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LA GFRA EN BANGKOK

2019: discusiones sobre la
Fiebre Aftosa

por Alejandra Capozzo

Uno de los objetivos de las reuniones de GFRA es
discutir la ciencia detras de la fiebre aftosa.
Nuestras reuniones bienales sirven para reunirnos,
compartir nuestra investigacion y debatir los
aspectos relacionados con los nuevos hallazgos. Esto
es algo dificil de lograr durante este tipo de
encuentros, ya que los horarios son ajustados y
muchas veces, no queda tiempo para preguntas. En
muchas ediciones previas tuvimos sesiones de
discusion notablemente interesantes durante los
cierres, muchas veces liderados por el Dr. Cyril Gay,
uno de los fundadores de GFRA. Estas discusiones
fueron muy apreciadas por la audiencia y nos dieron
una idea de lo que mas se necesitaba: espacio para

compartir nuestras ideas y opiniones.
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En este sentido, nuestra tltima reunion en Bangkok fue organizada para maximizar las

discusiones. El comité cientifico, dirigido por Mariano Pérez-Filgueira de Argentina, decidio

dejar tiempo para las discusiones al final de cada sesion. Para ello, se organiz6 una "sala de

estar" en el escenario, donde todos los oradores tomaron asiento y la audiencia fue

ordenandose para hacer sus preguntas a través de los micréfonos de pie ubicados en los

pasillos. Fue sorprendente ver la dinamica de esta actividad y la forma en que fluia a medida

que se volvia mas y mas familiar para la audiencia. Cada sesién comenz6 con una breve

introduccion realizada por los presidentes. Esto ayud6 a poner un marco para la sesion.

Asi, cada charla pudo continuar sin interrupciones 'y
al final los moderadores y oradores (investigadores
principales, cientificos  jovenes, estudiantes
graduados), todos se sentaron juntos en la "sala de
discusion”, respondiendo y compartiendo ideas con
la audiencia. Sin duda, un desafio para los jovenes,
particularmente aquellos de paises que no hablan
inglés, que lucharon un poco pero valoraron la

oportunidad.

Fue sorprendente ver la
dinamica de esta
actividad y la forma en

que fluia a medida que se
volvia mas y mas familiar
para la audiencia.

Anna Ludi, Cecilia Turco, Dachrit Nulibol, Yanmin Li, Michiel Harmsen y Pamela
Opperman, discutiendo durante una de las sesiones de diagnostico de la reunion
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Supimos por los comentarios de los asistentes que esta modalidad fue bien aceptada y
valorada. Mantendremos esta idea para nuestra proxima reunion de GFRA que se
celebrara en Buenos Aires en 2021. Incluiremos, por supuesto, el toque de la hospitalidad

argentina, un buen Malbec y una excelente carne asada. Esperamos verlos a todos en

Buenos Aires, para seguir manteniendo viva "la discusion sobre la fiebre aftosa".

NOTICIAS Y OPINIONES

. QOcurren cosas buenas cuando los
socios de la GFRA trabajan juntos

Sy

N por Wilna Vosloo
Investigadores del Laboratorio Australiano de
Sanidad Animal (AAHL) y del Friedrich-Loeffler-
Institut (FLI) en Alemania estan investigando
conjuntamente medidas para garantizar el
transporte seguro de muestras de tejido epitelial
de granjas infectadas, sin comprometer la
integridad de la muestra. Estos estudios sobre
protocolos simples pero efectivos de inactiva-
cién o preservacion serviran para evitar la
propagacion del VFA durante el transporte de

muestras de brotes en paises libres de FA, como

Alemania y Australia. Ademas, garantizara que
los laboratorios estatales, donde se pueden Nagendra Singanallur del AAHL,
analizar estas muestras, no sean puestos en feliz en el laboratorio del FLI
cuarentena cuando reciban muestras positivas, y

puedan continuar con su trabajo de diagnostico.

. Los dos socios de GFRA también estan

Estos estudios sobre protocolos
simples pero efectivos de
inactivacion o preservacion
serviran para evitar la

investigando la supervivencia del VFA en
diferentes condiciones ambientales para
ayudar con el modelado de dispersion. Estos
datos nos ayudaran a rastrear mejor las

propagacion del VFA durante el
transporte de muestras de
brotes en paises libres de fiebre
aftosa

posibles fuentes de transmision de virus
durante los brotes, teniendo en cuenta las
condiciones climaticas (temperatura y
humedad) en momentos especificos.
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En el transcurso de los tltimos dos anos, los investigadores de AAHL visitaron y
trabajaron con expertos de la FLI durante periodos prolongados, y establecieron
relaciones valiosas que fomentaron la discusion de nuevas colaboraciones beneficiosas
para Alemania y Australia. Esta fructifera colaboracion es un ejemplo de dos socios de la
GFRA de diferentes continentes que combinan recursos para alcanzar un objetivo coman
y de beneficio mutuo para mejorar las medidas de control de la fiebre aftosa.

El nuevo laboratorio de referencia de la

Unién Europea para Fiebre Aftosa
por el Laboratorio de Referencia de la UE para FA (FMD EURL)

En 2019, el nuevo Laboratorio de referencia de la Union Europea para la Fiebre Aftosa,
organizo el primer Test de Proficiencia (PT) Europeo (EU-PT) en nombre de la Comisiéon
Europea, Direccion General de Salud y Proteccion del Consumidor (DG-SANTE). Esta
reunion fue abierta a todos los Laboratorios Nacionales de Referencia (NRL) y a los
Laboratorios Oficiales (OfL) de los Estados miembros de la UE, pero también a los de los
paises candidatos a la UE y paises vecinos. Treinta y siete laboratorios participaron en
este PT, y la EuFMD financio6 el envio de paneles a 7 laboratorios de paises vecinos. La
innovacion de este PT se baso en el uso de LEILA, la herramienta de gestion y monitoreo
en linea para las pruebas entre laboratorios desarrollada por ANSES. Esta plataforma en
linea esta especificamente dedicada a la organizacién de PT, desde el proceso de
registro hasta la difusion de resultados individuales, lo que permite una comunicacion
eficiente entre los participantes y el EURL en todo momento (https://leila.anses.fr). En
el ejercicio se present6 el escenario de un brote de fiebre aftosa, brindandoles a los
participantes la posibilidad de solicitar diferentes paneles de muestras para procesar
con todas las técnicas que consideraran apropiadas y desearan probar (aislamiento viral,
biologia molecular, serologia, etc.). Este EU-PT ayudo6 a una mejor comprension de las
fortalezas y necesidades de cada laboratorio de la UE, brindandole al EURL las

herramientas para ayudarlos mejor en su tarea como NRL o OfL de la UE.

