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Estimado lector:

Desde hace casi dos afios que no aparecia el BOLETIN del Centro. Mu-
chas cartas recibimos de lectores que nos reclamaban no haberlo recibido y a
todos ellos les contestamos individualmente explicando los motivos que nos
obligaron a suspender la publicacién. Ahora lo hacemos en general, para todos
nuestros lectores, exponiendo las causas de nuestro silencio y anticipando
nuestras ideas para el futuro.

Razones de orden presupuestario, que seria prolijo detallar, nos obligaron
a reducir o suspender algunas actividades; por supuesto, esas restricciones
recayeron sobre las de menor prioridad. El incremento dado a las actividades
docentes obligé a dedicar el mayor esfuerzo en la publicacion de materiales
didécticos, monogralias y manuales, de cuya disponibilidad no podiamos pres-
cindir. También, algunos movimientos de personal afectaron el sector de pu-
blicaciones. Pero, probablemente la razén de méds peso - como ocurre casi
siempre - fue de orden econdmico: en la primera mitad de 1974 el costo del pa-
pel aumentd un 300% alcanzando mds tarde el 400% con relacion a su_precio
de 1973. Aumentos de esa magnitud, en tan corto tiempo, exceden cualquier
prevision.

Superadas hoy, en gran medida, aquellas dificultades, queremos recuperar
el tiempo perdido. Pero no es tan facil cuando el tiempo es mucho. Optamos
por una edicién que abarque los cuatro trimestres de 1974 a la que seguiran,
en los préximos meses, dos ediciones més, correspondientes a los dos semes-
tres de 1975. Y para conservar la numeracion de cuatro numeros por afio, esta
edicién lleva los nitmeros 13-16 y las sucesivas serén 17-18 y 19-20 respectiva-
mente. Suprimimos la habitual seccién de "Noticias" por su falta de actuali-

dad,

Esta edicion especial incluye todas las presentaciones que se hicieron en
el Simposio Internacional sobre Fiebre Aftosa que se reunié en el Centro Pan-
americano de Fiebre Aftosa los dias 5y 6 de noviembre de 1973.

» Esperamos continuar con la aparicién normal del BOLETIN a partir del
primer trimestre de 1976.

La direccidn.



Dear Reader:

The Center’s BOLETIN has not appeared for nearly two years. We have
received many letters about this and answered each of these letters individual-
ly, explaining the reasons for which we were obliged to suspend publication.
We will now do the same for all of our readers, stating the causes for our
silence and sharing our ideas for the future.

Financial reasons obliged us to reduce or suspend some activities which
naturally affected the publication of the BOLETIN. Increases in training ac-
tivities obliged us to put the greatest effort into the publication of essential
training materials, monographs and manuals. Some personnel changes also
affected the production of publications. But, as almost always happens, the
main reason was economic: in the first half of 1974 the cost of paper increased
300%, and later 400%, in relation to 1973 prices. Such increases, in a short
period of time, exceed the most carefully planned projections.

These problems have now for the most part been resolved, and we hope
to make up for lost time. We have opted for the publication of one issue to
include the four quarters of 1974, to be followed in a few months by two more
issues, which will correspond to the two semesters of 1975. In order to main-
tain the enumeration of four issues per year this issue carries the numbers
13-16, and the following issues will be 17-18 and 19-20, respectively. We
have suspended the "News'" section as inappropriate under the circumstances.

This special edition includes all the papers presented at the International
Symposium on Foot-and-Mouth Disease held at the Pan-American Foot-and-
Mouth Disease Center November 5-6, 1973.

We hope to continue with normal publication of the BOLETIN as of the
first quarter of 1976.

The Director.



INMUNIZACION DEL ANIMAL JOVEN CONTRA LA FIEBRE AFTOSA

Dr. J. B. Brooksby*

Considerando la importancia de la inmuni-
zacion de los animales jovenes en la més
temprana edad, es sorprendente que haya tan
pocas referencias autorizadas sobre este
asunto. Es posible que la razén de este he-
cho repose en la dificultad de resolver la in-
terrelacion de las dos variables que rigen la
reaccién a la vacuna en los animales jéve-
nes. La dos variables son:

1. La persistencia de la inmunidad trans-
mitida por la madre, que obviamente esta in-
fluenciada por el nivel de inmunidad de esta
ltima y de la eficacia con que se transmite
a la prole.

2. El desarrollo de competencia inmuno-
légica completa en el animal joven. Casi to-
dos los investigadores estdn de acuerdo que
hasta que un animal no alcance completa ma-
durez, su respuesta a un estimulo antigénico
dnico no puede ser total, pero estan menos de
acuerdo en cuanto a la edad en la que esta
diferencia entre joven y adulto deja de ser
significativa.

Las discrepancias existentes entre los
autores sobre las edades criticas para cada
una de estas variables probablemente depen-
den de factores tales como el estado nutriti-
vo, otras infecciones y ain de la raza y va-
riedad del animal considerado. El tipo de va-
cuna empleada también puede jugar un papel,
debido a que los adyuvantes pueden tener un
comportamiento diferente en animales de di-
versas edades.

Tomando ep cuenta estas consideraciones,
obviamente ps imposible establecer una regla
rigida para la edad y para el régimen de va-
cunacién que dard los mejores resultados en
la inmunizacién de animales jévenes en una
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campafia de vacunacién de ambito nacional.
Sin embargo, una revisién de la literatura su-
giere que pueden ser observados ciertos prin-
cipios basicos y si éstos ya estan implanta-
dos, para el veterinario de campo puede tor-
narse en un problema de logistica el tratar de
obtener la mejor cobertura posible del ganado
joven.

PERSISTENCIA DE ANTICUERPOS
PROPORCIONADOS POR LAS
MADRES INMUNIZADAS

En 1966 Van Bekkum describié la persis-
tencia de anticuerpos en terneros nacidos de
madres inmunizadas. Con el programa conti-
nuo de vacunacién implantado en Holanda,
muchas de las madres presentaron titulos ele-
vados de anticuerpos lo que se reflejé en el
hecho que Van Bekkum notd su persistencia
en los animales jévenes, en algunos casos,
hasta los 150-160 dias. Sin embargo, ‘entre
los terneros hubo una marcada diferencia in-
dividual y se notd que la eficacia con la cual
los terneros absorbieron anticuerpos del ca-
lostro, variaba ampliamente de un individuo
a otro. Observaciones semejantes fueron in-
formadas por Wisniewsky y Jankowska en
1972, Hubo una disminucién marcada de an-
ticuerpos después de los 3 meses, mientras
que a los cuatro meses se hallaron sélo ras-
tros de anticuerpos neutralizantes en la ma-
yoria de los casos. Excepcionalmente, un ter-
nero con 134 dias de edad present6 titulos de
anticuerpos de hasta 1:30. Los mismos au-
tores informan que, si la vacuna es aplicada
en terneros que presentan anticuetpos, cerca

* Animal Virus Research Institute, Pirbright, Woking, Surrey;England.



del 60% no reacciona con produccién de nue-
vos anticuerpos neutralizantes. Esto es ge-
neralmente aplicable, aunque los niveles de
los titulos sean muy bajos, menores que 1:10,
aun cuando, en algunas circunstancias, ha
sido posible obtener alguna respuesta en es-
ta faja bastante indeterminada, lo que torna
muy dificil separar la variacion debida a an-
ticuerpos de los antecedentes de competen-
cia inmunitaria.

Wisniewsky y Jankowska (1972) compara-
ron también el titulo de anticuerpos obtenido
con la misma vacuna en los terneros prove-
nientes de madres inmunizadas y no inmuni-
zadas, mostrando claramente que el titulo de
anticuerpos en los terneros provenientes de
madtes no vacunadas es tres veces mas ele-
vado que en los del grupo vacunado. Este
hecho, es una buena evidencia de que los an-
ticuerpos adquiridos pasivamente interfieren
en la respuesta a la vacuna. Ademas, no se
trata de un fendmeno todo-o-nada y probable-
mente podrd ser observado en la irregularidad
de las respuestas de los animales jovenes;
algunos de ellos estaran adecuadamente pro-
tegidos mientras que otros no.

Las observaciones sobre la inmunidad ma-
terna - en porcinos, son bien mas escasas tal
vez por causa de que han habido pocas opor-
tunidades de estudiar proles de cerdas ade-
cuadamente vacunadas. Nathans (1965) en
Holanda hallé que en cerdos jévenes los an-
ticuerpos pueden estar por debajo del nivel
detectable y, no obstante, no reaccionan a
'vacunacién. Giraud et al. (1969) vacunaron
cerdas con 90 dias de preiiez. Los lechones
se mostraron inmunes a la edad de un mes pe-
ro no a los dos meses. Los lechones vacuna-
dos a las 6-8 semanas de edad fueron inmu-
nizados con éxito: 9/10 estaban protegidos
contra la descarga de virus un mes después.
De los datos obtenidos en terneros se justifi-
ca sugerir que los anticuerpos maternos de-

berian bajar suficientemente para que la va-

cunacién pueda ser 1til en algdn momento en-
tre los 3 y 4 meses. Verdaderamente se puede
decir que en aquel momento la mayoria de los

animales tendran titulos tan bajos de anti-
cuerpos maternos que estaran en condiciones
de reaccionar a la vacuna, sea con un incre-
mento de anticuerpos o tornandose sensibili-
zados, de tal modo que las futuras reaccio-
nes a la vacunacion seran reforzadas. En el
caso de los cerdos es posible afirmar que el
procedimiento equivalente seria la vacuna-

cién de los lechones a las 6 semanas de
edad.

DESARROLLO DE LA
COMPETENCIA INMUNOLOGICA

Mackowiak et al. (1962) comprobaron que
en los terneros, cuanto menor era la edad me-
nos favorablemente reaccionaban a la vacuna-
cién. A la edad de 5 a 6 meses desarrollaron
sé6lo titulos bajos de anticuerpos, que decli-
naron rapidamente en 30 a 60 dias. Por otra
parte, animales entre 6 y 9 meses de edad
presentaron anticuerpos que persistieron du-
rante 2 a 4 meses, comparados con adultos
primovacunados, cuyos anticuerpos persis-
tieron de 4 a 6 meses. Ese fenémeno persis-
tié aln cuando los animales fueron revacuna-
dos. Animales jovenes revacunados a una
edad menor de 12 meses permanecieron inmu-
nes durante 8 meses, mientras que en los
animales adultos la cifra fue de 12 meses.
Si la vacunacién inicial fue aplicada en ani-
males menores de 6 meses y revacunados 3
meses después, su inmunidad duré sélo 3 a
4 meses y por consiguiente se sugirié que
probablemente sea necesario repetir la vacu-
nacién 3 veces hasta la edad de 14 meses.
Resultados semejantes fueron informados por
Honigman, Gomes, Martin y Lombardo (1971).
Trabajaron con animales provenientes de ma-
dres vacunadas y la vacunacién se€ inicié
cuando tenian de 6 a 9 meses, momento en
que el fracaso de la reaccion puede vincular-
se con mas seguridad a la competencia inmu-
nolégica que a la persistencia de anticuer-
pos del calostro. Sus resultados fueron publi-
cados en el Boletin del Centro Panamericano
de Fiebre Aftosa y ponen de relieve que para
obtener una buena respuesta en animales de



esta edad, son necesarias vacunaciones repe-
tidas. Hay una diferencia clara entre los gru-
pos vacunados a la edad de 6-9 meses y 9-12
meses, tanto en la respuesta inicial como en
la respuesta a los diferentes regimenes de
vacunacién utilizados para incrementar la
inmunidad. Como un ejemplo de un mal resul-
tado que puede obtenerse, el grupo vacunado
a los 6-9 meses de edad, después de la pri-
mera vacunacién sélo presenté titulos insig-
nificantes. Cuando fue revacunado a los 120
dias después de la vacunacién inicial, el ti-
tulo de anticuerpos aument6 a un nivel bas-
bante elevado, pero cay6 a los 180 dias. Nue-
vamente revacunado el grupo a los 240 dias,
sélo 4 de 8 animales estaban inmunes cuando
fueron comprobados a los 360 dias. Estos re-
sultados son menos satisfactorios de lo que
podria esperarse de los estudios de revacuna-
cién realizados por Mackowiak et al. (1962) y
por Muntiu et al. (1972).

Muntiu y sus colaboradores estudiaron en
profundidad y durante muchos afios el proble-
ma de la inmunizacién del animal joven y va-
le la pena mencionar algunos detalles de sus
resultados. En su serie inicial (1969) deter-
minaron qué cantidad de vacuna en ml era ne-
cesaria para proteger el 50% de los grupos de
animales de la misma raza pero de diferentes
edades. Los animales adultos tenian 3 o mas
afios de edad. Para una determinada vacuna
los resultados fueron los siguientes: adultos,
0,213 mi;animales de 1 afio de edad, 0,916 ml;
de 6 meses, 1,33 ml; y de 1 mes de edad,
3,4 ml. Por consiguiente, una dosis protec-
tora para un animal adulto debe ser aumentada
4,3 veces para un animal de 1 afio de edad,
6,2 veces para uno de 6 meses de edad y
15,9 veces para un animal de 1 mes de edad.
Estas cifras son mas elevadas que las encon-
tradas por otros investigadores en el campo,
pero los ensayos fueron llevados a cabo cui-
dadosamente con animales pertenecientes a
una raza determinada y las cifras fueron esta-
blecidas en niimeros de animales bastante
considerables para permitir un grado elevado
de confianza.

Los mismos datos pueden ser presentados
de una manera diferente indicando el nimero
de dosis protectotas (DP =0), hecesarias para
producir un aumento de 1,5 en el log de anti-
cuerpos en los sueros. Para el animal viejo
esta cifra es 0,8; para el de 1 afio de edad, 4;

para el de 6 meses, 9 y para el menor de
1 mes, 85.

Los datos pueden ser vistos también des-
de el punto de vista de la duracién de la res-
puesta después de la aplicacién de vacuna en
grupos de edades diferentes. Inoculando 16
DP so. adulto, Muntiu et al. (1971) mostraron
que la caida al 50% de la inmunidad en el
grupo requiere: 14 meses para los adultos, 4
meses para los de 12 meses, 2 meses para
los de 6 meses, mientras que en el grupo de
un mes de edad la inmunidad dura sélo un
mes.

La siguiente serie de experiencias (1972)
estaba dirigida a estudiar la posibilidad de
superar este problema mediante la aplicacion
de dosis divididas de antigeno. Se seleccio-
naron dos dosis, para ser aplicadas a un in-
tervalo de 15 dias. Con una determinada va-
cuna, la inoculacién de 16 DPso proporciond
8 meses de inmunidad. En los animales de un
afio de edad esta misma dosis proporcion
sélo dos meses de inmunidad pero cuando se

. inocularon 2 dosis, cada una de 8 DPso a in-

tervalos de 15 dias en animales de un afio
de edad, la inmunidad dur6 4 meses. Anima-
les de 6 meses de edad permanecieron inmu-
nes durante 2 meses después de la inocula-
cién de 32 DPso; con 2 dosis de 16 DPso ca-
da una, la inmunidad se prolongé hasta 8 me-
ses. En nuestra experiencia el intervalo en-
tre las dos dosis es algo corto para obtener
los mejores resultados de la revacunacion.
Si este intervalo se hubiera extendido hasta
un mes es posible que los resultados habrian
sido mejores alin. Estas observaciones su-
gieren que, si el problema de la administra-
cién en el campo puede ser resuelto, la inmu-
nizacién de animales jévenes en un nivel sa-
tisfactorio es bien posible.



Nuestra propia experiencia en Pirbright
con vacunacion de terneros ha sido, en gene-
ral, bastante similar a la del Dr. Muntiu y sus
colaboradores, pero nosotros no llevamos a
cabo una observacién tan detallada y por con-
siguiente los resultados no tienen el mismo
valor cuantitativo. Sin embargo, concordare-
mos con que el esquema de dosis dividida pa-
rece ser la manera mas eficaz de mejorar la
inmunidad proporcionada a los animales jove-
nes.

Un aspecto adicional que también estudia-
mos en terneros fue la rapidez de la respues-
ta que es posible obtener con una dosis de
vacuna para adulto. Se emplearon grupos de
terneros que estaban siendo usados en el es-
tudio del valor inmunizante del material de
ARN de doble cadena y el grupo control, que
recibié vacuna 7 dias antes de la comproba-
cion por contacto, resistié completamente el
contacto con virus virulento aunque los ani-
males tenian un titulo de anticuerpos de sélo
1:16. Después de la comprobacién por contac-
to, este titulo de anticuerpos aumenté sélo
hasta 1:200 comparado con 1:800 en los con-
troles (R.F.Sellers,informacién no publicada).

McKercher y Morgan (1969) inocularon cer-
dos de 26 dias de edad con una vacuna con
adyuvante oleoso. Estos animales estaban
protegidos cuando fueron comprobados 65
dias después. En esta fase, la revacunacién
no aumentd la respuesta de anticuerpos pero
a los 172 dias de edad la respuesta fue bue-

na y los animales se encontraban todavia in-

munes en la prueba hecha a los 380 dias de
edad. Se puede esperar que la respuesta in-
munitaria resultante de vacunas con adyuvan-
te oleoso sea diferente de la proporcionada
por anteriores adyuvantes, especialmente en
lo que se refiere a la revacunacién, cuya res-
puesta serd mas eficaz en una fase mas ade-

lantada.

Wittmann y Mussgay (1970) fueron sorpren-
didos por la facilidad con que obtuvieron una
buena respuesta a su vacuna con DEAE-dex-

trano en cerdos de 6-8 semanas de edad; sin-

embargo, afirmaron que la respuesta no fue

tan buena como en los animales adultos. Die-
ron énfasis a la variabilidad de la respuesta
y también al hecho de que hallaron escasa
correlacién entre el resultado de los ensayos
de comprobacidn y de los titulos de anticuer-
pos registrados.

