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ENFOQUES MOLECULARES PARA EL DIAGNOSTICO
EN LABORATORIO DE LA INFECCION PERSISTENTE CON
EL VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA: REVISION

LLE. BERGMANN, V. MALIRAT

Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OFPS/OMS)
Caixa Postal 589, 20001-970, Rio de Janeiro, RJ, Brasil

RESUMEN. Sedescribennuevosenfoquesparamejorarlos métodosde identificaciéndeinfecciones
persistentes con el virus de la fiebre aftosa {VFA). Los mismos consistieron en la deteccién de
fragmentos genémicos especificos del VFA en muestras obtenidas de la regién esofagico-faringea
por medio de técnicas de hibridacién, aplicadas con o sin previa amplificacién del material mediante
lareaccién en cadena de la polimerasa. Asimismo, para la identificacion de anticuerpos especificos
contra el VFA, indicativos de replicacion viral, se llevé a cabo el desarrollo de un método
inmunoenzimatico altamente sensible y especifico basado en el uso como sondas serolégicas de
antigenos no estructurales purificados del VFA, obtenidos por técnicas de ADN recombinante.

La habilidad que tiene cl virus de la ficbre
aftosa (VFA) de establecer infecciones subclinicas
en ciertos hospedadores, como bovinos y otros
rumiantes (J3,8,15,18,39-41), ticne gran impor-
tancia para los programas dc prevencion, control
yerradicacionde laFA. Eneste sentido, 1a deteccion
de replicacién del VFA en animales que no
manificstan sintomas de la enfermedad es tan
relevante como el diagnéstico de infeccion aguda.

La identificacion de animales con infeccion
persistente del VFA serealiza actualmente a través
de: la deteccion de anticuerpos contra €l (los)
antigeno(s) asociado(s) ala infeccion viral (VIAA)
mediante el ensayo de inmunodifusion en gel de
agarosa (IDGA) (1,10,11,21,26,30), y del
aislamiento del virus en cultivo de células a partir
del material de fluido esofagico-faringeo (OP) (8,
20,36,38). Sinembargo, estos métodos no siempre
llevan a resultados conclusivos. Se ha establecido
experimentalmente que Ia identificacién de anti-
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cuerpos anti VIAA no siempre se correlaciona con
la recuperacién de virus a partir de fluido OP.
Asimismo, la deteccién del estado persistente
durante las fases tardias de la infeccion fue posible
solo en rarasoportunidades. El virus serecuperd de
muestras OP solo ocasionalmente, y la baja
sensibilidad del ensayo de IDGA no permitio la
identificacion de anticuerpos anti VIAA (6, 14).
Los programas en vigencia para la

erradicacion hemisférica de 1a FA, basados en la
regionalizacion por ecosistemas y flujos
comerciales, tienen entre sus principales objetivos
la identificacién, preservacién y ampliacién de.
areas libres de 1a enfermedad. El rdpido progreso

‘de estos programas, especialmente en la Cuenca

del Plata, enfatiza la necesidad de contar con
métodos rapidos ¢ inequivocos que permitan
demostrar con mayor confiabilidad la ausencia de
actividad viral.

Las técnicas de genética molecular han
provisto herramientas poderosas para definir
nuevos procedimientos para el diagnastico de una
posibleinfeccion subclinica. Estarevision enfocara
las estrategias que se han levado a cabo hasta el
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presente para mejorar los métodos de
identificacion de infecciones persistentes
de VFA.

