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PARA LA PRODUCCION DE VACUNAS
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Resumen.

Tres cepas del virus de la fiebre aftosa (FA), subtipo A, Cruzeiro, usadas para la

produccién devacunas, se compararon entre sf por mapeamiento T, (fingerprinting)y por electroforesis
en geles de poliacrilamida de las proteinas de la capside. A pesar de resultar indistinguibles por
ensayos de fijacién de complemento, el mapeamiento T, mostrd variaciones genémicas entre ellas,
que alcanzaron valores de hasta 4.0%. Estas diferencias se refiejaron en la movilidad electroforética
de la principal proteina inmunogénica VP,. En una de las cepas, los padrones de migracién de las
proteinas estructurales VP, y VP, también fueron afectados. Los resultados ilustran la diversidad
gendémica potencial entre cepas usadas para la produccién de vacunas contra la FA.

Elcontrol delaficbreafiosa (FA)enregiones
endémicas se basa, en parte, en la inmunizacion
sistemdtica con vacunas inactivadas quimicamente.
A pesar de ser efectivas, su produccién y uso s¢ ven
afectados por Ia extensa diversidad antigénica del
virus. Existen 7 tipos serologicamente distinguibles,
distribuidos en forma no uniforme en el mundo
(21). En la mayoria de las regiones, vacunas para
dos o mds serotipos son usadas de rutina en la
profilaxis.

Cada serotipo comprende un mimero siem-
pre creciente de subtipos, los que surgen con mayor
frecuencia dentro del grupo A (20, 23). Notodas las
variantes dentro de un subtipo proporcionan
proteccion cruzada. Contrariamente, vacunas
derivadas de ciertas cepas pueden proteger contra
virus pertenccientes a mas de un subtipo (17, 19).
Esto ilustra 1a necesidad de seleccionar cepas vacu-
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nales que sean capaces de neutralizar efectivamente
un rangode muestras de campo tanamplio como sea
posible. De hecho, generalmenie se acepta que
nuevas variantes antigénicas que surgen enel campo
pueden controlarse usando vacunas que inducen
anticuerpos con amplio rango de reactividad.

Una vez que la variante de la cepa vacunal
adecuada ha sido seleccionada, la preocupacion
mayor es ascgurar su estabilidad duranie la
produccion delavacuna. Esteproceso generalmente
involucra miltiples ciclosde crecimientoen cultivos
celulares, Sin embargo, durante el pasaje del virus
en lineas celulares se ha demostrado variacién
potencial del VFA. Asi; diversos autores (3, 10, 15),

_observaronvariantes de placa asociadas con cambios

antigénicos luego de pasajes en células de rifion de
criade hamster (BHK), mientras que Sobrinoy cols.
(25), describieron el surgimiento de variantes
gendmicas. - )
Debido a que la diversidad es en si misma el
resultado de Ia variacion genética (revisidon en
Domingo y cols.8), la aplicacién de métodos
moleculares constituye una valiosa herramienta
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para estudios de variabilidad, ya que éstos son
capaces de identificar mutaciones gendmicas que
pueden llevar a cambios antigénicos.

Para obtener informacién preliminar acerca
del impacto que la diversidad del VFA tiene ¢n
cepas vacunales individuales, fueron analizados los
mapas T, del ARN gendmico, y la movilidad
electroforética en geles de poliacrilamida (PAGE)
de las proteinas estructurales, de tres cepas vacunales
subtipo A,, Cruzeiro. Como muestranlos resultados,
ha sido posible establecer diferencias gendticas
sustanciales entre dos de las cepas estudiadas.