Por consiguiente, aln cuando parece no
haber ningin estudio en cerdos comparable
con el de Muntiu et al. en bovinos, pareceria
que es posible estimular una buena inmunidad
en cerdos de seis semanas de edad con vacu-
nas de adyuvantes adecuados. La revacuna-
cién, ya sea con vacuna similar o bien con
una vacuna de hidrdxido de aluminio saponi-
nada (Anderson, 1969) proporcionara una bue-
na respuesta anamnésica, que sera mejor a
los tres meses que a un mes.

Por lo tanto, de las indicaciones existen-
tes en la literatura surge que se puede inmu-
nizar terneros contra la fiebre aftosa si se
les aplica una buena vacuna antiaftosa en do-
sis suficiente. La edad en la cual la inmuni-
zacién es factible es de 3-4 meses para los
terneros provenientes de madres inmunes. Se
obtendran resultados mejores si la dosis de
vacuna es dividida en dos partes inoculadas
a un cierto intervalo, de preferencia 1-2 me-
ses. Lechones provenientes de madres inmu-
nes pueden ser inmunizados a las 6-8 sema-
nas de edad empleando vacunas con adyuvan-
tes DEAE u oleoso, y la aplicacién de una
segunda dosis de vacuna puede ser hecha 3
meses después en el caso de que el cerdo
esté destinado a un establecimiento de cria.

La factibilidad de tales recomendaciones
depende de los métodos de manejo en uso.
Hay urgente necesidad de nuevas investiga-
ciones en este campo para determinar resul-
tados que se obtienen con diferentes regime-
nes de vacunacién en condiciones diferentes
de manejo y en condiciones naturales en el
campo. Estas seran ahora factibles con los
métodos més simples de que se dispone ac-
tualmente para determinar la inmunidad.
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RELACIONES ENTRE EL VIRUS DEL LEON MARINO DE CALIFORNIA
Y EL VIRUS DEL. EXANTEMA VESICULAR

Dr. J. J. Callis*

En 1932 se informé sobre una enfermedad
vesicular en porcinos, en un criadero de cer-
dos en California, que era indistinguible de
la fiebre aftosa. Todos los animales directa
o indirectamente implicados en el brote fue-
ron sacrificados y enterrados, los locales la-
vados con solucién de cal viva, y no se in-
trodujo ganade nuevo por un periodo de 90
dias. Estos eran los procedimientos que es-
taban en vigor para la fiebre aftosa en aque-
lla época (1).

El virus del brote de 1932 no produjo le-
siones cuando fue inoculado en cobayos, ter-
neros y novillos, en una vaca adulta, y en
dos caballos. Sobre la base de estas pruebas
se hizo el diagnédstico de fiebre aftosa aun-
que se admiti6 que era bastante atipico. Todo
el virus de aquel brote fue destruido (2, 3).

En 1933, aparecié una enfermedad en Ca-
lifornia, también limitada a porcinos, y cli-
nicamente semejante al brote de 1932. El vi-
rus recolectado de este brote se probé en una
variedad de animales. Enfermaron todos los
cerdos y 4 de 9 caballos, pero no ocurrié lo
mismo con los 7 bovinos y los 37 cobayos
utilizados en la prueba. Los que tenian ex-
periencia con la fiebre aftosa, tampoco esta
vez hallaron ninguna diferencia clinica en-
tre aquella enfermedad de los porcinos y la
fiebre aftosa que ellos conocian y, por consi-

guiente, todos los animales fueron sacrifica-

dos y se aplicaron medidas de cuarentena.
Sin embargo, posteriormente se concluyé, me-
diante pruebas de inmunidad cruzada con la
estomatitis vesicular y la fiebre aftosa, que

existia una nueva enfermedad de los porci-
nos y fue denominada exantema vesicular del
cerdo (3).

Esta enfermedad volvié a presentarse en
los afios 1934, 1935 y 1936 en California, pe-
ro no fue nuevamente identificada hasta 1939
y desde entonces hasta 1955 fue diagnostica-
da todos los afios en California (4).

En 1952 la enfermedad aparecié en Ne-
braska en una planta de produccién de mate-
riales biolégicos. Se investigé la fuente de
infeccién, determindndose que tuvo origen en
cerdos que habian sido alimentados con dese-
chos de comida provenientes de un tren trans-
continental que procedia de California. Se su-
puso que los desechos de carne de cerdo fue-
ron la fuente de la enfermedad. Aun cuando
ésta se mantuvo dentro de las fronteras del
estado de California durante 20 afios, en esta
oportunidad salié de ese estado e invadié Ne-
braska. Durante los 15 meses que siguieron,
la enfermedad se disemind en 42 de los 48
estados existentes en aquella época (4).

En 1946 y 1947 la enfermedad fue diag-
nosticada en cerdos provenientes de Cali-
fornia y en transito a Honoluld. Las medidas
de cuarentena y sacrificio inmediato, previ-
nieron que la enfermedad alcanzara Hawai (4).
En 1955 se diagnosticé en Islandia y el ori-
gen fue rastreado hasta una hacienda local
que para alimento de los cerdos usé residuos
crudos provenientes de una base militar lo-
cal de los Estados Unidos. La enfermedad
fue erradicada sin demora mediante el sacri-
ficio de todos los animales infectados o

* Director del Centro de Enfermedades de Animales de Plum Island, Departamento de Agricultu-
ra de los E.U.A. P.O. Box 848, Greenport, Long Island, New York 11944, E.U.A.



expuestos (5). Estas fueron las tnicas ocu-
rrencias de la enfermedad conocidas fuera de
los Estados Unidos.

El Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos decidié implementar en 1952
un programa de erradicacién que fue con-
cluido finalmente en 1956, después que cada
uno de los 48 estados aprobaron leyes prohi-
biendo la alimentacién de cerdos con dese-
chos crudos (6). Esta medida, junto con el
sacrificio y la eliminacién de animales infec-
tados, y con la decontaminacion y cuarentena
de los predios, tuvo éxito en la erradicacién
de la enfermedad en Estados Unidos y pues-
to que era el dnico pais donde la enfermedad
se habia presentado, se concluyé que este
era el primer caso de eliminacion de una en-
fermedad (7).

“En el otofio de 1972, cientificos de la Uni--

versidad de California, en Berkeley, aisla-
ron varios virus en dos especies de mamife-
ros marinos. Estos virus se propagaron bien
en sistemas de cultivo de tejidos de origen
porcino. Microfotografias electronicas de cul-
tivos de tejidos infectados contenian parti-
culas virales semejantes al virus del exante-
ma vesicular del cerdo. fActualmente se hicie-
ron 6 aislamientos de Virus de mamiferos ma-
rinos (leones marinos de California y focas)
provenientes de varios lugares costeros de
California, de la Isla San Miguel, fuera de la
costa californiana y las islas Pribilof, en la
cadena de las islas Aleutianas préximas a la
costa de Alaska (8).

" Los seis virus mencionados fueron envia-
dos al Centro de Enfermedades de Animales
de Plum Island para su estudio, identifica-

ci6én adicional y comparacién con los otros
“virus del exantema vesicular (serotipos A a
K) mantenidos en el cepario. En el cerdo, los

seis virus produjeron vesiculas indistingui-
bles de aquellas producidas por el exantema
vesicular. Inoculando el virus por via intra-
dérmica en el hocico, labios y patas, se de-
sarrollan vesiculas en el punto de inocula-

cién en un lapso de 48 horas. Se produce un

aumento de la temperatura casi simulténeo

con la aparicién de las vesiculas. La recupe-
racién se inicia a los pocos dias, a no ser
que surjan infecciones secundarias que retar-
den el proceso de curacién. Los animales
convalecientes desarrollan anticuerpos neu-
tralizantes, precipitantes y fijadores del com-
plemento para el virus homdlogo. No hay
reacciones cruzadas de tales suetos con los
antigenos de la fiebre aftosa, estomatitis ve-
sicular y con la enfermedad vesicular europea
de los porcinos (9).

Entre los seis virus aislados, por lo me-
nos 2 serotipos parecen estar representados;
sin embargo, prosiguen los estudios compara-
tivos entre los virus de mamiferos marinos y
los 12 serotipos diferentes del virus del exan-
tema vesicular (9).

Cuatro de los virus aislados provocan pe-
quefias lesiones vesiculares dentro de 48 ho-
ras después de la inoculacién por via intra-
dérmica en las lenguas de caballos. Los
sueros provenientes de estos animales con-
tienen anticuerpos para el vitus homdlogo
14 dias después de la recuperacion ).

' Los virus de mamiferos marinos fueron
examinados por métodos bioquimicos y com-
parados con los virus del exantema vesicular
y con virus picorna felino. Los 3 virus estan
estrechamente relacionados. \Ellos sedimen-
tan en igual forma en gradientes de densidad
de sacarosa y es posible aislar de cada uno
de ellos el ARN infeccioso. Los cépsides de
cada uno de estos tres virus constan de una
finica proteina principal con un peso molecu-
lar de cerca de 60.000 daltons. Esta pro-
piedad comin es una evidencia convincente
de la estrecha relacién entre estos 3 virus y
también para su subclasificacién como cali-
civirus. Hasta ahora, se hallé que todos los
miembros de la familia picorna virus poseen
4 proteinas principales en los capsides (10).

Smith et al. formularon la teoria de que el
virus del exantema vesicular pudo haber pe-
netrado en los cerdos en California en 1932
pot la alimentacién de éstos con mamiferos
marinos. Aparentemente, en aquella época es-
te era un procedimiento bastante comin, que



se supone que no ocurre en la actualidad por
lo menos normalmente, debido a cambios pro-
ducidos en el drea, a la disminucién general
del numero de tales animales y a los cambios
operados en la industria porcina (8). Puesto
que los aislamientos de virus de mamiferos
marinos son semejantes a los de la enferme-
dad de porcinos actualmente extinguida: el
exantema vesicular del cerdo, podra resolver-
se la cuestion del origen del brote de esta
enfermedad ocurrido en 1932 en California,
pero se nos plantean otros interrogantes se-
rios. El interrogante mas inmediato podria
ser ¢Jcual es la conducta a adoptar con la
practica de permitir la introduccién de tales
especies en los parques zoologicos? ¢Deben
tales animales estar libres de estos virus an-
tes de su entrada? y, ¢qué hacer con los que
ya estan en los zoolégicos? ¢Cual es el sig-
nificado de estos virus para el mamifero ma-

rino? ;Serd que provocan una enfermedad o
que hacen parte integrante de la flora viral
normal de estas especies? ¢Serd que este vi-
rus esta asociado con la alta incidencia de
abortos en los animales de los cuales se ais-
16 el virus? Mientras no podamos responder a
estos interrogantes, nuestra responsabilidad
es, por lo menos, evitar la posibilidad de
contacto entre estas especies y el porcino,
hasta que se aclaren algunas de esas dudas.

Los mamiferos marinos pueblan las costas
de muchos paises del mundo. Es de esperar
que en el futuro los cientificos que estudian
la fauna marina y aquellos de nosotros dedi-
cados a las enfermedades de los animales do-
mésticos o a la produccién de alimentos de
origen animal habran de trabajar en estrecha
colaboracion con evidentes ventajas para am-
bos grupos.
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FIEBRE AFTOSA EN BOVINOS.
ALGUNAS RELACIONES ENTRE LA PATOGENICIDAD Y LA EPIZOOTIOLOGIA

Dr. J. J. Callis*

Definicion

La fiebre aftosa es una de las mas con-
tagiosas enfermedades de los animales. Es
de origen viral y afecta principalmente a los
bovinos, porcinos, ovinos, caprinos y a otros
animales de pezufia hendida domésticos y
salvajes. Fue descrita por la primera vez en
Italia en 1546. Aislado el agente causante,
se determiné que es un virus y posteriormen-
te se comprobé que mide cerca de 23 milimi-
crones de diametro. Su elevada infecciosidad
para algunas especies, la habilidad del virus
de diseminarse con velocidad, su amplia dis-
tribucién y su pluralidad de serotipos, cons-
tituyen algunas de las caracteristicas que di-
ficultan el control de la fiebre aftosa (1)

Distribucion geografica

Esta enfermedad ocurre en todas las gran-
des areas terrestres del mundo con la excep-
cién de Norte América, América Central, Pa-
nama, Australia y Nueva Zelandia. En Norte
América no ocurre desde 1953 en que fue
erradicada en México. El dltimo brote ocurrid
en Canada en 1952, en E.U.A. en 1929 y en
Australia en 1872 (1).

Consideraciones economicas

En todos los paises donde ha existido, la
enfermedad interfirié con el comercio de im-
portacién y exportacién de animales y de pro-
ductos de origen animal. La entrada a los
paises libres de fiebre aftosa de productos

provenientes de areas enzoéticas estd some-
tida a prohibiciones o restricciones severas
que estas medidas influyen notablemente en
el precio de los mismos. Debido a la interfe-
rencia de la fiebre aftosa en el comercio in-
ternacional, ocasionalmente la enfermedad fue
denominada como una enfermedad politica;
sin embargo, los problemas resultantes del
control de la fiebre aftosa son tan politicos
como reales. Se da amplia publicidad a cada
nueva epizootia y, frecuentemente, los res-
ponsables por su erradicacién son criticados.
A pesar de que la enfermedad tiene una lar-
ga historia del interés publico por la misma,
y de las medidas de cuarentena aplicadas
por muchos paises en todo el mundo, el con-

trol efectivo esta todavia en un futuro re-
moto (1).

Gama de huéspedes

Mientras que la infeccion natural se limi-
ta a animales de pezufia hendida, domésticos
y salvajes, experimentalmente se puede pro-
pagar el virus en otras especies que in-
cluyen: perros, gatos, gallinas, ratas, rato-
nes, conejos y cobayos. El caballo nunca fue
infectado natural o experimentalmente. La
enfermedad existe en una amplia variedad de
animales salvajes como ser: ciervos, antilo-
pes, jabalies y buafalos -durante una epizoo-
tia cualquiera de ellos puede constituir una
amenaza para el control de la infeccion. El
hombre es raramente afectado por lo que la
enfermedad no es considerada un problema de

salud publica (1).

* Director del Centro de Enfermedades de Animales de Plum Island, Departamento de Agricultu-
ra de los E.U.A. P,O. Box 848, Greenport, Long Island, New York 11944, E.U.A.
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Patogenia

Sobre el desarrollo de la enfermedad asi
como sobre los signos clinicos,durante déca-
das y hasta hace siglos se fue acumulando
abundante informacion y repetida en manuales
sin referencia de la fuente original. Hasta ha-
ce poco tiempo se pensaba, y asi figura en
la literatura,que la infeccién natural de los
bovinos se efectuaba por via oral. Aun cuan-
do ésta es considerada una de las vias de in-
feccion, en los ultimos 15 a 20 afios se va
acrescentando el numero de investigadores
que acumulan evidencias que nos llevan a
admitir que el modo mas importante de trans-
mision del virus aftoso es por aerosol que
provoca una infeccion inicial en el tracto
respiratorio superior (2,3,4,5). Resultados
obtenidos con la instilacién intranasal del
virus aftoso, utilizada en nuestro laboratorio,

nos llevan a concordar con la sugestién de,

que ésta es la via mas comiin o natural de in-
feccion (6). Durante los dltimos 25 afios han
habido ocasiones en que se sabia que el vi-
tus aftoso se diseminaba por aerosol, de lo-
cales infectados a lotes cercanos donde se
mantenian bovinos normales. En una oportu-
nidad el virus escapé de un local infectado y
produjo la infeccién en bovinos que estaban
a cerca de tres kildmetros de distancia. No
hubo ningiin contacto directo entre uno y otro
lugar. En las instalaciones de nuestro labo-
ratorio se demostré la transmisidn por aerosol
a una distancia de hasta casi 70 m (7). El vi-
rus introducido por este medio, estableci6
infeccién en la region faringea de bovinos y
pudo ser recuperado de estas areas ya a las
12 horas postinfeccién (8).. En la garganta
de estos animales el -virus se multiplicé en
los tejidos del paladar blando, tonsilas, na-
rinas posteriores y esdfago.

Aun cuando actualmente existe abundante
evidencia de que la transmisién por aerosol
es probablemente la via de transmisién mas
natural, no se debe olvidar que el virus afto-
so puede ser transmitido por muchas otras
vias incluyendo la ingestién, la via conjunti-
val (9), a través del tejido mamario tal como

puede ocurrir con méquinas de ordefio conta-
minadas, a través de la vagina (insemina-
cidn natural o artificial), y por inoculacidn en
casi cualquier parte de la superficie del
cuerpo. Existe amplia evidencia de que el vi-
rus puede penetrar en el cuerpo del animal
por cualquiera de las vias mencionadas.