CLONADO MOLECULAR DEL
c¢ADN OBTENIDO POR
TRANSCRIPCION REVERSA
DEL ARN DEL VFA

Un requisito fundamental para la
introduccién de nuevas herramientas de
diagnostico de infeccion subclinica con
el VFA, fue el clonado molecular del
ARN monocatenario del virus. Esta
técnica consiste basicamente en la
insercién de un fragmento de ADN
exdgeno en un plasmido bacteriano
{pedazo de ADN externo al cromosoma
bacteriano) el cual contiene un gen de
resistencia a un antibidtico, la intro-
duccion de dicho plasmido en una bac-
teria, y posteriormente la seleccion por
medio del antibidtico de aquellas células
que s¢ tornaron resistentes al mismo.
Lasbacterias que conticnen el plasmido @
que lleva el ADN exégeno, en nuestro
caso VFA, son ficiles de identificar, si
este tltimo es clonado en el medio deun
gen de resistencia a un segundo
antibidtico, destruyendo su actividad.
Estos plasmidos van a conferir
resistencia al primero de los antibiticos,
pero no al segundo, permitiendo asi 1a
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Paraclonarlas secuenciasdel ARN
del VFA, debe sintetizarse primero una copia de
ADN complementario al ARN (VFA-cADN). Una
vez que la secuencia de VFA-CADN de interés se
ha clonado en un pldsmido, se pueden obtener
grandes cantidades del mismo creciendolos cultivos
bacterianos y, subsecuentemente; purificando el
ADN plasmidico del ADN cromosomal. Esto
proporciona cantidades abundantes del cADN,
para ser usado como sonda molecular para detectar
secucncias genoémicas del VFA en ensayos de
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en un plasmido.

hibridacion, Ademas, la coleccion de distintos
fragmentos de VFA-cADN clonados, quecodifican
paraproteinasvirales especificas, pueden insertarse
en plasmidos bacterianos de expresion, y de esta
manera la proteina seleccionada puede ser
producida y purificada del lisado bacteriano. Asi
pueden obtencrse sondas serologicas por
bioingenieria.

El ARN monocatenario correspondiente al i
genoma del VFA fue clonado en el plasmido
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Figura 2. Estrategia de
clonado del VFA-cADN. EI
ARN poliadenilado, puri-
ficado, sirvié como
templado para la sintesis
delaprimeracadenade ADN
complementario (cADN},
usando oligo {dT),, ,,como
iniciador, y transcriptasa
reversa. La cadena de ARN
del hibrido ARN-cADN fue
degradada mediante
digestién alcalina. Por
medio de un gradiente
alcalino, el cADN se separé
en tres fracciones de
distintos tamafios, a (2000~
4000 bases), b {4000-6000
bases) y ¢ (6000-8000
bases). La sintesis de la
segunda cadena, a partir de
cada una de las fracciones,
se realizé mediante la ADN
polimerasa I, luego se
agregaron pequeiias
concentraciones de
nucleasa S1 para clivar la
estructura de horgquilla
resultante, El cADN doble-
cadena fue terminalizado
con homopolimeros de
aproximadamente 10 a 15
residuos de dCMP, usando
deoxinucleotidil trans-
ferasa terminal. Posterior-
mente, ef vector plasmidico
PBR322 (el cual contiene un
gen de resistencia a
ampicilina y otro a
tetraciclina) se terminalizé
con residuos de dGMP,
previa linearizacioncon Pst
I, en el sitio de resistencia
a ampicilina y se anillé con
el oligo(dC)-cADN doble-
cadena. Este cADN recom-
binante se usé para
transformar Escherichia
coji HB101. Los clones
tetraciclina resistentes y
ampicilina sensibles se
seleccionaron por hibri-
dacion en coionia. Amph:
sitio de resistencia a
ampicilina. Tet®: sitio de
resistencia a tetraciclina,
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pBR322 como se esquematiza en la figura 2. Se
obtuvieron clones que cubrian toda la regioén
codificante del genoma. :

EL VFA-cADN CLONADO COMO UN
REACTIVO DE DIAGNOSTICO PARA LA
DETECCION DEL VFA POR TECNICAS DE
HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Este método de deteccion se basa en la
habitidad de las cadenas complementarias de los
Acidos nucleicos, yasean ADN-ADN, ADN-ARN,
0o ARN-ARN, de aparearse y formar una molécula
bicatenaria. Esta ¢structura hibrida estd formada
por dos hebras polinucleotidicas complementarias
unidas por puentes de hidrégeno entre pares de
bases complementarias. Este dimero ¢s estable en
condiciones fisioldgicas normales, pero.se disocia
(desnaturaliza) en las hebras monocatenarias que
lo componen cuando es calentado o expuesto a pHs
extremos.

