Yl 62 1,00 1,00

A 15,4 Y2a 0,55 1,00

B 2,7 YQ Yl B2 0,50 0,00

1 C 0.9 Y2a 0,35 0,00
D 7,3 y 2 yl 52 1,00 1,00

E 2,1 y2b 1,00 0,52
F 2,2 yla 0,45 0,45
G 1,2 ylb 0,00 0,00

Gamma glg
bulinas B B

27,7 72 Y1 2 l 1,00 1,00

A 11.6 Y2 v1 1.,oo 0,74

D 1.0 yl al 0,35 0,45
E 1,0 y la 0,27b 0,00
F 1,0 y lb 0,21"ID 0,00

Gammaglg
bulinas 16'7 Y2 Y1 B2 B1 1'00 190°

A 8,2 Y2 1,00 0,39
B 8,6 y 2 y 1 al 0,65 1,00

3 c 3,6 71 el 0,29 0,71
D 1,6 yl 0,16b 0,00
E 1.3 v1 0,15b 0,35

CUADRO 2.
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6.-'EETUDIO SOBRE LOS ANTISUEROS PRODUCIDOS EN CONEJOS

CONTRA CELULAS BHK21 COSECHÁDAS A DIFERENTES TIEMPOS

POST-INFECCION.
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6.- Seroprotecciónen ratones lactantes.

Los valores de los IPR en ratón lactante de los anti­

sueros de conejo correspondientes a 75 (T2), 120 (T4) y 210

(T5) minutos post infección fueron respectiVamente 2,8; 1,4
y 1,9 (valor significativo mayorde 1,7).

Se comprobóque de los antisueros de conejos inmuni­

zados con aftovirus subtipo C2, sólo tenian algún efecto

protector los correspondientes a 75 (T2), 120 (T4) y 210

(T5) minutos poi. (Cuadro 3). Analizando los resultados de
estos tres tiempos se vió que la diferencia entre el anti“

suero T y los otros dos fué altamente significativa(p me­2

nor de 0,001 para T y p menor de 0,01 para Tz-TS). En2'T4

cambio entre los T4-T5 fué significativa (p menor de 0,05)o
Por otra parte los sueros de conejos antivirus concentrado,

antivirus sobrenadante y anticélulas BHKno infectadas no

presentaron efecto protector. Tampocoel suero de conejo

anti antígeno VIApresentó protección Significativao como

control de protección total se utilizó a1 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 1a prueba de seroprotección

en ratón lactante con los sueros de conejo anti células BHK,

T2, T4 y T5 usando virus Sindbis y los subtipos de aftovirus

A24y O1 para el desafío. No se obtuvo protección contra el

virus Sindbis, ni contra los subtipos A24y 01; sólo presen­

tó sobrevida el suero anti T contra el virus 01, aunque2

ella no fué significativa.
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CUADRO 3.

Protección que confieren al ratón lactante los sueros de

conejo inmunizados con células BHK obtenidas a diferentes21

tiempos post-infección con aftovirus.

Diferencias estadísticas entre grupos:

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

4

T2 y T5, "t" = 3,26 ; p menor de 0,01

T y T5, "t" = 2,14 ; p menor de 0,05



DIASDE

SUP

R

‘T

IVENCIA

01352-:¿WA CIONDE LOSRA­

VIRUS

Dil10‘3 (controlsinsuero)

TIEMPOSPOSTINFECCIONDELASCELULASENMINUTOS
75(T2)

120(TA)210(T5)

TONES

VIVOSMUERTOS

VIVOS

MUERTOS

VIVOSMUERTOSVIVOSMUERTOS

78O

101O

35O39O

Cd

5150

1524

1932

7
TVEÏPCÏRQ MEDIOHASTA LAMUERTE

2,14

DESVIACION ESTANDAR

0,43

CUADRO3o
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7o“ EETUDIO SOBRE LOS SUEROS DE BOVINOS VACUNADOS

E INFECTADOS CQH AFTOVIRUS.



7.- Análisis de sueros bovinos de animales infectados

cunados con aftovirug nor electroforesis en gel de poli­

acrilamida y por densitografía.

Se utilizaron sueros bovinos de animales de prueba de

vacunas cuyas sangrías se describieron en Materiales y Méto­

dos, sección.6 que se sometieron a electroforesis en gel de

poliacrilamida clásica y analizaron sus proteínas por densi­

tografía (Materiales y Métodossección 10.1.)o

Los sueros llamados testigos son de bovinos sin vacu­

nar, a los cuales se les realizó la descarga de 10.000 DISO

de un tipo de virus determinado. Los sueros de animales de

prueba son vacunados y luego infectados con igual dosis de

virus.

Se analizaron sueros de animales de los Laboratorios

Estrella-Merieux y de Senasa (Selab) desafiados-con aftovi­

rus tipo A, 0 y C separadamente. Las fotos y densitografías

corresponden a sueros de bovinos de Estrella-merieux desa­

fiados con virus tipo C° Los resultados respecto a los ani­

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

Concentración de proteínas totales, en mg/IOOm1según el

método de Lowry de sueros de bovinos testigos y vacunados

e infectados.



cENTRAcIoNPRoTEI

(mg-/100m1)

5’|

O

O
TESTIGOSVACUNADOSEINFECTADOS

SUERON°49-5017‘18551-552577-578561-56271-7241-42575"575531*53279-305.

ammuan.15fi18M""“

\Oa
Ch

12,07,39,719,210,4

SANGRIA2 -__,

UNh
ls

13,37,79,41;,210,8

¿3400.113 n—--10,212,012,010,018,016,5 ¿SANGRIA

L(\a
OH

’

i

Í

Í

‘f

8,98,99,415,83,8

¡CANGRIA515,418,212,810,710,44,47,712,218,8— ¿SANGRIA616,816,210,011,712,88,97,711,018,621,6
táfiGRIA716,817,2———11,98,9h20,420,8

CUADRO4.
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El Cuadro 4 mostró los valores de proteínas totales

de los sueros estudiados: se sem raron 250 y de proteínas

de cada suero en los geles. Analizando la cantidad protei­

ca encontrada no se observaron diferencias significativas.

A pesar de ésto, los datos de sueros de animales testigos

variaron menos que los de animales vacunados, notándose en

¿stes que, aún con variaciones individuales, existió un au­

mento leve pero sostenido desde la 5a. hasta la 7a. sangría,

o sea, luego de la descarga.

Se analizaron los sueros por electroforesis para obser­

var que bandas sufrían variaciones en el curso de las sangrí­

as a nivel de anticuerpos ó proteínas séricas, comparando

los resultados en sueros pre y post infección en animales

vacunados y no vacunados (Figuras 13 - 33). Se establecieron

las diferentes zonas de migración de proteínas con distinta

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



Analizando los sueros de animales testigos se vió que

el bovino 17-18 (Figuras 13 y 24) presentó en su sangría Sa.

(3 días post descarga) respecto a la sangría previa (N° 1,

21 días predescerga) un aumento notorio en la zona de al}

y e inter a - Bglobulinas. La sangría 63. (7 días post

infección) presentó respecto a la Sa° un mayor aumento en.«l,

leve aumento en a2 y B2, disminuyendo la zona inter a-'B ,

mientras que las Y globalinas se notaron más amplias y di­

fusas. La sangría 7a. disminuyó levenente la zona cul y B ,

aunque respecto al suero previo existió mayor concentración
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en las bandas, notandose que algunas a 2 se mantienen y otras

aumentan. La zona B2 experimentó un leve aumento, observan­

dose que en la zona inter a -» B aumentaron bandas anterior­

mente débiles y disminuyeron otras mas fuertes (inversión en

concentración)o Analizando la Igm se vió que sólo la 5a. san­

gría mostró aumentadaesta proteína.

E1 suero 49-50 (Figuras 14 y 25) Presentó en su Sao

sangría un aumento muy notorio en la zona a l, a 2 y y ;

ésta última se tornólnás difusa. La 6ao sangría, respecto de

1a 53., mostró que se mantuvo el aumento de al y a2 y apa­

recieron aumentadas las zonas Bl , 62 e inter a -B ,

mientras que la zona de Y globulinas aumentó en difusión y

concentración. En la 7a. sangría se observó similitud con la

6a., invirtiendose el aumento en inter. a - B o Se vió un

aumento de IgM en 6a. y 7a. sangría. El suero 51-52 (Figuras

15 y 26), presentó en su 6a. sangría un aumento notorio en

al, a2 e inter <1 - B y leve en Bl, 82 y 'y respecto

a la 5a.

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

sangría una leve disminución en al, 62 e inter a - B ,



mientras que las Y y B globulinas se mantuvieron, respecto

a la 5a. sangría.

De éstos 2 últimos sueros no se obtuvieron sangrias

previas. Tampocose observaron variaciones en la Igm.

Las conclusiones del análisis de los sueros testigos

son que en lineas generales, se observó una similitud en el

aumentode bandas proteicas respecto a la sangría previa,

aunque existieron diferencias en algunos animales, que se

manifestaron comouna respuesta i dividual.