Los resultados de este EU-PT, asi como los
resultados del FMD EU-PT 2018 realizado por el
Instituto Pirbright se discutieron durante el Taller

La innovacion de este primer
test de proficiencia europeo
se baso en el uso de LEILA,

una herramienta de gestion y
monitoreo en linea para de octubre. Todos los NRL y OfL que participaron

anual (WS) realizado por el FMD EURL a principios

pruebas entre laboratorios en el EU-PT de 2019 fueron invitados a reunirse
desarrollada por ANSES y en el campus de ANSES en Maisons-Alfort para el
especificamente dedicada a evento. Este ano, el evento fue un taller conjunto
la organizaci(’)n de PT VSV-FMDV-SVDV, que reuni6 a 56 participantes

de toda Europa y el mundo durante dos dias.
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El programa del evento incluy6 debates sobre los resultados de los PT de 2018 y 2019, los
avances en métodos analiticos y en el conocimiento tedrico de las enfermedades y los
agentes virales, actualizaciones sobre la epidemiologia de las enfermedades, diagnostico
diferencial y resultados de las encuestas de campanas vacunales realizadas en paises
vecinos de la UE. Los invitados de los paises vecinos de la UE, asi como de los EE. UU.,
brindaron su experiencia sobre su situacion epidemiologica local y comentarios sobre las
diferentes iniciativas presentes en cada territorio para combatir la fiebre aftosa y la VSV.
La organizacion del taller de dos dias fue apoyada por la Comisién Europea,
representada por el Dr. Alf Fissel, quien asistio y presidio este Taller VSV-FMD-SVDV.

Foto grupal de los participantes durante el primer Test de
Proficiencia Europeo (EU-PT)

El Dr. Fissel recibi6 un regalo de jubilacion firmado por todos los participantes como un
reconocimiento por su compromiso junto con los laboratorios europeos de FA a lo largo
de los anos. También se ofrecié un regalo al Dr. Donald King y a la Dra. Anna Ludi en
nombre de los laboratorios europeos de FA, para agradecerles por los muchos anos de
gran trabajo que lograron como EURL. EI EURL para la FA quisiera agradecer a todos los
oradores por sus interesantes presentaciones y por las excelentes discusiones durante
estos dos dias, y a la CE por su apoyo. Estas discusiones permitieron establecer una
vision comun de los desafios enfrentados y exponer los problemas y expectativas de los
laboratorios de la UE de VSV-FA-SVDV. Como resultado, se espera que la comunicacion

sobre esos temas ayude a reforzar la red europea de vigilancia de la FA en el futuro.
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Contribuciones de la reunién de
la GFRA a nuestras carreras

por Maria Cruz Miraglia, Cecilia Turco y Guido Molina

La reunion cientifica de GFRA nos dio la
posibilidad de mejorar nuestras capacidades
para hacer presentaciones orales en un idioma
extranjero, asi como para debatir y responder
las preguntas de expertos en fiebre aftosa de
todo el mundo. Si bien antes hemos
investigado sobre diferentes aspectos de la
inmunidad, las herramientas biotecnologicas,
la biologia molecular y la virologia general,
nuestro trabajo se ha centrado en el VFA solo
los Gltimos 2 afios. La experiencia de
interactuar cara a cara con expertos de la
investigacion de la FA fue uno de los beneficios
mas importantes de esta conferencia y produjo
un gran impacto en el desarrollo de nuestra
carrera cientifica. También consideramos que
el intercambio de conocimiento que surgioé de
las opiniones, preguntas y comentarios de los
participantes condujo a nuevos analisis de los

resultados con una perspectiva diferente.

Para continuar trabajando en el desarrollo de
herramientas para la prevencion y el control de
la fiebre aftosa, fue muy enriquecedor conocer
los diferentes enfoques que se emplean
actualmente en todo el mundo y los desafios
para abordar el disefio y el uso de vacunas en

diferentes regiones.

Una de las misiones de la GFRA es
establecer y mantener
asociaciones de investigacion
globales para generar
conocimiento cientifico y
descubrir herramientas para
prevenir, controlar y erradicar
con éxito la fiebre aftosa. En este
contexto, los programas de
financiacion son esenciales y
permiten a los nuevos
investigadores la posibilidad de
interactuar y debatir con otros
profesionales en este campo. El
apoyo financiero otorgado por el
comité organizador de la GFRA
permitio a Cecilia, Maria Cruz y
Guido, becarios posdoctorales de
Argentina, asistir a la reunion
cientifica de GFRA en Bangkok,
Tailandia. En este informe, estos
tres jovenes investigadores del
Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA) en Buenos
Aires, comparten parte de sus
trabajos y nos cuentan como esta
oportunidad les influyo, tanto
personal como profesionalmente.
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Todo este aprendizaje es primordial para decidir el curso de nuestros proyectos. Mas
aun, algunos expertos nos dieron sugerencias muy utiles habiendo ya recorrido estos
mismos caminos antes, con enfoques diferentes pero con objetivos similares.
Especificamente, las opiniones sobre el modelo de ratdon o la complejidad de la
inmunologia porcina fueron temas muy interesantes. Algunas companias biotecnoloégicas
también estuvieron presentes y pudimos hablar con sus representantes y mantener en
contacto después de la reunion. Esta interaccion fue beneficiosa para ambas partes vy,
en nuestro caso, aprender en términos de la regulacion y estabilidad para un antiviral o

una vacuna fueron especialmente Gtiles para el curso de nuestras investigaciones.

Guido Molina, Marie Gismondi, Maria Cruz Miraglia, Guido Konig,
Alejandra Capozzo, Mariano Perez Filgueira y Cecilia Turco, la delegacion
de INTA en la reunidon cientifica de la GFRA en Bangkok, Tailandia

Como becarios postdoc, no tenemos ni estabilidad laboral ni certeza sobre nuestras
posibilidades de seguir trabajando en nuestros instituto. Ademas, la crisis econoémica de
Argentina hace que conseguir una posicion de investigacion el pais sea extremadamente
dificil. En este escenario, la red que construimos durante la reunion cientifica de GFRA
amplio nuestras posibilidades laborales a otros paises. Pudimos hablar con varios
investigadores de nuestras areas de interés y los conocimos personalmente. Para
algunos de nosotros, esta reunion ha sido un primer paso muy bueno en la basqueda de
futuros puestos de trabajo. También aprendimos que es clave conocer las situaciones
epidemiologicas de cada pais y sus necesidades particulares para seleccionar las
estrategias de control y como, un producto biotecnologico puede no ser adecuado para
algunos paises y en cambio resultar muy relevante para otros en un contexto diferente.
Hemos descubierto como el conocimiento sobre la diversidad de situaciones en todo el
mundo podria enriquecer la proyeccion de cada trabajo, la colaboracion entre paisesy

la conformacion de una mejor red global.
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Finalmente, un tercer impacto fue a nivel cultural. Tailandia, el lugar elegido para la
reunion cientifica de GFRA, es un pais increible con gran riqueza cultural. Esto nos
genero una gran expectativa, ya que era nuestra primera visita a Asia. Queriamos
aprender sobre su estilo de vida, sus tradiciones y habitos, y probar su tipica comida
sabrosa y picante. Bangkok nos cautivo con el contraste de las calles, donde los edificios

modernos conviven con templos majestuosos, calles intrincadas, mercados coloridos y
un trafico épico. jLo disfrutamos mucho!

