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Se obtuvieron placas o dreas
de crecimiento bajo agar en ce-
lulas de Vero de cepas selviticas
de fiebre amarilla aisladas en Pa-
nama. El método es tan sensible
para detectar el virus de las
muestras del campeo, como los
cultives de Vero en tubos o la
inoculacion en ratones lactantes.
También se encontrd, emplean-
do la técnica de formacién de
placas bajo agar, que un alto
porcentaje de individuos vacuna-
dos contra la fiebre amarilla no
presentaban anticuerpos neutra-
lizantes contra las cepas selvati-
cas de la fiebre amarilla, pero si
contra las cepas 17D o neurp-
tropica francesa., Esto brinda
una gran posibilidad para el es-
tudic de la fiebre amarilla, va
que sera posible conocer cuales
individuos han estado expuestos
a infecciones naturales o a va-
cunaciones en las zonas de acti-
vidad periodica del virus de la
fiebre amarilla.

Los estudios realizados en los
laboratorios MLALR.UL v Conme-
morative Gorgas, durante la
onda ciclica de [ichre amarilla
que azotd las remones del Da-
rien v del Bayano en 1974 (1},
demostraron la necesidad de em-
plear métodos que produjeran el
aislamiento mds ripido del virus
amarilico en las muestras obte-
nidas del campo. Era de suma
importancia saber cudles mues-
tras poscian virus, porque de es-
ta manera se podia conocer el
movimiente de la onda vival ¥ s¢
podia establecer las medidas ne-
cesarias de control

A causa de que con las técni-
cas empleadas en el laboratorio
para determinar la presenaa del
virus amarilico en el material de
campo  se tomaba  de dos a
cuatro semanas, a partir del dia
de la inoculacidén, v como las
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cepas selviticas del virus de Ia
fiebre amarilla no producian
placas o dreas de crecimiento
bajo agar en células Vero, no se
podfa usar ese método para
aislar el virus amarflico de las
muestras del campo, ni tampoco
para la determinacion de los
anticuerpos en los sueros huma-
nos v en los de otros mamiferos,
en las pruebas de neutraliza-
cion, Por estas razones se inicid
el presente estudio con el pro-
posite de mejorar los medios pa-
ra el desarrollo de placas o dreas
de crecimiento de las cepas sel-
vaticas de la fiebre amarilla.

Material v método

Cultivos celulares: células Ve-
ro (células del rifién del mono
africano  verde, Cercopithecus
aethiops) fueron sembradas para
formar monocapas de tejido, en
platos plisticos y en tubos, de
acuerde con las técnicas descri-
tas (2). Se realizaron pruebas de
titulacion vy de neutralizacién
del virus, siguiendo los patrones
empleados en el laboratorio v
descritos anteriormente (3, 4,
5).

El medio nutritivo para Ia
formacion de placas bajo agar
en células Vero por las cepas na-
turales del virus de la fiebre
amarilla tenia la siguiente com-
posicibn: medio Fagle’s MEM
(2X), 4% de suero bovino fetal,
0.25% de bicarbonato de sodio,
y antibidticos; a 95 ml de este
medio se le agregd 2 ml de 2.5

M de hepes, 2 ml de 50mM de
tricina, 0.8 ml de IN de NaOH,
1.0 ml de 104 M de MgClo y
0.8 ml de 10 mg/ml de DEAE
dextran, El medio nutritivo se
mezeld en la siguiente propor-
cion: 65 ml de medio con 35
ml de 1.6% de agar tragacanto;
esta mezcla se dispensd en 1,0
ml por hoyo de los platos plasti-
cos. Al sexto dia se le removid
el medio anterior y se le agregé
una mezela de 50% de medio
hutritive  (sin agar tragacanto)
con 50% de 2% de agar Noble v
0.5% de rojo neutral 1:100. Es-
ta segunda mezcla de medio nu-
tritivo con rojo neutral se agre-
gb en volimenes de 0.5 ml por
hoyo.,