Para la deteccion del VFA, s¢ utiliza una
sonda especifica de VFA-cADN monocatenaria
desnaturalizada la cual hibrida con el ARN viral
complementario, La reaccion se realiza directa-
mente sobre especimenes (hibridacidn in situ} o
luego de inmobilizar el ARN en un soporte solido
(dot-blot o slot-blot). Las sondas se marcan
generalmente con radionucledtidos o con biotina,
para permitir la deteccion de los hibridosespecificos
(figura 3). _

Un requisito fundamental para la aplicacién
de este método como herramienta de deteccion
especifica de secuencias gendmicas del VFA en
fluidos OP de animales potencialmente infectados,
es la demostracion de que la sonda de cADN viral
clonada, marcada radioactivamente, hibrida
especificamente con el dcido nucleico viral, y no
con ARN total de la region OP, Como se muestra
en el ejemplo de la figura 4, cuando ARN total,
extraido de muestras de fluidos OP de animales
infectados experimentalmente con VFA, sefijéen
papel de nitrocelulosa y se hibriddé con VFA-cADN
cionado marcado con ¥P, se observé hibridacién
especifica solamente luego de la infeccion.

A pesar de que los métodos de hibridacion no
son tan sensibles como los procedimientos de
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ARN/ADN desnaturalizado, proveniente
de células infectadas
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Figura 3. Representacién esquematica de la
hibridacién del ARN, fijado en un soporte
sdlido, con una sonda de cADN especifico.

recuperacion viral (25,34), varias muestras
correspondientcsa etapasavanzadas dela infeccion,
que resuttaron positivas por dot-blot, fueron
negativas cuando se las ensayo por infectividad en

cultivos celulares {ejemplo en la figura 4). Estos

resultados son compatibles con los que fueron
informados previamente por Rossi y cols. (34) ¥
sugicren que durante la persistencia tardia, pueden

producirse grandes cantidades de particulas virales
progenie no infectivas. Asi, la hibridacion de
acidos nucleicos resulta especialmente Gtil ya que
detecta incluso genomas virales inactivos o

incompletos que, bajo circunstancias adecuadas,
podrian originar virus infectivo.

Asimismo, este método no es afectado por las
numerosas dificultades que presenta la técnica




convencional de deteccion, basada enel aislamiento
de virus en cultivo de células a partir de fluidos OP.
Por gjemplo, la recuperacion viral en cullivos
puede verse impedida por la cantidad y calidad del
material obtenido, asi como por anticuerpos
remanentes en las muestras a pesar del tratamiento
con TTE (38). Ademds, variantes seleccionadas
debido a la replicacion del virus en el animal
(9,13, 14,23,35,36) podriancrecer dificultosamente
yenun rango limitado de cultivos de células, Otra
limitacion del método de aislamiento en cultivo de
células es que un resultado negativo podria requerir
tanto cuanto 14 dias para confirmarse, mientras
que, si ocurre replicacidon viral, el virus debe
identificarse por medio de ensayos suplementarios.

Una ventaja adicional del método de
hibridacién de 4cidos nucleicos, es que se pueden
detectar diferentes serotipos del VFA usando una
tinica sonda de cADN clonado. La base molecular
de dicha hibridacién género-especifica es el alto
grado de homologia que existe entre las secuencias

de los 4cidos nucleicos de los diferentes serotipos, .

en regiones gendmicas correspondientesa proteinas
tales como la polimerasa viral (24). Este amplio
espectro de deteccién facilita enormemente la
busqueda de animales sospechosos. Ademas, si ¢s
preciso, puede llevarse a cabo simultineamente la
tipificacién del virus implicado usando sondas de
cADN correspondientes a la proteina estructural
VP, de cada serotipo individual (25).