Maria Cruz Miraglia (becaria posdoctoral de Consejo Nacional de Investigaciones
Cientificas y Tecnicas, CONICET, en INTA) nos cuenta sobre su presentacion en el
marco de la sesion de "Patogénesis e Inmunologia": "Nuestro trabajo se enfoca en
identificar posibles diferencias en la respuesta inmune generada por vacunas oleosas
formuladas con la particulas enteras (140S) usadas tradicionalmente o capsides vacias
naturales (75S) del VFA cepa A24 /Cruzeiro”

0.3 15 27 39 51 63 75 87 99 111 123 135 147 159 171 183 195 20.7 21.9 231 243 255
Sucrose gradient fraction (mL)

Particulas enteras (140S) y capsides vactas naturales (75S) de VFA
purificadas de la misma preparacion antigénica. ;La menor capacidad
antigénica de las vacunas formuladas con 75S esta relacionada con
problemas de estabilidad u otras caracteristicas estructurales? jMas
experimentos por venir!

Se presentaron experimentos de inmunizacion con ambos antigenos en ratonesy
bovinos, que describen el curso temporal de las respuestas inmunes tanto humorales
como celulares. Los resultados en ambos modelos animales indicaron la existencia de
diferencias cuantitativas y cualitativas en la respuesta inmune adaptativa inducida
por las vacunas contra la fiebre aftosa formuladas con antigenos 146S o 75S. La
discusion al final de la sesion se centro en la estabilidad de las particulas vacias en
comparacion con las particulas virales completas y esta discusion llevo a reconsiderar

y redisefiar algunos experimentos para el analisis inmunolégico.
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Cecilia Turco (becaria postdoctoral en INTA) present6 su trabajo en una de las
sesiones de "Diagnostico", producto de una colaboracion entre INTA (grupo de
Alejandra Capozzo) y el Laboratorio de Referencia Mundial de FA (grupo de Anna
Ludi): "Nuestro objetivo era adaptar una metodologia alternativa a la
ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa (SGU) para purificar las particulas
virales 146S que se utilizaran como antigeno en los ELISA indirectos. La
cromatografia de exclusion por tamano (SEC) es un método simple 'de baja
tecnologia' para purificar particulas de antigeno tanto de la vacuna y como de virus
de campo cultivado en cultivo celular". De acuerdo con este protocolo simple, la
suspension de virus eluida de la columna (SEC-FMDV) puede usarse directamente

como material de recubrimiento para placas ELISA.

TRADITIONAL METHOD - Sucrose gradient Ultracentrifugation (SGU)

COATING
ANTIGEN

Concentrate ) Sucrose gradient ) Harvest Sucrose gradient ) Ultracentrifugation for
using PEG Ultracentrifugation Identify whole particles Pelleting 1465 particles

COATING
Concentrate ) SIZE EXCLUSION ANTIGEN
using PEG CHROMATOGRAPHY

READY TO USE!

El proceso de purificacion se puede acortar de una semana a un par de horas
de trabajo utilizando la cromatografia de exclusion por tamano (SEC) en lugar
de los protocolos tradicionales de ultracentrifugacion de sacarosa (SGU)

La integridad del VFA purificado por SEC fue controlada por SGU y ELISA de
antigeno, confirmando que la fraccion extraida por SEC contiene solo 146S y
eventualmente particulas de 75S. Los comentarios de los expertos llevaron a una
investigaciéon mas profunda sobre el rendimiento de estas particulas virales obtenidas
en relacion con el método SGU. Ademas, la reunién de la GFRA fue importante para
reunirse con colaboradores en el Instituto Pirbright y fortalecer los lazos de

colaboracion para continuar este proyecto.

Guido Molina (becario postdoctoral de CONICET en INTA) trabaja en el desarrollo de
estrategias antivirales y vacunas de nueva generacion contra el VFA. Su presentacion
durante la sesion "Vacunas" describio el uso del baculovirus de la poliedrosis nuclear
maultiple de Autographa californica (AcMNPV), un virus que infecta a los insectos, en
estrategias antivirales contra el VFA. Dado que las vacunas utilizadas actualmente
inducen una respuesta inmune protectora entre 4 y 7 dias después de la vacunacion, se

necesitan estrategias antivirales para reducir la ventana de susceptibilidad en el caso de

un brote.
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La inyeccion intravenosa de Ac MNPV indujo un estado antiviral en ratones proporcionan-
do proteccion contra un desafio letal con VFA A/Arg/01 a las 3 horas y 3 dias después de
la inoculacion. Los IFN tipo I inducidos por el ACMNPV y las células NK que producen IFN
tipo II, impidieron la aparicion de la enfermedad. El AcMNPV también indujo actividad

antiviral mediada por IFN-a en células mononucleares porcinas de sangre periférica.

BV AcMNPV

NK cell
>
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l \ activity l

.. .

o...o ....
s ®e 0
Type | IFN D — Type Il IFN

Los mecanismos inmunes propuestos detras de la actividad antiviral del
AcMNPV observado contra el VFA en cerdos

Mas aun, la inoculacion intravenosa de AcMNPV en cerdos promovi6 la produccién de
IFN tipo I y II que se detectaron en suero durante las primeras 9 horas después de la
inoculacion. El perfil de mediadores antivirales inducidos fue capaz de proteger las
células no inmunes porcinas (LFBK) contra una infecciéon con VFA, lo que muestra el
potencial de AcMNPV para el desarrollo de estrategias antivirales contra VFA en cerdos.

Investigacion sobre FA en
Argentina: el valor de las redes

por Mariano Perez Filgueira

La historia de la fiebre aftosa demuestra los riesgos y las dificultades para controlar las
incursiones y brotes del virus en regiones libres de enfermedades, y Argentina tiene una
larga tradicion en el tratamiento de esta amenaza, antigua pero actual. Durante las
ultimas décadas, nuestro pais desarrolld una sélida red de instituciones publicas que
intervienen en diferentes aspectos del problema, desde el disefio y despliegue de un
solido programa nacional de vacunacion y una red de diagnostico, hasta el apoyo de la

investigacion basica en diferentes areas.
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Juntos, el SENASA (laboratorio regional de referencia de la OIE para la fiebre aftosa), el
CEVAN (Institucion del CONICET) y el INTA, también han mantenido una alianza
estratégica con el sector privado, implementando varios proyectos de colaboracion con
el principal fabricante local de vacunas contra la fiebre aftosa, Biogenesis Bago SA.

Argentina continuara con este Poco después de su fundacion, la red también
enfoque de colaboracion, promovi6 asociaciones internacionales,
entendiendo que la comenzando en 2006 con un proyecto de
cooperacion entre paises colaboracion con Sciensano (ex-CODA CERVA)
permite la sinergia de las de Bélgica, seguido de su participacion en el
capacidades individuales y proyecto FP7 FMD-DISCONVAC entre 2009 y
representa la forma mas rapida [EBRYPREN paralelo, diferentes grupos de

y eficiente de encontrar investigacion del INTA también realizaron

respuestas 1nn.ovadoras para el proyectos conjuntos con institutos espanoles
control de la fiebre aftosa como el INIA y el CBMSO.