Los sueros de animales vacunados e infectados, se pueden

agrupar, según la similitud en la respuesta observada en el

análisis de sus proteínas séricas.Del estudio surgió que los

sueros 525-526(Figuras l7 y 27),531-532(Figuras 18 y 28) Y

41-42(Figuras 19 y 29) mostraron una respuesta similar a la

vacunación(sangrías la. a 4a.) y a.la descarga(sangrias 53.

en adelante),aunquc con leves variaciones individualeso

En la sangría N° 2 presentaron aumento de todas las

fracciones proteicas respecto a la la. En la sangría N° 3

disminuyen levemente las a2 e inter a - e (suero 525-526

y las al y a2 (suero 531-532), mientras que las otras
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fracciones se mantuvieron, pero en el suero 41-42 la dismi­

nución fué notoria en al “2 82 e inter a -_ B . En el

suero 531-532, la 4a. sangría mostró aumento de todas las

fracciones respecto a la 3era sangría, mientras que en el

41-42 aumentaron al, a2 e inter a - B y en el suero

525-526 disminuyeron levemente al, a2 y Bl, manteniendose

el resto de las fracciones proteicas en los mismosniveles.

La 5a. sangría presentó en los tres sueros un aumento

notorio en u.2 e inter a - B , mientras que las otras pro­

teínas aumentaron,aunque en forma leve. La 6a. sangría mos­

tró una leve disminución en las fracciones inter a - B glo­

bulinas. La 7a. sangría aumentólos niveles de inter a - e

globulinas para los tres sueros, especialmente el 531-532

donde 1a banda aparecida a éste nivel es notoriao

Analizando la IgM se vió que el suero 41-42 presentó

aumento de su nivel en la 6a. sangría mientras que en el

suero 531-532 se mantuvo constante. El suero 525-526 presen­

tó iguales niveles de IgMen todas las sangrías, observándo­

se en la 3a. una banda adicional a ese nivel que podría ser

B lipoproteína. O sea que los tres animales respondieron en



forma semejante a la vacunación, especialmente a los 21 dí­

as (4a. sangría) mostrando un incremento en todas las frac­

ciones séricas proteicas, con leves diferencias, especial­

mente a nivel de inter a - B globulinas,hecho que también

se manifestó en la respuesta a la descarga en los tres sue­

ros (sangrías Sac en adelante).

El segundo grupo de sueros cuyo análisis dió resulta­

dos semejantes fueron los número 575-576 (Figuras 20 y 30)

y 71-72 (Figuras 21 y 31) que no respondieron a la vacuna­

ción hasta el día 21 (4a. sangría) ya que sus niveles de

proteínas séricas no mostraron diferencias en las sangrías

1a., 2a. y 3a. Recién en la 4a. sangría se observó 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 proteínas séricas en la 5a. sangría respecto a la 4a.,

mientras que en la 6a. el aumento fué notorio en. al, B1

y B2.En cambio 1a 5a. sangría del suero 71-72 mostró au­

mento en todas las fracciones, especialmente en Bl e in­

ter a - B y una leve disminución en la 6a. sangría que
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continua en 1a 7ao Analizando la IgM se observó un aumento

en la 6a. sangría del suero 575-576 y en las sangrías 4a.,

5a., 6a. y 7a. del suero 71-72. Uncaso particular en la

respuesta constituyó el suero 79-80 (Figuras 22 y 32), el

cual respondió a la vacunación con aumento en la 2a. sangría

de inter a - fi y en la 3a. de a l, Bl e inter a -e . La

4a. sangría mostró incremento de todas las fracciones pro­

teicas.En general, en el curso del tiempo, éste suero mostró

un aumento de niveles de ¡:2 e inter a - B luego de la des­

carga (sangrías 6a. y 7a.).La IgMse observó aumentada en

las sangrías 3a., 4a., 6a. y 7a..

El suero 561-562(Figuras 23 y 33)mostró una respnesta

individual a la vacunación y descarga,ya que su 2a. sangría

aumentótodas las proteínas, mientras que las sangrías 3a. y

4a. son similares.La 5a. sangría mostró un leve aumentode

al y a e inversiones en inter a - s y la 6a. una disminu­2

ción de todas las bandas.La IgM se observó aumentada en 2a.

sangría.

De todos los sueros analizados,sólo un0(54l-542)n0 mostró

diferencias en los análisis en geles de sus proteínas,ni a la
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varunación ni a la descarga, observándose sólo una leve inver­
.r . l .gSion en Inter a-'B o De este suero no se reelsieron san­

grías previas .

Diferencias entre testigqg sin vacunQLyanimales vacunados

e infectados.

Comparandolos sueros testigos y los sueros 525-526,

531-532 y 41-42, quienes respondieron igual a la vacunación,

se observó 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 71-72 respondieron igual a la va­

cunación pero diferente a la descarga y relacionándolos con

las respuestas de sueros testigos se observó que el suero

575-576 responde en 6a. sangría comolos testigos en 5a., o

sea, que existió en el suero un desplazamiento de 4 días en

la respuesta respecto a los testigos, hecho que podría atri­

buirse a un enmascaramiento en la 5a. sangría debido a pro­

teínas aumentadas por efecto de la vacunación.

El suero 71-72 respondió a la descarga en forma dife­

rente a los testigos, desde el punto de vista de concentra­
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ciones proteicas. Exíntieron en éste animal leves diferencias

de inversión en concentraciones,respecto a los testigos.

En general, se pudo decir que la respuesta de los sue­

ros de animales testigos a la infección fué similar, con al­

gunos casos particulares. La respuesta de animales vacunados

a la infección fué semejante a la de los testigos, con casos

particulares cuya respuesta se asemeja a los casos particula­

res señalados en sueros testigos (P. ej. suero 561-562y tes­

tigo 77-78).
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FIGURAS l} a 16.

Espectrodensitografías a 590 nmde geles de poliacrilamida

clásica, teñidos 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.



Suero 17-18

1°Sangflc 5°Sangrl'o 6°San ño 7°San ña
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Suero 49-50
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Suero 51-52

5°Sangrío 6°Sangn'c1

Figura 15
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Suero 77-78

5°Scmgrí0 6°Songrío

F W

Figurü16
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FIGURAS 11 a 2}.

Espectrodensitografías a 590 nmde geles de poliacrilamida

clásica, teñidos 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



Suero525-525

1°'Sc1ngrí6

2°Sangrl'a

3°Sangrío

4°Sangría
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6°Sangría
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Suero531-532

1°Sangría2°Sangría3°Sangn’a4°Sangría5°Sangrfa6°Scmgrl'c17°Scmgría
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Suero41-42
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Suero71-72
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Suero79-80

1°Sangrfcl

2’Sangríc

3’Sangría
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FIGURAS 24 a 26.

Electroforesis en gel de poliacrilamida clásica de sueros

de bovinos testigos. Tinción con azul de Coomasie.

Figura 24 suero 17-18.

Figura 25 suero 49-50.

Figura 26 suero 51-52 y 77-783



Figura 24
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Suero 49-50

Figura 25
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Figura 26
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FIGURAS 21 a 1}.

Electroforesis en gel de poliacrilamida clásica de sueros

de bovinos vacunados e infectados. Tinción con azul de

Coomasie.

Figura 27 suero 525-526;

Figura 28 suero 531-532.

Figura 29 suero 41-42.

Figura 30 suero 575-576.

Figura 31 suero 71-72.

Figura 32 suero 79-80.

Figura 33 suero 561-562.
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Suero 41-42
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Suero 575-575
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Figura 30
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Suero 71-72
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Figura 33
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8.- ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA DE

PRECIPITADOS INMUNES.



plectroforesis en gel de poliacrilamida de inmunoprecipitadgg.

Los precipitados inmunes, obtenidos según Materiales

y Métodos110- se procesaron para analizarlos por electro­

foresis en gel de poliacrilamida con SDScomose describió

(materiales y Métodos 10,20), 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

das de IgG e IgM, así como la ubicación por PMde las pro­

teínas 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 inmunoelectro­

foresis (Materiales y Métodos12.) que indicaron las sigui­

entes distancias desde el origen en el gel para las corres­

pondientes proteínas;

de l a 1,5 cm del origen: cadena H de IgM.

de 2,2 a 2,5 cm del orígen: cadena H de IgG.

de 4,5 a 5,0 cm del orígen cadena L de Igs.

La ubicación de los polipéptidos correspondientes a

aftovirus se realizó teniendo en cuenta lo indicado en el

análisis en gel de poliacrilamida con SDSde los Ags To/T5



IgG — — ——PÍ|'UVClt0Quimsa(57000) -—Caden0H(51000) -—0VA(1.2000) ——Dehidrogenasa

deLevadura(37000)

-—Caden0L(25000) -\-—Tripsina(23300) -—Mioglobina(17200)

IgM =__Fostorilasa(94000) _——Caden0H(70000) -——BSA(68000) _——Glutamin0toDohidrogenasa(53000) ———Fumarascl(49000) -——CudenaL(25000)

Figura34



(Resultados 4-3). (Figura ll). Todos los estudios de los

blancos de precipitación realizados no mostraron bandas po­

lipeptídicas teñidas ni radioactivas, excepto las células

BHK,que fueron eliminadas de los precipitados donde se usó

éste Ag.