La hibridaci6n directa en tejidos fijos es
también una herramienta valiosa, especialmente
para estudios de patogenicidad viral (7), ya que
permite la identificacion directa de las células
blanco infectadas con el virus, asi como una
estimacién de la proporcién de células dentro de
una seccién de tejido que contienen al genoma
viral. '

AMPLIFICACION ESPECIFICA DE
SEGMENTOS DE ARN GENOMICO DE VFA

Como fucra mencionado anteriormente, los
ensayos de hibridacion de acidos nucleicos no son
tan sensibles como los procedimientos de
aislamiento de virus. Esta limitacion pucde
superarse actualmente amplificando primero el
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Figura 4, Ejemplos de Ia hibridacién del VFA-
¢ADN con ARN total de fluidos OP de animales
persistentemente infectados en forma experi-
mental. En el filtro de nylon se aplicaron, por
duplicado, diluciones al décimo del acido
nucleico de fluidos OP de animales previo a o
luego de la infecci6én experimental con VFA, y
se hibridaron con fragmentos de cADN
correspondientes alaregién que vadesde 6.3
hasta7.8 kilobases del genomaviral, marcados
con %P, La exposicién autoradiografica se
realizé a -80°C por 18 horas. DPI, dias
posinoculacién. VR, recuperacién de virus en
cultivos celulares.

material a ser analizado, usando el método de la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (28).
En esta técnica, el ADN bicatenario es
desnaturalizado por calor, y dos oligonucleétidos
iniciadores se hibridan a secuencias complemen-
tarias en ambos lados del templado. Estos
iniciadores, que flanquean la regién que sera
amplificada en el ADN blanco, son extendidos
usando la ADN polimerasa Taq, que es
termoresistente, duplicando asi la secuencia de
interés. Como los productos de la extension de los
iniciadores pueden servir como templado en el
préximo ciclo, hay una acumulacién exponencial
de fragmentos especificos cuyos extremos estdn
definidos porlas terminaciones §' de los iniciadores,
Asi, 20 ciclos pueden rendir una amplificacién de
aproximadamente vn millon de veces (figura 5). El
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material amplificado puede visualizarse por
electroforesis en gel de agarosa y, posteriormente,
caracterizarse. :

Para la deteccion de ARN viral es necesario
obtener priméro una copia de cADN, por
transcripcién reversa, que luego es usada como
ADN templado en la reaccion de PCR.

Latranscripcion reversa del ARN del VFA se
1llevd a cabo a partir de células infectadas. Fueron
amplificados segmentos de 850 bases que cubrian
la regién completa de VP, y de 2070 bases que
cubrian la regién gendmica que codifica para las
proteinas de la capside VP,, VP, y VP,, resultando
en una banda prominente del tamafio esperado
para cada caso (figura 6). Los iniciadores
seleccionados correspondian a regiones
conservadas del genoma del VF A, deforina tal que
fue posible la amplificacion de los serotipos O,A 'y
C del VFA. La especificidad del material ampli-
ficado fue confirmada por analisis con enzimas de
restriccion (datos no mostrados). La caracterizacidn
también puede llevarse a cabo por hibridacidn
usando una sonda apropiada, y por secuenciamiento
de los productos de amplificacién (/9,22,27). Se
ha intentado la identificacion tipo-especificausando
iniciadores serotipo-cspecificosenlaamplificacion
(33). .