La transferencia de ensayos recientemente desarrollados en Argentina también ha
formado parte de este intercambio, con varios colaboraciones desde 2014, incluidos el
ARC-OVR (Sudafrica), el Laboratorio Australiano de Sanidad Animal (AAHL-CSIRO), el
Instituto Friedrich-Loeffler ( FLI, Alemania) y el Instituto Pirbright (Reino Unido). Con
esta vision, el INTA también fue una de las primeras instituciones en unirse al GFRA
como miembro de pleno en 2008, acompafnando también la alianza estratégica con el
USDA, a través de diferentes proyectos de colaboracion con grupos de investigacion en
el Centro de Enfermedades Animales de Plum Island (PIADC).

Siguiendo este enfoque, los grupos de investigacion argentinos han participado en la
construccion de conocimientos fundamentales y aplicados a una variedad de temas de
investigacion, como la inmunologia en torno a la infeccion por el virus de la fiebre aftosa
y la vacunacion en modelos de laboratorio y hospedadores naturales, el desarrollo de
nuevas técnicas de diagnostico para evaluar la inmunidad a nivel individual y de rebario,
procedimientos experimentales para evaluar la calidad de las vacunas contra la fiebre
aftosa, la epidemiologia molecular de los brotes de fiebre aftosa, la filogenia y la
evolucion de la fiebre aftosa, los factores de virulencia asociados con el genoma de ARN,
el desarrollo de nuevas vacunas, la proteccion cruzada de las vacunas y las bases
inmunologicas de la proteccion heterdloga entre las cepas del virus.

En la actualidad, varios laboratorios argentinos estan trabajando en actividades de

colaboracion con cientificos de otros laboratorios de referencia e investigacion de todo

el mundo.
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INTA ha llevado a cabo una serie de proyectos con el PIADC-USDA centrados
principalmente en la inmunologia detras de la infecciéon y la vacunacion contra el
VFA en bovinos. En el marco de estos proyectos, se describieron aspectos
fundamentales de las respuestas de anticuerpos protectores locales y sistémicos, asi
como el papel primordial de los anticuerpos neutralizantes en el control de la
diseminacion sistémica del virus dentro de los animales infectados. El proyecto
actual, que involucra también a SENASA y Biogénesis-Bago, se centra en comprender

las bases inmunologicas de la proteccion cruzada entre cepas de VFA en el ganado.

Como laboratorio de referencia regional,
SENASA también ha llevado a cabo proyectos
de capacitacion por "hermanamiento” con su
contraparte de Paraguay (SENACSA), patroci-
nados por la OIE, y regularmente participa y
asiste a las Reuniones de la Red de Lab. de
Referencia de la FAO/OIE. Un proyecto en
curso entre INTA y el Instituto de
Investigacion de Biotecnologia (NRC-BRI) en
Canada, también trabaja en el desarrollo de
particulas similares al virus de VFA, para ser

utilizadas como posibles antigenos vacunales

producidos en un sistema de expresion
SENASA, laboratorio regional de  transitoria en células de mamiferos

referencia de la OIE para FA desarrollado en NRC-BRI.

INTA también forma parte de un consorcio internacional que incluye al ARC-OVR
(Sudafrica), al Instituto Pirbright (Reino Unido) y a la Universidad de Glasgow
(Escocia), financiado por la IVVN (Red Internacional de Vacunologia Veterinaria). El
proyecto tiene como objetivo estudiar el repertorio de anticuerpos generado en
bufalos y bovinos inmunizados con diferentes protocolos de vacunacion anti-aftosa
e identificar anticuerpos de reaccién cruzada. Ademas, el EuFMD ha financiado un
trabajo de colaboracion entre el Laboratorio de Referencia Mundial para la FA, la
Universidad de Glasgow y el INTA para trabajar en la validacion de nuevas técnicas

serologicas para evaluar la proteccion heterologa en huéspedes naturales.

Un proyecto de epidemiologia molecular financiado por la Agencia Nacional de
Ciencia y Tecnologia (Argentina) también se une a la experiencia de la Universidad de
Minnesota y del INTA para aplicar herramientas recientemente desarrolladas para
medir la transmisién en diferentes virus a través de sus rastros de evolucién,
utilizando el brote de fiebre aftosa de 2001 en Argentina como modelo.
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De Argentina al mundo. Actividades actuales y recientes entre
instituciones argentinas y otros laboratorios que trabajan en fiebre
aftosa en todo el mundo

En el futuro, las instituciones argentinas que trabajan en fiebre aftosa continuaran este
enfoque, entendiendo que la cooperacion entre paises da sinergia a las capacidades
individuales y representa la forma mas rapida y eficiente de encontrar respuestas
innovadoras en la lucha contra este adversario conocido desde hace mucho tiempo.

TRABAJOS DE INVESTIGACION

Seguir al lider: la actividad enzimatica
de la Lpro del VFA y su papel en
contrarrestar al huésped

por Gisselle N. Medina yTeresa de los Santos

Plum Island Animal Disease Center (PIADC), ARS, USDA, Greenport, NY,
11944, USA. Kansas State University College of Veterinary Medicine,
Manhattan, KS 66506, USA

Este articulo proporciona datos resumidos del manuscrito recientemente
aceptado en el Journal of Virology (2020) doi:10.1128 /JVI.00341-20
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Originalmente descrita como la segunda
proteasa del VFA, Lpro se separa de la
cadena de polipéptidos nacientes en la
union L/VP4 (Strebel y Beck, 1986).
Ademas de su capacidad de procesamiento,
Lpro antagoniza al huésped al apuntar a
varios factores celulares involucrados en
las respuestas inmunes innatas (Fig.1;
Medina et al., 2018)) por lo que se la
reconoce como una 'proteina de seguridad’
(Agol y Gmyl, 2010 ). El descubrimiento de
la funcion contradefensiva de Lpro se
examiné originalmente en virus donde se
la eliminé (sin lider, LLV) (Piccone et al.,
1995), lo que result6 en un virus altamente
atenuado tanto en bovinos como en los
cerdos (Mason et al., 1997; Chinsangaram
et al., 1998; Eschbaumer et al., 2020). Los
estudios in vitro mostraron que la
atenuacion del VFA-LLV se correlacionaba
con una mayor produccion de IFNa/f3 en
los sobrenadantes de células infectadas
con este virus recombinante, respecto al
VFA de tipo salvaje (WT). El bloqueo de la
expresion de IFN durante la infeccion por
el VFA se produce fundamentalmente por
la proteolisis de los factores de iniciacion
de la traduccion elF4GI y elF4GII, evitando
la sintesis de proteinas del huésped a nivel
del ARNm (Devaney et al., 1988;
Steinberger y Skern, 2014). La interrupcion
de la induccion de IFN también se ha
detectado a nivel de transcripcion.
Durante la infeccion, Lpro se dirige a los
factores de transcripcion NF-kB e IRF3 /7
para su degradacion, lo que resulta en el
bloqueo "rio abajo" de los efectores de
sefnalizacion especificos de la respuesta
inmune innata antiviral (de los Santos et
al., 2007; Wang et al., 2010; Zhu et al.,
2010).