Se tuvo en uenta que las cadenas H ó L de IgS pudie­

ron coincidir con polipéptidos celulares u originados por

el virus en la célula de su mismo My que algunos antisue­

ros pudieron no contener Igm (especialmente los realizados

en conejos, cuyo esquema de inmunización fué prolongado).

a) Análisis de precipitados radioinmunes.

a.l) Se analizaron los polipeptidos del inmunoprecipitado

que se unieron a los Ac y fueron separados por el tratamien­

to. Se estudiaron células BHK sin infectar y los Age To/T521

enfrentados a sus correspondientes antisueros homólogosrea­

lizados en conejo.

El análisis del precipitado BHK-sueroanti BHK(Gráfi­

co 3 f) mostró polipéptidos de PMentre 1200000-72c000, me­

nor cantidad de 63.000-560000 y 52.000-340300 y entre PM

33.390-28.000. No se presentaron polipéptidos de PMmenor
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20.000 y de muybajo PH que se hubieran unido a los anticuer­

pos.

Se correlacionaron los precipitados utilizando Ags de

creciente tiempo p.i. y sus antisueros homólogos con el EEK­

anti BHKobteniéndose los siguientes resultadoso

20-suero anti T0 (Grafico 3 a): mostró un aumento en polipép­

tidos de alto PMy entre 52cOOO—34GOOO,300000-289000 y la

aparición ie los de PMentre 20.000-12.500 y de menor PMen

cantidad. El pico mostrado entre 52.000 y 34.009 fué el más

notorio.

21-suero anti T1 (Gráfico 3 b): aumentaron los polipéptidos,

que se unieron a Acs, de PMentre 63.000-56.000; aunque en

menor proporción que en el anterior también se incrementaron

los polipéptidos de PMentre 520000-34.OOOy 30.000-230300.

EE-Quero anti T2 (Gráfico 3 c): mostró un aumento en todos

los polipéptidos: de PMentre l20.000-72.000, 63;OOO-56.000,

52.300-34.000 (notoriamente) y 306000-28.0009 Se evidencia­

ron varios picos polipeptídicos de bajo PMen cantidad.

T -suero anti T (Gráfico 3 d): mostró levísimos aumentos en
—4 4

los nolipéptidos respecto al precipitado de células sin in­



fectar.

25-suero anti T5 (Gráfico 3 e): Se observó un fuerte incre­
mento en polipéptidos de alto PMy aumento en los comprendi­

dos entre PM 63;DOO-56.000, 52COOG-34.OOOy 30.000 a 28.300.

Del precipitado TB-suero anti T3 se perdió la muestra.

Todos los precipitados Ag-Ashomólogos mostraron, a

diferencia de B -suero anti BHK,polipéptidos de PMmenor

que 22.500, los cuales entre 20.000 y 12.500 se consideraron

productos maduros del virus y los de menor PMno poseen aún

función biológica conocida ( 93, 122, 123 )o El hecho coin­

cidió con el análisis de los Ags separadamente (Resultados

4-3) que mostraron la existencia de éstos polipóptidos a di­

ferencia de las células BHK21sin infectar.

El análisis de los precipitados Ag-Ashomólogomostró,

en general, que los Ac producidos en los conejos se unieron

a polipóptidos del virus multiplicando en células infectadas,

los cuales también se observaron en los estudios de colora­

ción y radioactividad de las preparaciones antigénic19 indi­

viduales (Resultados 4-3).

Debemosaclarar que en todos nuestros estudios nunca



GRAFÏÜO .

Perfil de radioactividad de electroforesis en gel de palia­
crilamida con SDSde precipitados inmunes.

a) Ag: células BHP:21infectadas por 60 minutos (To).
Suero: de conejo anti To.

b) Ag: células BHKZlinfectadas por 65 minutos (T1).
Suero: de conejo anti T1.

c) Ag: células BHK21infectadas por 75 minutos (T2).
Suero: de conejo anti T2.

d) Ag: células BHK21infectadas por 120 minutos (T4)c
Suero: de conejo anti T4.

e) Ag: células BHKZIinfectadas por 210 minutos (T5)a
Suero: de conejo anti T5.

f) Ag: células BHK21sin infectar.
Suero: de conejo anti BHKQI.

g) Ag: células BHK21infectadas por 60 minutos (To)o
Suero: de conejo anti virus sobrenadante de 8 hs pci.

: cadena H de IgM.l
2 cadena H de IgG.

3: cadena L de Igs.

Los números sobre el perfil del gráfico indicaron el PMde
Í

los polipéptidos x lOJc
VP : polipéptidou estructurales del virus.
VIA: Ag asociado a la infección viral.
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se observó una disminución de polipéptidos presentados en

células infectadas respecto a sin infectar (ni en Ag, ni en

precipitados), o sea, que el virus al multiplicar no inhibi­

ría la producción ae proteínas por la célula ( 19, 20, 7o )o

A1 mismotiempo se pudieron detectar los cambios inducidos

por el virus en células, hecho que se observó en el inmuno­

precipitado AgTO-suero de conejo anti virus de 8 hs pci.

(Gráfico 3 g) que mostró respecto al precipitado BHK-suero

anti BHK(Gráfico 3 f) un aumento en polipéptidos de alto PM,

de PMentre 63.000-56.000 y muy notoriamente de PMentre

52.000-34oooo y 30.000-28c000, a la vez que la aparición de

polipéptidos de PMentre 20.000 y 12.500.

Estos productos, que se detectaron con Ac presentes

en el suero de conejo anti virus, son similares a los obser­

vadOSen el análisis por coloración y radioactividad del af­

tovirus de 8 hs poia (Figura 12, Gráfico 2 b).

av2) Se analizaron precipitados radioinmunes donde se enfren­

taron los Ag To/T5 con suero de conejo anti células BHK(Grá­
fico 4). Se compararon con el diagrama mostrado por el pre­

cipitado BHK-suero anti BHK(Gráfico 3 f)°



El análisis de 20-suero anti BHK(Gráfico 4 a) mostró

polipéptidos, que se unieron a Ac, cuyo PMfué elevado, au­

mento en los de PMentre 63cooo-5soooo, 52cOOO-34.000 y

309000-289000, así comola aparición en cantidad, de los de

I’Mentre 20.000-120500 'y aún más de menor PM

21-suero an+i BHK(Gráfico 4 b): mostró una notoria diferen­

cia en su esquema con el de BHK-suero homólogo, con un evi­

dente aumento en polipéptidos de PMentre 3C.OOO-28.000y

de menor PM.

22-suero anti BHK(Gráfico 4 c): Los anticuerpos del antisue­

ro se unieron a todo el rango de PMde los polipéptidos y

notoriamente a los de 38c000 a 28.000.

23-suero anti BHK(Gráfico 4 d): en general se observó dis­
minución en los polipéptidos, siendo los más elevados los de

PMentre 1200000-72e000 y 30.000-28.000.

24-suero anti BHK(Gráfico 4 e): Se observó una disminución
generalo

TS-suero anti EHK(Gráfico 4 f): mostró alta cantidad de po­
pu-1ipéptidos en general, y especialmente los de alto im.

Del análisis de éstos precipitados surgió que los per­
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Perfil de radioactividad de electroforesis en gel de polis­
crilamida con SDSde precipitados inmunes utilizando suero

de conejo anti células BHK21y los siguientes Ags:
Células BHKinfectadas por 60 minutos (T0).V

a

b) Células BHKinfectadas por 65 minutos (T1).
c) Células BHKinfectadas por 75 minutos (To).

d) Células BHKinfectadas por 90 minutos (T3).
e) Células BHKinfectadas por 120 minutos (T4)o

5
f) Células BHKinfectadas por 210 minutos (T )e

l Cadena H de IgM.

2: Cadena H de IgGo

3: Cadena L de Igs.

Los números sobre el perfil del gráfico indicaron el PMde
los polipéptidos x 103.
VP : polipéptidos estructurales del virus.

0119293

VIA: Ag asociado a la infección viral.
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files observados con los Ag T1 y T5 fueron diferentes a los
demásy al de sus precipitados con suero homólogoy al aná­

lisis de los Agindividualmente (Gráficos 2 y 3)°

Se hace notar que los gráficos mostrados por los pre­

cipitados Ag-suero anti BHKfueron diferentes al de BHK-sue­

ro homólogo: los Ac del suero anti BHKdetectaron en los Ag

polipéptidos de PMmenor de 20.000, pero éste hecho no suce­

dió con células BHK.Esto podría explicarse suponiendo que

los polipéptidos de bajo PMexistieron en BHKpero en peque­

ña proporción y frente al resto de los productos no se fa­

bricaron Ac específicos contra ellos (competición antigénioa

por baja concentración). Otra razón podría ser que los Ac

formadosno fueran precipitantes 6 existieran en baja concen­

tración y no se detectaron por 1a técnica empleada. Podría

haber sucedido también que la detección de polipéptidos de

bajo PMen las preparaciones antigénicas se hubiera debido

a que existirian en células BHKsin infectar polipéptidos

que compartirían determinantes antigénicos con los de bajo

PMinducidos por el virus, que a su vez expondrían nuevos

sitios enmascarados (criptotopes) (49 ). El suero anti BHK
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poseería Ac hacia polipéptidos mayores que darían reacción

cruzada con los menores.