Cuando se lo compara con ensayos de
infectividad, ¢] PCR es gencralmente 10¢ veces
mas sensible (4). Esto se atribuye parcialmenteala
habilidad del PCR de amplificar a partir de ARN
no infectivo. '

Si se pretende usar el PCR como herramienta
de identificacién de¢ animales con infeccién
subclinica, un importante requisito.eslaadaptacién
del métodoalaamplificaciony deteccionde cidos
nucleicos del VFA a partir de muestras de fluidos
OP. En este sentido ha sido descripta 1a ampli-
- ficacién directa a partir de muestras de fluidos OP,
omitiendo asi la necesidad de purificar el ARN
(16). Sin embargo, otros estudios describen la
presencia de inhibidores en los fluidos OP, inclu-

3° Ciclo

2° Ciclo

1° Ciclo

sive luego de la purificacion del ARN, lo que |

compromete la alta sensibilidad de esta técnica
{4,17). Estopuede limitar las aplicaciones del PCR
endiagnostico. Scestinconduciendo experimentos
con el fin de clarificar este punto.

Bergmann y Malirat

Una gran ventaja de este método répido y
sensible para la deteccién del VFA, es que la
informacion de la secuencia de nucledtidos puede:
obtenerse directamente de muestras clinicas sin
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Figura5. Representacién esquematicadel método
de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
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Figura 6. A. Esquema representativo de la regién genémica viral, que codifica para las proteinas
de la capside (VPs), que fue usada como templado en la amplificacién enzimatica por PCR. Las
flechas marcan la posicién de los iniciadores utilizados. El iniciador d contiene una secuencia
complementaria al ARN, mientras que los iniciadores 1A y 1+1 contienen la misma secuencia y
polaridad que el ARN. Las barras negras indican la extensién y posicién de los fragmentos
amplificados. B. Geies de 1% de agarosa, tefiidos con bromuro de etidio de 1/30 del producto de
lareaccién de PCR, correspondiente a los cADN de los virus 1) O, Campos Br1/58, 2) A, Cruzeiro
Br1/55 y 3) C3 Indaial Bri/71. Las distintas combinaciones de los iniciadores utilizados, asi como
el tamafio, {en pares de bases), de los productos esperados, se indican para cada caso.

necesidad previa de amplificacién del virus en
cuitivo de células. Esto elimina la posibilidad de
.inducir una seleccién y modificacion de fas
poblaciones virales in vitro. Debido a inhibidores
potenciales en muestras de OP, esta ventaja puede
no ser siempre Util en la caracterizacion de virus
persistentes. Sin embargo, sf puede aplicarse a las
fases agudas de infeccién con VFA, durante las

cuales pueden obtenerse cantidades abundantes de
virusa partir de tejidos epiteliales de la lenguay del
espacio interdigital. Asi, la amplificacion de
secuencias de la VP, por medio del PCR, en
combinacién con el secuenciamiento directo del
ADN amplificado proporciona un método
promisorio para estudios de epidemiologia mo-
lecular.
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NUEVAS HERRAMIENTAS Y REACTIVOS
PARA DETECTAR ANTICUERPOS ANTI
VFA EN SUERO DE ANIMALES PERSIS-
TENTEMENTE INFECTADOS CON VFA

Unaimportante limitaciénencontradacuando -

se usa VIAA como sonda serologica para detectar
anticuerpos contra antigenos asociados a la
infeccion con VFA, es 1a necesidad de producirlo
en cultivo de células, por gjemplo de rifién de cria
de hamster (BHK). Tal antigeno a) es caro, b) tiene
una vida media limitada, ¢) necesita ser
estandarizado en cada nuevo preparado, y d)
potencialmente contiene antigenos que pueden ser
reconocidos por ¢l suero de animales inmunizados
con vacunas preparadas a partir de cultives de
células, lo que podria llevar a ensayos falso

positivos. De hecho, se han informado resultados -

positivos obtenidos por IDGA en sucros de animales
luego de la vacunacién (2, / 1, 30). Este problema se
acentud cuando se intentd aplicar una técnica mas
sensible como ELISA (3).