MATERIALES Y METODOS
Células y virus

En este estudio fueron usadas tres cepas
virales pertenecientes al subtipo A,, Cruzeiro, y
designadas A,, Cruzciro Brasil 1/55 (A, 1/55),A,,
Cruzeiro Brasil 2/55 (A,, 2/55), y A,, Cruzeiro
Brasil 3/55 (A,, 3/55). Las dos primeras, han sido
usadas en la produccion de vacunas en el Centro

Panamericano de Fiebre Aftosa, siendo la cepa A,

1/55 la que se encuentra actualmente en uso, La
cepa A,, 3/55 fue obtenida del Animal Virus Re-
search Institute, Pirbright, Reino Unido. Los virus
fueron pasados en cultivos de monocapas de células
BHK-21, clon 13, el minimo namero de veces
requerido para los estudios. '

Aislamiento del ARN y mapeamiento T,

El marcado radioactivo del ARN del VFA
con P y la extraccién del ARN citoplasmatico
fucron llevados a cabo como fuera descripto
anteriormente (/). El método usado para la
separacion de los oligomucledtidos resistentes a T,
fue una modificacién de técnicas anteriores Y se
realizé como fuera descripto (2).

Electroforesis en geles de poliacrilamida de las
proteinas estructurales de los virus

Lasproteinasestructurales fueron preparadas
para cada cepa, mediante infeccion de monocapas
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de células BHK-21 a una multiplicidad de infeccién
de 10 UFP/célula. Luego de registrado efecto
citopitico completo, el medio, congelado y
clarificado, fue agitado con triclorotrifluoretano al
10%y centrifugado a 10.000 x g durante 15 min a
4°C, yelsobrenadanteajustado auna concentracion
final de tampén NET (10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 100

" mM NaCl, ] mM EDTA).

Los virusse concentraron por centrifugacion
através deun colchén de sacarosaal 20%entampén
NET, a 95.000 x g, 3 h a 4°C. El pellet fue
resuspendido en el mismo tampén, y seguidamente
purificado por sedimentacion en gradiente de
sacarosa, de acuerdo con Denoya y cols., (6).

Losviriones (2 ug) fueron desintegrados por
tratamiento a 90°C durante 2 min en un tampdn
conteniendo 80 mM Tris-HCI, pH 6,8, 10% dodecil
sulfato de sodio (SDS), 8M urea, 1,2 M 2-
mercaptoetanol, 20% glicerol y 0,02% de azul de
bromofenol. Las proteinas fueron resueltas por
electroforesis en SDS-12,5% PAGE, (14)
conteniendo urea 8M (SDS-urea-PAGE).

RESULTADOS

Fingerprinting T, de los ARNs de las cepas
vacunales A '

La Figura 1A muestra los mapas T, de los
ARNs de las cepas vacunales A, 155y A, 2/55.
Una representacién esquemdtica de las diferencias
entre las dos cepas se resume en la Fig. 1B. Los
oligonucledtidos adicionales y faltantes se
catalogaron y los resultados se presentan en la parte
C de Ia figura. En forma similar, se presentan las
comparaciongs entre las cepas A,, 1/55y A, 3/55,
asi como entre las cepas A, 2/55y A 3/55enlas
Figs. 2 y 3, respectivamenie.

A pesar de que los tres virus son indistin-
guibles por ensayos de fijacién de complemento,
cada ARN posee oligonucledtidos tnicos, y el
nimero de cambios totales de oligonucledtidos
estimado como fuera descripto por Nakajima 'y col.
(6)varibentre2.5 (entre lascepas A, 1/55y A, 3/
55)y 32,5 (entre lascepas A,,2/55y A, 3/55). Estas
diferencias representan variaciones en 0,3-4,0% de
nucledtidos en el genoma (Cuadro 1).
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FIGURA 1. Comparacién de los fingerprints de los oligonucledtidos resistentes a T, de los ARNs de los VFA A, 1/55y A, 2/55.
A. Autoradiografia de los oligonucleotidos marcados con 2P y resistentes a ribonucleasa T, de los ARNs indicados,

B. Anilisis comparativo de los fingerprints de los virus Indicados en la figura. La identidad de manchas (oligonucledtidos) en las
diferentes muestras fue confimmada, cnando fue preciso, por medio de co-electroforesis de mezcl: [
equivalentes de digestos de ARNasa T . Lalinca negra marca un limite arbitrario cntre los oligonucteotidos pequeiios y los grandes,
éstos ulltimos (48 en la cepa A, 1/55) usados en las compuraciones, Cédigos para el anilisis comparative: los circulos negros
numerados corresponden a oligc ledtidos presentes en ambas cepas. Los nduneros circulados en fondo blance y los niuneros no
circulados representan olig ledtidos pr te en bu cepa A, 1/55 6 A, 2755, respectivamente.