De los resultados observados en al y a2, surgió como

hecho notable que los precipitados inmunes formados con los

Ag T2 y T5 presentaron los mayores valores de radicactividad

(Gráficos 3 o, e; 4 c, f), recordando que sus antisueros pro­

ducidos en conejos fueron los que protegieron al ratón lac­

tante de la infección viral (Resultados 6).

En el precipitado T2-suero anti T2 se encontró la ma­

yor marcación en los polipéptidos de PMentre 52.000-349000

y en varios de PMmenor de 12.500. El precipitado T -suero
5

anti T5 mostró alta radioactividad en polipéptidoo de m
entre l20.000-72.000, mientras que los de PM52.000-340000

estaban disminuidos respecto a T2-suero anti T2, y permane­

cieron iguales hs de PMentre 30.000-28.000 y un único pico

de PM menor de 12.500

a.3) Se realizaron controles de precipitados, invirtiendo

los reactivos respecto al caso anterior: se utilizó comoAg

células BHKy se enfrentaron a los antisueros anti cada tiem­

po oost infección y antivirus, realizados en conejos.
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De cada perfil se restaron las células BHKobtenidas

comoblanco de precipitación.

Analizando el Gráfico 5, se vió que, en general, los

dia ramas son distintos entre si, a pesar de quese encontró

cierta semejanza entre BHKsuero anti virus, anti To y anti

T5 (Gráficos 5 gs a, f). Todos los perfiles mostraron dife­
rencias con BHK-suero anti BHK(Gráfico 3 f). Con el suero

anti Tl (Gráfico 5 b) se detectaron gran cantidad de poli­
péptidos de PM20.000 y menor, hecho que también se encontró

con suero anti T2 (Gráfico 5 c). Los valores disminuyeron

con suero anti T3 (Gráfico 5 d); los Ac del suero anti T4 y

T5 Gráficos 5 e, f) se unieron a una alta cantidad de poli­
péptidos entre PM30.0CO-28,000.

Estos resultados indicaron que las células BHKsin in­

fectar poseían polipéptidos de muybajo PM, en baja concen­

tración, ya que fueron detectados por antisueros obtenidos

con células BHKinfectadas a diferentes tiempos, quienes con­

tendrían Ac anti aquellos polipéptidos, los cuales, se sugie­

re que su aumentofue inducido por el virus en las células.

Se analizaron por comparación los perfiles de BHK-sue­
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ro anti células infectadas con los obtenidos al enfrentar

los Ag con suero anti BHK(Gráfico 4) y se observó que en

los que se utilizó suero anti T1, T3 y T5 los diagramas fue­

ron diferentes. Con los antisueros anti TO, T2 y T4 se obtu­
vieron semejanzas,con pequeñas diferencias.

Estas correlaciones encontradas serían debidas a di­

ferencias en los anticuerpos de los sueros utilizados.



GRAFICO 5,

Perfil de radioaetividad de electroforesis en gel de polia­
crilamida con SDSde precipitados inmunes utilizando como

Agcélulas BHK sin infectar y los siguientes antiSIeros.

a) Suero de coííjo anti células BHK21infectadas por 60
minutos (To).

b) Suero de conejo anti células BHK2linfectadas por 65
minutos (T1).

c) Suero de ccnejo anti células BHK21infectadas por 75
minutos (T2).

d) Suero de conejo anti células BHK infectadas por 9061

minutos (T3). LN

e) Suero de conejo anti células BHK21infectadas por 120

minutos (T4).
f) Suero de conejo anti células BHK21infectadas por 210

minutos (T5).
g) Suero de conejo anti virus sobrenadante de 8 hs Poio

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

Los números sobre el perfil del gráfico indicaron el PMde
los polipéptidos x 103.
VP : polipéptidos estructurales del viruso0,1,2,3
VIA: antígeno asociado a la infección viral.
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Todoslos análisis realizados en inmunoprecipitación

trataron de validar e identificar fracciones polipeptidicas

de células infectadas para estudiar en sueros de bovinos in­

fectados y vacunados e infectadas la probable existencia de

Ac que se unieran especificamente a productos precursores,

intermediarios ó maduros del virus.

Se realizaron los precipitados inmunes entre los-Ag

To/T5 y los sueros de bovinos testigos y vacunados e infec­
tados con aftovirus C pertenecientes a Laboratorios Estrella­

Merieux,cuya descripción se realizó en Materiales y Metodos

6.1. Comocontrol se reemplazó el Ag por células BHK21sin

infectar y no se obtuvieron bandas.

Se analizaron los polipéptidos coloreados obtenidos

en el gel de poliacrilamida, teniendo en cuenta la posición

de Igs y componentes virales ya explicada al comienzo de és­

ta sección.

Debemosaclarar que para todos los precipitados se u­

;icaron inicialmente las cadenas H y L de IgG e IgM, que pu­

dieron coincidar con polipéptidos de su mismoPMoAlgunos
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sueros originaron precipitados ‘ue poseyeron IgG e IgMy

otros sólo una de las dos Igs, recordando que en el análi­

sis individual de las proteínas séricas se obtuvieron varia­

ciones en bandas de movilidad B (Resultados 7) y el estudio

cromatográfico de sueros de cobayo anti virus indicó pro­

tección y neutralizaoión en esas mismasfracciones (Resulta­

dos 5).

E1 Cuadro 5 mostró los resultados obtenidos con sueros

bovinos testigos, de animales de zonas libres de la enferme­

dad que se infectaron con 10.000 D150y se sangraron a dife­

rentes días post-infección. Los sueros utilizados fueron cua­

tro: 51-52, 17-18, 77-78 y 49-50 y se estudiaron las sangrí­

as 5a. (3 días poio), 6a. (7 días poi.) y 7a. (14 días pain).

Analizando el Cuadro 5 se obtuvo que, en general, en

las diferentes sangrías de animales testigos se detectaron

Ac que se unieron a polipéptidos de los Ag To/T5.cuyos PM

fueron mayor de 70cOOO,entre 63.900-56.000, 529000-34.000,

30.000-28.DOO y menor de 20.000.

Se hace notar que casi todas las sangrías mostraron

."'-.chacia polipe'ptidos de PMmayor de 70.000.,
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Los Cuadros 6, 7, 8 y 9 mostraron los resultados obte­

niios con sueros de bovinos vacunados y a los 21 días desa­

fiados con 10.000 DISO. Las sangrías estudiadas fueron:

l: sangría previa (animal normal).
I r- ) . rSangrias 2: 7 dias post vacuna01on.

post 3: 14 días post vacunación.

vacunación 4: 21 días post vacunación e infección.

Sangrías r 5: 3 días post infeccióno

post 6: 5 días post infeccióno

infección 7: 7 días post infección°

Para analizar la posible presencia de Acs en los sue­

ros, que se hubieran unido especificamente a polipóptidos

de los Ag To/TS, se agruparon de acuerdo a lo indicado en

el análisis de proteínas de las sangrías en gel de poliacri­

lamida clásica (Resultados 7). Los grupos formados fueron:

l sueros 525-526, 531-532 y 41-42, quienes respondieron en

forma similar a la vacunación y descarga; 2: sueros 575-576
. . . Iy 71-72, quienes no modificaron notoriamente sus proteinas

frente a la vacunación y respondieron diferentemente a la
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descarga; y 3 y 4: sueros 79-80 y 561-562 respectivamente

los cuales presentaron cada uno respuestas individuales.

El Cuadro 6 mostró lOs resultados obtenidos con los

sueros del grupo l. En general la detección de Ac en sangrí­

as post vacunación fué pobre, salvo el suero 525-526, cuyos

Ac de 2ao y 3a. sangría se unieron específicamente a poli­

péptidos presentes en T0.

La determinación de Ac en sangrías post infección fué

5).similar a la de sueros testigos (Cuaíro

Analizando los resultados del Cuadro 7, donde se uti­

lizaron los sueros del grupo 2, se vió que el 71-72 presen­

tó Ac en sus sangrías post vacunación que se unieron especi­

ficamente a polipéptidos antigénicos: en Iran y 4a. con los

Ags T2, T3 y T4 y en 3a. con T1. El PMde los poiipéptidos

detectados fué mayor de 76.000, entre 630000-560000, 52‘000­

34.000 y menor de 20.000, quienes en algunos casos presenta­

ron más de una banda.

Los Ac del suero 575-576, en 2a. sangría, se unieron

a polipéptidos del Ag T4 cuyo PMfué mayor de 70.000 y entre

53.000-55.000.
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tiil comportamiento del suero 71-72 luego de la infec­

ción fué similar al de los testigos.

Los resultados del estudio utilizando el suero 79-80

Grupo 3)(Cuadro 8) mostraron en las sangrías post vacuna­

ción, frente a los Ag T0, T1 y T3, Ac que se unieron a poli­

péptidos de PL:mayor de 70.000, entre 63.000-56.ooo, 52°ooo­

280000 y menor de 20.000 y en un caso un polipéptido ceros­

no a cadena L (PM23.000)e En sus sangrías post vacunación,

éste suero mestró semejanzas con el 71-72c

Nose evidencieron Ac en las sangríes post infección,

salvo la 7a. con Ag T donde se detectaron Ac que se unie­49

ron especificamente a polipéptiios de M 3OQOOO-28.QOOy

menor de 20.000.