El reemplazo del VIAA por antigenos no
estructurales expresados en bacteria es de consi-
derable interés. Como las proteinas se obtienen a
partir de fragmentos gendmicos que codifican
especificamente paracadaunade ellas, su expresion
proporciona productos molecularmente definidos.
Esto elimina una potencial contaminacion con
proteinas estructurales o con polipéptidos de BHK,
que podrian llevar a resultados positivos con sueros
de animales vacunados. La simplicidad con que
pueden obtenerse grandes cantidades del material,
facilita la purificacion a homogeneidad, de tal
forma que pueden emplearse métodos inmuno-
enzimaticos altamente sensibles sin comprometer
la especificidad de las reacciones. Ademas, los
cultivos bacterianos requieren menos espacio,
tiempo y esfuerzo que los de células eucariotas y
son considerablemente mds econdémicos. La
absoluta inocuidad del ensayo es particularmente
relevante en regiones libres de fiebre aftosa, ya que
no hay VFA infectivo o no infectivo involucradoen
ninguna etapa del procese de produccion de los
antigenos. Esto ¢limina la necesidad delaboratorios
de alta seguridad de elevado costo. Finalmente,
pueden prepararse facilmente sondas serologicas
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de cualquier polipéptido no estructural a través de
técnicas de ADN recombinante. Asi, estudiandola
respuesta de anticuerpos del hospedador hacia las
diferentes proteinas durante las varias etapas de la
persistencia, pueden identificarse cudles de estos
antigenos serian mas aptos para un potencial uso
en diagnostico.

USO DE UNA ARN POLIMERASA
EXPRESADA EN BACTERIAS EN UN
ENSAYO INMUNOENZIMATICO DE
ELECTROTRANSFERENCIA (EITB)

Dada la estrecha relacion entre el VIAA yla
ARN polimerasa viral (3D) (37,32}, sc llevarona
cabo intentos de expresar esta tiftima en bacterias.

Para obtener el antigeno mas adecuado para
ser usado como sondascroldgica, fue construido un
vector deexpresidén queincluia ADN que codificaba
para la polimerasa 31> completa (29). Este vector
llevaba et promotor inducible pL del bacteriéfago
Lambda, delante de la secuencia consenso de
Shine Dalgarno. La polimerasa expresada contenia
solo un animoacido adicional, ka metionina N-
terminal, y fue purificada a partir de la fraccién
soluble de los exiractos bacterianos por
cromatografia en columna defosfocelulosa seguida
de otra columna de poli(U)- Sepharosa. La proteina
3D purificada fue usada luego en un ensayo de
EITB para identificar la presencia de anticuerpos
anti-polimerasa en suero de animales persisten-
temente infectados en forma experimental (29),

El EITB combina la capacidad resolutiva de
la electroforesis en gel con la sensibilidad y
especificidad de lasreacciones inmunoenzimaticas.
El antigeno no marcado es resuelto mediante una
corridaelectroforéticay transferido auna membrana
denitrocelulosa. Luego de bloquear sitios de unidn
inespecificos en la membrana, se lleva a cabo la
reaccién inmunoenzimética incubando el suero
problema (no marcado), seguido de un segundo
anticuerpo acoplado a una enzima que funciona
como reactivo de deteccion.

Como se muestra en los gjemplos de 1a figura
7, 1a unién de los anticuerpos al antigeno 3D
ocurridé durante todo ¢l e¢stado persistente,
manteniéndose inclusive a tiempos tardios. En
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Figura 7. Reactividad de los antigenos no estructurales 3A, 3B, 2C,
3D y 3ABC, producidos por bioingenieria, con suero de animales
infectados con VFA. Con un punto de indican el aislamiento de virus
de fluidos OP (OP) y las determinaciones positivas de VIAA (IDGA),
7 ng/mm de cada uno de los antigenos no estructurales purificados,
obtenidos por expresién en bacteriacomo se describi6 anteriormente
(29), fueron separados en un gel de poliacrilamida 12,5% (SDS-
PAGE). Latransferencia elecroforética a papel de nitrocelulosa, y la
reaccién inmunoenzimitica, se llevaron a cabo como fue descripto
anteriormente (29). Sueros de animales infectados fueron analizados
a varios dias posinfeccién (DPI). Calle 1, 7 DPI; calle 2, 42 DPI; calle
3, 154 DPI; calle 4, 231 DPI; calle 5, 280 DPI; calle 6, 315 DPI; calle 7,
448 DPI; calle 8, 546 DPI; calle 9, 602 DPI; calle 10, 644 DPI; calle 11,
742 DPI. Las tiras con controles inclufan sueros negativos para VFA
provenientes de: bovino previo a la infeccién (calle 0); animales
revacunados a 30 dias luego de la primovacunacién, calles 12 y 13;
regiones libres de FA, calles 14 y 15,
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estos tiempos todas las reacciones obtenidas con el
ensayo convencional de IDGA fueron negativas y
solo ocasionalmente se recuperd virus de fluidos
OP. La alta especificidad del EITB fue indicada
por la falta de reactividad de suero de animales sin
previa exposicién al VFA o a sus antigenos virales,
incluyendo muestras de animales infectados con
una variedad de virus bovinos (6).