C. Catalogp de oligonucledtidos adicionales y faltantes de la cepa A 2/55 coni respecto a la A, 1755, Sole se incluyen aquelios cu los
que se observaroa diferencias. :

o

OLIGONUCLEQTIDOS FALTANTES EN A,, 2/55 0102 (03|04)06| 07| 08] 0810 11 [12 [13 [14 (15 | 17| 18] 2 28[ 30|32|33 l 39l 42]

FrR oy

contenicndo ¢

£ 1

S

Bol. Centr: Panam. Fiebre Aftosa, 58, 1992



74 .

* A24 1/55

CLIGONUCLECTIDOS ADICIONALES EN A, 3/55 149 SU}

OLIGONUCLECOTIDOS FALTANTES EN A,, 3/55 42

FIGURA 2. Comparacion de los fingerprints de los oligonucicitidos resistentes a T, de los ARNs de Jas cepus de VIA A 1SSy A,
3/55, Las especificaciones son como en ka Fig. 1.

A. Autoradiografia de los oligonucledtidos marcados con P y revistentes a vibonucleasa T, de los ARNs indicados.

B. Los ninteros circulados en fondo blanco indican a oligonucledtidos presentes solamente en lu cepa A,, 1/55; los nimeros sin
circular denotan oligonucledtidos pertenecientes solamente a la cepa A, 3/55. ‘

C. Catalogo de oligonucleotidos adicionales y faltantes de ka cepa A, 3/55 con respecto a ba cepa A, 1/55.

Trinidad et al.



En los virus A, 1/55 y A, 3/55, los
polipéptidos estructurales VP, (1B) y VP, (1C)
mostraron padrones de migracion indistinguibles.
Sin embargo, se observd una movitidad electro-
forética aumentada de estas proteinas, cuando las
cepas mencionadas se compararon con la A,, 2/55.

DISCUSION

Los resultados presentados en este trabajo
proporcionan evidencia de 1a heterogeneidad entre
cepas del VFA subtipo A, usadas en la produccién
de vacunas. Esta variaciéon genética afectd a la
proteina inmunogénica VP, come muestran los
resultados de SDS-urea-PAGE (Fig. 4), v de
secuenciamiento de nucledtidos (manuscrito en
preparacion).

A pesarde que no sedispone de informacion
detallada acerca de los pasajesen cultivo de células
a que fucron sometidas estas cepas vacunales, los
cambios observados pueden ser atribuidos a sus
diferentes historias de crecimiento.

De hecho, se ha demostrado el surgimiento
de variantes genéticas con propiedades antigénicas
y/o inmunogénicas alteradas durante la replicacion
del VFA en cultivos celulares (12, 13, 24, 25)
inclusive Iuego de una extensiva purificacion por
plaqueo (27), o en ausencia de anticuerpos
especificos contra el virus (7).

Asimismo, seha descriptovariacion genética
como el resultado de la adaptacion del VFA a

diferentessistemas celulares susceptibles. Rowlands

ycols. (22) informaron que un niimero de variantes
delaregién de VP, reconocida como inmunogénica,
eran seleccionadas luego de un Unico pasaje en

“células BHK de una cepa de VFA, subtipo A,
derivada de bovino. También se describieron (26}
-variaciones en esta region, entre distintos clones de
cADN de los subtipos A, y A,,. Bolwell y col, (4)
mostraron la seleccidn de una variante antigénica
dei VFA, A, Traq 24/64, que contienctres diferencias
de codificacion de la proteina de la chpside VP,
luegodela adaptaciondel virus de cultivocelularen
monocapa a suspension. La cepa adaptada a
monocapa inducia anticuerpos que neutralizaban
efectivamente un rango mas amplio de variantes de
campo, que Ia adaptada a suspensidn,
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CUADRO 1, Comparaciones apareadas entre las tres cepas.