En todas las sangrías del suero 561-562 (Grupo 4)

(Cuadro 9) se obtuvo una buena detección de Ac. La unión de

éstos, en sangrías post vacunación e infección, a polipépti­

dos no mostró diferencias entre las dos etapas.

Comoobservación de éstas experiencias debemosrecal­

car que, en general, se evidenció en los geles una banda a

aproximadamente l mmdel orígen, que pudo deberse a Ig no
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digerida ó a polipéptidos de alto PM.Tambiénexistieron

bandas notables que indicaron Acs unidos a polipéptidos de

PMmayor de 70.000 y menor e igual a 20.000 (en algunos ca­

sos varias bandas). El significado de los polipéptidos de

muy bajo PMaún no se conoce.

Del análisis de las diferentes sangrías post vacuna­

ción de los siete sueros, se concluyó que el 551-562 mostró

Ac que reaccionaron especificamente con polipéptidos de to­

dos los Age. Otros dos sueros (71-72 y 79-80) presentaron

Acs en aproximadamente la mitad del total de sangrías, mien­

tras que las muestras 575-576 y 525-526 presentaron reacción

pobre y el resto no respondieron.

En las sangrías post infección, tres sueros (41-42,

79-80 y 575-576) no evidenciaron Acs, mientras que los demás

mostraron un comportamientosimilar a los testigos.



CUADRO E.

Estudio de digestión y electroforesis en gel de poliacrila­

mida de precipitados inmunes obtenidos con sueros bovinos

testigos (17-18, 49-50, 51-52 y 77-78) y Ags To/Tso
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CUADRO 6.

Estudio de digestión 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 CEO/TS,

Sangrías: 2, 3 y 4 post vacunación; 5, 6 y 7 post infección.

1: 2 bandas.

Con el Ag T5 no se obtuvieron bandaso
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CUADRO I.

Estudio de digestión y electroforesis en gel de poliacrila­

mida de precipitados inmunes obtenidos con sueros bovinos

del grupo 2 (71-72 y 575-576) y Ags To/Tso

Sangrías: 1 prevacunación; 2; 3 y 4 post vacunación; 5; 6

y 7 post infección.

1: 2 bandas.

2: 3 bandas.
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CUADRO 8.

Estudio de digestión y electroforesis en gel de poliacrila­

nida de precipitados inmunes obtenidos con sueros bovinos

del grupo 3 (79-80) y Ass To/Ts.

sangrías: 2, 3 y 4 post vacunación; 5, 6 y 7 post infección:

l: 2 bandas.

2: se detectó una banda de PMaproximadamente 23.000J

Las Ag T2 y T5 no dieron bandas.
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CUADRO 2.

Estudio de digestión y electroforesis en gel de poliacrila­

mida de precipitados inmunes obtenidos con sueros bovinos

del grupo 4 (561-562) y Ass To/Ts.

Sangrías: 2. 3 Y 4 post vacunación; 5, 6 y 7 post infección.

l: 2 bandas.

2: 3 bandas.
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DISCUSION.

El estudio por análisis radioactivo en gel de polia­

crilamida de las preparaciones antigénicas obtenidas por in­

fección con aftovirus 02 de células BHKZI,clon 13, a dife­

rentes tiempos mostró diferentes perfiles entre si, a medi­

da que transcurrió el timpo pci. y distintos a células sin

infectar (Figura 12 , Gráfico 2 )o

Se evidenciaron cambios en los polipáptidos entre 60

y 210 minutos p.i. En todos los Agse presentaron polipép­

tidos de muy bajo PH menor de P ), correspondiendo la ma­16

yor cantidad a 65 y 210 minutos. P20_16 se encontraron aue

mentados en 120 y 210 minutos. P38 mostró altos valores

sólo en 75 minutos mientras P52 permaneció constante en to­

dos los Ag. P63 y P72 aumentaron en 120 y 210 minutos. P88

mostró mayores valores en 90 y 120 minutos y P100 en 65 y

120 minutos. P120 aumentó en 60 yJBO minutos. De las prote­

ínas estructurales, VPOaumentó en 65, 75, 90 y 120 minutos

y VP1_3existió en más cantidad en 60 y 65 minutos, siendo

mayor aún en 120 y 210 minutos, en quienes también se en­
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centró aumentado VÉ4.

Se observó inmunofluorescencia a partir de 65' p.ic

utilizando suero de conejo anti virus sobrenadante y desde

75' pci. con suero de cobayo hiperinmun anti virus (Figuras

8-10).Se debe tener en cuenta que la visualización fluores­

cente dependió del tipo de Ac con el cual se realizó la ex­

periencia ya que el suero de conejo, fabricado con virus mul­

tiplicado en célulae, dió positivo un tiempo p.io más tempra­

no.

La fluorescencia observada hasta 120 minutos p.i.,(Fy;r

ra 9-lO)ie acuerdo al estudio del perfil radioactivo en gel

de poliacrilamida de los Ag (Gráficoz) podría deberse a la

rimarios, intermedios y maduros’dpresencia de polipéptiios

del virus.

Después de 129 minutos pi(Figuraa 8-10)se observó fluo­

rescancia con alteraciones y cambiosmorfol'gicos en las ce;

lulas, provocadospor efecto citoyático viral, coincidiendo

con la presencia en los perfiles radioactivos de mayorcan­

tidad de VP1_4(Gráficoz )o Los datos hallados en la biblio­
rrafí: indicaron que diversos autores,estuñianio la multipli­
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eacion viral en diferentes sistemas celulares por distintos
'. .3 4. ‘ - e ' ' - 1meto«os enconuraron que la proaucc1on de Virus llega a un

máximoentre 270-300 minutos p.i.. En este tiempo segun

Cartwright y col. (41 ) y Polatnick y Bachrach (109) el vi­

rus se encontró uniformementerepartido entre las células

y el líquido sobrenadunte y luego su producción disminuye

gradualmente a causa de la destrucción de las células pro­

T."ductoras de virus y de la inactivación térmieu. gatos 'u to­

res (109) indicaron que la fase de late oie tendría una du­

ración de 100 a 110 minutos, mientras que Thorne (148) por

métodos bioquímicos postuló 90 minutos para esa fase, coin­

cidiendo con los estudios de Dragonas y Pappous (58 ) por

inmunofluorescencia. A su vez Pledger (107) estimó que 90

minutos fue el tiempo para la formación de progenie intra­
l

celular y 150' el de liberación de progenie al medio extra­

celular.

Los citados estudios de Dragones (58 ) mostraron que

la primera fluorescencia se vió a los 90’ p.10, haciéndose

luego más intensa, para después de 2 hs diferenciar entre

listintas fases: granular y parcial hasta compactay comple­
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fl
1ta a 8 hs p.i., donde desnparecia el nucleo celular.

Los trabajos de Yilma y col. en 1973 (162), utilizan­

do varias metodologías, entre ellas inmunofluorescencia, in­

dicaron la aparición de esta a las 2 hs p.i., lo cual esta­

ría de acuerdo a la demostración de progenie temprana en sus

estudios de curva de crecimiento del virus. No detectó cam­

bios ó alteraciones morfológicas en éste tiempo, Se observa­

ron células redondeadas 3 hs Pci. Y postularon que la libe­

ración de virus en vacuolas citoplasmáticas, en éste t expo,

sugeriría un mecanismogeneral de liberación prelítica para

picornavirus.

Los trabajos de interacción de aftovirus con células,

en etapas tempranas} de Campos (37 ) determinaron que la in­

fectividad intracelular a travez de un ciclo de replicación

viral, hasta 80 a 90‘ p.ic se debió a virus penetrante, mien­

tras que Cavanaghy col. ( 43) en 1978, recuperaron de célu­

las infectadas, en los primeros 15-30‘ poie, el 80%del vi­

rus disociado en partículas lQEïque poseían la mismacompo­

sición polipeptídica que las obtenidas por acidificación;

el ñ?í restante tenía igual composición proteica y ARNque
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virus nativoo Estos últimos autores (43 ) postulsron que(D l-J

la secuencia de eventos en la unión de aftovirus a células

se dividiría en tres etapas:

l) Union irreversible del virus a componentesde la superfi­

cie celular sin aparente desestabilización de la cápside.
ILiberación espontánea de una pequeña proporcion del virusV

2

unido, e: asociación con componentescelulares, sin apa­

rente alteración en la composiciónpolipeptídica de

partícula viral.

V Rápida penetración, posiblemente en vacuolas y ruptura3

del virus en subunidades 128.

En el transcurso de nuestro trabajo, la visualización

microscópica de los efectos del virus sobre células deter­

minó que éstas aparecían redondeadas luego de 3 h 30' Foie,

lo cual haría suponer una rápida adaptación del agente al

cultivo. Existiría cierta coincidencia con los trabajos de

Yilma y col; (162) quienes encontraron progenie temprana sin

cambios morfológicns a las 2 hs pci. y postularon un meca­

nismo de li eración prelítico a las 3 hs p.i. y con los es­

tuiios de Dragones y Pappous (58 ), quienes encontraron los



siguientes valores de Vilas en el sobrenadante de células

infectadas:

4 UFP/hlo1ra. hora : 4 x 10

2da. hora : 7 104 UFP/mio

4ta., hora : 9 x 104 UFP/ml.

