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DIFERENCIACION DE CEPAS DEL VIRUS DE LA ENF.
DE AUJESZKY POR METODOS DE LABORATORIO.

INTRODUCCION.

Existen varias cepas del virus de la enfermedad de Aujeszky O
pseudorrabia. La diversidad de cepas es importante porque estd —
demostrado que las caracteristicas de las cepas pueden ser deter-
minantes en la presentacifn clinica de la enfermedad. El mejor -~
ejemplo que existe de esta relacidén es el hecho que el cuadro cli
nico de animales afectadosen algunas ocaciones incluye neumonia -
adem8s de la encefalitis que es el signo m&s constante, estd des-H
crito que esto ocurre por que s6lo algunas cepas tienen la habilj
dad de replicarse en tejidos del tracto respiratorio y causar le-
siones (Baskerville 1972). Asi mismo se ha postulado que la habj
lidad para cruzar la placenta e infectar a los fetos es una carag
teristica que solo algunas cepas poseen, pero &sta aseveracibn ré
guiere ser confirmada en forma experimental. Asf{ mismo se ha des
crito que existen pruebas de laboratorio gque permiten diferen-—-
ciar entre cepas, la utilizacibn de dichas pruebas es altamente -
conveniente ya que permiten evitar el alto costo de experimentos
que involucren cerdos. Ademds se ha reportado que algunas caracH
terfsticas detectables en el laboratorio pueden ser utilizadas cg
mo indicadores de virulencia puesto que cepas de virulencia cono-
cida mostraron marcadas diferencias, tal es el caso de sensibili-
dad a calor o a tripsina (Bartha etal Lloyd y Baskerville 1978).

En- trabajos anteriores se publicS el resultado de los estu-——-

enfermedad de Aujeszky gque fueron aislados del mismo caso de psedy
dorrabia. Las cepas fueron claramente diferentes en cuanto a su
virulencia para cerdos (L-1 alta virulencia L-2 baja virulencia).
El objetivo del presente trabajo fue someter dichas cepas a prue-
bas de laboratorio para obtener primero una evidencia adicional -
de su diversidad y adem&8s observar si existfa relacifn entre algu
no de los par&metros detectables en laboratorio y su virulencia, |
para esto fltimo se decididé inclufir en el estudio otras 2 cepas -
cuya virulencia era conocida. La cepa Stanley (altamente virulen
ta) y la cepa NIA-4 (apatbgena).

Materiales y Mé&todos.
Las cepas virales fueron propagadas en monoestratos de cé&lu--
las de rifi6bn de feto de cerdo. La ruebas realizada
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idad a tripsina, sensibilidad a calor y an&lisis del patr6n '
oforético del genoma viral luego del tratamiento con enzi——
as de restriccién.
- E1 tratamiento con tripsina se llev6 a cabo en solucibn sali-
. == giucosada la cual se describe como Sptima para experimentos de
‘Inactivacibn viral (Davies y Beran 1981), la concentracifn de trip
Sina fue de 0.03 mg/ml el tratamiento se llevd a cabo a 30°C. En
=1 momento que hizo la diluci6n de virus en la solucién de tripsi
‘ma se tomS una muestra que se considerf el titulo viral al tiempo
cerc, se colectaron muestras para titulacifn a los 15, 25, 35, 45
- ¥ 55 minutos luego de hecha la mezcla. Las muestras se diluyeron
inmediatamente luego de colectadas 1:10 en medio mfnimo esencial
+ {MEM). El tratamiento con calor se llevS a cabo a 48°C como dilu
* wente viral se us6 la solucibn antes mencionada se colectaron —--
muestras al inicio del experimento y 10, 20, 30, 40 y 50 minutos
después de las cuales fueron dilufidas 1:10 en MEM £frfio. Los vi--
rus se titularon en placas de microtitulacién utilizando cé&lulas
de rinbn de feto de cerdo, los titulos fueron expresados como por
centa]e de sobrevivencia wviral Para el anflisis del DNA viral
los virus fueron tratados de acuerdo con el m&todo descrito por;
Buchman y Cols. (1979). Una vez que el DNA viral fué purificado
se tratf con las enzimas Bam HI, Pst I y Kpn I. El tratamiento -
de digestibn enzimdtica se 1lev6 a cabo por un perifdo minimo de
8 hrs. posteriormente se llevd a cabo el corrimiento electroforé-
tico en geles de agarosa 0.9%. Las bandas de DNA fueron visuali-
zadas por métodos autoradiogr&ificos utilizando para tal fin pla--
cas de fotografia. =

RESULTADOS.