El virus después de replicarse en los te-
jidos de la regién nasofaringea, es transfe-
rido hacia los ganglios linféticos faringeos o
submaxilares donde vuelve a multiplicarse y
una vez queha penetradoen el sistema linfa-
tico puede diseminarse por todo el cuerpo
del animal. Después de una nueva multiplica-
cién en el sistema linfatico, el virus es
transportado por la sangre hasta los puntos
de su predileccion, tales como la lengua y
otras éreas de la cavidad bucal, las patas y
cualquiera de los drganos o dreas del cuetpo
en los que el virus puede multiplicarse, ta-
les como el musculo cardiaco, los pilares del
rumen, el tejido mamario y la piel. Cottral es-
tudié la viremia en bovinos inoculados con
virus aftoso en la lengua. En estas condicio-
nes encontrd viremia ya a las 2 horas, pero
pudo también encontrarla a las 14 horas. Las
diferencias dependen de la dosis, de la vi-
rulencia y de la influencia del huésped. Sin
duda si él hubiera investigado la instilacién
intranasal habria obtenido otros resultados.
Concluy6 también que el plazo en que la vi-
remia precede a los signos clinicos y a las
lesiones puede variar de 8 a 40 horas. Si la
dosis de virus es elevada, la viremia inicial
puede estar compuesta predominantemente de
particulas del virus inoculado. Cuando se
inoculan dosis mas bajas de virus, probable-
mente la mayor parte de los componentes de
la viremia son las particulas de virus repli-
cadas en el huésped. Los niveles de virus
empleados también pueden influir en el titulo

-maximo de viremia. Sin embargo, cuando to-

dos los datos fueron considerados, concluyé

que el punto méaximo de la viremia ocurrié
entre 40-42 horas postinoculacién. Las varia-

ciones en los titulos de viremia probablemen-
te son mas influenciadas por las variaciones
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de la respuesta del huésped, que por las
diferencias entre las cepas de virus. En lo
que se refiere a la duracién de la viremia,
Cottral hallé que la més corta viremia en bo-
vinos fue como de tres dias y la mas prolon-
gada de 5 dias. Independientemente de la do-
sis de virus o de la via de inoculacién, la
viremia no persisti6 més que cinco dias.

Cuando se inocularon bovinos por via in-
tramuscular o por aerosol, el tiempo de ini-
ciacién de la vitemia fue retardado uno o mas
dias pero la duracién aln no excedid cinco
dias. En el momento en que el virus estd
presente en todos los liquidos y tejidos del
cuerpo, la totalidad de las lesiones en los
sitios de predileccion estan probablemente
en su apogeo. La infeccién en estas areas
generalmente se inicia en una pequefia area
blanca en el epitelio, que se llena posterior-
mente de liquido formando una vesicula. La
vesicula puede agrandarse y unirse con otras.
Las vesiculas pueden reventar y el liguido
escurre por las escoriaciones de cubierta
epitelial. En este periodo el epitelio puede
desprenderse dejando una ulcera o area ero-
sionada. Una capa fibrinosa de color gris se
forma sobre las lesiones. Esta capa cambia
de color tornandose amarilla, marron o verde.
En seguida el epitelio se restituye pero se
desarrollan lineas de demarcacién a causa
de las diferencias de color entre los tejidos
viejo y nuevo. Gradualmente las lineas de
demarcacioén desaparecen de manera que en
algunos casos no quedan cicatrices perma-
nentes. El periodo desde el comienzo hasta
el fin de una lesién de fiebre aftosa esta in-
fluenciado por varios factores tales .como:
salud general del animal, alimentacién y es-
pecialmente contaminacién bacteriana o in-
feccién secundaria en el sitio de la lesién
primaria. Sin embargo, el término medio es de
15 a 30 dias antes que el nuevo epitelio se
genere para cubrir el area erosionada que
queda cuando la vesicula revienta o cuando
se desprende el epitelio (3).

Durante el periodo en que las lesiones
estan presentes, el animal presenta abundan-

te salivacion y la saliva frecuentemente cae
colgando de los extremos de la boca como
un material en forma de filamentos viscosos.
En esta fase de la infeccion la saliva esta
cargada de virus. Ademas el animal lagrimea
abundantemente y hay escurrimiento nasal.
Si las lesiones se desarrollan en las patas,
el animal camina con dificultad y generalmen-
te cojea. Estd propenso a echarse y cuando
se le obliga a ponerse en pie, coloca las cua-
tro patas debajo de su cuerpo para mejor dis-
tribuir su peso. Durante este periodo los ani-
males se mueven con gran dificultad. Casi al
mismo tiempo que las vesiculas revientan
termina el periodo febril. Esto es seguido
por el fin de la viremia y es en esta fase en
que comienzan a aparecer anticuerpos neutra-
lizantes y de otros tipos. A medida que los
anticuerpos se desarrollan, hay una caida
del titulo de virus en los tejidos y otros li-
quidos. Al producirse la cicatrizacién de las

lesiones el animal empieza de nuevo a comer.
Hay una desaparicion gradual del virus en los
tejidos y otros liquidos del cuerpo y una
eventual curacién de las lesiones. Desde el
comienzo hasta el fin, los sighos clinicos
durardn de 15 a 30 dias dependiendo de los
varios factores mencionados.

Portadores

Pot muchos afios los ganaderos, los inves-
tigadores y los funcionarios oficiales encar-
gados del control estuvieron convencidos de
que una vez que el bovino se habia recupe-
rado de fiebre aftosa, resultaba ser un impor-
tante factor en la epizootiologia de la enfer-
medad. En la literatura existen varios infor-
mes del papel que tales animales desempefian
en la diseminacién de la infeccion, Otros in-.
vestigadores tuvieron éxito al recuperar virus
de animales que habian pasado la enferme-
dad. No fue sino hasta que van Bekkum y sus
colaboradores, en Holanda, publicaron su
trabajo sobre portadores que contiene una
valiosa informacién sobre el problema. Estos



12

investigadores hallaron que un gran porcenta-
je de animales portaba el virus en sus gar-
gantas por diversos periodos de tiempo sub-
siguientes a la infeccién (10).

Actualmente, tanto los investigadores de
los laboratorios de todo el mundo como los
funcionarios responsables por el control,es-
tan bien enterados de que el ganado que es-
ta infectado con fiebre aftosa puede tornarse
portador de virus por largos periodos de tiem-
po. Es también de conocimiento comiin que
los animales que ya fueron vacunados y que
posteriormente fueron expuestos al virus pue-
den tornarse también portadores y no presen-
tan evidencia de enfermedad. Mientras que
los portadores pueden ser facilmente detec-
tados, el verdadero papel de tales portadores
en la diseminacion de la enfermedad, no se
conoce todavia debido a que nadie ha demos-
trado atin que tales portadores son responsa-
bles de la infeccién de otros bovinos. Sin em-
bargo, muchos investigadores concluyen que
eso ocurre s6lo porque el portador no fue es-
timulado para eliminar bastante virus durante
determinados periodos de "stress" o que el
animal susceptible por alguna razén, no tuvo

contacto adecuado con el virus liberado por
el portador o una combinacién de estas cir-

cunstancias (11,12). Mientras no ha sido de-
mostrada la diseminacion mediante portado-
res, la mayoria de los investigadores los con-
sideran como un riesgo en potencia y, conse-
cuentemente, se hace un esfuerzo para excluir
tales animales del trafico internacional de
ganado de paises donde existe fiebre aftosa
a aquellos que estan libres de la enfermedad
y de paises donde un tipo de virus puede
existir, a otro donde tal tipo de virus no es
conocido, tal como ocurrié cuando ganado
cebil fue remitido de Brasil para Venezuela.

Después de haber superado la infeccién,
los animales recuperados generalmente son
inmunes al tipo de virus que los afectd. Se
pueden detectar anticuerpos neutralizantes
ya a los cuatro dias postinfeccién y el nivel
maximo de anticuerpos generalmente se desa-
rrolla por lo menos a los 21 dias después de

la infeccién (13).

La forma descrita es la comun o tipica de
la fiebre aftosa. Sin embargo, debe recordar-
se que existen otras varias formas de la en-
fermedad que los funcionarios responsables

de la sanidad del ganado deben conocer. Es-
to incluye la forma de la enfermedad en la

que el virus se replica, con desarrollo de le-
siones o sin ellas pero que si existen, se lo-
calizan en lugares donde no pueden ser
observadas.

La otra forma es la que resulta cusndo el
animal es inoculado por via intranasal. En
resumen, debe recordarse que en el ganado,
la fiebre aftosa o los signos o la patogenia
de la enfermedad pueden variar dependiendo
de varios factores incluyendo el tipo y sub-
tipo de virus inoculado, cantidad de virus
inoculado, especies, condicidn, edad y salud
del receptor con especial referencia a las
infecciones inaparentes (14).

Transmision

Como ya se ha indicado, después de la
inoculacién el virus comienza a reproducirse
algunas veces ya a las dos horas. En otros
casos la reproduccién no se detecta por dias.

Burrows ha estudiado la excrecién del vi-
rus tipo O previa al desarrollo de lesiones.
En su estudio fueron colocados grupos de bo-
vinos, ovinos y porcinos en un recinto de ais-
lamiento con ganado infectado por inocula-
cioén. Se recogieron muestras diariamente de
los animales de prueba, para evidencia de vi-
rus en la sangre, leche, faringe, recto y pre-
pucio. El virus fue recuperado de las mues-
tras faringeas de la mayoria de los animales
y se recuperd también virus de la sangre,
leche, recto, prepucio y vagina varios dias
antes que los signos clinicos de la enferme-
dad aparecieran. En este estudio se mostrd
que algunos bovinos y ovinos eliminaban vi-
rus por periodos de hasta 5 dias y porcinos
10 dias antes de que la enfermedad fuera
diagnosticada (4).
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Sellers y Parker estudiaron la excrecion
aérea del virus de la fiebre aftosa de bovi-
nos, ovinos y porcinos infectados (15). La
excrecién mds alta por volumen de aire exha-
lado fue en cerdos. La recuperacion maxima
ocurrié 41 horas después de la infeccién en
porcinos y bovinos, cuando las lesiones se
habian generalizado, y 17 horas después de
la infeccién en ovinos cuando las lesiones
aln no habjan aparecido. Estos investigado-
res sugirieron que el sitio de produccién del
virus excretado como aerosol es el tracto res-
piratorio superior. Ademas afirmaron que en
condiciones de baja temperatura y 70% de hu-
medad relativa hay posibilidad de sobreviven-
cia del virus a distancias de 100 km. En el
brote de 1967/68 en Gran Bretafia hubo evi-
dencias que refuerzan esta teoria y se atri-
buyé la diseminacion mediante el aire. Por
otro lado, investigadores en areas endémicas
célidas y secas tienden a dar poca importan-
cia a la transmision del virus por medio del
aire, probablemente con fundadas razones.

Cottral et al. investigaron el virus aftoso
en el semen de bovinos experimentalmente
infectados con 6 de los 7 tipos inmunoldgicos
conocidos y demostraron su presencia en el
semen a las 12 horas postinoculacién y va-
rias horas antes de la aparicién de los signos
de la enfermedad. Se hallé virus en 58 de 71
muestras de semen de 16 bovinos durante 10
dias. Novillos artificialmente inseminados
con semen de bovinos infectados desarrolla-
ron fiebre aftosa. De este estudio se despren-
.de que el semen de bovinas puede contener
virus aftoso antes que aparezcan los sinto-
mas de la enfermedad y que ésta puede trans-
mitirse mediante inseminacion artificial (16).

En Brasil, Pustiglioni Neto, estudid el vi-
rus aftoso en semen bovino e informé sobre
el aislamiento del virus en 7 de 22 ampollas
de semen para inseminacion artificial selec-
cionadas al azar. Obtuvo 5 aislados de virus
de tipo C y 2 de tipo O (17).

El hecho de que la leche proveniente de
vacas enfermas con fiebre aftosa puede cou-

décadas (18). LeBailley en 1920 llamd la
atencidn sobre el hecho de que el virus afto-
so puede estar en la leche antes del apareci-
miento de signos de la enfermedad (19). Sin
embargo, hasta el brote de Gran Bretafia de
1967/68 no se comprobd que la leche infec-
tante fuera un factor en la diseminacién de
la enfermedad (20). Ademas se encontraron
niveles de virus en la leche antes de diag-
nosticar la enfermedad lo que present6é un
problema para el control. Los investigadores
concluyeron que la leche infecciosa fue in-
dudablemente responsable de una cantidad de
brotes durante la epizootia.

Basandose en estas observaciones, en
1971 Burrows estudié la excrecién del virus
aftoso en la leche de vacas experimentalmen- .
te infectadas por exposicién en contacto y
por inoculacién del virus en la ubre (21). En-
contré virus en la leche algunas horas antes
de la aparicién de los signos de la enferme-
dad cuando los animales fueron expuestos
por contacto y por inoculacién en la ubre;
sorprendentemente un animal continué libe-
rando virus durante 23 dias postinoculacioén
y los animales convalecientes fueron suscep-
tibles a reinfeccién por inoculacién en la
ubre.

La evidencia disponible sobre la implica-
cion de la leche en la diseminacion de la en-
fermedad, inducira a los funcionarios oficia-
les encargados de la sanidad de los animales
a reexaminar las medidas de control para in-
cluir una mejor vigilancia sobre la leche, pro-
veniente de animales del area donde la en-
fermedad esta presente. Puesto que ahora es
evidente que los bovinos liberan virus en la

'leche, a veces de 2 a 3 dias antes de la apa-

ricion de los signos clinicos, es obvio que el
4rea que circunda al brote en donde se apli-
can medidas de control de la leche debera
ampliarse.

Después del brote de 1967/68 de Gran
Bretafia, Sellers investigd la tasa de inacti-
vacién del virus aftoso en la leche a varias
temperaturas y diferentes pH, hallando que

tener virus aftoso es conocido hace muchas + ambos factores influencian marcadamente los
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resultados (22). A un pH de 6,7 el 99,99% del
virus fue inactivado después de 6 minutos a
56° C; 1 minuto a 63° C; 17 segundos a 72° C
y menos de 5 segundos a 80 y 85° C. Cuando
el pH de la leche era de 7,6 el tiempo de
inactivacion hasta una sobrevivencia del
0,001% fue de 30 minutos a 56° C, 2 minutos a
63° C; 55 segundos a 72° C y menos de 5 se-
gundos a 80° C., Después de estos plazos
fueron detectados vestigios de virus.

En la practica el contenido de virus y el
pH de la leche infectada serian afectados en
la medida en que la leche es diluida con
leche no infectada ya sea en el restableci-
miento o durante procedimientos de manejo a
granel. El virus en la leche infecciosa puede
estar en forma de virus libre o en las células
en cuyo caso el virus sobrevivira més tiempo.
Poco es lo que se ha investigado respecto a
la sobrevivencia del virus en leche infecciosa
sometida a la deshidratacidén como se hace en
la industria. La mayor parte de la leche des-
hidratada es previamente pasteurizada y el
volumen es posteriormente reducido a la mi-
tad por evaporacion y en seguida la leche es
desecada sobre un secador cilindrico o pro-
yectada en forma de gotitas pulverizadas en
un ambiente caliente. La sobrevivencia del
virus en esos procesos industriales debe re-
cibir la debida atencién, porque tales produc-
tos pueden ser peligrosos, especialmente si
son usados para alimentacién de animales en

las areas libres.
Cottral et al. realizaron pruebas para es-

tudiar la sobrevivencia del virus aftoso en
carnes tratadas y no tratadas (23). En sus es-
tudios se analizaron muestras de misculo,
sangre y nédulos linféticos y fue comprobada
la presencia de virus en todas las muestras
frescas como también en las mantenidas du-
rante 16, 30 y 50 dias a 4° C. Las carcasas
almacenadas a 4° C contenian virus demos-
trable en la médula 6sea de las costillas a
14, 60 y 73 dias y en los nédulos linfaticos,
sangre y musculos a los 60 dias.

Los cambios quimicos que se producen du-
rante la maduracion de la carne inactivan el

virus en el tejido muscular pero no afectan
mucho al virus contenido en los nédulos lin-
faticos, en los grandes coagulos de sangre o
en la médula ésea. Como resultado de estos
y otros estudios y observaciones, algunos
paises libres de fiebre aftosa, que en la ac-
tualidad importan carne de paises infectados,
exigen que la carne enviada sea previamente
deshuesada y no hay ninguna duda que este
procedimiento disminuye el riesgo de tales
importaciones.

En un estudio conjunto realizado por fun-
cionarios de los gobiernos de la Argentina y
de los Estados Unidos se ha demostrado cla-
ramente que la vacunacién redujo notablemen-
te las probabilidades de recuperar virus de
nddulos linfaticos y de otros tejidos de ani-
males faenados que 32 horas antes habian si~
do expuestos al virus. Esto es otro ejemplo
de que a medida que la inmunidad se desarro-
lla en las poblaciones de ganado, disminuye
el riesgo de la diseminacién de la enfermedad
incluyendo la carne entre los varios medios
de diseminacién (24).

Gailiunas y Cottral investigaron la presen-
cia y persistencia del virus aftoso en el cue-
ro bovino y mostraron que los 7 tipos antigé-
nicos del virus poseen la misma afinidad para
todas las dreas de la piel. Cantidades consie
derables de virus estaban presentes en el
cuero de 13 éreas diferentes del cuerpo, fue-
ran estas dreas con pelo o sin pelo. En los
cueros de algunos animales el virus aftoso
persistié hasta 5 dias después de cesar la
viremia, Esta observacién tiene también im-
portancia epizootiolégic: en el comercio in-
ternacional de cueros por que la inactivacién
del virus intracutdneo es mas dificil que la
del virus adherido a la superficie de los
cueros (25).

En estudios adicionales sobre la sobrevi-
vencia de virus aftoso en cueros de bovinos
mantenidos a bajas temperaturas se verificé
que el virus persiste durante meses a tempe-
raturas bajas, complicando aiin mas el impac-
to epizootiolégico de tales productos.
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Scott et al. investigaron el contenido de
virus aftoso en la hipéfisis y en el sistema
nervioso de bovinos infectados y hallaron en
estos organos titulos elevados durante las fa-
ses pre-clinica, clinica y en el inicio de la
convalecencia de la enfermedad. Esta infor-
macién sobre la patogenicidad del virus en
estos 2 tejidos es una indicacién adicional
de que el virus aftoso pasa por el torrente
circulatorio o que puede replicarse en casi
todos los tejidos y drganos del cuerpo. En el
caso en que tales productos sean utilizados
en la elaboracién de especialidades farma-
céuticas para uso pecuario deben ser obser-
vados cuidados especiales. En la literatura
se mencionan casos en que extractos hipofi-
siarios importados de paises afectados por
fiebre aftosa a un pais libre de ella, fueron
responsables de una epizootia de la enfer-
medad. El proceso de extraccién de hormo-
nas de ésta y de otras glandulas no inactivan
el virus aftoso y de este modo, cuando tales
productos derivan de 6rganos de animales in-
fectados y posteriormente son empleados en
la industria pecuaria, constituyen un riesgo
de introducir la enfermedad (26).