Aunque el mecanismo preciso para inducir
la degradacion de los factores de
transcripcion por Lpro sigue sin estar
claro, se demostré que un dominio
putativo de union de SAP a ADN dentro de
Lpro, media su localizacion nuclear
durante la infeccion. Las mutaciones del
dominio de SAP (I83A/L86A) abolieron las
capacidades de Lpro para suprimir la
expresion de IFN tipo Iy degradar las
proteinas de senalizacion durante la
infeccion (de los Santos et al., 2009)
manteniendo su actividad proteolitica. Es
importante destacar que el examen del
mutante Lpro SAP resulté en una
atenuacion severa en los experimentos en
porcinos (Diaz-San Segundo et al., 2012).
Lpro también se dirige a la maquinaria de
remodelacion de la cromatina
promoviendo su unién al factor de
transcripcion ADNP (proteina
neuroprotectora dependiente de la
actividad) y regula negativamente la
actividad del promotor de IFN-a (Medina
et al., 2017). Paradodjicamente, en estos
estudios el procesamiento de ADNP se
detect6 en momentos posteriores de
infeccion, lo que sugiere que la escision de
ADNP genera productos que pueden
mejorar la actividad represiva de la
transcripcion. Futuros trabajos para
mapear los dominios de interaccion entre
Lpro y la ADNP, pueden ayudar a dilucidar
los mecanismos moleculares involucrados
en este proceso. Otros blancos celulares
de Lpro que antagonizan las respuestas
inmunes, incluyen los sensores de ARN
citosolicos conocidos como receptores
similares al "gen inducible por acido
retinoico" (RIG-I) o RLR.
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Estudios recientes han demostrado la Las modificaciones en el dominio SAP de
interaccion entre RLR LGP2 y FMDV Lpro  Lpro disminuyeron la actividad de DUB y
seguido de degradacion de LGP2 (Zhu et su capacidad para bloquear la senalizacion
al., 2017; Rodriguez-Pulido et al., 2018). del promotor de IFN-B (Wang et al 2011).
Estos resultados sugieren que FMDV Lpro Otro modificador similar a Ub es el gen
puede apuntar a vias de senalizacion estimulado por IFN (ISG) 15 (ISG15) que se
inmune innatas en muchos niveles. Ademas conjuga con las proteinas diana en un

del procesamiento proteolitico, FMDV Lpro proceso conocido como ISGylation por la

tiene actividad de deubiquitinasa (DUB) accion consecutiva de tres enzimas que
(Wang et al., 2011). En estudios de forman la maquinaria de ISGylation (E1-
sobreexpresion, Lpro mostro6 actividad UbelL, E2-UbcH8 y E3-HERCS). Sin

DUB, catalizando la eliminacion de embargo, a diferencia de Ub, ISG15 y la
ubiquitina (Ub) de sustratos celulares, magquinaria de ISGylation son inducidos
incluidos RIG-I, TRAF3, TRAF6 y TBK. por IFN tipo I y pueden ser regulados por

infeccion viral (dos Santos y Mansur, 2017).

Usiquitin @
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15615 4 ¥
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Figura 1: Respuestas inmunes antivirales innatas durante la infeccion
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Estudios recientes realizados en células analisis estructural de laLpro de VFA,
BHK-21 han demostrado que durante la seguido de un modelado molecular para
infeccion por FMDV, las proteinas celulares revelar la presencia de un residuo

sufren desISGilacion (Swatek et al., 2018). aromatico conservado en Lpro, Trp, W105
Curiosamente, los autores demuestran que (Fig.2A), que se requiere para una actividad
FMDV recombinante Lpro muestra actividad delSGilasa 6ptima (Medina et al.,2020). Es

delSGylasa en sustratos sintéticos y se importante destacar que la ingenieria de
requieren residuos hidrofobicos P99 y un clon infeccioso que porta esta mutacion
LeulO2 para una actividad delSGylasa (LproW105A) produjo un VFA viable con un
eficiente (Swatek et al 2018). nivel perceptible de atenuaciéon y una

En nuestro trabajo reciente realizamos un  reduccion de la actividad de DESISGilacion

Al2 LproW105A

D 18G5+ ELVEXES
— i T -
Z LE+#07 # =
=, -— - === T LLV E = = =
) l.- 5 =T
5 I -] 0% el
= . i’
= —i
wy
2 LE+D3
= DDK-ISG15
1.E+01 conjugates

1 10 19
HPI

E 130 l
ALLWT w3 A12-LpraW 1044 25- P — ; ;i Ayp]
10 - - a
W 37
L—l_’ %= ARSI | o ——| AP DH

& AIZWT 10t

) A AILWT Ied 220.| el H o elFAG (p220
- 1 = ALZLproW 105 1066 i 20
-l ALZLproW 105 A 10e4% !
A AIZLpoWIBSA TOeE | .- ‘i A IFIG CP
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1 F 3 4

-
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Figura 2: Se requiere un residuo aromatico hidrofébico en el VFA Lpro (W105) para
una actividad delSGylasa eficiente. (A) Interacciones de primer plano entre el
aminodcido aromatico W 105 en rojo y el péptido C-terminal ISG15. (B) Fenotipo de
placa de VFA viables que llevan la mutacion W105A, evaluada en células BHK-21. (D)
células LFPKaVB6 transfectadas con plasmidos que codifican la maquinaria de
ISGylation fueron infectados con el VFA-A12WT, -LLV o LproW105A. A las 6 hpi, se
prepararon los lisados celulares y las proteinas se resolvieron en SDS-PAGE al 3-8%
seguido de WB para detectar ISG15 libre o conjugado con DDK, la VP1 de VFA, elF4G
y GAPDH. (E) Ratones C57BL/6 se infectaron con VFA cepa A12 WT o A12-LproW105A
y las curvas de supervivencia muestran datos hasta el dia 7 post-inoculacion.
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y DUB en comparacioén con el virus salvaje
durante la infeccion de células porcinas
(Fig. 2B-2D). La reduccion observada en la
actividad de Lpro DUB/delSGylacion
durante la infeccion con el VFA LproW105A
usando un modelo de ratén, resulté en una
reduccion de la letalidad en comparacion
con la inoculacion con el virus salvaje (Fig.
2E), lo que sugiere que la incapacidad para
eliminar ISG15 confiere atenuacion viral in
vivo. Nuestros estudios revelan que educar
/abolir la actividad delSGylasa en Lpro
durante la infeccion hace que el virus se
atentie moderadamente independiente-
mente de su capacidad para bloquear la
expresion de IFN tipo I y otros genes
estimulados por IFN. Las actividades
enzimaticas multifuncionales en el PLP
Lpro indican la capacidad de evolucion del
VFA para contrarrestar la respuesta

inmune durante la infeccion.