Tanto el efecto del calor como de la tripsina sobre la activi
dad infectante del virus se evalud haciendo un andlisis comparatl
vo de las curvas de actividad a los diferentes tiempos; y ademds
determinando por métodos estadisticos la relevancia en las dife--
rencias de las pendientes de las curvas de inactivacifn. E1 efec
to del calor fue poco notable. Al cabo de 60 minutos el porcenta
je de virus con capacidad infectante fue superior al 80% en los -
4 casos. La finica diferencia detectable observando las curvas, -
fué que las cepas L-1 y L-2 mostraron mayor resistencia al efecto
inmediato del calor es decir no se aprecif ningfin efecto en las -
muestras colectadas durante los primeros 30 minutos. La compara-—
cibn de las pendientes reveld que no existfa diferencia estadisti
camente significativa entre ellas.

El tratamiento con tripsina caus$ una considerable disminu---
cién en el nGmero de particulas infectantes en dos de las cepas.
Luego de 55 minutos de tratamiento de la cepa L-1 el titulo de --
particulas infectantes habfa disminufdo hasta el 58%, mientras --
que para la cepa L-2 fue de 51.6% y de 80% y 79% para las cepas -
Stanley y NIA-4 respectivamente. Las diferencias entre los 2 gru
pos de cepas fueron estadisticamente significativas.

El anflisis de los patrones electroforéticos de los fragmen--
tos de DNA viral mostré§ gue existian diferencias claras entre al-
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gunas de las cepas. La enzima Pst I produce un alto nfimero de =--
fragmentos y cuando existen muchas bandas la diferenciacifn es =--
complicada en este caso s6lo la cepa NIA-4 fue claramente diferen
te ya que el fragmento m&s pesado fue notablemente diferente en -
su peso molecular. La enzima Bam HI diferencid las cepas L-1 y -
Stanley de las cepas NIA-4 y L-2 por que en las 2 primeras apare-
ci6 un fragmento en la posicifn 7 que en las otras no fue observa
do y por filtimo la diferenciacién entre Stanley y L-1 se llevs a
cabo con la enzima Kpn I en este caso se aprecif6 que la disposi--
¢ibn de los fragementos 3, 4 y 5 era claramente diferente.

DISCUSION.

Los métodos de laboratorio aquf utilizados demostraron ser --
eficientes para la diferenciacifn de cepas. Esto confirma lo re-
portado por otros autores tal como; Platt et al, 1980, debe tomar
se en cuenta el hecho que la utilizacifn de una sola prueba puede
ser insuficiente para tal fin por que las diferencias entre cepas
pueden ser minimas, tal fue el caso de la sensibilidad de las ce-
pas al calor. La combinacifn de los resultados de varias pruebas
da por resultado un conjunto de caracterfisticas y estos conjuntos
son fdcilmente difereciables.

El patron electroforé&tico de los fragmentos de DNA luego del
tratamiento con enzimas de corte revela diferencias que estable--
cen en forma incuestionable gque una cepa es distinta a la otra.
Se ha postulado que este método de estudio es ideal para saber la
trayectoria de las cepas en estudios epidemiolbgicos ya que en el
caso de infeccifn en granjas vecinas es importante establecer si
la cepa involucrada es la misma u otra (Lawrence 1983).

Los resultados aquf reportados no confirman lo reportado por
otros autores en cuanto a la relacién entre sensibilidad a calor
o tripsina y la virulencia de las cepas. En conclusién es claro
que los mé&todos de laboratorioc permiten una diferenciacifn de ce-
pas especialemente cuando se forma un conjunto de caracterfisticas
para cada cepa ya que 2 cepas pueden coincidir en una u otra ca--
racteristica pero no en un conjunto de &stas.
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