Resumen
El virus aftoso puede ser transmitido por
varios medios, pero se considera que las dos

vias mas comunes son por aerosol y por in-
gestién. La penetracion del virus en las cé-
lulas Se 'realiza rapidamente y los puntos
principales de replicacién viral probablemen-
te son las células del area naso faringea.
Desde ahi el virus penetra los sistemas cir-
culatorios linfdtico y sanguineo y su multi-
plicacién se realiza primero en los puntos de
predileccién y luego en muchas otras areas
del cuerpo del animal) Los factores que in-
fluyen en este proceso comprenden: las ca-
racteristicas del virus que infecta al animal,
el medio ambiente y el huésped. Los anima-
les infectados son capaces de transmitir la
enfermedad a otros animales mediante el aire
exhalado, la saliva, la orina, las heces y la
leche. La mayoria de los tejidos puede con-
tener virus y de este modo constituyen una
amenaza para la diseminacion de la enfer-
medad. El ganado recuperado podra ser por-
tador de virus; sin embargo, tales animales
no provocaron la transmisién del virus a con-
tactos susceptibles de laboratorio. Por el
contrario, hay evidencia circunstancial que
esto ya ocurrié en el campo. Debido a la
existencia de portadores y a la amenaza que
representan los productos provenientes de
animales infectados para los paises libres de
fiebre aftosa que son importadores de carne,
la presencia o ausencia de la fiebre aftosa
en el pais exportador influye sobre los pre-
cios ofrecidos en el mercado mundial para
los animales y productos de origen animal.
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INVESTIGACIONES BASICAS SOBRE LAS
CARACTERISTICAS DEL VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA

Prof. Dr. Anton Mayr*

El virus de la fiebre aftosa es, indudable-
mente, uno de los virus animales mas amplia-
mente estudiados. Sabemos bastante sobre su
morfologia, estructura, composicién fisicoqui-
mica y funciones bioldgicas. El conocimien-
to de todas estas caracteristicas, no solo re-
sulta ser de gran utilidad para estudios com-
parativos o tedricos sino que sirve de base
para la mejor forma de controlar esta enfer-
medad, tan perjudicial para la agricultura y
la economia, especialmente en lo que se re-
fiere al diagndstico y a la inmunoprofilaxis.
Probablemente, el mejor indicador de este es-
tado del conocimiento lo constituye el hecho
de que se pueden producir vacunas purifica-
das, seguras y muy efectivas.

El virus de la fiebre aftosa es un repre-
sentante de la familia Picornaviridae. Estos
virus son pequeifios, desprovistos de membra-
na de cubierta, y contienen acido ribonuclei-
co (ARN de cadena simple). Estan formados
de un capside cibico con 32 capsdmeros y
son resistentes a los detergentes, el cloro-
formo y el éter. Pueden ser clasificados en 6
géneros o subgéneros de acuerdo con su iso-
densidad (CICs g/ml), estatilidad al pH, ta-
sa de sedimentacion y comportamiento biolé-
gico y serolégico (Cuadro 1). El virus aftoso
con sus 7 serotipos representa un género por
si mismo. Las caracteristicas mas importan-
tes que lo diferencian de los otros picornavi-
rus son la isodensidad de 1,43, la tasa de se-

dimentacién de 146 S y la gran inestabilidad _

al pH. El virus aftoso pierde su infecciosidad
cuando el pH desciende por debajo de 7,0.

Desde los puntos de vista estructural y
funcional, en el virus aftoso se pueden dis-
tinguir 4 diferentes unidades: 1. el viridén
(146 S), 2. el capside vacio (75 S), 3. los
capsomeros aislados (12 S), y 4. el acido ri-
bonucleico viral de cadena tnica (37 S). Las
4 unidades o subunidades toman parte en la
reproduccion del virus y por lo tanto, estan
presentes en los tejidos infectados por la fie-
bre aftosa. Con excepcion del ARN ellas
actiian como antigeno o alergeno, o sea que
los organismos infectados producen anticuer-
pos o inmunocélulas contra ellos. Puesto que
el virién, el capside y los capsémeros difie-
ren en su estructura antigénica, los anticuer-
pos que se desarrollan en un organismo infec-
tado por la fiebre aftosa son también funcio-
nalmente diferentes. También existen diferen-
cias con respecto a la inmunogenicidad aun
cuando se comportan uniformemente en su ac-
tividad alergénica.

Las 4 unidades estructurales pueden ser
aisladas de tejidos infectados por la fiebre
aftosa por varios métodos (centrifugacién
fraccionada, ultrafiltraciin, centrifugacién en
cloruro de cesio, precipitacion con polietilen-
glicol y centrifugacién zonal en gradiente de
sacarosa, etc.) y demostradas en el micros-
copio electrénico (5, 8, 9, 16, 17) como puede
verse en las figuras 1 a 4 %%,

* Director del Instituto de Microbiologia y Enfermedades Infecciosas de los Animales, Universi-

dad Ludwig-Maximilian, Munich, Republica Federal de Alemania.

*k Agradezco al Dr, Strohmaier por haberme cedido las ilustraciones, que pertenecen al trabajo

n? 16 de la bibliografia que se anexa.
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1. El virion

El virién, de 23 nm de tamafio, sedimenta-
cion constante de 146 S, isodensidad 1,43,
peso molecular 6,9 x 105, representa la uni-
dad del virus de la fiebre aftosa que es ca-
paz de reproducirse y de infectar, En €l,
el cépside con sus capsomeros y el ARN vi-
ral se combinan de manera significativa con-
forme el sistema cibico con la configuracién
de un icosaedro truncado. El virién consiste
de 31% de ARN y 69% de proteina. Es sensi-
ble a la tripsina e inestable al pH inferior a
6,5, en que se divide en unidades menores,
que todavia pueden ser identificadas serolo-
gicamente como proteinas virales especificas.
A 56° C, se inactiva en 30 minutos. Por
dltimo, el virién posee todas las caracteris-
ticas inmunolégicas conocidas: es inmunogé-
nico, antigénico y alergénico.

El principio inmunizante del virion condu-
ce a la formacién de anticuerpos serotipo es-
pecificos neutralizantes, asi como de inmu-
nocélulas que protegen contra la enfermedad
en caso de reinfeccion. Esta actividad se
conserva aun cuando la capacidad de repro-
duccién del virién es anulada por medio de
una cuidadosa inactivacién. Este principio
constituye la base de las vacunas antiafto-
sas en uso, preparadas a partir de virus inac-
tivado. Las vacunas antiaftosas modermnas,
en la forma inactivada, contienen particulas
146 S purificadas y concentradas, cuya acti-
vidad inmunizante se aumenta con el agre-
gado de adsorbentes y adyuvantes.

Parece ser que la actividad inmunizante

del virién se debe a una fraccién proteinica-

del capside, sensible a la tripsina, asociada
con el polipéptido VP,. Si las particulas
146 S son tratadas con tripsina, su actividad
inmunizante se reduce considerablemente. La
tripsina provoca la ruptura de la fraccién pro-
teinica VP4 liberandose una pequefia unidad
de peso molecular 19 x 103, Los otros poli-
péptidos no son afectados por la tripsina. La
proteina inmunogénica, sensible a la. tripsi-
na, conduce a la formacion de los anticuer-
pos IgG e IgM. Los anticuerpos IgM, en la

prueba de neutralizacion, no reaccionan con
el virus tratado con tripsina, a la inversa de
lo que ocurre con los anticuerpos IgG. Esto
indica que tienen una especifidad superior a
la de los anticuerpos IgG (5). Ambos tipos

de anticuerpos son altamente tipo-especifi-
cos.

De acuerdo con su constitucidén, la es-
tructura antigénica del virion es compleja. No
solo forma anticuerpos neutralizantes sino
que también da origen a anticuerpos precipi-
tantes y fijadores del complemento.

Los anticuerpos neutralizantes se cla-
sifican en 2 grupos. Uno reacciona con el
principio inmunizante del capside de la par-
ticula viral. Parece prevenir la adsorcion
del virus a la superficie de la célula. El
segundo grupo de anticuerpos neutralizan-
tes corresponde a los puntos de la super-
ficie del virus estables a la tripsina. Si
el principio inmunizante del capside es
removido por medio de la tripsina, no se evi-
ta la formacion de estos anticuerpos. Pueden
ser absorbidos por las particulas tratadas con
tripsina, mientras que la actividad neutrali-
zante de sueros inmunes obtenida por la apli-
cacién de particulas virales intactas no es
absorbida ror particulas tratadas con tripsi-
na. El antigeno inmunizante y sensible a la
tripsina y el antigeno superficial estable a la
tripsina de la particula 146 S también provo-
can la formacién de anticuerpos fijadores del
complemento y precipitantes. Por otra parte,
la multiplicacién de las particulas 146 S o su
aplicacién artificial inducen un segundo gru-
po de anticuerpos fijadores del complemento
jr precipitantes que pueden ser absorbidos por
la unidade 12 S y reaccionan con los capsé-
meros. No tienen capacidad inmunizante ni
neutralizan la reproduccién del virus.

En la compleja estructura antigénica de un
virién del virus aftoso se pueden distinguir
3 antigenos virales especificos importantes:
1. el antigeno inmunizante del capside, sen-
sible a la tripsina, 2. el antigeno del capsi-
de, estable a la tripsina y 3. el antigeno del
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capsomero. El Cuadro 2 muestra un resumen
de estos antigenos y sus propiedades estruc-
turales y funcionales.

El virién completo, apto para reproducirse,
también posee una leve capacidad alergégena
(Cuadro 3),ademas de su infecciosidad, sus
propiedades inmunizantes y otras propiedades
antigénicas. En el curso de la infeccién - y
también con repetidas vacunaciones en ani-
males predispuestos - esto puede provocar
alergias de tipo tardio (11). Estas alergias
son asociadas a las células, corresponden a
los linfocitos T y se transfieren por las cé-
lulas. El efecto alérgico del virus aftoso pa-
rece que se debe al antigeno del capsémero.
El ARN del virus obtenido por la divisén del
virus no era alergénico. Sin embargo, la pro-
teina del virus obtenida reaccioné de forma
positiva en bovinos sensibilizados y en co-
bayos (12).

La capacidad alergénica del virus aftoso
tiene importancia en la patogenicidad por
cuanto es causante del fendomeno de hiper-
sensibilidad de tipo tardio de las células in-
munes. Ademas, toma parte en la vacunacion
activa contra la fiebre aftosa.

Las alergias en las vacunaciones con vi-
rus aftoso sdlo son relativamente raras debi-
do a que el alergeno aftoso tiene poco efecto.
Sin embargo, la tasa alérgica se eleva si en
un animal predispuesto se crea, simultanea-
mente por otros componentes de la vacuna,
una cierta situacion alérgica, especialmente
de tipo tardio y se produce una fuerte reac-
cién al alergeno aftoso. Esto se refiere par-
ticularmente a las alergias especificas celu-
lares que pueden desarrollarse por la aplica-
ci6én de vacunas no purificadas que contienen
extractos celulares heterdlogos, por ejemplo,
vacunas de BHK no purificadas (10, 11, 12).
Los extractos celulares de BHK poseen un
fuerte efecto alergénico. Es mds pronunciada
la hipersensibilizacién del ganado vacunado
con los componentes de las células BHK que
con el virus aftoso. En este punto, parece ser

que por lo menos dos componentes se com-

portan como alergenos de BHK, uno de los
cuales obviamente contiene lipidos (3).

El conocimiento actual de la causa de las
alergias de tipo tardio debidas a la vacuna-
cién antiaftosa es suficiente para prevenir un
elevado numero de estas complicaciones du-
rante una campaifia general de vacunacién por
la apropiada elaboraci6n de las vacunas. An-
te todo, las vacunas antiaftosas deben estar
libres de proteinas no asociadas con el vi-
rién aftoso. Este requisito se aplica espe-
cialmente a todas aquellas vacunas que son
producidas con sistemas celulares que son
heterélogos para el bovino.

Las alergias postvacunales de tipo tardio
en que intervienen los alergenos aftoso, se
caracterizan clinicamente por un eczema hi-
medo y proliferativo que se presenta varios
dias después de la vacunacién, ocasional-
mente 21 dias. Ademas del eczema, a veces
aparecen reacciones sistémicas generales
tardias con fiebre, edema, poliartritis, linfo-
penia y hasta "shock". La prueba intracutanea
ha probado ser el mejor método para determi-
nar la alergia aftosa del tipo tardio. La figura
5 muestra un eczema postvacunal tipico, del
tipo tardio, después de vacunacién repetida
con vacunas BHK no purificadas y la figura 6
muestra una reaccién positiva con alergeno
aftoso en un bovino sensibilizado.

Con respecto a las actividades biol6gicas
del virus aftoso aun hay varios problemas que
no han sido resueltos y que son de importan-
cia para su aplicacion préctica. Sea como
fuera, la integridad de .as particulas 146 S
parece ser necesaria para el desenvolvimien-
to de todas las funciones bioldgicas del vi-
rus aftoso. Sin embargo, se desconoce cuales
son los factores que aseguran la estabilidad
del virus. Probablemente, existen conexiones
entre el ARN del virus y los polipéptidos por
un lado, e interacciones entre los polipépti-
dos por otro. Es importante para la practica
de la vacunacién que el polipéptido VP, jue-
ga un papel importante en el desarrollo de la
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inmunidad antiaftosa y que la actividad inmu-
nizante de esta proteina esta asociada al cap-
side estructuralmente entero. La actividad in-
munizante se pierde por la desintegracion del
capside en sus subunidades. Finalmente, en
vacunaciones antiaftosas repetidas regular-
mente, la potencia alergénica del virus aftoso
debe ser tenida en cuenta, especialmente si
se usan vacunas no purificadas cuyas protei-
nas heterdlogas potencian la reaccion alergé-
gena del virus.

2. El capside vacio

Ademas de particulas virales completas
(146 S) son encontrados céapsides vacios en
tejidos infectados con virus aftoso. Estos
capsides pueden ser aislados y enriquecidos
después de tratamiento apropiado del tejido
por medio de ultrafiltracién y centrifugacion
fraccionada y purificado después de prolonga-
da didlisis y centrifugacion por gradiente de
densidad de sacarosa (16). Tienen un diame-
tro de 21-22 nm y una tasa de sedimentacién
de 75 S. Su peso molecular es de aproximada-
mente 4,7 x 10% y su isodensidad es 1,31,
Ademdés son muy inestables y durante su ma-

nipulacién se desintegran facilmente en cap-
someros.

El cépside vacio solamente esta compues-
to de proteina viral especifica y no contiene
ARN viral, Carece de capacidad reproductora
e infectividad.

Con respecto a la inmunogenicidad, anti-
genicidad y capacidad alergdgena el capside
vacio estable e intacto se comporta como la
particula 146 S. Después de fijacién por for-
malina los capsides vacios en un huésped
susceptible estimulan la formacién de anti-
cuerpos neutralizantes, precipitantes y fija-
dores del complemento casi en la misma me-
dida que las particulas 146 S. Como ocurre
en el virién completo, los capsides vacios
estan formados por los 3 complejos antigéni-
cos (el antigenn tripsino-sensible del capsi-

de, el antigeno tripsino-estable del cépsidé_

y el antigeno del capsémero) (2, 5, 17).

Los capsides vacios purificados e enri-
quecidos darian una vacuna antiaftosa ideal.
Lamentablemente, todavia no existen las fa-
cilidades técnicas para producir capsides va-
cios intactos en cantidad suficiente y para
mantener su estabilidad. Si las particulas
146 S purificadas y concentradas son dividi-
das artificialmente en ARN viral y proteina,
los céapsides, cuando tratados por los méto-
dos disponibles,se desintegran en capséme-
ros y de esa forma pierden su actividad inmu-
nizante.

3. Los capsomeros

Las subunidades 12 S que se encuentran
en cultivos de virus no fraccionados tienen
las mismas caracteristicas de las particulas
proteicas obtenidas por cuidadosa divisionde
las unidades 146 S 6 75 S. Son obtenidas de
tejidos infectados con virus aftoso por ultra-
centrifugacidn, ultracentrifugacién fracciona-
da, electroforesis y centrifugacion por gra-
diente de densidad.

Estas subunidades aparecen en el micros-
copio electrénico como particulas en forma de
coma y son idénticas a los capsémeros de la
particula viral (16). Los capsémeros forman
el capside del virus y consisten en 5-6 unida-
des estructurales. Su combinacién en el cap-
side es responsable por su estabilidad y esto
parece ocurrir debido a que una unidad es-
tructural puede ser un componente de varios
capsémeros (9).

Los capsémeros tienen un didametro de 7-8
nm y un peso molecular de 2,7 x 105+ Su den-
sidad és de 1,5; son estables a valores de
pH entre 5,25 y 10,5 y tienen una buena ter-
moresistencia (56° C durante 30’). Quimica-
mente estan constituidos de 4 polipéptidos
con pesos moleculares de 103 x 34 (VP,), 30
(VPy), 26 (VP3) y 13,5 (VP4). Carecen del

. componente proteico tripsino-inestable, res-

ponsable por la inmunizacién, que en la par-
ticula intacta del virus esta asociada con el
VP, (5.