Existe similaridad entre estos valores y los nuestros,

donde se encontró una constancia, con leve aumento hasta

120' p.i. y datos significativos luego de éste tiempo (Re­

sultados 4-4),lo cual nos induciría a pensar en una libera­

ción prelítica sin deformacióncelular.

De toda la información expuesta de bibliografía y nu­

estros resultados, podríamospostular un posible mecanis­

moque ocurriría en las preparaciones de células infectadas

a diferentes tiemposzhasta los 75‘ p.i. existiría virus no

desadsorbido y penetrante; entre 75‘ y 120‘ p.i. habría

progenie viral temprana, con posible liberación prelítica

y luego de 120’ p.io formaci'n y liberación de progenie

viral.
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Los estudios por inmunodifusión (Figura 2), recordan­

do la. menor sensibilidad de dicho método, detectaron Ag VIA

en nuestras preparaciones antigénicas de células infectadas

por 90, 120 y 210 minutos. Se obtuvieron resultados contra­

dictorios con diferentes lotes de AgVIAy sus antisueros,

lo cual nos lleva a hacer incapié en que, para extraer con­

clusiones con ésta metolodología, se debería tener Ag VIA

puro y antisueros muyespecíficos.

De las reacciones cruzadas obtenidas con nuestros Ag

y sueros antiaftovirus A y O (Figuras 6-7) sugerimos que la

responsabilidad estaría en Ag VIAó en polipéptidos prima­

rios inducidos por el virus en células, ya que los trabajos

de Brown(27), analizando péptidos trípticos de P20, 52 y

100 indicaron homologías en los tres tipos de virus, con un

alto grado de relación, mientras que P88 no poseía esa propie­
dad. Es evidente la importancia de la naturaleza de las pre­

paraciones antigénicas, al analizar Acde sistemas virales

de Agmúltiples, ya que determina la especificidad de tipo

de la reacción, así comola aparición y desaparición de di­

chos Ac en el curso del tiempo.
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De los estudios de seroprotección en ratón lactante

(Cuadro 3), de los antisueros obtenidos en conejos con nues­

tras preparaciones antigénicas, se obtuvieron resultados sig­

nificativos para las células infectadas por 75 y210', mien­

tras que las de 120' dieron protección. Dicha protección fué

específica para aftovirus. Al estudiar la especificidad de

tipo de la reacción, se obtuvo sobrevida pobre, no signifi­

cativa, para aftovirus O, lo cual podría indicar alguna pro­

ducción de Ac protectores por polipéptidos primarios (no P88)

(27).

El suero anti VIAdió protección leVe, no sifnificati­

va. Los sueros de conejo anti virus sobrenadante y concentra­

do no protegieron.

El análisis de los polipéptidos existentes en las tres

preparaciones antigénicas que provocaron Ac protectores mos­

tró diferencias (Gráfico 2). En 75' p.i. existieron en mayor

concentración P120,100,56 y 38; En 120' p.i. P120, 100, 88,

72, 63 Y VP1_3J En 210. Poio P120, 729 53 Y VP1_3J Recorde­

mos que el virus sobrenadante tenía mayor concentración de

P120' 88' VPO-4‘

Por la metod010gíautilizada, no podemosdisernir
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cuales polipéptidos ha run induciio Ac que protegieron a

ratones lactantes de la infección viral, pero de acuerdo

a me Cahon (93 ), los polipéptidos P88, 53, 56 b y 33,

provendríen del extremo 5‘ del genomay serían precursores

de proteínas estructurales del virus, y existiendo en nues­

tros Ags dichas proteínas, la inducción de Ac protectores

en conejos se deberia a polipéptidos precursores de estruc­

turales. El hecho de que el Ag de 75' poi. poseía menor can­

tidad de VP1_3,indicaría que ellos no serían los principa­
les determinantes pera inducir en conejo Ac protectores.

INuestro virus sobrenadante, que poseia mayor cantidad de

polipéptidos estructurales y P ,no indujo dichos Ac.120

En conejo, serian más inductores de Ac protectores

los polipéltidos precursores de estructurales que éstos mis­

mos.

La produccción de Ac protectores por los antívenos

indicadOS, sería el resultado de la acumulación de múltiples

determinantes antigénicos, diferentes en calidad y cantidad

que los encontrados en virus sobrenadante.

Utilizando nuestras preparaciones antigénicas, se tes­
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taron Ac de sueros bovinos infectados y vacunados e infec­

tados por inmunoprecipitación y análisis en gel de polin­

crilamida con SDS,para determinar diferencias entre los

2 grupos de bovinos. Dich s Ac se unieron específicamente

a polipéptidos de los Age, que fueron inducidos por aftovi­

rus en cultivos celulares. Los blancos de precipitación,

donde se reemplazó el suero por PES y los controles donde

se hizo reaccionar células BHKsin infectar con los sueros

bovinos, no dieron bandas.

El estudio de Ac de los sueros bovinos mostró la exis­

tencia de IgG e Igm. Al realizar el análisis de sueros hiper­

inmunes de oobayo anti aftovirus (Resultados 5, Cuadro 2)

se encontraron los mayores índices de actividad de Ac en

proteínas con movilidad Bl, B2y y2. Debemosrecordar

que los datos bibliográficos referentes a la respuesta de

Acinducida por virus, indicaron su característica bifásica,

presentando un pico inicial después de 5 a 8 días 9.1.,

seguido por otro a los 15-20 días. La naturaleza bifásica

de esta curva-respuesta se debe a la aparición secuencial

de las clases de Ac IgM e IgG.
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Browny Graves inicialmente demostraron éste cambio

en las características físico-químicas de Ac inducidos por

aftovirus en ganado bovino y cobayos ( 22, 23 ).Se vió

que el Ac presente el 7° día después de la infección era

IgM mientras que 14 días después aparecían Ac ÏgG ( 25 ,

46 , 47, 64 , 94 . 136)

Por otro lado, se determinó que inmunoglobulinas con­

teniendo Ac, se encontraron en sueros bovinos en las áreas

de gammaglobulinas, Beta globulinas y trazas en alfa 2 glo­

bulinas ( 77).

Nuestro estudio de proteínas de sueros bovinos testiaos

y de prueba, por electroforesis en gel de poliacrilamida

(Cuadro 4 , Figuras 13-33) no acusó un aumento general,

notable, en la concentración proteica. Se presentaron varia­

ciones en las fracciones globulínicas con características

individuales, aunque las sangrías de sueros testigos mostra­

ron, en líneas generales, aumentos en las zonas de Y , 82,

el. inter a - e y «:2 globulinas, siendo más notorias

las variaciones en inter a - 8 que se presentaron en todos

los sueros. Las sangrías de animales vacunados mostraron



también características individuales, aunqueen general,

los mayores aumentos se vieron en zonas de Y , 32, 81,

inter a - B y a 2 globulinas.

Considerando éstas variaciones debemosdecir que la

calidad de Ac pertenece a una clase ó subclase determina­

da y es indepe diente de la concentración de la misma, es

decir, dentro de le totalidad de moléculas de Ac, sólo al­

gunas Poseerían una actividad biológica determinada.( 31,

149,157 ,158 , 159, 160,161).

Para poder discutir los resultados obtenidos de nues­

tros precipitados inmunes con sueros bovinos debemosexpli­

citar los siguientes datos brindados gentilmente por Labo­

-ratorios Estrella-Merieux: los bovinos de Esquel (Pcia. de

Chubut)'fueron vacunados con vacuna trivalente, hidroxisa­

poninada, de tipo Frenkel sin diluir. El desafío se realizó

con 104 D150 de virus bovinizado monoespecíficoo Todos los

sueros fueron analizados por seroneutralización en cultivos

primarios de células de riñón de cerdo y luego del desafío

se realizaron las lecturas de lesiones provocadas por el

virus.
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Los sueros utilizados en nuestras experiencias (desa­

fiados con aftovirus C) dieron los siguientes indices de
. . Í oneutralizaC1on a los 21 dias p.v. (se cons1deró alto entre

1,65-1,80,intermedio entre 1,40 y 1,65 y iudoso de 1,2 ó

menor):

22239 Seroneutraliggción a tipo de virus

71-72 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: 1,80: A: 1,50

525-526 C: 1,65; A: 1,65

561-562 A: 1,65; O: 1,65

575-576 C: 1,60; O: 1,65; A: 1,50

Los títulos de seroneutralización de sangrías previas

fueron negativos.

Todoslos animales testigos generalizaron la infección,

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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Recordamosque todos nuestros controles confirmaron

resultados negativos y que los estudios de redioinmunopre­

cipitación y análisis en gel de ¡oliacrilamida de nuestros

Ag con sueros de conejo homólogos y heterólogos nos permi­

tieron deducir la existencia¡en los precipitados,de poli­

péptidos inducidos por virus en células, así comodetermi­

nar su PMapróximado (Gráficos 3' 4, 5), coincidiendo es­

tos estudios con los de Harris y col. ( 70) utilizando me­

tod010gías similares. El análisis de los precipitados obte­

niáos entre los Agey los sueros testigos mostró unión de

sus Ac hacia. polipe'ptidos de PBImayor de 700000 en todas

las sangrías; en menor cantidad se unieron a polipéptidos de

PMmenor ó igual de 20.000 y unas pocas con polipéptidos

de PMentre 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 infección, aunque en f0rm3 individual, ya que , p.

ej. el 17-18 lo hizo en 5a. S y el 49-50 en 6a. y 7a. Re­
. . I

corlemos que éstos sueros mostraron luego de 1° 1nfecc1on



aumentó en las zonas y , e 2, Bl, inter a - By a 2, si­

endo másnotoria y repetitiva la de inter a -r3 (Resulta­

dos 7 ).