A pesar de su mayor sensibilidad, el EITB
eliminé un niimere considerable de resultados
positivos generados por IDGA con sucros de
animales luego de lavacunacion(6). Considerando
que el VIAA usadoes solo parcialmente purificado
de células BHK infectadas, los resultados de IDGA

sugieren que trazas de polipéptidos de la capside
del VFA, o de antigenos de BHK, podtian haber
sido reconocidas por ¢l suero deanimales inoculados
con vacunas producidas en BHK, llevando asi a
resultados falso-positivos.

Sin embargo, la presencia de polimerasa
residual en algunas preparaciones de vacunas fue
sugerida por la reactividad ocasional dela proteina
3D expresada con sueros de animales luego de la
vacunacion. Los intentos para superar esta limi-
tacion han incluido el uso adicional de otros
antigenos no estructurales virales obtenidos por
bioingenieria tal como se describe en la préxima
seccion,
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USO DE LOS ANTIGENOS NO
ESTRUCTURALES 3A, 38, 2C y 3ABC
EXPRESADOS EN BACTERIAS,

EN EL EITB

Para obtener los antigenos no estructurales
del VFA 3A, 3B, 2C y 3ABC, por medio de
técnicas de ADN-recombinante, regiones definidas
del genoma del VFA, fusionadas al extremo N-
terminal del gen de la polimerasa de MS2, fueron
expresadas enbacteriasbajo el control del promotor
inducible pL del bacteriofago Lambda (37).

Como ocurrieracon el polipéptido expresado
3D, la unién de los antigenos anteriormente
mencionados a los anticuerpos resultd positiva
aun en etapas tardias de la persistencia (figura 7).
Nuevamenie, no se detectd reaccién con sueros de
regiones libres de ficbre aftosa, inclusive sueros
con alto titulo de anticuerpos para otros varios
virus bovinos, tanto a ARN como a ADN.

Los suecros de animales luego de la
vacunacion, que resultaron positivos por IDGA
usando VIAA, incluyendo aquellos que mostraban
una reactividad por EITB con la polimerasa
recombinante, no dieron reaccion detectable con
de los antigenos 3A, 3B, 2C 6 3ABC. Asi, se
sugiere que el uso tanto de la polimerasa
aisladamente cuanto del VIAA usado tradicio-
nalmente, no es adecuado para distinguir si la
seropositividad de las muestras de campo es

atribuible a infeccion o vacunacién, De hecho,

aunque el EITB es considerablemente mas sen-
sible, el uso del IDGA lievd a una sobrestimacion
sustancial de bovinos persistentemente infectados
provenientes de regiones endémicas, posiblemente
debido a l1a reactividad de muestras de animales
tuego de la vacunacion. Esto indicd claramente la
relevancia del uso de antigenos no estructurales
seleccionados del VFA para identificar sueros de
animales infectados sin ambigiiedades (6).

Otra caracteristicaimportante de esta técnica
es que con un Gnico ensayo serologico puede
detectarse la infeccion con cualquier serotipo del
VFA.