Los capsémeros no tienen aptitud para
reproducirse, no son infecciosos y no tienen
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actividad inmunizante. En su condicién de
proteina son antigénicos y alergénicos.

Serolégicamente, los capsdémeros repre-
sentan el ampliamente conocido antigeno vi-
ral soluble, llamado antigeno S. Estimula la
formacion de anticuerpos precipitantes y fi-
jadores de complemento pero no de anticuer-
pos neutralizantes (2). Quimicamente los an-
ticuerpos correspondientes al antigeno S per-
tenecen a las globulinas IgG (2, 5).

En contraste con el antigeno inmunizante
de las particulas 146 Sy 75 S el antigeno del
capsomero no es de tipo especifico exclusi-
vamente. Reacciona especificamente frente a
homo y héterotipos pero con predominancia de
la parte homotipica (2). El antigeno S se com-
‘porta en forma similar con respecto a la po-
tencia alergénica (12).

En la inmunizacidén activa contra la fiebre
aftosa el antigeno del capsdmero no tiene im-
portancia. Tiene mucha importancia para la
patogenicidad y sobre todo en el diagndstico
serologico. Pero en el diagnéstico de tipo de
virus debe tenerse en cuenta su actividad he-
terotipica.

4. EI acido nucleico del virus

El acido nucleico del virus posee todas
las caracteristicas genéticas del virus afto-
so. Contiene la informacién para la formacién
de la proteina y la construccién del capside
nuclear. Cuando se rompe la envoltura de la
proteina es liberado en forma biolégicamente
activa. Hay varios métodos para dividir el vi-
rus con el propdsito de liberar el acido nu-
cleico (2, 4, 9, 15, 16, 17).

El acido nucleico del virus aftoso es un
acido ribonucleico (ARN) con una tasa de se-
dimentacion de 37 S. Es de cadena simple y
tiene un peso molecular de 2,2 x 10°. Su den-
sidad es 1,67. Es estable a valores de pH en-
tre 3,5 y 11,5 en un medio libre de ribonu-
cleasas celulares.

En el microscopio electrénice aparece con
un aspecto filiforme. Los filamentos varian
en tamaifio, de 0,1 a 5,0 y. El tamafio proba-

ble del ARN nativo es de cerca de 2 |i. Las
informaciones acerca del tamaro, forma y as-
pecto del ARN difieren un poco debido a los
diferentes métodos para aislarlo del virién,
por ejemplo, ligera acidulacidn, incubacidn
con 8 M de urea,extraccién con fenol,etc.(15).

Se ha demostrado por medio de hibridacidn
que las secuencias de polinucleétidos de los
virus de tipos O, A y C se combinan a gran-
des distancias (6). El ARN del virus aislado
artificialmente puede reproducirse por si mis-
mo, bajo ciertas condiciones de laboratorio,
en sistemas celulares adecuados y crear par-
ticulas de virus completas. Sin embargo,no
es infeccioso bajo condiciones naturales. En
el estado aislado no es inmunogénico, ni an-
tigenico, ni alergénico.

En la practica, los estudios con ARN ais-
lado dan informacidén sobre todo acerca de
las estrechas relaciones entre subtipos y mu-
tantes del virus aftoso. La clasificacion se-
rolégica de los subtipos del virus aftoso no
siempre coincide con la clasificacion basada
en las caracteristicas inmunologicas. Con la
ayuda de las experiencias de hibridacién es
posible obtener mas informacién acerca de
las relaciones genéticas entre los subtipos
del virus aftoso. A este respecto, son impor-
tantes los estudios hechos con ARN aislado
para la produccién de vacunas y para la sub-
tipificacion.

Resumen

{El virus aftoso, con sus 7 serotipos, re-
présenta un género separado de la familia de
los Picornaviridae. Las diferencias mas im-
portantes de los otros virus Picorna se re-
fieren a su isodensidad de 1,43, la tasa de
sedimentacién de 146 S y su marcada inesta-
bilidad al medio acido.

Desde el punto de vista estructural y fun-
cional, en el virus aftoso se pueden distin-
guir 4 unidades: 1. el virion (146 S), 2. el
capside vacio (75 S), 3. los capsomeros
(12S) y 4. el ARN viral de cadena simple
(37 S).
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)Se discuten las caracteristicas morfoldégi-  préctica,

especialmente con respecto a la

cas, fisico-quimicas y bioldgicas de las 4 patogenicidad, el diagndstico y la inmuno-
unidades estructurales y se explican resulta- profilaxis. !

dos de importancia en cuanto a su aplicacién

CUADRO 1. Clasificacidn de la familia Picornaviridae

Propiedades comunes:
ARN (cadena simple)
Céapside cibico sin envoltura
32 capsoémeros
Resistente al cloroformo
Diametro del viridn: 24 - 30 nm
(excepto los calcivirus: 35 - 40 nm)

Diferenciacion de los géneros por:
Densidad (CsCl g/ml)
Estabilidad acida
Coeficiente de sedimentacién (S)
Biologia

Género Especie/Subgénero

Propiedades

Polio (humano, porcino, ratén)
Coxsackie Ay B

Densidad: 1,34

Enterovirus . . Estable al pH 3
Virus huérfanos (humanos y Coefic. sedimentacién 160 S
animal)
. ] ] ) Densidad: 1,34
Cardiovirus Columbia SK; ME; MM; Inestable al pH 3

Mengovirus

Coefic. sedimentacién 160 S

Picornavirus de los felinos
Calicivirus Exantema vesicular del
cerdo A, D, E

Densidad: 1,37
Inestable al pH 3
Coefic. sedimentacion 154 S

Rinovirus
(humano, bovino, felino)

Rinovirus

Densidad: 1,40

Inestable al pH 5

Coefic. sedimentacion 156 S
Resistente a la tripsina

Rinovirus equino

Densidad: 1,45

Inestable al pH 5

Coefic. sedimentacién 150 S
Resistente a la tripsina

Virus aftoso

Virus aftoso .
(7 serotipos)

Densidad: 1,43

Inestable al pH 6,5

Coefic. sedimentacién 146 S
Sensible a la tripsina
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CUADRO 2. Estructura y funciones de los 3 antigenos especificos
mas importantes del virus aftoso

Anticuerpos correspondientes

Tipo de antigeno Asociado  Actividad
con inmunizante  Nouiralizantes Fijacion Precipitantes
complemento
Antigeno tripsino-  Unidades
sensible del 146 S + + + +
capside y 758
Antigeno tripsino-  Unidades
estable del 146 S - + + +
capside y758§
Antigenos de los Unidades
capsomeros 12§ - - + +
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CUADRO 3. Propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del virion aftoso,
del cépside vacio, de los capsomeros y del ARN

Par?metro, Virién Capside vacio Capsémeros ARN
. unidades -
Coeficiente de 12
sedimentacién S 146 75 37
.- . cadena simple
Diametro, confi-
23 £ 2 21 - 22 7-8 tamafio de la
guracin (nm) cadena 0,1-5u
Peso molecular 6,9 x 106 ca. 4,7 x 106 2,7 x 105 2,2 x 106
Densidad
(CsCl g/ml) 1,43 1,31 1,5 1,67
6 - 3,5-11,5
Estabilidad al pH <7 o< 5,25- 10,5
inestable inestable estable estable
. . ) era , 5’ 100° C
Retsgrsntleia:;:la 30 56° C ? 30 5_60 c table parcial-
estable sensible mente
22U
. . C -
Composicién 31% ARN 4 poli- dpoli- | HETo8C
quimica 69% proteina péptidos péptidos basica 20 A
asica
24 G
Replicacion + 0 0 +
Infectividad + 0 0 0
+
Inmunogenicidad + (fijada por 0 0
formaldehido)
Alergenicidad - + + + 0

a) Sin unidad proteica inmunogénica tripsino-sensible,
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FIGURA 2, Cédpsides vacios del virus aftoso (particulas 75 S)

S)



27

FIGURA 4. File s del dci 1 1
Filamentos del acido ribonucleico después de disolver el virion en 4 M de urea
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FIGURA 5. Eczema alérgica postvacunal de tipo tardio en bovino
después de repetida vacunacién con vacunas antiaftosas no purificadas

FIGURA 6. Reaccidn positiva de la prueba intracutanea
al alergeno aftoso en bovinos sensibles
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ALGUNOS ENSAYOS SOBRE PRODUCCION DE VACUNAS ANTIAFTOSAS INACTIVADAS,
A PARTIR DE VIRUS MULTIPLICADO EN CONE JOS NEONATOS

Dr. Daniel Abaracén*

1. INTRODUCCION

El uso de virus aftoso multiplicado en ga-
zapos lactantes para la produccién de vacu-
nas inactivadas fue referido por varios auto-
res (1) a (7) algunos afios atras. A pesar del
tiempo transcurrido desde entonces, la biblio-
grafia sobre el tema es particularmente esca-
sa, incompleta y a veces reticente y contra-
dictoria.

En el Brasil, durante los iltimos afios
estas técnicas tomaron un desarrollo indus-
trial de gran importancia, llegando en el afio
1970 a cubrir un 70% de la produccién nacio-
nal de vacunas. Las técnicas de produccidn
seguidas por los distintos laboratorios indus-
triales eran un tanto empiricas, adoptadas en
general por analogia con otros métodos d:
produccién, Frenkel, Waldmann, etc.

La falta de informacion sobre la verdadera
eficacia inmunogénica de los virus multipli:
cados en gazapos lactantes era casi total.
Solamente el Instituto Bioldgico de Sdo Pau
lo habia realizado alguna prueba con vacu-
nas experimentales, sobre pocos bovinos, con
resultado alentador. El comportamiento de las
vacunas en el campo no era satisfactorio
frente a los virus actuantes en ese momento.

Frente a esa situacidn, se decidid reali-
zar en el Centro Panamericano de Fiebre Af-
tosa algunas experiencias, buscando obtener
respuestas practicas para las principales in-
terrogantes planteadas en torno a este tipo de

vacunas.
.

2. MATERIAL Y METODOS

Gazapos

Se utilizaron gazapos de 3 a 5 dias de
edad producidos en el Centro. En algunos en-
sayos. se usaron varios centenares de gaza-
pos que fueron facilitados por el Instituto de
Pesquisas Veterinarias "Desidério Finamor",

Los gazapos fueron inoculados por via in-
tramuscular o intraperitoneal y luego conser-
vados a temperatura proxima a 26° C, separa-
dos de sus madres. Cuando las cepas de vi-
rus estan adaptadas, las muertes de los ga-
zapos ocurren entre 20 y 30 horas. A medida
que mueren se pasan a un congelador a -20°
C donde son conservados hasta el momento
del proceso del material.

Cepas de virus

Se utilizaron las cepas de virus Az, (ce-
pa Cruzeiro), O4 (cepas Campos y Brasil 70),
Cs (cepa Resende) y C: (cepa Pando). La
adaptacién se comenzé a partir de virus cul-
tivado en BHK de muy bajo nimero de pases.
En general se logré buena adaptacién al co-
nejo entre el tercero y sexto pase en esta es-
pecie. Los primeros pases de los virus Ao,
y O, Brasil 70 fueron facilitados por inocula-
cién previa de los gazapos con 1 ml de metil-
cortelona Schering (25 g de acetato de pred-
nisolona) por via subcutdnea.

Suspensién virulenta
Se prepard a partir de la carcasa de los ga-
zapos, desprovistos de visceras abdominales,

* Consultor de Vacunas, Centro Panamericano de Fiebre Aftosa, Caixa Postal 589 ZC-00,

Rio de Janeiro, RJ, Brasil.
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cuero y cabeza. En un ensayo se usé todo el
cuerpo del gazapo eliminando dnicamente las
visceras abdominales y extremos de las pa-
tas.

Como diluyente se uso solucion salina
bufferada con buffer de fosfato 0,04 M a pH
7,6 o agua destilada con 0,25% de buffer gli-
cocola, elaborado de acuerdo con la siguien-
te férmula: hidréxido de sodio - 50,5 g; cloru-
ro de sodio - 100,4 g; glicocola - 158,0 g, y
agua destilada c.s.p. 1.000 ml, pH 9,8 a 10,2.

Luego de algunos ensayos preliminares se
establecié como técnica provisoria para los
ensayos de vacunas el siguiente procedimien-
to:

Suspensién del material virulento del 15
al 20% en uno de los diluyentes anteriores,
adicién de cloroformo al 5% y trituracién_en
un aparato Waring Blendor, centrifugacion por
30 minutos a 2.500 revoluciones por minuto
(aproximadamente 1.300 g). Nuevo tratamien-
to del sobrenadante por 2,0% de cloroforme en
el Waring Blendor y nueva centrifugacion
igual a la anterior.

Inactivantes

La inactivacién fue efectuada por trata-
miento con formalina MERCK (37% de formal-
dehido) al 0,08%, a 26° C durante 48 horas,
sobre la mezcla suspension virulenta/hidré-
xido de aluminio, o por acetiletileneimina al
0,05%, a 37° C durante 24 horas, sobre la
suspension virulenta.

Prueba de inocuidad

La prueba de no infectividad se realiz6 en
todos los casos en no menos de 100 ratones
lactantes por inoculacién intramuscular con
0,05 ml de mezcla virus/hidroxido en el caso
de inactivacién por formalina, o de suspen-
sién virica inactivada en el caso de inactiva-
cién por AEL

También con las suspensiones viricas

inactivadas con AEI se inocularon 4 cultivos
de células BEK en botellas de Roux, con'5

ml de virus inactivado y se realizaron tres |

pases sucesivos con 48 horas de intervalo.
El liquido del ultimo pase fue sometido a
prueba de fijacién del complemento e inocu-
lacién en 2 grupos de 8 ratones lactantes.

Los resultados fueron en todos los casos:
vacuna inocua.

Adyuvantes

Se us6 hidréxido de aluminio con una con-
centraciéon de 2,0% expresado en Al.Os, en
los voliimenes indicados en cada experimento.

Se usé saponina de Food Industries Ltd.,
partida PQ7-7/7/69. Esta partida ya fue ex-
perimentada anteriormente en cuanto a su efi-
cacia como adyuvante.

Pruebas de adsorcién del hidroxido de alu-

minio

Cada partida de hidréxido de aluminio pro-
ducida, es sometida a ensayo en cuanto a su
poder adsorbente sobre el virus contenido en
una suspensidén virica preparada como las
suspensiones viricas para usar en vacunas.
La prueba consiste en mezclar una cantidad
de hidréxido de aluminio a pH 8,0 con la sus-
pension virica sin inactivar. El volumen de
hidréxido de aluminio en esta mezcla es de
20 a 40% del total. Se deja en contacto bajo
agitacién a temperatura ambiente durante 2
horas. Cumplido ese plazo se toma una mues-
tra de esa mezcla y se guarda a 4° C durante
el tiempo necesario para que otra muestra
igual sea sometida a una centrifugacién en
centrifuga refrigerada por 30 minutos a 2.500
revoluciones por minuto (aproximadamente
1.300 g). Luego se corren dos titulaciones
simultdneas de la mezcla total (muestra 1)
y del liquido sobrenadante de la muestra cen-
trifugada (muestra 2). Se acepta en general
que un buen hidréxido de aluminio debe dar
una diferencia entre ambos titulos de por lo
menos 3 unidades logaritmicas.

Bovinos

Se usaron 194 bovinos de raza Hereford,
nunca vacunados ni expuestos a contacto con
fiebre aftosa, de edad entre 15y 20 meses en
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el momento del comienzo de las pruebas y
con un peso de aproximadamente 250 kg. Los
bovinos constituian un grupo homogéneo,
criados en un establecimiento libre de fiebre
aftosa por mas de 9 afios y en ese mismo es-
tablecimiento fueron mantenidos durante las
pruebas. La integracion de los grupos de bo-
vinos adjudicados a cada vacuna se hizo en
todos los casos por un riguroso sistema de
distribucion al azar por sorteo. Cada grupo
tenia desde un minimo de 8 bovinos hasta un
maximo de 16. Los bovinos fueron sangrados
antes de vacunar y varias veces después de
la vacunacidén o revacunacién, segin la fre-
cuencia indicada en cada experiencia. La es-
timacién de inmunidad se hizo por medicién
de anticuerpos circulantes por la técnica del
Indice de Seroproteccion, de R. CUNHA et
al. (8).

Ensayos de conservacion de las vacunas y
del material virico .
Para estos ensayos las vacunas envasa-

das fueron conservadas en camara fria a tem-
peratura de 4° C y el virus (pasta de conejo)
fue conservado en congelacién a temperatura
de -20° C en congeladoras del mismo tipo de
las usadas por la industria.

3. RESULTADOS
ENSAYOS PRELIMINARES

Adaptacién de las cepas de virus

La adaptacién de los virus a conejos lac-
tantes se logré facilmente y en pocos pases.
Una vez que las cepas se han adaptado, e
inoculando los gazapos por via intramuscular
o intraperitoneal, se produce la muerte entre
las 20 y 36 horas, luego de presentar los
sintomas caracteristicos. Los titulos infec-
tantes obtenidos, ya sea en titulacién en ra-
tones lactantes o en cultivos celulares en tu-
bos o por formacidén de placas fueron, en to-
das las cepas de virus estudiadas,consisten-
temente elevados. Los titulos de fijacion del

complemento también fueron consistentemente
elevados. El Cuadro 1 muestra algunos ejem-
plos de adaptacion.

Condicion general de los gazapos en el mo-

mento de la inoculacion

Se encontraron grandes diferencias entre
los titulos de los virus obtenidos cuando fue-
ron multiplicados en gazapos en excelente
estado nutritivo y con buena vitalidady cuan-
do los mismos virus fueron inoculados a ga-
zapos en mal estado nutritivo (Cuadro 2).