Después de 6 horas de agrega-
da la segunda mezcla de medio,
las placas o dreas de crecimiento
de las cepas selviticas o natura-
les de la fiebre amarilla empie-
zan a aparecer v 24 horas des-
pués estin claras y definidas, lis-
tas para ser contadas,

Virus: Las cepas modificadas
del wvirus amarilico, 17D (Va-
cuna y neurotropica francesa
fueron propagadas en cultivos
Vero para preparar los lotes de
virus. La cepa natural o selvitica
del virus de la ficbre amarilla se
recuperd de mosquitos Haema-
gogus sp. y luego se inoculé en
monos “nocturnes” (Adotus tri-
virgatus) los cuales se sacrifica-
ron durante el perfodo de ma-
yor viremia; el plasma o el suero
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se diluyo 1:1 en un medio esta-
bilizador y se dispensd en wviales
que se puardaron congelados a
=70°C,

Resultados

En el Cuadro No.l podemos
observar que la técnica de for-
macion de placas en los platos
es igualmente sensitiva, para la
deteccidn del virus amarilico de
las cepas naturales, que lo obser-
vado en los tubos de cultivos
Vero. Los titulos del virug en el
material de mosquitos se ob-
tienen a-dos 7 dias en los platos
plasticos mientras que en los tu-

de 10 a 18 dias para obtener
titulos similares. Los lotes de
mosquitos que fueron negativos
para el virus al probarse en los
tubos fueron también negativos
en los platos.

Se determinaron los titulos
de anticuerpos en los sueros de
los monos “brazilargos™ (Ateles
fusciceps) y en los sueros de los
monos ‘aulladores” (Alouatta
villosa) que fueren obtenidos en
la parte oriental del Istmo de
Panama, durante el periodo de
1970 a 1974. Se observa en el
Cuadro No.2 que de un total de

hos de Vero es necesario esperar 45 sueros de monos examina-
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dos, 18 no mostraron tener anti-  estos  individuos a la  fiehre
cuerpos para la fiebre amailla, amarilla, va sea por vacunma o
empleando las cepas selviticas v por infeccidn natural. En el

las cepas 17D del virus amarili-
co. De los sueros restantes, £
presentaron titulos bajos de 1:8
a 1:16, 13 tenian titulos medios
1:32 a 1:64 v 8 poseian titulos
altos de 1:128 a 1:256, usando
la cepa selvatica del virus amari-
lico. Estos mismos sueros pre-
sentaron titulos de 2 a 4 veces
mas altos empleando  la cepa
17D,

También se analizaron mues-
tras de sueros humanos prove-
nientes de la region del Bayano,
para determinar la presencia de
anticuerpos contra la  fiebre
amarilla, No se tenfa informa-
clon  sobre la exposicién  de
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Cuadro No.3 podemos observar

que de un total de 111 sucros

analizados, 63 no presentaron
anticuerpos (tituio > 1:4) usan-
do la cepa natural del virus ama-
rilico; mientras que con la cepa
neurotropica francesa los mis-
mos sueros alcanzaron titulos de
1:8 a 1:64, Se observa también
que 36 sucros presentaron titu-
los bajos, que 10 sueros tenfan
titulos medios y que 2 sueros
mostraren titulos muy altos con
la cepa del virus selvitico.

Los mismos sueros presenta-
ron titulos de 2 a 8 veces mis
altos con la cepa neurotrdpica
francesa, excepluando dos que

1974



poselan tituios muy altos, con
ambas cepas del virus.

También se observed que «l
suero de un caso probado de
fiebre-amarilla tenia anticucrpos
en titulos altos para ambas ce-
pas.