Los estudios descriptos demostraron gue, a
pesar dela alta sensibilidad que posee el EITB para
identificar anticuerpos remanentes luego de la
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infeccion, este es un ensayo altamente confiable
para eliminar falsos positivos detectados por el
IDGA. De esta forma, como ¢l EITB es capaz de
identificar la ausencia de actividad viral, su
aplicacién seria particularmente importante en
areas de Américadel Sur dondeexisten programas
de erradicacion en vigencia, particularmente en
tegiones que se encuentran proximas al recono-
cimiento internacional como area libre de FA,y
especialmente durante las daltimas etapas de
vacunacidénsistematica y las primeras etapas luego
de la suspension de la vacunacién. Asimismo, se
evitaria un gran ntmero de resultados falso-
negativos por IDGA durante las pruebas para
importacidn/exportacion, simplificando sustancial-
mente este proceso.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Aunque lasinfecciones persistentes del VFA
sonampliamente reconocidas, no se han establecido
con exactitud, ni la incidencia en el campo, ni la
duracidn real de las mismas. La razon para este
insuficiente conocimiento de temas tan importantes,
es la dificultad para obtener un diagnéstico
inequivoco de tales infecciones.

Las técnicas moleculares han permitido me-
jorar significativamente el diagnoéstico dela persis-
tencia del VFA, De hecho, el métedo de PCR puede
alcanzaruna sensibilidad equivalente a 102DICT, |
(). Ademas, ¢l desarrollo de métodos inmuno-
enzimaticos junto con el uso de sondas serolégicas
purificadas obtenidas por bioingenieria permiten
detectar anticuerpos en sucros de animales
infectados persistentemente con VFA en etapas
tardias, con alta sensibilidad y especificidad.

La implementacion de estos métodos alta-
mente sensibles y especificos seria de enorme
importancia para identificar Arcas libres de FA,
para las pruebas de control de importacién/
exportacidn, como asi también como herramienta
epidemioclégica para establecer la incidencia dela
persistencia del VFA en el campo. Sin embargo,
una interpretacién precisa de estos métodos que
mejoran tanto la deteccion del material gendmico
viral, cuantola de anticuerpos especificos contra el



virus, deberia estar acompafiada de un enten-
dimiento profundo de los mecanismos moleculares
¢ inmunolégicos que tienen lugar durante el estado
persistente en el animal. ‘

Cuando se trata de enfoques inmuno-
enzimdticos, hay que tener en cuenta que la
deteccion de anticuerpos anti-virus indica una
replicacion viral que tuvo lugar en el pasado, pero
que no necesariamente se mantiene, De hecho, la
mayoria delos animales persistentemente infectados
con VFA en etapastardias, con respuesta serolégica
positiva, no dieron resultados positivos de
recuperacién viral, medida por el ensayo de
infectividad (figura 7) (29). Sin embargo, se han
obtenido resultados positivos porhibridacién entre
estas muestras (figura 4). Aparentemente, esto
ocurriria pues la persistencia del VFA podria
originar la presencia de una alta proporcién de
mutantes virales no infectivas o de genomas virales
incompletos en fluidos OP, como se demostré para
cultivos celulares persistentemente infectados con
VFA (12). Esto podria explicar la dificultad que
existe para aislar virus infectivo a partir de fluidos
OP durante las etapas tardias del estado persistente
(14,23,29).

Las técnicas de ADN recombinante no solo
han contribuido significativamente para mejorar
el diagnéstico de las infecciones subclinicas del
VFA, sino que han permitido también un avance
importanie en el estudio de los mecanismos que
tienen lugar durante la replicacién del virus en
animales persistentemente infectados. Estas
investigaciones se encuentran actualmente en una
fase muy dindmica.

La interpretacién precisa del significado
epidemiolégico del estado persistente en el campo,
serd el resultado de combinar un diagnéstico
inequivoco junto con un conocimiento profundo de
los mecanismos de persistencia viral y transmisién
que actiian en el campo.
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