En algunos ensayos en los que se inoculé
simultaneamente una mitad de la camada y se
dejé separada de la madre, y la otra mitad
se dej6 con la madre, no se observé diferen-
cia en el tiempo necesario para producir la
muerte, ni en el titulo de los virus obtenidos
en ambos grupos.

Distribucion del virus en los diferentes

organos

No se hicieron estudios sistematicos de
la distribucién del virus en los diferentes
organos, pero en algunos ensayos se encontrd
que la carcasa y los 6rganos toraxicos, pre-
sentan los mayores titulos infectantes y fi-
jadores del complemento.

PREPARACION DE LA SUSPENSION VIRICA

Cloroformo

Para obtener una suspensién limpida es
esencial hacer algin tratamiento con cloro-
formo. Se observo que cuando el tratamiento
con cloroformo se realiza simultaneamente
con la trituracién del material en molino co-
loidal, se logra una emulsificacién del cloro-
formo en gotas mas pequefias, y con ello la
suspensién final de virus resulta mas limpi-
da que cuando la trituracién y tratamiento con
cloroformo se realizan en un triturador Waring
Blendor.

Diluyente
Como diluyente para el virus se empled:
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a) solucidén salina bufferada con tampoén de
fosfatos 0,04 M, o, b) agua destilada con
buffer glicocola al 0,25%. Ambos son apropia-
dos para realizar la suspensiéon y mantener
un pH adecuado. Si se desea congelar la sus-
pension para ser usada como virus de inocula-
cién o para titulaciones posteriores, no se
podra usar el buffer de fosfatos porque el
titulo del virus cae mucho (Cuadro 3), debido
a la inestabilidad de ese sistema buffer du-
rante el proceso de congelacion.

Contenido proteico

En las suspensiones para vacunas prepa-
radas de acuerdo con la técnica descripta en
MATERIAL Y METODOS, se encontraron los
valores de contenido proteico que se presen-
tan en forma comparativa con los valores de
suspensiones de vitus Frenkel y BHK en el
Cuadro 4.

Adsorcién del virus por el hidréxido de alu-

minio

El hidréxido de aluminio, ademas de ser
usado en la produccién de vacunas por su ac-
cién adyuvante, es también muy usado como
elemento de concentracién del virus. En el
primer caso, el poder adsorbente es funda-
mental porque la accidén adyuvante del hidro-
xido de aluminio reposa en gran parte en su
lenta elucién de virus cuando la vacuna es
inoculada. En el segundo caso es también
fundamental porque la concentracidén se basa
en adsorcién del virus por el hidroxido de alu-
minio, seguida de sedimentacién y ulterior
eliminacién del liquido sobrenadante que de-
be estar casi totalmente desprovisto de virus.

Se hicieron algunos ensayos de adsorcion
de virus, preparando la suspension virica co-
mo se hace en muchos laboratorios industria-
les, es decir, suspensién de pasta de conejo

CUADRO 1. Adaptacién de virus a conejo lactante
F.C’ b) )
T.R.L. .C.T.¢
Cepa virus Pase 90°y3u c’a) T.C.T

(Susp. 1/10)

(Susp. 1/10) (Susp. 1/10)

1 1/3 1051 /ml

0, (Bl:asil 70) 2 1/8 108’3/m1
En los primeros pases 3 1/15 1088 /m1 108+3/m1
se uso metilcortelona 4 1/6 ‘ 107496 /m1 10748 /m]
5 mg/gazapo 5 1/20 10759 /m1 107+9/m1
6 1/16 107+8/ml 108:0/m1

1 1/9 106:°/m!

C. (cepa Pando) 1/30 10727 /ml

1/45 108:0/m]

Los titulos de fijacién del complemento se refieren a la suspensién de virus al 1:10.

En las técnicas de fijacién del complemento se realiza el contacto suero/virus duran-

te 90 minutos y se usan 3 unidades de complemento 50%.

b) T.R.L.: Dosis infectantes 50% por ml de suspensién virica, sobre ratones lactantes de 6 a 8
dias de edad. )

c)T.C.T.: Dosis ‘nfectantes 50% por ml de suspensidn virica, evaluada por efecto citopatico en

cultivos celulares de células BHK-21 en tubos.

a)F.C":
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CUADRO 2. Condicion general de los gazapos

Virus (susp. 1/10) Pase Gazapos/Edad F.C’ T.R.L. T.C.T.
o s débiles - 4 dias 1/2 1073 106,56
1 fuertes - 4 dias 1/20 107,9 107,95

c 3 débiles - 4 dias 1/32 107+5 107,0

3 fuertes - 4 dias 1/50 1089 1081

débiles - 5 dias Neg. 106,3 105,8

0y 4 fuertes - 4 dias 1/6 1079 107+6

CUADRO 3, Liquido de extraccién. Conservacion de la suspension virica en buffer
glicocola o en salina bufferada 0,04 m.
Virus C Resende integral, suspensién al 20%. Doble tratamiento con

cloroformo.
Solucidn
Conservacion Salina bufferada Buffer glicocola
0,04M-pH 7,6 0,25%
T.C.T. T.R.L. T.C.T. T.R.L.
18 horas a 4° C 107:5/m1 107+3/ml 107:6/m1  107-8/ml
4 diasa 4°C 1057 /m1 10747 /m1 107:6/m1  10%9/ml
8 dias a 4°C - 106:6 /) - 106:6/m]
4 dias a -20°C | 10%7/m1  10%2/m) 1077 /mp 107+8/ml

al 20% en buffer fosfatado 0,04 M o agua des-
tilada, y un tratamiento por cloroformo a una
concentracién del 4% del peso del material
virico. En estos casos la adsorcidn fue total-
mente deficiente. El mismo hidréxido de alu-
minio frente a una suspensién de virus de
Frenkel funcioné normalmente (Cuadro 5).

En otros ensayos, usando suspensiones
viricas mejor purificadas se encontré que la
adsorcién se realiza en la misma forma que
cuando se utilizaron suspensiones viricas de
otras fuentes (Cuadro 6).

También en esos ensayos se vio clara-
mente que cuando la suspensidn virica se ha-
ce en solucién salina bufferada con buffer de
fosfatos 0,04 M, este diluyente interfiere la
adsorcién del virus (Cuadro 7).

ENSAYOS CON VACUNAS

Primera serie

Este ensayo se realizo para obtener una
informacién preliminar y de orientacion para
las pruebas posteriores.
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Vacuna bivalente A4 - O1. Cantidades para 1 litro

Virus A - suspension al 20% 250 ml
Virus O - suspension al 20% 250 ml
Hidroxido de aluminio (2,0% en

AL0,) 500 ml
Glicerina 50 ml
Saponina (sol. al 5% a pH 8,9) 20 ml
pH final de la vacuna 8,2

F.C’ T.R.L.
90’ y 3 u C’ DIso/ml
1/10 108:3/m1
1/6 107:8 /m1

CUADRO 4, Contenido proteico (g x 100 ml suspension)
Virus " Colorimetria Mét. Kjeldahl a)

O Conejo
Susp. 15% 0,45 0,51
tratado con cloroformo
A Conejo
Susp. 15% 0,55 0,55
tratado con cloroformo
C Conejo
Susp. 15% 0,45 0,55
tratado con cloroformo
Frenkel
Susp. 20% 0,40 0,49
tratado con cloroformo
Frenkel
Susp. 20% 0,57 0,65
no tratado con cloroformo
B

HK 0,35 0,32

no tratado con cloroformo

a)

Las determinaciones por el método de Kjeldah! fueron realizadas por el Dr. Pedro Carlos

. . PR . !
Mancuso, del Institute de Pesquisas Veterinarias "Desidério Finamor' y Porto Alegre,

RS, Brasil,
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CUADRO 5. Adsorcién sobre hidréxido de aluminio

T.R.L.
Hidréxido
Partida A Partida B
Susp. virus conejo 20% Mezcla virus 60%
(C Resende) en salina hidréxido ~ 40% .......... 105°/ml 106+3/m1
bufferada 0,04 M
(1 trat. cloroformo 4%) Sobrenadante .............. 105:3/m] 105:3/m1
A = 0,6 1,0
Mezcla virus 60%
hidréxido  40%........... 10749 /ml1 107:55/m1
Susp. virus Frenkel
Sobrenadante .............. 10349 /m1 102,53 /m1
A= 4,0 5,0
CUADRO 6. Adsorcién sobre hidréxido de aluminio
T.R.L
Susp. virus conejo cepa C, Susp. vIrica ....veieeeiiiaiiiiaes 108:3/m1
al 15% en agua con buffer Mezcla virus 60% -
hidréxido 40% i 107+°/ml
glicocola 0,25% -
Sobrenadante ......ceeciieeeieen 104:°%/ml
A= 5,0
Susp. virus conejo cepa O, Susp. virica ....eieiieiiiiiecnnn, 107:9/ml
al 15% en agua con buffer Mezcla virus 60% ’ 3
hidroxido 40% i 107+°/ml
glicocola 0,25% o
Sobrenadante .........ceeiiiienan 102:8 /m1
A = 4,5




37

CUADRO 7.

Adsorcion sobre hidroxido de aluminio

T.R.L.

Suspension en buffer
de fosfatos 0,05 M glicocola 0,25%

Susp. vIrica «.oeeeeveesonns 107596 /;m] 10794 /m1
Susp. virus .
: Mezcla virus 60%
conelo Aza Hidréxido  40% .......... 106/86 /] 106/80 /m1
al 30%
Sobrenadante .............. 105:8/ml 10%05/m1
A = 1,06 2,75
Susp. virica ceeeeecinieenen 107446 /m1 107:13/m1
Susp. virus Mezcla virus 75%
conejo C hidréxido  25% +.evee.... 10+96 /m1 10%,86/m]
115
2 % Sobrenadante .............. 105,86 /m1 103:85/m1
AN 1,1 3,0

Los virus usados fueron suministrados por
los técnicos del Grupo Ejecutivo Estadual de
Combate a la Fiebre Aftosa (GECOFA) de
Ric Grande do Sul, y proceden de un labora-
torio industrial, estando constituidos por pas-
ta de conejo "integral'', es decir, contenien-
do la carcasa, el cuero y la cabeza de los ga-
zapos. La inactivacién fue realizada por ac-
cién de AEI al 0,05%, a la temperatura de 37°
C durante 24 horas. La vacuna fue usada a la
dosis de 4 v 16 ml, por via subcutanea, en
sendos grupos de 8 bovinos.

Como referencia se vacuné otro grupo de
8 bovinos con una vacuna producida con vi-
rus desarrollado en células BHK en cultivos
en monocamadas. Esta vacuna ya habia sido
anteriormente probada en cuanto a su poder
inmunogénico en bovinos, con resultados sa-
tisfactorios.

El Gréafico 1 muestra los valores de los in-
dices de seroproteccion obtenidos con las

tres vacunas, en el momento de la vacunacién
(0 dias), a los 21 y 90 dias postvacunacion.

Segunda serie

En este ensayo se produjo una mezcla tri-
valente de suspensiones viricas, que luego
fue dividida en 2 partes, cada una de las cua-
les fue sometida a diferentes procesos de
inactivacién, siendo una de ellas inactivada
con formalina y la otra <on AEIL

Las vacunas de cada grupo fueron proba-
das a dos niveles de dosis: 5y 10 ml. Cuan-
do se usé la dosis de 10 ml, el contenido an-
tigénico y la cantidad de hidréxido de alumi-
nio fue doble que cuando la dosis fue de 5 ml,
La concentracion de saponina en cambio, se
gradué de tal forma que en una dosis de 10 ml
la cantidad de saponina fue de 5 mg, es de-
cir, la misma cantidad que en la dosis de 5
ml.
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Como referencia se utilizaron 2 vacunas:
una bivalente de BHK ya usada en la prueba
anterior, y otra trivalente producida por el mé-
todo de Frenkel, de acuerdo con la técnica
seguida por el CPFA (9).

El detalle de las vacunas experimentales
es el siguiente:

a) Vacunas trivalentes O3 - A, - Ca,

Suspension virica. Producida a partir de
pasta de carcasa de conejos, elaborada en
escala industrial. Este virus fue facilitado al
CPFA por intermedio de los técnicos del
GECOFA, de Rio Grande do Sul, Brasil.

. F.C’ T.R.L. T.C.T.
Virus (susp. al 15%) 90’ y 30 4 C’ DI co/ml DI so/ml pH
0, 1/25 107+9 1081 7,8
Acs 1/15 103:0 107,8 7.8
Cs 1/14 108,3 107,7 8,0

b) Vacuna inactivada con formol. Cantida-
des para 1 litro. Dosis 5 ml.

Virus O - suspensién al 15% 200 ml
Virus A - suspension al 15% 200 ml
Virus C - suspensién al 15% 200 ml
Al(OH); 400 ml
luego de dos horas de contacto,

Formalina ''Fisher" 0,08%

Inactivacién a 26° C durante 72 horas
Glicerina neutra 50 ml

Saponina Food Industries (20 ml sol. al 5%,
a pH 8,0) 0,1%

pH final de la vacuna 8,3

La vacuna a ser usada en la dosis de 10
ml es esta misma vacuna, pero la concentra-
cion de saponina es de solamente 0,05%.

c) Vacuna inactivada con AEIL. La vacuna
AEI es en un todo igual a la Vacuna Formol,
con la dnica excepcidn del proceso de inacti-
vacion, que fue efectuado por adicidon de
0,05% de acetiletileneimina sobre la suspen-
sién virica y mantenida a 37° C durante 24
horas. El hidréxido de aluminio fue agregado
posteriormente,

Con cada una de las vacunas se vacuné un
lote de 10 bovinos. El Gréfico 2 muestra la
respuesta expresada en indice de seroprotec-
cidn a los 25 dias postvacunacién.

A los efectos de seguir la curva de anti-
cuerpos, se hicieron sangrias de todos los
grupos, vacunados con las vacunas experi-
mentales y el grupo vacunado con la vacuna
usada como referencia, el dia de la vacuna-
ci6n, 0 dia y a los 25, 90 y 135 dias postva-
cunacién. En ese momento fueron revacuna-
dos con la misma vacuna y dosis que en la
primera vez y las sangrias fueron repetidas
a los 21, 90 y 135 dias postvacunacién (Gré-
fico 3).

Tercera serie

En este ensayo se produjeron 2 vacunas
trivalentes con virus de conejo, a partir de
las mismas suspensiones viricas. La tnica
diferencia consistié en ia concentracién anti-
génica, que fue doble en la vacuna Exp 3/72
concentrada, que en la Exp 3/72, siendo el
volumen de la dosis y los adyuvantes exac-
tamente iguales. Tanto la adaptacién de las
cepas de virus a conejo lactante como la pro-
duccidn cel virus fueron hechas en esta opor-
tunidad en el Centro Panamericano de Fiebre
Aftosa. Como vacuna de referencia, se produ-
jo una vacuna de tipo Frenkel inactivada con
AEL
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Suspension virica al 15% para las vacunas Exp 3/72 y Exp 3/72 concentrada

. F.C’ T.R.L.

Virus 90’y 3u C’ DI so/ml D’I;.sf)}’fn.l PH
0, 1/30 107.9 1084 7,5
Aoy 1/28 1083 1085 7,3
Cs 1/20 107+9 108.3 7,7

a) Vacuna Exp 3/72. Cantidades para 1 li-
tro. Dosis 5 ml.

Virus O - suspensioén al 15% 200 ml
Virus A - suspensién al 15% 200 ml
Virus C - suspensién al 15% 200 ml

Inactivacién 0,05% AEI durante 24 horas a
37° C.

Hidréxido de aluminio pH 8,3 400 ml
Glicerina neutra 50 ml

Saponina pH 8,0 0,1%

pH final de la vacuna 8,3

b) Vacuna Exp 3/72 concentrada. Dosis
5 ml
Todo igual a la vacuna Exp 3/72 pero se
us6 doble cantidad de suspension virica y
luego de dos dias de contacto con el hidroxi-
do de aluminio y sedimentacion del mismo, se
eliminé un volumen de liquido sobrenadante
igual al 50% de la suspension virica usada.

Suspensidn virica para la vacuna Exp 4/72. Virus Frenkel

Virus F.C’ T.R.L. T.C.T.

90’y 3uC’ DIso/ml DIso/ml

0, 1/12 10753 /m) 107+5/m1

Ass 1/14 1073 /m1 107! /ml

Cs 1/22 107-96 /m] 107-8/m1
¢) Vacuna Exp 4/72 (Virus Frenkel). Can- Glicerina 60 ml
tidades para 1,2 litros. Dosis 5 ml. Saponina pH 8,0 0,1%
Virus O3 400 ml pH final de la vacuna 8,2

Virus A,, 400 ml
Virus C; 400 ml
Inactivacién con AEI a 37° C durante 24 horas
Hidroxido de aluminio pH 8,3 800 ml
La mezcla se deja sedimentar en camara
fria durante 48 horas. Luego se elimina 800
m] de liquido sobrenadante. Asi cada 1 ml de
vacuna contiene el equivalente a 1 ml de sus-
pensién virica. Luego se adiciona:

El Grafico 4 muestra los resultados obte-
nidos a 0, 21, 90 y 135 dias de la primera va-
cunacién y a los 21 dias después de la reva-
cunacién con estas 3 vacunas, aplicadas en
sendos grupos de 16 bovinos, con una edad
de 18 a 20 meses en el momento de la prime-
ra vacunacion.
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CONSERVACION DE LAS VACUNAS A 4° C,
DURANTE PERIODOS PROLONGADOS

La vida util de las vacunas conservadas a
4° C ofrece obvio interés y se ensay6 con va-
cunas de la primera y segunda serie. Para
ello se vacund sendos grupos de 8 bovinos al
82 y 132 mes después de la elaboracion, con
las siguientes vacunas: virus conejo 4 ml de
la primera serie; vacuna control BHK de la
primera serie, y vacuna inactivada con formol,
dosis 5 ml de la segunda serie.