Al 65 sucros de
personas  que no poseian anti-
cuerpos para la cepa natural, pe-
ro gue si reacclonaban usando
la cepa neurotrdpica lrancesa, sc
decidié probar los sueros de las
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de la vacunacion mostraron antl-
cuerpos con la cepa 17D v no
con la cepa selvatica; mientras
gque 6 sucros obtenidos despues
de la vacunacién tenian anti-
cucrpos de ambas cepas.

Recientemente se  probaron
sucros obtenidos de nifios (de 1
a 15 anos de edad) del area de
Chilibre, en la Provincia de Pa-
nama. Un total de 19 suercs
presentaron anticuerpos contra
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personas que tenian un mes de
haber sido wvacunadas para la
fiebre amarilla. Se probaron 42
sueros de personas, antes v des-
pués de la vacunacion. Los re-
sultados se muestran en el
Cuadre No.4. Se observa que 36
de los sueros obtenidos después

BT

LA

la cepa 17D, indicando que fue-
ron vacunados va que no habia
existido ficbre amarilla en el
area en los Gltimos 20 afics. So-
lamente en 5 sueros, de los 19
SUCTOS positivos antes menciona-
dos, se hallaron anticuerpos con-
ira la cepa selvatica.

Justines v coly Cultivo ¥Virus de Fichre Amarilla 291



> NEUTRALIPANTIS, EMPLEANED

5 CTEPAS ZELM CAE Y 17B ZE TIZERS AMARILLA,

N OBUHROS [HUMANOS vACUNADOS,DE LA AZGISN DEL SAYAND
SUTAONE DI 42 ITULOS DE L35 ANTICURRPOS IN EL SUESO
VATTHADGE CEPA L7 CRPh SZLVATICA

T 4 TG
15

DERHIES FE-JER .

ANIRE 4 i

For cortesia del Dr. Leén Ro-
sen (del Instituto de Enfermeda-
des Infecciosas v Alérgicas de
los Estados Unidos de América),
obtuvimos sueros de 4 monos
“brazi-largos” y de 2 monos
tities (Sagusnus sp.) originarios
de Panami, que habian sido
inoculados con la cepa 17D, En
todos los sueros que s¢ consi-
guieron, de 22 a 130 dias des-
pués de la vacunacién, se halla-
ron anticuerpos para la cepa
I7D; mientras que 5 de los 6
MONOS No  IMOoSIraron  anticuer-
pos para la cepa sclvatica, aisla-
da en Panami,

Comentarios

Al lograr que la cepa selvitica
de la fiebre amarilla formara
placas o arcas de crecimientos

bajo agar, se presenta la oportu-
nidad para trabajar un nGmero
mayor de muestras sin sacrificar
la sensibilidad para detectar pe-
gquenas cantidades de virus, Este
hecho es de mucha importancia
para ¢l cstudio del material de
campo.

La presencia de anticuerpos
neutralizantes para la cepa selvi-
tica v para la cepa de la vacuna,
en los sueros de monos silves-
tres, indica claramente que los
anticuerpos son el producto de
una infeccion natural v que no
logran distinguir entre la cepa
natural y la cepa de la vacuna.

Por el contrario, los sueros
humanos del Bayano revelaron
que un mamero de individuos no
presentaban anticuerpos contra
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la cepa selvitica pero si contra
la cepa 17D y la cepa neurotrd-
pica francesa, indicando este he-
cho la posibilidad de que estos
individuos hubieran sido vacuna-
dos, como parece ocurrir en ¢l
caso de los nifios de Chilibre.

El estudic de los sueros de
los individuos vacunados indica
que la mavoria no presentd an-
ticuerpos contra la cepa selviti-
ca, mientras que todos los indi-
viduos mostraron anticuerpos
contra la cepa 17D. Un resulta-
do similar se ohservé con los
monos  vacunados, cuando se
empled la cepa selvitica para de-
tectar los anticuerpos. Esto indi-
ca que tanto el hombre comeo
los monos responden de una
manera similar a la vacuna con-
tra la fiehre amarilla. La reac-
cion de los anticuerpos contra
las cepas 17D v la cepa neuro-
trépica francesa indican clara-
mente la estrecha relacién anti-
génica que existe entre ambas
cepas.