Nuestro reciente trabajo demuestra la
separacion de la funcion entre la actividad
proteolitica Lpro del VFA-en sustratos
celulares can6nicos como elF4G- de su
funcion DUB delSGylasa. Lo mas
importante es que mostramos por primera
vez la construccién de un VFA viable con
actividad DUB /delSGylasa bloqueada.
Aunque se han identificado recientemente
otros residuos de Lpro que median su
interaccion con ISG15 (Swatek et al 2018),
proponemos que Lpro W105 es importante
para modular la cinética de la infeccion
viral. Los estudios futuros, para
comprender la contribucion especifica de
la actividad Lpro DUB/delSGylasa para
contrarrestar la respuesta inmune durante
la infeccion por virus, abriran nuevas vias
de investigacion interesantes. En Gltima
instancia, esto conducira al desarrollo de
vacunas candidatas eficaces atenuadas in
vivo y otras terapias para controlar la
fiebre aftosa.
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Nueva herramienta de subtipado rapido

para el VFA

por Marco Cacciabue, Pablo Aguilera, Maria Inés Gismondi y

Oscar Taboga

Instituto de Agrobiotecnologia y Biologia Molecular, INTA-CONICET,
Hurlingham, Argentina / Universidad Nacional de Lujan, Departamento de

Ciencias Basicas, Lujan, Argentina

En la era del NGS, se produce una gran
cantidad de datos de secuencia de forma
rapida y continua. En el caso del VFA, las
secuencias pueden usarse para la
clasificacion de virus con fines epidemio-
logicos y para la seleccion de cepas de
vacunas. El subtipo o cepa de VFA no es
trivial: las vacunas actuales no protegen
de forma cruzada entre serotipos de VFA e
incluso entre subtipos dentro del mismo
serotipo. Para facilitar el analisis de

secuencias del VFA, presentamos Covidex,

una herramienta de clasificacion de
aprendizaje automatico y cédigo abierto,
que no requiere alineamientos. Permite
una clasificacion rapida y precisa (tasa de
error de Oob <1.5%) de genomas virales en
grupos predefinidos, todo en una interfaz
facil de usar (1). El programa fue
desarrollado originalmente para la
clasificacion SARS-CoV-2, y ahora se ha
extendido al VFA. Covidex se basa en una
implementacion rapida de "bosque

aleatorio" entrenado sobre una base de
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datos k-mer compuesta de secuencias del los requisitos computacionales y de tiempo,
VFA depositadas en GenBank (2, 3). Alter- y puede clasificar cientos de genomas
nativamente, se pueden usar modelos completos de VFA en segundos. El software
cargados por el usuario. Al entrenar los esta disponible en:
algoritmos de clasificacion sobre los ) .

) _ https://sourceforge.net/projects/covidex/
vectores de frecuencia k-mer sin la
necesidad de una alineacioén de secuencia jLos invitamos a probarlo y sus comentarios

clasica, Covidex reduce sustancialmente seran muy agradecidos!

Covidex is an ultra fast and B Results will be displayed in a table

accurate subtyping tool of EEEE ¢ you can download them
viral genomes. The S B .
classification is performed procdn | prbabty | b

using a random forest model
from a k-mer database

Covidex E o

Load query sequences | L— e N
Help
i l b Stats and MDS plots will also be available

Query file (multi-fasta format) Progantons of geedioed sesmences hater -m

Choose viral species

EMDV -

RUN

u.,- « Press Rune

Covidex model generator app -‘

Questions?

or E
Powered hre

using data from (EEE

Descripcion de la app Covidex. Los pasos principales para el analisis de cepa viral se
indican en azul. El usuario carga un archivo de secuencia y selecciona el modelo que se
aplicara para la clasificacion. Los modelos se pueden seleccionar de la lista predeter-
minada o el usuario puede subirlos. Se muestra la salida del programa (tabla y graficos).
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2020. shiny: Web Application Framework for R. Statistical Software 77
Rpackage version 1.4.0.2. -Breiman L. (2001). Random Forests. Machine
https://CRAN.R-project.org/package=shiny Learning 45:5-32
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¢Cuando termina? Dinamica de
extincion del estado de portador de VFA

por Miranda R. Bertram, Shankar Yadav, Carolina Stenfeldt,
George R. Smoliga, Ethan J. Hartwig, Ian H. Fish, Amy Delgado y

Jonathan Arzt

USDA-ARS, Foreign Animal Disease Research Unit, Plum Island Animal
Disease Center, NY, USA / USDA-APHIS, Monitoring and Modeling,
Center for Epidemiology and Animal Health, Fort Collins, CO, USA

Este articulo es un breve resumen de un manuscrito enviado para su
publicacion en Frontiers in Veterinary Science, namero especial
"Investigacion sobre FA: unir las brechas con nuevas herramientas" (“FMD
Research: Bridging the Gaps with Novel Tools")

INTRODUCCION

Después de la fase clinica de la fiebre
aftosa, una gran proporcion de rumiantes
permanece infectada de forma persistente
durante periodos prolongados. La existen-
cia de este estado portador en rumiantes
tiene implicancias practicas en las
regiones endémicas, que son distintas de
las practicas de manejo en las regiones que
se esfuerzan por recuperar el estado libre
de fiebre aftosa (FA) después de un brote
(1). Las practicas apropiadas para la
gestion de los portadores no se han
establecido en ninguno de los contextos.
Aunque la extincion del estado de portador
ocurre continuamente a nivel animal y
poblacional, los estudios varian amplia-
mente en sus estimaciones de la duracion
de la infeccion persistente (2-4). La
variabilidad entre distintos estudios y
enfoques analiticos impide el desarrollo de
medidas de control efectivas para dar
cuenta de la infeccion persistente por VFA.

Es importante la existencia de modelos

estadisticos robustos para capturar la
dinamica de la infeccion persistente en aras
de guiar el control de la FA y las politicas
comerciales. Los estudios longitudinales
observan directamente la dindmica de la
infeccion persistente en individuos a lo
largo del tiempo. Desafortunadamente,
estos estudios son laboriosos, requieren
mucho tiempo, son caros y son un desafio
logistico. En contraste, los estudios
transversales tienen tamafnos de muestra
mas grandes y pueden completarse de
manera mas rapida y econ6émica. Sin
embargo, no esta claro si los datos
transversales son apropiados para modelar
la dinamica de la infeccion persistente.
Alternativamente, los enfoques de
metanalisis que combinan datos a través de
varios estudios longitudinales podrian
usarse para mitigar tamafos de muestra
pequenos e incorporar diversas condiciones
de campo (cepa viral, factores del huésped,
cria, factores ambientales) en un resultado

mas holistico (5).
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Los objetivos del presente estudio fueron persistente en bovinos y btfalos asiaticos

evaluar la utilidad de dos modelos (Bubalus bubalis) en varios momentos
estadisticos distintos para predecir la después de un brote de fiebre aftosa.
probabilidad de infeccion persistente por

el virus de la fiebre aftosa después del METODOS

brote a nivel de animales portadores / Los conjuntos de datos primarios
seropositivos individuales, y comparar incorporados en los analisis se derivaron
diferentes métodos analiticos para dentro del alcance de proyectos