A, 1/55 AL 2S5 A, /55
A, 155 - 31,5 25
A, 255 3.8 - 325
A, 355 0.3 4,0 -

Nota: Cambios totales de oligonucledtidos (arriba a derecha)
estimados como fuera descripto por Nakajima y cols., (16), ¥
porcentaje de variacién caleulade suponiendo que se analiza el
10% del genoma, y que los oligonucledtidos grandes son
representativos del genoma completo (abajo a izquierda).

Consecuentemente, ¥ concordando con los
resultados presentados en este trabajo, fas.cepas
vacunales pueden mostrar diferencias entre lotes,
deacuerdoasu historiade pasajes. La heterogeneidad
entrepreparaciones viralesusadas parala produccion
de vacunas en Espaiia también ha sido informada
(9. o
Resultados previos de Cowan y cols., {5)
sugirieron que la fijacion de cambios antigénicos
relevantes puede impedir la inmunogenicidad
esperada de las vacunas, Estos autores asociaron 10§
cambios antigénicos ocurridos al cultivar VFA en
células BHK, con una disminuida habilidad para
inmunizar contra el virus parental. En contraposi-
cién, Parry y cols. (/7), noencontraron corrélacion
entre variantes antigénicas y aparente desempeiio
en prucbas de potencia, de 18 cepas vacunales
adaptadas a células BHK en suspension. Se estan
continuando los estudios para.establecer si las
modificaciones observadas en las tres cepas
vacunales analizadas en este trabajo, afectaron su
inmunogenicidad, B

Apesardequelaheterogeneidad és inherénte
alas poblaciones de VFA, el surgimiento de nuevas
variantes antigénicas durante Ja producciéon de
vacunas podria minimizarse reduciendo el niimero
de ciclos de crectmiento viral, en un sistema seed
{ot, Sin embargo, en ¢} caso del procedimiento de
Frenkel, esto no es practicable y se ha registrado
variacion luego de los continuos pasajes que son
inherentes al sistema (/8).

Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa, 58, 1992



76

A2 2 5
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FIGURA 3. Comparacién de los fmg'erprhlts de los oligonucledtidos resistentes o T, de los ARNs de las cepus de VEA A, 2/58 y
A, 3/55, Las especificaciones son como en la Fig. 1.

A. Autoradiografia de los oligenucleotidos marcados coi P y resistentes u ribonucleasa T, de los ARNs indicidos.

B. Los nameros circulados en fondo blance indican a oligonucledtidos presentes solamente en la cepa A, 3/55; los niimeres

sin circular denotan oligonucledtidos pertenecientes solamente a la cepa A, 2/55.

C. Catiloge de oligonucledtidos adicionales y faltantes de la eepa A, 2/55 con respecto a la cepa A, 3/55.

-

28 {30 [2 |33 [0 {40 [50]

OLIGONUCLEOTIDOS FALTANTES EN A, 2/55 1 01(021 03| 0410607 08 [09( 101t |12 [13 [14 [15{17 | 19 |2
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FIGURA 4. Amiiiéis de los polipéptidos estructurales de las cepas estudiadas en
SDS-urea-PAGE. M: Marcadores de peso molecular.

Debe notarse que, aunque ni los mapas T, ni
el analisis por SDS-urca-PAGE pueden correla-
cionarse con inmunogenicidad y/o proteccidén in
vivo, resultaron herramientas Gtiles para un control
preliminar de la estabilidad de la cepa vacunal.
Adicionalmente, la caracterizacion molecular
permite una precisa. correlacién entre cepas
vacunales y los virus que surgen en el campo (3).

~ Desde un- punto de vista practico, estos
“estudios enfatizan la necesidad de controlar los
stocks de virus usados para la produccion (y el
desafio) de las vacunas. Esto es particularmente
importante en vista de la nueva tendencia de
seleccionar cepas vacunales de amplio espectro
(incluso para serotipos altamente labiles como el
A), para su uso en regienes geograficas extensas,
como Sudamérica.
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