Pareciera que la respuesta in-
mune inducida por la vacuna es
diferente a la producida por la
infeccién natural. Se ha infor
mado que la vacunacion contra
la fichre amarilla estimula la
produccion de inmunoglobulina
M, la cual alcanza altos niveles
gue se mantienen hasta 18 me-
ses después; v que en los casos
de 2 6 mds vacunaciones con
17D se estimula la preduccién
temprana de Inmunoglobulina

G, sobrepasanao los niveles de
inmunoglobulina M (6).

Es importante sefialar que la
vacuna confiere una completa
proteccion contra la fiebre ama-
rilla, aunque en la mayoria de
los casos los anticuerpos no son
detectados al emplear la cepa
natural con el método descrito.
Por el momento, no podemos
explicar la razén de que algunas
personas vacunadas posean anti-
cuerpos gue reaccionan con la
cepa selvdtica, aunque en algu-
nos casos puede ser el resultado
de 2 6 mds vacunacicnes. En
otros casos puede ser que al-
gunos individuos respondan ini-
cialmente con mayores niveles
de inmunoglobulina G, alcanzan-
do niveles iguales o superiores a
la inmunoglobulina M.

El fenémeno por el cual la
cepa selvitica del virus amarilico
puede distinguir, en un alto por-
centaje, los anticuerpos que son
inducidos por la vacuna de
aquellos que son el producto de
una infeccion natural, tiene una
gran importancia en los es
tudios sobre la epidemiologia de
la fiebre amarilla en las zonas
tropicales donde es pobre o nu-
la, en la mayorfa de los casos, la
informacién sobre previas va-
cunaciones o previas infecciones.

SUMMARY

Plagues under agar were
obtained with wild strains of
yellow fever virus isolated In Pa-
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nama. This technique proved as
sensitive for the detection of
the virus in field specimens as
the use of Vero cell cultures in
tubes or the inoculation of
suckling mice. A high per-
centage of individuals vaccinated
against vyellow fever who had
neutralizing antibodies to the
17D or French neurotropic

vaccine strains did not have
antibodies to the wild wvirus,
using the plaque tecnique. This
method promisely to be
extremely useful in determining
which individuals have had na-
tural infections and which have
been vaccinated, in geographical
areas where vyellow fever is
active periodically.

BIELIOGRAFLA

1. Gorgas Memarial Institute 47th anmnual report, ULS. Government Prnting Office,

Washinton, 1976

2. Behmidt NJ: Tisue culture technic for disgnostc vimlogy, en Diagnostic
FProcedures for Virdd and Rickettsigl Infections, ed por Lennette EH, Schmidt NI,
ded, New York, Am Public Health Assoc, 1969, pp 79—178

3. FEarley E, Peralts P, Jolinson KM: A plique ncutralization method for arboviruscs.
Proc Soc Exp Biol Med 125: 741747, 1967

4, Webb PA, Johnson KM, Mackenzie RE: The messurement af specific antibodies in
Bolivian hemorrhagic fever by neutsalization of viros plagues. Free Soc Exp Biol

Med 130: 1012-1019, 1969

5. Mirchamsy H, Rapp F: A new method for plaquing animal viruses. Proc Soc Lxp

Biol Med 129: 13-17, 1968

6, Monath TPC: Meutralizing antibody Tesponses in the major immunoglubulin olasses
ta yellow fever 17D vaccination of humans, Am J Epid 93; 122-129, 1971

294 Revista Mbdica de Panamid, 4: 287 - 294, 1979



	p1.jpg
	p2.jpg
	p3.jpg
	p4.jpg
	p5.jpg
	p6.jpg
	p7.jpg
	p8.jpg