evaluar la extincion del estado del longitudinales a largo plazo sobre la fiebre
portador. El estudio actual incorporo6 aftosa endémica en India (n = 2) y Vietnam
datos de tres estudios longitudinales (n = 1) entre 2010-2015 (2, 3, 6-8). Para el
primarios de infeccion persistente por estudio actual, la infeccion persistente se
FMDV en Vietnam e India utilizando un definié como la deteccion de ARN de FMDV
enfoque de metanalisis de datos de en el liquido orofaringeo (OPF). Todos los

participantes individuales (5) para evaluar ~ animales fueron seropositivos mediante
la dinamica de la infeccion persistente en ~ ELISA de anticuerpos anti-NSP al inicio del

las tres poblaciones de estudio. Los estudio (2, 6, 7). Todos los animales en los
modelos lineales mixtos generalizados dos estudios de la India eran portadores al
(GLMM) y los modelos de tiempo de falla comienzo del estudio, segtn lo
acelerado (AFT) se desarrollaron para determinado por deteccion de ARN del VFA
predecir la probabilidad de infeccion en liquido orofaringeo (LOF) (2, 7).
AFT Predictions GLMM Predictions
Months Post-Outbreak Months Post-Outbreak
Species 6 12 18 24 6 12 18 24
India-1
Buffalo 99.5% | 40.88% |2.47% |0.24% |91.05% |51.75% | 10.16% | 1.18%
India-1
Cattle 98.26% | 16.49% | 0.72% | 0.07% | 75.21% | 24.23% | 3.26% 0.35%
India-2
Cattle 99.75% | 58.51% | 4.9% 0.49% | 77.56% | 26.70% | 3.70% 0.40%
Vietnam
Buffalo 99.58% | 45.61% | 2.98% | 0.29% | 75.77% | 24.79% | 3.36% 0.36%
Vietnam
Cattle 99.86% | 71.08% | 8.25% | 0.85% | 87.21% | 41.82% | 7.04% 0.79%
Overall 99.23% | 50.75% | 5.76% 0.82% | 80.38% | 32.08% | 5.17% 0.6%

Tabla 1. Probabilidad pronosticada de infeccion persistente después de un brote de
fiebre aftosa. Se hicieron predicciones a partir de tres estudios longitudinales en
Vietnam e India utilizando un modelo de tiempo de falla acelerado (AFT) y un
modelo mixto lineal generalizado (GLMM)
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Para los propositos de este estudio, se de falla acelerada (AFT) y modelos lineales
supuso que no se produjo reintroduccion mixtos generalizados (GLMM).

o circulacion subclinica del virus en las Para tener en cuenta las diferencias de
granjas incluidas en el estudio. La especies y otra variabilidad relacionada
probabilidad de infeccion persistente se con el sitio de estudio, se cre6 una variable
investigo utilizando modelos de tiempo combinada de estudio y especie (estudio/

especie) que se incluyé en ambos modelos.
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Figura 1. Probabilidad de infeccion persistente, datos combinados de Vietnam e
India. (A) Proporcion observada de muestras de OPF positivas para ARN de FMDV. Se
muestran el error medio y estandar. (B) Probabilidad pronosticada de infeccion

persistente, modelo AFT. (C) Probabilidad pronosticada de infeccion persistente,
modelo GLMM
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Ademas, la identificacién individual del
animal se incluy6 como una variable
aleatoria en el GLMM para tener en
cuenta las medidas repetidas en los
mismos animales. Las ecuaciones del
modelo final se usaron para predecir la
probabilidad de deteccion de ARN del VFA
en LOF a los 6, 12, 18 y 24 meses después
del brote. Se generaron estimaciones

para cada grupo de estudio/especie.

RESULTADOS

El conjunto de datos final utilizado para
investigar la dindmica de extincién de la
infeccion persistente consistio en
muestras de 2006 de 345 animales
seropositivos o portadores identificados,
en los 3 estudios. Se detectd ARN del
FMDYV en el 90-100% de las muestras a
los 3 meses después del brote, y la
proporcion de muestras positivas
disminuy6 gradualmente con el tiempo en
todos los estudios (Figura 1A). No se
detecto ARN del FMDV después de 15
meses después del brote en el estudio
India-2, o después de 25 meses después
del brote en Vietnam.

Los dos modelos estimaron tendencias
similares en la duraciéon de la infeccion
persistente para los grupos de estudio /
especies incluidos en los analisis, sin
embargo, la importancia de las
tendencias difiri6 entre los modelos. Las
probabilidades generales de infeccion
persistente fueron similares a las
predichas por los modelos AFT y GLMM: 6
meses: 99% (AFT)/80% (GLMM), 12
meses: 51% (AFT)/32% (GLMM), 18 meses:
6% (AFT)/5% (GLMM), 24 meses: 0.8%
(AFT)/0.6% (GLMM) (Tabla 1, Figura 1).

DISCUSION/CONCLUSIONES

Estos modelos que utilizan conjuntos de
datos solidos y diversos, predicen mayores
probabilidades de persistencia que las
publicadas anteriormente, lo que sugiere
una mayor duracion de los portadores
después de un brote. La infeccion
persistente con el VFA es un desafio para el
control y la erradicacion de la enfermedad
en las regiones endémicas. Del mismo
modo, las regiones libres de FA deben
considerar la existencia de portadores al
responder a las incursiones del virus. Las
politicas comerciales y de control han
tratado tradicionalmente la infeccion
persistente como un estado binario
(presente /ausente) con una duracion fija.
Sin embargo, la infeccion persistente es un
proceso dinamico, y las estimaciones
cuantitativas de la probabilidad de
infeccion persistente en momentos
especificos después del brote pueden
proporcionar herramientas para evaluar
con mayor precision los riesgos potenciales
que plantean los animales infectados
persistentemente, lo que ayudara a guiar
los esfuerzos de control.

En general, los dos modelos produjeron
predicciones similares en los metanalisis, lo
que sugiere que cualquiera de ellos puede
ser satisfactorio para describir la dinamica
de la extinciéon del estado de portador del
VFA. Los investigadores deben considerar
qué modelo es mas apropiado para un
estudio en particular basado en su disefo,
la estructura de datos y si los supuestos del
modelo son bioloégicamente apropiados.
Ademas, los resultados deben interpretarse
teniendo en cuenta el modelo utilizado para

los analisis.
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En este estudio, los modelos AFT y GLMM
predijeron probabilidades similares de
infeccion persistente a los 18 y 24 meses
después del brote, mientras que la
probabilidad de deteccion de infeccion
persistente fue mayor utilizando el
modelo AFT a los 6 y 12 meses después
del brote. Debido a que puede
sobreestimar las probabilidades en
puntos temporales anteriores, el modelo
AFT es el enfoque mas cauteloso para
disenar politicas para reducir o eliminar
el riesgo potencial presentado por
animales infectados persistentemente
después de un brote de fiebre aftosa.
Estos anélisis proporcionan un enfoque

mas personalizado para el desarrollo de

medidas de control para minimizar
elriesgo que representan los animales
infectados persistentemente. Es probable
que los estudios adicionales con tamanos
de muestra mas grandes y metanalisis
ampliados, incluidos mas estudios
primarios, proporcionen mas matices y
profundidad a nuestra comprension de
este proceso dinamico, lo que conducira a
una mejor comprension de la infeccion
persistente por FMDV después de los
brotes y como predecir y controlar Este
estado de enfermedad. Estos temas se
tratan con mayor detalle en el articulo de
Bertram et al en el nimero especial de
Frontiers “FMD Research: Bridging the
Gaps with Novel Tools”.
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El papel de la integridad de las
particulas de VFA en serologia

por Alejandra Capozzo y Cecilia Turco

Instituto de Virologia e Innovaciones Tecnologicas, INTA-CONICET,

Hurlingham, Argentina

Este articulo es un resumen de un manuscrito recientemente aceptado en
Plos One por Mansilla et al (2020) doi: 10.1371/journal.pone.0232782