Se detectaron Ac hacia nuestros Age en las sangrías

5a (Cuadro 5 ), mientras que Brown ( 23) encontró que sue­

ros de bovinos convalescientes de una infección con aftovi­

rus O presentaron Ac a los 7 días p.i° de movilidad B glo­

bulina y 14 días después Y globulinas, determinando en 1964

(25 ) que el Ac temprano era 19 S. En 1962, por inmunofluo­

rescencia indirecta, Seibold y col. (127) detectaron,en sue­

ros de bovinos infectados con aftovirus A119,Acen el día
6 p.i. Cowanen 1973 (49 ) indicó que, los bovinos infec­

tados con aftovirus C daban más alta respuesta de Ac que

con C ó A y detectaban por inmunodifusión radial y fijación

de complemento Ac en el día 4 p.i.

Se dedujo que con nuestra metodología y nuestras pre­

paraciones antigénicas se detectaron Ac de sueros de bovi­

nos infectados hacia polipéptidos inducidos por virus en
o Í .células, en tiempos algo más tempranos ( 3 dies p.1.) que
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los indicados en la bibliografía, ó que dichos animales pre­

sentaban algun tipo de información previa.
. l .La ete001on de Ac en suer s de bcv1nos vacunados eLa

infectados mostró un comportamiento ind'viduul, ya que las

sangrías de dete-ninaios sueros reaccionaron con todos los

Ags, mientras que algunas de otros sueros sólo lo hicieron

con unos pocos. (Cuadros 6, 7; 8 y 9), La reacción en las

sangrías post vacunación fue más intensa (a veces con más

de una banda) y hacia mayor variedad de polipéptidos que en

las sangrías de testigos (Cuadro5). Las sangrías pci. die­

ron reacciones similares a las de sueros de bovinos infec­

tados.

La sangría previa del bovino 71-72, presentó Acs uni­

dos a polipéptidos de PMmayor de 70.000, entre 63QOCO—

56.000, 52.000-34.ooo y"menor de 20.000 (Cuadro 7 ).

Los sueros de los bovinos vacunados e infectados mos­

traron en sus sangríao postvacunación aumento de 15m en las

muestras 71-72, 79-80 y 561-562, mientras que en todas las

sangrías p.i. también a mento, salvo en el suero 561-562.

Recordemosque en el análisis de las fracciones proteicas,
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las sangrías p.v. evidenciaron aumentos en Y , 81, 82,

inter a- B y' a2 globulinas, y en las p.i. un contenido

similar a testigos (Resultados 7 ).

En lineas generales, las diferencias que esperabamos

obtener en detectar polipéptidos distintos, por medio de

Ac de sangrías de sueros bovinos testigos y vacunados, no

fueron significativas, de donde deducimosque dichas dife­

rencias, a nivel de vacunación con virus inactivado e in­

fección deberán buscarse en la inmunidad celular ó en fac­

tores humorales no Ac clásico.

Recordemosque los sueros de conejo anti células in­

fectadas por 75, 120 y 210 minutos habían protegido al ra­

tón lactante de la infección viral (Cuadro 3 ). En los es­

tudios de precipitación con sueros bovinos, los polipépti­

dos de dichos Ag, no mostraron una unión diferencial, res­

pecto a los de células infectadas por 60, 65 y 90 minutos

(Cuadros 5-9).

Comparandolos datos de seroneutralización de los sue­
. I . . oros bovinos (brindados anteriormente en esta discusion)y la

I . I .respuesta hacia nuestros Ags, no se encontro correlac1on,
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por ejemplo los sueros 531-532 y 525-526 presentaron título

de seroneutralización altos,lesiones primarias en boca y la

reactividad de las distintas sangrías en la inmunoprecipi­

tación fué pobre (Cuadro 6). Abarcon y col., indicaron que

valores más bajos de títulos de Acs neutralizantes que los

fijados para protección no indicaban necesariamente falta

de ella (l). Sütmollerhalló diferencias significativas en

la relación título de Acneutralizantes y protección frente

al desafío entre distintos laboratorios y tipos de virus,

considerando la existencia de ésta última en bovinos que no

desarrolaron lesiones pedales (146).

Además,Brunengoy col. hallaron bajos títulos de sero­

neutralización en bovinos que al ser descargados con virus

A24se hallaron protegidos (30), indicando Lombardque no
se puede esperar que exista correlación entre los títulos

neutralizantes, especialmente en un sistema heterólogo, y

protección en el campo (87).

HacemOSincapié en los datos mostrados por el animal va­

cunado 71-72 (Cuadro 7), donde Ac de sangría previa (la) se

unieron específicamente a polipéptidos de nuestras prepa­

raciOnes antigénicas, asi comola reacción observada en



animales infectados a los 3 días p.i., donde casi todos los

sueros ofrecieron positividad (Cuadro 5). Se encuentran en

1a bibliografia datos donde podrian encuadrar nuestros re­

sultados. Una explicación la pod ía bri dar el hecho compro­

ado de la existencia de bovinos sanos portadores de virus,

(153) de los cuales se aisló e].agpnte,iel liquido escfago­

faringeo, quien en algunos casos podria estar enmascarado

por Ac ya que el tratamiento con fluorocarbono aumenta su

infecciosidsd de lO alOOveces (144). La investigación de

dichos animales se utiliza en prOgramasde importación y

exportación de bovinos y en encuestas comoindicador epide­

miológico ( 42,143)“ Además, en Colombia, en una zona de­

clarada libre de FA se detectaron Ac anti VIA en sueros

de portadores sanos ( 84).

Se encontraron inhibidores no especificos en sueros

de bovinos jóvenes, que tenian la propiedad de neutralizar
. . ., . 4
rus y aunque no protegen de la infe001on Viral (con 10

D150), nrolongan el periodo de aparición de lesiones pri­
.L

merias y generalizadas (132). Existen ademásdiversas“a.

reacciones cruzadas entre suero bovino normal y aftovirus,



debidas a una respuesta de IgMluego de una infección ó re­

infección con un agente que compartiría antígenos, reacti­

vando a un virus latente por estíhulo antigénico ( 2 ), ó

comoconsecuencia de un traslado de bovinos de zona libre

de aftosa, cuyos sueros poseían Acs reaccionantes con el

virus aftcsc, q;e aumentaban luego del viaje ( 4 ). También

se notificarcn reacciones entre aftovirus SATl(no de los

otros tipos) y suero de cobayo anti enterovirus bovino, de­

bido a IgH ( 3 ). C sea que el suero normal de una variedad

de especies contiene sustancias que reaccionan con una serie

de virus (103).

Iïïeloen(95 ) estudió la actividad precipitante y neu­

tralizante de suero bovino normal con varios tipos de afto­

virus,éste tratado con tripsina y sin tratar. Obtuvoresul­

tados positivos debidos a componentes del suero normal que

se asemejarían a Ac 19 S específicos y diferenció entre reac­

ciones específicas y no específicas por inmunodifusión. La

explicación podría estar en una infección no reconocida en

los animales, con un agente no relacionado o en el hecho de
Ilas sustencias detectadas forzarian parte de una clase
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de mecanismo de vigilancia heredado (76 ).

Ademásla naturaleza "específica" del agente precipi­

tante en suero bovino normal reflejaría un fenómenomas ge­

neral ya que se obtuvieron reacciones entre suero equino

normal y poliovirus (151); para este último la actividad

se asoció a IgG e IgA (152).

Para tratar de clarificar en cual caso estarían in í­

dos nuestros resultados, se realizó una e1¿erieneia de in­

munodifusión donde colocenos nuestros antisucros de conejo

anti To/Ts, enfrentados a epitelios linguales bovinos infec­
tados con aftovirus C por 3C, 60, 80 y 120’. se observaron

durante una semanay dieron reacciones positivas con todos

los Ag. O sea que en nuestras preparaciones antigénicas ha­

bría partículas iguales 6 similares a las existentes en epi­

telio ling“al infectaio, que son reconocidas por los Ac de

sueros de conejo obteniáos con células BHKinfectadas. Los

sueros de bovinos infectados y vacunados poseerían Acs hacia
Iesas estructuras antigenicaso

Nos inclinemos a pensar que los sueros de bovinos po­.r../ .­
seen Ac nue reaccionan específicamente COnpolipeptiios in
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¡1. . I g . .oidos por aftov1rus o con estructuras ÏL¿ mismo, Sln po­paSi

der descartar la posible existencia de reacciones cruzadas

con otros agentes ó de sustancias específicas encontradas

naturalmente en el suero del animal.