El Grafico 5 muestra los resultados expre-
sados en ISP a los 21 dias después de la va-
cunacion.

En las vacunas de la primera serie vemos
que, mientras la vacuna BHK mostré muy po-
ca calda de su poder inmunogénico en sus
dos valencias durante los 13 meses de su
conservacién a 4° C, la vacuna de virus co-
nejo mostré una excelente conservacién de
su componente A.s y una calda pronunciada
de su componente O, desde el 82 mes.

En la vacuna de la segunda serie observa-
mos una conservacion normal de las tres va-
lencias inclusive del componente O. En am-
bos casos el componente O era del subtipo
04, pero no la misma cepa.

CONSERVACION DE LA EFICACIA
INMUNOGENICA DE LOS VIRUS DE CONE]JO
MANTENIDOS EN CONGELACION A -20° C

La forma habitual de conservar los virus
producidos en conejo para su utilizacidon en
vacunas es en congelacidn a -20° C. Los Cua-
dros 8 y 9 muestran que los titulos infectantes
y fijadores del complemento sufrieron muy po-
ca variacion en periodos de aproximadamente
1 afio.

Para evaluar la eficiencia inmunogénica
de esos virus, se produjo vacunas reprodu-
ciendo exactamente el protocolo de elabora-
cion usado en la primera vez. El componente

A de las vacunas de la primera serie mantuvo
su poder inmunogénico inalterado, mientras

que el componente O ya habia caido al 82 mes
de conservacidn. En los virus de las vacunas
de la segunda serie no hubo caida de ningunoc
de los tres virus (Grafico 6).

4, DISCUSION

En los ensayos preliminares se encontré
que la adaptacion del virus a conejos lactan-
tes es facil y se logra en pocos pases, lo que
disminuye el riesgo de modificaciones inde-
seables del virus destinado a produccién de
vacunas inactivadas.

Las instalaciones y equipos necesarios
para produccién de vacunas por este método
son minimos.

La tecnologia de la produccién de vacu-
nas por este método debe ser establecida por
trabajos experimentales que abarquen todos
los aspectos de la produccién, desde los co-
nejos lactantes y el virus de inoculacidn,
hasta la vacuna final. El proceso de produc-
cion no puede ser simplemente copiado de
técnicas de produccién de vacunas que usan
otras fuentes de antigeno. En los ensayos
preliminares llevados a cabo en el CPFA se
observaron grandes diferencias de resultados
con pequefias modificaciones de técnica.

Para los ensayos con vacunas se adopté
una técnica provisoria de produccién de vacu-
nas, adecuada para obtener la informacién
preliminar sobre la eficacia inmunogénica de
este tipo de antigenos, que es la meta de es-
te trabajo. Es indudable que esta técnica pue-
de y debe ser perfeccioiada.

En algunas experiencias se usaron virus
producidos en gran escala por firmas indus-
triales, para que las vacunas fueran mas re-
presentativas de este tipo de produccién.

En la primera serie de experiencias se ve
que la respuesta inmunitaria medida por anti-
cuerpos circulantes, sube rdapidamente des-
pués de vacunacién, y decae también rapida-
mente. El mismo comportamiento se observa
en la vacuna BHK usada como referencia.
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En la segunda serie de ensayos, las vacu-
nas elaboradas con las mismas suspensiones
viricas e inactivadas con formalina y con
AEI producen en general respuestas similares
entre si, y con las respuestas obtenidas con
las vacunas de referencia. Los titulos més
elevados obtenidos a los 21 dias con la va-
cuna inactivada con formol y usada a la do-
sis de 10 ml, no mantuvieron la diferencia en
la sangria de los 90 dias postvacunacién.

Es muy marcada la diferencia en la res-
puesta a los 21 dias después de la primova-
cunacién y después de la revacunacién. La
respuesta a la revacunacidén (efecto booster)
es muy superior. Los indices previos inme-
diatos a ambas vacunaciones (0 dias 'y 135
dias) eran en muchos casos similares. Esta
observacion es una clara advertencia contra
la norma de seleccionar bovinos para pruebas
de vacunas en base solamente a su bajo

CUADRO 8, Virus de conejo integral triturado usado en las vacunas de la primera serie

F.C’ T.R.L.
; o
Virus (susp. al 20%) 90’y 34 C Dl so/ml
Tipo Az,
1 mes 1/10 108:3/m1
8 meses 1/11 108:1 /1
13 meses 1/10 108:1/m1
TipO 01
1 mes 1/6 107:8 /m1
8 meses 1/7 107+5/m1
13 meses 1/10 107+5/m]

CUADRO 9, Virus de carcasa triturada usado en las vacunas de la segunda serie

. F.C’ T.R.L. T.C.T.
\% . al 15
irus (susp. al 15%) 90’y 34 C’ DI o/ml DI oo/ml
Tipo Aas
1 mes 1/15 108:0/m1 107:8 /m1
12 meses 1/15 107+%/ml 107+8/m1
Tipo O4
1 mes 1/25 107:9/ml 108:1/ml
12 meses 1/25 107:1 /m] 108:0 /1
TipoC 5
1 mes 1/14 107+7 /m1 108+3/ml1
12 meses 1/20 107+6/m] 108:1/ml
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tenor de anticuerpos, sin conocer bien sus
antecedentes.

En la tercera serie de experiencias se
confirman los resultados de las series ante-
riores. Una de estas vacunas, la Exp 3/72
concentrada, fue probada en la Unidad de
Control de Rio Grande do Sul, por descarga
directa de virus en bovinos, con resultados
coincidentes con los obtenidos de seropro-
teccion.

En las pruebas de conservacién tanto de
vacunas a 4° C, como de virus congelados,
se observo que la misma es satisfactoria
cuando se parte de antigenos de buena cali-
dad. La labilidad de! virus O usado en las
pruebas de la primera serie tal vez se deba a
una deficiencia especifica de esa cepa, que
demostrd ser un antigeno sélo mediocre des-
de el primer momento. La mayor debilidad de
algunas cepas de virus para su conservacién
luego de convertidas en vacunas es un hecho
ya observado con algunas cepas de virus pro-
ducidas por los métodos de Frenkel y en cul-
tivos BHK.

Debido a que los estudios sobre la verda-
dera calidad inmunogénica de estos antigenos
son recientes, las vacunas deben ser proba-
das sobre bovinos como los usados en estas
experiencias. Las técnicas que usan otras
especies animales o aquellas basadas en me-
dicion de fracciones de virus, sélo tendran
verdadera validez cuando sean padronizadas
y estab'ecidas sus relaciones con las técni-
cas que usan al bovino. Por otra parte, esas
correlaciones deberan establecerse para cada
cepa de virus, y tendran validez mientras las
técnicas de produccién, tanto del virus como
de las vacunas, no sean modificadas.

5. RESUMEN Y CONCLUSIONES

“Se hicieron algunos ensayos preliminares
de produccién de virus en conejos lactantes,
para ser usados como antigeno para vacuras.
La adaptacién del virus es fécil y se logra
en pocos pasajes.

El virus multiplicado en conejo tiene bue-

nos titulos infectantes para ratones lactantes
y cultivo de tejidos.{ El titulo fijador del com-
plemento es en gerieral excelente. Para ob-
tener un buen virus es muy importante que
los conejos hayan sido recientemente separa-
dos de sus madres y estar en Sptimas condi-
ciones fisicas en el momento de su inocula-
cion.

La suspensién virica debe ser bien purifi-
cada por tratamiento con cloroformo u otro
procedimiento similar y debidamente centri-
fugada,

\Las suspensiones de virus multiplicado
en conejos lactantes, al igual que las sus-
pensiones viricas de Frenkel y BHK, se pue-
den inactivar bien, por la accidn de la forma-
lina o Ia AEI a las temperaturas habituales.
En un ensayo sobre bovinos no se observé
diferencia en la respuesta inmunitaria produ-
cida por las vacunas inactivadas con forma-
lina o con AEL |

Las vacunas producidas fueron ensayadas
en 20 grupos de bovinos virgenes entre 15y
20 meses de edad (194 bovinos en total), por
vacunacién primaria y revacunacién, usando
siempre vacunas de referencia producidas por
otros métodos.

Vacunas producidas con concentraciones
razonables de virus, y adyuvadas con AI(OH)5
y saponina producen una inmunidad (evaluada
por respuesta de anticuerpos circulantes en
bovinos virgenes), que se puede considerar
satisfactoria de acuerdo con las exigencias
que establecen los reglamentos de control de
vacuna. '

La vacuna Exp 3/72 concentrada fue pro-
bada en un ensayo posterior, por descarga
directa de virus, en la Unidad de Control de
GECOFA en Rio Grande do Sul, con resulta-
dos coincidentes con las pruebas serolégicas
realizadas anteriormente,

La evolucién de la curva de anticuerpos
y el efecte de las revacunaciones con vacu-
nas producidas con virus de conejos, coinci-
den en general con los resultados obtenidos
con vacunas de tipo Frenkel o BHK usadas
como referencia.
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La conservacion de las vacunas a 4° C La conservacién del poder inmunogénico
fue buena durante 12 meses para una vacuna del virus congelado fue excelente durante 12
trivalente. Otra vacuna bivalente mantuvo su meses para 4 cepas de vitus, siendo deficien-
eficacia inalterada para la valencia A, no te para una cepa de virus O, que se mostrd
siendo asi para la valencia O que cay6 antes  débil desde el principio.
de los 8 meses.

GRAFICO 1. Medias de indices de seroproteccion*
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* Primera serie. Ensayo preliminar con vacunas conejo. Pasta integral (carcasa, cuero, cabeza).
Se usa una vacuna BHK como referencia.
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GRAFICO 3. Medias de indices de seroproteccion*®
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Se usa una vacuna BHK como referencia.
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VACUNA 3
EXP 3/72
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GRAFICO 4. Medias de indices de seroproteccion*
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* Vacuna conejo tercera serie. Duracién de inmunidad y revacunacion. Vacuna Frenkel como referencia.
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GRAFICO 5. Medias de indices de seroproteccion a los 21 dias postvacunacion*
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GRAFICO 6. Medias de indices de seroproteccién a los 21 dias postvacunacion
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PORTADORES DE VIRUS AFTOSO.
¢PROCESO TERMINAL DE LA INFECCION O ESLABON INTERMEDIO
EN LA CADENA EPIDEMIOLOGICA DE LA ENFERMEDAD?

Drs. Félix J. Rosenberg* y Paulo Augé de Mello**

. El problema de los portadores de virus
en la fiebre aftosa ha merecido una destaca-
da atencién desde principios del presente si-
glo. 'Es sin embargo en los dltimos 15 afios
que una larga serie de experiencias son rea-
lizadas en varios laboratorios del mundo con
el fin de esclarecer diversos aspectos del
problema.

De tales experiencias pueden extraerse
dos conclusiones, hoy generalmente acepta-
das: 1) El desenlace del equilibrio virus-
huésped en un individuo-enfermo de fiebre af-
tosa es imprevisible, y 2) toda poblacién
afectada mantiene el virus en algunos de sus
individuos durante periodos variables que
pueden llegar hasta 2 afios o mas postinfec-
cion.

Sin embargo, la pregunta sobre si un ani-
mal portador puede constituirse en una fuente
de infeccién de aftosa aiin no ha recibido una
respuesta satisfactoria.

La caracterizacién del papel de los porta-
dores sanos del virus de la fiebre aftosa en
la cadena epidemiolégica de la enfermedad
constituye, por lo tanto, uno de los problemas
epidemiologicos cuya solucién ocupa un lugar
prioritario para la aplicacién de medidas de
prevencién y erradicacién de la fiebre aftosa
en Sudamérica. '

La finalidad del presente trabajo fue la de
establecer una serie de modelos alternativos
tedricos para la transmisién del virus de por-
tadores, destacandose aquellas evidencias
experimentales o circunstanciales que apoyan

* Epidemidlogo, ** Oficial de Investigaciones, Centro Panamericano de Fiebre Aftosa,
Postal 589 ZC-00, Rio de Janeiro, R]J, Brasil.

o rechazan las distintas hipotesis, asi como
las investigaciones futuras que permitan es-
clarecer las incégnita§,criticas para el cono-
cimiento del problema. !

Globalmente podemos establecer tres hip6-
tesis alternativas: I. Todo convaleciente por-
tador es potencialmente capaz de transmitir
la infeccidn, II. El animal enfermo de fiebre
aftosa so6lo puede transmitir la infeccién du-
rante la fase aguda de la enfermedad,y III. El
animal portador de virus aftoso puede actuar
ocasionalmente como fuente de infeccién
siempre y cuando coexistan ciertos factores
condicionantes indispensables (transmision
condicionada).

I. TODO CONVALECIENTE PORTADOR ES

POTENCIALMENTE CAPAZ DE
TRANSMITIR LA INFECCION

1.1 Mecanismo

Como un portador clasico (tifoidea, polio,
etc.) el huésped infectado alberga y elimina
el virus en cantidad suficiente para infectar

todo susceptible con el cual entre en con-
tacto.

1.2 Evidencias a favor v on contra

Las posibilidades de transmisién de virus
tienen que ser mucho menores para el porta-
dor que para el enfermo agudo, dada la caida

brusca de los titulos del virus aislado a par-
tir de los 7 a 10 dias postinfeccién (7, 13,
32, 34). Por otro lado, no existe ninguna evi-

dencia que permita postular que esa menor

Caixa
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cantidad de virus excretado sea suficiente pa-
ra establecer una infeccién en un contacto.
Por el contrario, el hecho de que las limita-
das pruebas realizadas de transmisién por
contacto entre bovinos convalecientes y sus-
ceptibles después del 82 dia postinoculacién
(13) y entre portadores y susceptibles (3, 4,
10, 41, 45) no han logrado demostrar en nin-
gin caso el pasaje de virus, descarta auto-
mdaticamente la posibilidad de considerar al
individuo recuperado de aftosa como un porta-
dor clasico (fuente de infeccién permanente).

II. EL ANIMAL ENFERMO DE FIEBRE

AFTOSA SOLO PUEDE TRANSMITIR

LA INFECCION DURANTE LA FASE
AGUDA DE LA ENFERMEDAD

1.1 Mecanismo

El mecanismo por el cual el animal esta-
ria incapacitado para transmitir el virus pue-
de estar dado por una o mas de las siguientes
condiciones:

a) Una vez iniciada la infeccién comienza
la sintesis de anticuerpos humorales y loca-
les, que al cabo de unos 7 dias neutraliza por
completo todo virus extracelular. Aquellas
particulas que pudieron mantenerse libres de
anticuerpos en las vias digestivas superio-
res, incluyendo saliva, serian rdpidamente
inactivadas por el pH y la temperatura. Es
decir que el virus del portador sélo se man-
tiene integro a nivel intracelular siendo rapi-
damente neutralizado o inactivado apenas es
excretado al medio interno o exterro.

b) Las cantidades de virus que pudieran
ser eliminadas junto con restos (debris) celu-
lares son tan escasas que no permiten al es-
tablecimiento de la infeccion en un suscepti-
ble en contacto.

c) El virus en su estado de equilibrio con
la célula pierde cierto grado de su infeccio-
sidad por lo cual las dosis necesarias para

infectar a un susceptible debieran ser atn
mayores que las requeridas por el virus co-
mun de campo.

1.2 Evidencia a favor y en
contra de la hipdtesis

La presencia de anticuerpos neutralizan-
tes en la saliva o material esofagico-faringeo
de bovinos portadores fue senalada por
Hyslop (17) y Kaaden y col. (20, 21). Estos
anticuerpos serian los responsables, segin
Burrows, por la caida del titulo infeccioso
del virus del portador cuando es mantenido
en frio por 24-48 horas (4). Sutmoller y Cottral
(37) hallaron titulos infecciosos significati-
vamente mayores en muestras esofagico-fa-
ringeas (E/F) tratadas con tricloro trifluo-
roetano (TTE) en relacién a muestras con-
trol. Este tratamiento reactiva el virus aftoso
neutralizado por anticuerpos, segin lo.demos-
tré Tessler en 1966 (43).

Por lo tanto, las cantidades de virus libre
(no neutralizado) eliminado deben ser muy pe-
quefias y particularmente asociadas a la pre-
sencia de restos celulares en el vaso del
probang usado para la colecta. Las pocas es-
timaciones cuantitativas realizadas por va-
rios autores son casi siempre bien menores a
102 unidades formadoras de placas por ml de
material (UFP/ml) en muestras de portadores
no tratadas con fluorocarbonos y en muchos
casos aun en presencia del TTE (4, 22, 37,

-46): ¢Seria esta cantidad de virus suficiente

para establecer una infeccién en un contacto?
Si tomamos en cuenta que inoculando experi-
mentalmente 102 DI, por via intranasal o fa-
ringea, Sutmoller y ccl. (42) sélo consiguen
infectar 12 de 28 bovinos virgenes, conside-
ramos muy poco probable que la cantidad de
virus eliminada por un portador consiga esta-
blecer una infecciéon en un contacto, sobre
todo si se tiene en cuenta que para hallar ti-

tulos maximos ocasionales de un portador de
aproximadamente 103 UFP (37, 46) se deben
tomar todo tipo de precauciones como ser, la
colecta del material en medios especiales, en
condiciones de temperatura ideales, el
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tratamiento de la muestra con TTE, inocu-
lacién con la menor demora posible, etc.