El objetivo de este trabajo fue evaluar las
respuestas humorales en los cerdos
vacunados contra el virus de la fiebre
aftosa, considerando diferentes aspectos
de la respuesta de anticuerpos ademas de
los anticuerpos neutralizantes, como los
anticuerpos totales y los isotipos
inducidos. Para este proposito,
desarrollamos ensayos ELISA indirectos
adaptando los ya utilizados para sueros
bovinos en nuestro laboratorio (1) y
evaluamos el impacto de la integridad de
las particulas virales en la serologia.

Un hecho bien conocido entre los
laboratorios de FMDV es que los titulos
estimados por los ELISA utilizados
actualmente, como ELISA de bloqueo de
fase liquida (LPBE) no siempre se
correlacionan con los medidos por la
prueba de neutralizacion del virus (VNT).
Otros y nosotros hemos propuesto que la
falta de correlacion es una consecuencia
de no medir el marcador de proteccion
correcto (2, 3).

En un estudio reciente que publicamos en
PlosOne, demostramos que, ademas de
eso, un problema técnico simple como el

uso de particulas virales desarmadas en

pentameros constitutivos (12S), puede
explicar, al menos parcialmente, la baja
correlacion que a veces se observa (Figura
1); y que este fendmeno puede ser
especialmente importante para ciertas
cepas labiles. Es bien conocido y
demostrado por nuestro grupo y por otros,
que los VFA del serotipo O son menos
estables que los del serotipo A (4). Ademas,
diferentes autores han demostrado que las
particulas virales desarmadas como
pentameros 12S son menos inmunogénicas
y provocan una respuesta neutralizante
disminuida (5, 6). Mas aun, las particulas
12S pueden exponer los epitopes internos a
las células B, pudiéndose generar
entonces anticuerpos contra epitopes no
expuestos, y por lo tanto no protectores.
Para analizar la respuesta inmune en estas
condiciones, utilizamos una vacuna
caducada que contenia solo la mitad de la
cantidad total de antigeno del VFA cepa Ol
Campos como particulas completas (146S).
Por el contrario, y debido a las
caracteristicas intrinsecas de estabilidad
del serotipo A, las particulas de la

cepa A24 /Cruzeiro conservaron su

mayoria su estructura intacta.

- 25 -



MAYO 2020 NUMERO 10

VACUNA

SUERO

SEROLOGIA

Antibodies against
exposed epitopes

1465

®e
® 15

o 1465
,,ﬁ‘:f ;%' -4
F":‘:'ﬁ* 125 .§=

Antibodies against

internal epitopes

las vacunas pueden diferir
en la cantidad de particulas
completas y desarmadas
(envejecimiento, cepa,
cadena de frio, etc)

los sueros pueden tener distintas
cantidades de anticuerpos contra
epitopes expuestos (relevantes
para proteccidon) o internos (no
relevantes)

los antigenos usados para serologia
pueden ser preparados de manera
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Figura 1. Los pentameros 12S derivados de particulas enteras se pueden encontrar en
las vacunas debido al envejecimiento, la presencia de aditivos, la estabilidad
intrinseca de cada cepa, etc. Estos pentameros pueden inducir anticuerpos contra
epitopos que no estan relacionados con la proteccion e incluso pueden ser similares.
entre diferentes cepas. Si la serologia mide los anticuerpos contra los epitopos
expuestos, la eficacia de la vacuna se estimara correctamente. Sin embargo, si el
ensayo serologico no asegura la ausencia de particulas 125, la correlacidon con los

titulos neutralizantes sera baja.

Cerdos seronegativos se inmunizaron con
esta vacuna caducada y se midieron los
anticuerpos especificos totales con el
ELISA de bloqueo de fase liquida estandar
(LPBE). También desarrollamos un ELISA
indirecto (IE) utilizando particulas 146S
purificadas en gradiente de sacarosa
como antigeno de captura, para medir los
anticuerpos totales, y los isotipos IgM,
IgGl e 1gG2.

Se encontro6 una buena correlacion entre
los titulos de VNT y los ELISA de 1gG para
A24 / Cruzeiro, con el coeficiente de
correlacion mas bajo estimado para los
titulos de IgG2. Sin embargo, para la cepa
0O1/Campos, la presencia de anticuerpos
contra epitopes diferentes de los de la
capside completa, provocada por la
presencia de particulas 12S en la vacuna,

impidi6 una buena correlacion entre LPBE
y VNT, la cual se mejor6 mediante el uso de
particulas virales completas (146S)
purificadas del VFA O1/Campos en la fase
liquida del LPBE (Figura 2). También
descubrimos que las particulas 146S pero
no las 12S estaban unidas de manera
eficiente a las placas ELISA, lo que
confirma la eficiencia del IE para detectar
anticuerpos contra los epitopes expuestos.
Nuestros resultados indican que cualquier
prueba serologica que evalte anticuerpos
totales o IgG1 contra epitopos expuestos en
particulas 146S intactas se correlaciona con
los niveles de anticuerpos neutralizantes
en suero en cerdos vacunados, y podria
potencialmente reemplazar el VNT,

después de la validacion.
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En funcién a mencionado anteriormente, tal de garantizar la preservacion de las

recomendamos que los antigenos utilizados  particulas virales completas (146S) y asi
para los ensayos serologicos destinados a poder reducir la medicion de anticuerpos no
medir los anticuerpos protectores contra el  relevantes para la protecciéon y que puedan

virus de la fiebre aftosa se controle de forma impactar en los resultados finales.
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Figura 2. Efecto de la presencia de particulas 12S en la correlacion entre los titulos de
anticuerpos por ELISA en fase liquida (LPBE) y seroneutralizacion viral (SNV). Se
usaron sueros de animales vacunados con mezclas de particulas de VFA 12S y 1468S. El
LPBE se realizo con una suspension de virus (A) o con particulas enteras 146S
purificadas (B). Los titulos por LBPE fueron calculados y graficados contra sus
correspondientes titulos mneutralizantes. Cada punto representa una muestra
individual. Los coeficientes de correlacion lineal (r2) y los valores r de Pearson se
muestran en cada grafico. En rojo: mala correlacion entre los titulos de SNV y LPBE.
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