La existencia de Ac hacia los polipéptidcs en forma

dispersa en nuestros sueros bovinos (Cuadros 5-9 ) nos in­

ducen a pensar que le ecuna, tipo Frenkel, 6 el virus re­

plicante, forman Achacia partículas que detectamos con cé­

lulas THLinfectadas. Existirínn entonces, en bovinos infec­

tados y vacunados, Acanti polipeptidos precursores, inter­

medios, maduros y le bajo PMque tendrian importancia a ni­

vel de protección y considerando que le mayor cantidad de

los Ac estaban dirigidos hacia estructuras ie PMmayor de

70.000 y menor de 20.000, sugerimos que éstos Polipéptidos

tendrían una función de mayor importancia que la que actual­

mente se les asigna.

Nuestras deducciones sobre el posible poder protector

de dichos Ac se extrajeron de los sueros de animales que

prescntaron altos títulos de seroncutralinzción, pobre ó

mala respuesta a los polipéptidos y lesiones primarias en

boca.
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De éste trabajo no poiemos 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 bovinos, nos inclinamos a pen­

sar que dichas diferencias irían más allá de Ac circulantesc
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En este trabajo se hicieron estudios de anticuerpos

circulantes en sueros de bovinos infectados y vacunados e

infectados, provenientes de pruebas de vacunas. Dichos ani­

males fueron originarios de zona libre de fiebre aftosa, se

vacunaron con vacuna trivalente, tipo Frenkel, hidroxisapo_

4 D150 de vianinada y 21 días después se desafiaron con 10

rus monoespecífico, junto con bovinos no vacunados (testi­

gos). Todoslos sueros fueron analizados por seroneutraliza­

ción en cultivos primarios de células de riñón de cerdo y

luego del desafío se realizaron las lecturas de lesiones

provocadas por el virus, habiendo generalizado la infección

los testigos, mientras que los vacunadOSno enfermarono

En éste trabajo se estudiaron los sueros de bovinos

desafiados con aftovirus C y de cada uno,diversas sangrías

post vacunación y post infección (éstas también de sueros

testigos). Los anticuerpos de dichos sueros se analizaron

por su unión especifica a polipéptidos inducidos por el vi­

rus en preparaciones antigénicas que consistieron en célu­



lss BHKZI,clon 13 infectadas con aftovi-¿s C por 60, 65, 75,

90, 120 y 210 minutos.

Para poder determinar las diferencias existentes entre

todas las preparaciones antigénicas, se estudiaron por inmuno­

difusión, inmunofluorescencia, cuantificación de virus en so­

brenadantes de células in'eotadas y electroforesis en gel de

poliacrilamida de antígenos radioactivos para identificar lo:

polipéptidos presentes y s" variación en las diferentes_mues­

trasc

Los perfiles radioactivos fueron diferentes entre las

distintas muestras y a las células sin infectar. En toios los

antígenos se presentaron polipéptidos de muybajo PM(menor

P15), correspondiendo la mayor cantidad a 65 y 210 minutos.
L e .. . lO 'n t s. P é .P20_16 sum ntaron en 120 y 2 mi u o 38 fu alto en 75

1'n 1) _ ' 1' ( r,
minatos y ¿52 no vario. P63 y P72 turleron mayo pS valores

o . r- .1 m' g P ren lio y 210 mlnutos, P88 en 9D J 120 ninuto., 100 en 6) y

120 minutos y P en 60 y 120 minutos. Los mayores valores120

de VPo se encontraron en 65, 75, 90 y 120 minutos, mientras

que los de VP1_4 en 120 y 210 minutos.

La fluorescencia observada hasta 120 minutos post in­



_230_

fección podría deberse a polipéptidos primarios, intermedios

y maduros del virus.

Después de 120 minutos p.i°, se observó fluorescencia

con alteraciones y cambios morfológicos en las células, pro­

vocados por el efecto citopátic viralo

Se postuló que hasta los 75 minutos post infección e­

xistiría virus no desadsorbido y penetrante; entre 75 Y 120

minutos post infección habría progenie viral temprana con

posible liberación prelítica y luego de 120 minutos post in­

fección formación y liberación de progenie viral.

Los estudios de los antígenos por inmunodifusión con

sueros homólogosy heterólogos llevaron a demostrar la pre­

sencia de antígeno asociado a la infección viral en 90, 120

y 210 minutos, a pesar de que,por metodologías más sensibles,

se detectó P56 en todos los antígenos. Tambiénse obtuvie­
ron resultados contradictorios según los lotes de antígeno

VIAy su entisuero. Para obtener conclusiones con esta meto­

dología se deberían poseer antígenos puros y antisueros es­

pecíficos.

Los ensayos de inmunodifusión con sueros anti aftovi­
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rus O y A dieron reacciones cruzadas; se dedujo que la res­

ponsabilidad estaría en antígeno asociado a 1a infección vi­

ral o polipéptidos primarios inducidos por virus en células

(excepto P88).

De los sueros de conejo anti células infectadas a di­

ferentes tiempos, sólo los correspondientes a 75, 120 y 210

minutos protegieron especificamente para aftovirus, siendo

significativos los índices correspondientes al primero y al

último. El suero anti antígeno asociado a 1a infección viral

dió protección leve y los sueros de conejo antivirus sobre­

nadante y concentrado no lo hicieron.

Por los análisis realizados sobre los antígenos, no

pudimosdisernir cuales polipéptidos serían más inductores

de anticuerpos protectores en conejo, pero nos inclinamos

a pesar que la responsabilidad estaría en los precursores

de estructurales, más que en éstos mismos. La producción de

anticuerpos protectores a los antígenos indicados, sería el

resultado de la acumulación de múltiples determinantes anti­

génicos, diferentes en calidad y cantidad que los encontr'­

dos en el virus sobrena ante.
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Todos los estudios mencionados fueron neccsarios para

iniciar el estudio de sueros bovinos desde el punto de vis­

ta de contenido proteico y precipitados inmunes analizados

por electroforesis en gel de poliacrilamida.

Nuestros sueros de cobayo hiperinmune anti virus mos­

traron la mayoractividad de anticuerpo en las fracciones

Y 2, B l y B2 globulinas, no habiendo existido correlación

con la concentración proteica total. Esta mismafalta de co­

rrelación entre actividad y concentración se encontró en los

sueros bovinos, notanaose que en las diferentes sangrías,

las fracciones que más aumentaron fueron Yl, Bl, 82 ,

inter a - B y a globulinas, de las cuales se sabe que2

poseen actividad'de anticuerpo las y , B y trazas<n1 a 2

globalinaso Considerando las variaciones encontradas debemos

decir que la calidad de anticuerpo pertenece a una clase ó

subclase determinada y es independiente de la concentración

de la misma, es decir, dentro de la totalidad de moléculas

de anticuerpo, solo algunas poseerían una actividad biológi­

ca determinada.

De los estudios realizados sobre precipitados inmunes



entre nuestros antígenos y los sueros de conejo homólogos

y heterólogos a dichos antígenos extrajimos las conclusiones

necesarias para hacer el estudio en sueros bovinos, carac­

terizando los polipéptidos precipitados inducidos por virus

cn células y su peso molecular-aproximado por electroforesis

en gel de poliacrilamida.

La detección de Ac en sueros de bovinos vacunados e

infectados mostró un comportamiento individual, ya que las

sangrías de determinados sueros reaccionaron con todos los

antígenos, mientras que algunas de otros sueros lo hicieron

con unos pocos. La reacción en las sangrías post vacunación

fué más intensa (a veces con más de una banda) y hacia mayor

variedad de polipéptidos que en las sangrías de testigos.

Las sangrías post infección dieron reacciones similares a

las de sueros de bovinos infectados.

Noexistió correlación entre los valores de seroneutra­

lizaci'n de los sueros bovinos y su respuesta de anticuerros

en unión a diferentes polipéptidos de los antígenos.

De los estudios de inmunodifusián entre epitelios lin­

guales bovinos infectados y antisucros de conejo se dedujo
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que en nuestras preparaciones (ntigénicas habria partículas

iguales ó similares a las existentes en epitelio lingual in­

fectado y el suero de bovinos infectados y vacunados posee­

rían anticuerpos hacia 'ichas partículas.

La reacción entre anticuerpos de sueros bovinos y po­

lipéptidos inducidos en células por aftovirus fué específi­

ca, sin poder descartar la posible existencia de reacciones

cruzadas con otros agentes 6 de sustancias específicas encon­

tradas naturalmente en el suero del animal.

La vacuna (tipo Frenkel) ó el virus replicante forma­

ría anticuerpos hacia determinadas partículas que se detec­

taron con células BHKinfectadas. Los Ac detectados en bovi­

nos infectados y vacunadosse dirigieron hacia polipéptidos

precursores, intermediarios, madurosy de bajo PM,y tendrí­

an importancia a nivel de protección, considerando que se

unieron mayormente hacia estructuras de PMmayor de 70.000

y menor de 20.000, sugerí os que éstos tendrían mayor impor­

tancia que la que actualmente se les asigna.

De éste trabajo no podemosconcluir definitivamente

sobre las posibles diferencias a nivel de anticuerpos entre
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sueros de bovinos infectados y vacunados, pero nos inclina­

mosa pensar que dichas diferencias irían más allá de anti­

cuerpos ciroulantes .
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