Esta posibilidad seria ain mas reducida
si se confirmaran los resultados de Sutmoller
y col. (36) y de Kaaden y col. (20) segin los
cuales el virus aislado de portadores tendria
menor infecciosidad y patogenicidad que la
muestra original de campo. Sin embargo, tra-
bajos de Burrows (5) y de Straver y col. (35)
parecieran demostrar que este hecho no es
constante.

En contra de la hipétesis sobre la no
transmisidn del virus aftoso una vezsupera-
do el estado agudo de la infeccion se deben
sefialar las numerosas observaciones circuns-
tanciales desde comienzos de siglo que im-
plicarian a los portadores como unica fuente
posible de infeccién, tal como lo resumen Ra-
mén, en 1961 (27) y Sutmoller y col., en 1967
(38) y como lo hemos observado ocasional-
mente en Sudamérica (6) y mas recientemente
Hedger y col. (16) en un brote de bifalos.

Otras observaciones circunstanciales en
favor de la posible transmisién de virus de un
portador estd dada por el hallazgo de eviden-
cia de infeccién en terneros en ausencia de
enfermedad clinica. Este hecho fue observado
en Botswana (15) y en Brasil (6) mediante el
aislamiento de virus (E/F) y recientemente
en Paraguay (30) mediante la deteccién de an-
ticuerpos contra el antigeno VIA.

También las observaciones de Augé y col.
(1, 2) sobre transmisién de virus vivo modifi-
(VVM)
transmisién de virus al menos en ausencia de
enfermedad aguda, aunque en este caso el fe-
némeno de equilibrio virus-célula posiblemen-
te sea distinto del existente en el portador.

cado indicarian la posibilidad de

1.3 Conclusiones

Si bien las observaciones circunstancia-
les en contra de esta hipotesis no son extre-
madamente firmes puesto que la mayor parte
de ellas podria también explicarse por la per-
sistencia del virus en otros sistemas, ya
sean animales o fisicos, la posibilidad de

que efectivamente el estado de equilibrio vi-
rus-huésped definido como portador sea un
proceso terminal en la cadena epidemiologica
de la fiebre aftosa, no puede ser descartada.

Sin embargo, todas las evidencias presen-
tadas, tanto a favor como en contra de esta
alternativa, nos inclinan a postular la tercera
hipétesis como la mas probable.

1l., EL ANIMAL PORTADOR DE VIRUS
AFTOSO PUEDE ACTUAR OCASIONAL-
MENTE COMO FUENTE DE INFECCION
SIEMPRE Y CUANDO COEXISTAN CIERTOS
FACTORES CONDICIONANTES INDISPEN-
SABLES (TRANSMISION CONDICIONADA).

[1l.I Mecanismo

Los factores condicionantes pueden ser
agrupados en dos clases: 1) una clase en la
que se incluyen estimulos que determinan un
aumento de la replicacién viral en el portador
y 2) la otra requeriria factores ambientales o
del huésped que aumenten la posibilidad de
transmisién sin que sea preciso modificar la
cantidad de virus excretado.

Mecanismo 1

El virus mantendria su condicién de equi-
librio intracelular debido, sobre todo, a la ac-
tividad inhibitoria de anticuerpos humorales
y/o locales. Por lo tanto, se puede postular
que cualquier disminucién de la inmunidad
del huésped portador, especifica o no, indu-
cird el aumento de la replicacioén viral y, por
lo tanto,la excrecidn y iransmisién del mismo.

Los factores condicionantes responsables
por la disminucién de la resistencia pueden
incidir sobre el huésped o sobre el virus.

1.1 Factores condicionantes que inciden so-
bre el huésped:

1.1.1 disminucién de los anticuerpos de
convalecencia hasta un grado tal que ya no
sea capaz de neutralizar la totalidad de las
particulas volcadas al medio interno (humora-
les) o externo (locales);
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1.1.2 caida de la resistencia no especifi-
ca por fenémenos de tension.

1.2 Factores condicionantes que inciden so-
bre el virus, o sea que modifican sus caracte-
risticas antigénicas. Esta modificacion puede
ser por:

1.2.1 recombinacién con otros tipos del
virus de fiebre aftosa o con otros virus simi-
lares;

1.2.2 mutacién y seleccién inducida por
anticuerpos.

1.3 Factores que modifican sus caracteristi-
cas de infecciosidad y/o patogenicidad:

1.3.1 mutacién y seleccién (independiente
del proceso inmunitario).

Cualquiera de estos factores tendria como
consecuencia una mayor multiplicacién y, por
lo tanto, excrecién de vitus o bien la excre-
cién en pequefias cantidades de un virus con
mayor poder de infecciosidad y/o patogeni-
cidad. '

Este mecanismo implicaria, por lo tanto,
un cambio repentino en la condicién de equi-
librio de latencia virus-huésped convirtiéndo-
se el proceso en uno de transmisién normal
semejante al existente en la enfermedad agu-
da. Evidentemente el primer individuo a ma-
nifestar signos de enfermedad puede ser tanto
el propio portador como el contacto suscepti-
ble a excepcién del portador sometidos a ten-
sién "stress" (1.1.2) quien posiblemente de-
mostraria signos precoces de enfermedad.

Mecanismo 2

Tal como se discutié con respecto a la
hipétesis II, las evidencias acumuladas has-
ta el presente implican que la transmisién de
virus de un portador es, sino imposible, por
lo menos poco probable. Sin embargo, podrian
haber factores condicionantes que actuando
sobre el ambiente o sobre el huésped suscep-
tible aumentaran la probabilidad de transmi-
sion.

Dos mecanismos alternativos son hipotéti-
camente factibles:

2.1 En presencia de condiciones ambientales
favorables (temperatura, humedad, etc.) y una
densidad de poblacién suficiente para garan-
tir contactos frecuentes, el virus del portador
en cantidades pequefias podria estar sometido
a pasajes continuos dentro del rebafio conva-
leciente (portadores de corta duracién) sin
producir respuestas manifiestas en la pobla-
ci6n (salvo la circulacién continua del virus).
En determinado momento ese virus podria en-
contrar un huésped que reuniera las condicio-
nes necesarias para volcar el equilibrio virus-
huésped a favor del primero, iniciandose asi
un nuevo ciclo de la enfermedad.

2.2 Una hipétesis alternativa postula que la
permanencia del virus en una poblacién con-
valeciente no se realiza a través de la circu-
lacién continua del virus en la misma, sino
mas bien a través de algunos pocos indivi-
duos que mantienen su condicién de portador
durante periodos prolongados con eliminacio-
nes de virus en forma ciclica o intermitente
(portadores de larga duracién). Para que hu-
biera transmisién de la infeccién deberian
ocurrir una serie de circunstancias en un mo-
mento preciso, entre las cuales se pueden
citar: a) presencia de uno o mas individuos
portadores; b) condiciones ambientales opti-
mas para la transmisién del virus; c) presen-
cia dé bovinos susceptibles a pequefias dosis
de virus, y d) contacto intimo entre el indivi-
duo "muy susceptible" en el momento en que
el primero se halla en una fase de elimina-
cién méxima del virus.

En ambos casos el fenémeno de transmi-
sién constituiria un problema probabilistico.
En el primero, el virus “golpea" continuamen-
te a varios huéspedes hasta hallar el apropia-
do. En el segundo, el virus sélo puede pasar
de un portador apropiado a un susceptible
videal” en un momento Sptimo.

Los modelos alternativos sobre transmi-
sién condicionada se esquematizan en la Ta-
bla 1.
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1.2 Evidencias a favor y en contra de los
diversos modelos

Modelo 1.1.1

Para que este modelo sea vdlido se debie-
ra poder encontrar algin tipo de relacién en-
tre el estado de portador y el nivel de los an-
ticuerpos. En relacién a la inmunidad humo-
ral las evidencias demuestran claramente que,
por el contrario, la existencia, la duracién,
asi como el titulo del virus obtenido de por-
tadores, es independiente de los niveles de
anticuerpos circulantes (2, 5, 15, 20, 25, 39,
42). Este modelo se ve ain mas debilitado
por el hallazgo de Hedger en Botswana (15) y
de técnicos del CPFA en Brasil (6) de terne-
ros portadores subclinicos con ausencia de
anticuerpos sistémicos detectables. Las ob-
servaciones circunstanciales de campo tam-
poco avalan esta hipétesis. Sin embargo, el
mecanismo de infeccién e inmunidad local
como responsable por un equilibrio inestable
de latencia entre el virus y la célula requiere
ser investigado.

Modelo 1.1.2

Se ha hallado que los fendmenos de ten-
sién constituyen una importante causa con-
tribuyente al desarrollo de enfermedad respi-
ratoria de origen viral en varias especies in-
cluyendo los bovinos (28). Rosenberg y col.
(31) hallaron que la simulacién experimental
de los efectos del "stress" disminuian los ti-
tulos de anticuerpos inducidos por el virus de
parainfluenza canina. En relacién a la fiebre
aftosa, a excepcién del reciente trabajo de
Sutmoller y McVicar (38), quienes sometieron
a diversos estimulos "stresantes" tanto a bo-
vinos portadores como a porcinos suscepti-
bles puestos en contacto y una experiencia
de Hedger citada por esos mismos autores,
ambas sin resuitados positivos, no existen
trabajos concluyentes con respecto a este
modelo. Sin embargo, frecuentes observacio-
nes a campo asocian el arreo de animales por-
tadores con el inicio de eventos de la enfer-
medad (6). Pasturino? asocié la tensién "psi-

quica" en bovinos (modificacién del habitat
natural) con la ocurrencia de eventos agudos
de fiebre aftosa y sugirié una experiencia de
marcacién y seguimiento de presuntos porta-
dores con el fin de acumular informacién de
campo al respecto.

Fenémenos de tensién "psiquica" en espe-
cies inferiores parecen inducir cambios seve-
ros no sodlo en su comportamiento como tam-
bién en la agudizacién de infecciones laten-
tes? tal como ocurre frecuentemente en las
infecciones herpéticas en el ser humano.

Creemos que la reproduccién experimen-
tal de estimulos de tensién es extremadamen-
te dificil y en todo caso sélo resultados po-
sitivos serian validos.

Sin embargo, un estricto sistema de se-
guimiento de portadores a campo tal como
fue seguido por Pasturino, podrd llegar a
constituir un elemento valioso para la com-
probacion de este modelo.

Modelo 1.2.1

Este modelo esta basado en las experien-
cias de Pringle (24) demostrando la posibili-
dad de formacion de recombinantes de virus
aftoso in vitro y del grupo de Plum Island
(40, 44) demostrande la formacién de particu-

las mixtas entre el virus aftoso y enterovirus.
Este hecho ha sido utilizado por Graves y

col. (14) para explicar la presunta infeccién
latente observada en bovinos expuestos al vi-
rus de la fiebre aftosa. Por su parte Fellowes
y Sutmoller (12) sugirieron la posibilidad de
recombinacién entre cepas de distinto tipo
del virus aftoso (O y A) nara explicar cierta
modificacion antigénica del virus tipo O ais-
lado de portadores.

Sin embargo, si fuera necesaria una recom-
binacién genética para que un virus aftoso de
portador pudiera quebrar una presunta barrera

' PASTURINO, C. DILFA, Uruguay (co-

municacion personal).
2 KOPROWSKI, H.
nal).

(comunicacién perso-
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inmunitaria y replicar para, posteriormente,
transmitir la infeccién, deberian ser frecuen-
tes los hallazgos de virus de campo que tu-
vieran caracteristicas antigénicas acordes
con esta posibilidad de recombinacién, cosa
que hasta el presente no se ha demostrado
que ocurra.

Modelo 1.2.2

Varios autores han demostrado la varia-
cién antigénica del virus aftoso forzada por
anticuerpos especificos, tanto en animales
parcialmente inmunes (9, 11, 19, 26) como en
cultivo de tejidos en presencia de anticuer-
pos (18). En el caso del portador, este proce-
so podria ser factible teniéndose en cuenta
la alta tasa de mutacidn del virus y los nive-
les decrecientes de anticuerpos que existen
a medida que transcurren los meses postin-
feccién. De hecho, variaciones antigénicas
han sido observadas por Burrows (5) en una
cepa de virus A aislado de un bovino portador
entre 14 y 17 semanas postinoculacién y por
Hedger (15) en el virus SAT, aislado de por-
tadores en Botswana, ademas de las variacio-
nes halladas por Fellowes y Sutmoller (12)
mencionadas anteriormente.

Sin embargo, al igual que para el modelo
1.2.1, si esto ocurriera como norma deberia
ser mucho més frecuente la aparicion de sub-
tipos nuevos con diferencias inmunolégicas
significativas con respecto a los virus de
campo tipicos.

Modelo 1.2.3

En este caso se postula que el equilibrio
portador implica, como se dijo, una disminu-
cién o pérdida de algunas de las propiedades
del virus (infecciosidad, patogenicidad, viru-
lencia, etc.). Una mutacién o seleccién que
significard la recuperacion de esas caracte-
risticas induciria la quiebra de ese estado de
equilibrio a favor del virus con el consiguien-
te aumento en la replicacién y transmision.

Con respecto a la primera parte del mode-
lo, es decir el establecimiento del equilibrio
de latencia, como consecuencia de modifica-
ciones en el virus, Straver y col. (35) y.

Fellowes y Sutmoller (12) demostraron la me-
nor resistencia a la temperatura y pH de algu-
nas cepas aisladas de portadores. Por su
parte, Kaaden y col. (20) y Straver y col.
(35) hallaron que el virus del portador produ-
cia placas de menor tamafo en cultivo de te-
jidos. Este hecho también fue hallado por va-
rios autores en cultivos de células crénica-
mente infectados con virus aftoso (8, 23, 33),
siendo postulado que la seleccion de mutan-
tes formadoras de pequefias placas o no for-
madoras de placas como consecuencia de una
sobrevivencia prolongada en células, deter-
mina una poblacién viral apatogénica o de
patogenicidad reducida (8).

En cambio no existe ninguna evidencia de
que el fenémeno opuesto ocurra como inician-
te de un ciclo de transmisién de un portador
aunque tedricamente esto no puede ser des-
cartado.

Modelo 2.1

Tanto este modelo como el siguiente
(2.2) se basan en las caracteristicas de la
excrecién de virus por parte de un portador,
cuya intermitencia ha sido comprobada repe-
tidamente3. En base a los resultados de sus
experiencias, Augé y col. (2) postularon la
existencia de animales 'receptores" de virus
que expuestos a pequefias dosis de virus de-
sarrollarian infecciones abortivas de corta
duracién y sin estimulacion de anticuerpos.
Este mecanismo explicaria la eliminacién in-

termitente de virus por parte de estos "porta-
dores de corta duracién" quienes estarian

expuestos a reinfecciones permanentes. Por
otro lado también ha sido comprobada frecuen-
temente la gran variacion existente en cuanto
a la susceptibilidad de los bovinos al virus
aftoso (30, 42). Seria posible por lo tanto,
que siendo uno de esos animales "recepto-
res" un individuo extremadamente sensible,
sea éste el que inicia un nuevo ciclo de in-
feccion.

3 AUGE DE MELLO, P. (Datos no publica-
dos).
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Para que este modelo mantenga validez se
debera comprobar experimentalmente el pasa-
je de virus de animales portadores a otros bo-
vinos, sean estos susceptibles o no.

Modelo 2.2
En este caso la intermitencia no estaria
dada por bovinos ‘receptores” de eliminacidn

breve de virus que pueden ser ocasionalmen-
te infectados, sino mas bien por la propia in-

termitencia en la excrecién de virus por parte
de los portadores de larga duracion.

En este caso la transmision se deberia
exclusivamente a un problema de chance no
solo de contacto con un individuo "muy sus-
ceptible", sino de presencia de titulos de vi-
rus relativamente altos durante un periodo de
maxima excrecién de virus, un contacto sen-
sible y condiciones ambientales que favorez-
can esa transmision.

Salvo la conocida intermitencia en la ex-
crecién de virus y el hecho de ser muy pocos
los individuos de un lote que excretan virus
durante periodos prolongados (35, 2, 45), no

existe otro tipo de evidencia ni a favor ni en
contra de este modelo, salvo las siguientes
observaciones circunstanciales:

1) El fracaso en reproducir experimental-
mente la transmision de virus.

2) Las aparentes transmisiones ocurridas
ocasionalmente a campo sin consecuencias
clinicas (medio ciclo de transmisién) (ver
I1.2),

3) La mayor frecuencia de brotes presun-
tamente iniciados por portadores en tropas en
movimiento. En este caso, a la concentracién
forzada de portadores y susceptibles se debe
sumar el posible fenémeno de tensién operan-
te (ver modelo 1.1.2), que seria un factor con-
tribuyente indispensable para que el virus de
parainfluenza bovino (SF-4) induzca el desa-
rrollo de la sintomatologia tipica de la “fie-
bre del transporte" (28).

Este modelo dificilmente puede ser repro-
ducido experimentalmente. Pero, posiblemen-
te un modelo matematico probabilistico pueda
ayudar grandemente a afianzar esta hipdtesis
que, creemos, la mas cercana a la realidad.
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TABLA 1

Modelos para la transmision condicionada de la fiebre aftosa entre portadores y susceptibles

Mode- Sujeto de la . Huésped
L - Factor condicionante Efecto directo i
lo* condicidon m Consecuencia afectado
- Tiempo - Descenso de la tasa de | - Aumento de la multipli- | _ Portador
1.1.1| Huésped-portador | -~ Ausencia de estimulos anticuerpos de convale- cacion y excrecion de .
L . . . - Susceptible
antigenicos secundarios ciente vIirus
~ Aumento de la multipli-
- Disminucién de la inmu- cacién y excrecion de
1.1.2 | Huésped-portador | - Tension nidad especifica y/o re- virus - Portadot
sistencia inespecifica - Aumento de la suscep-
tibilidad celular
- Presencia de otro virus
aftoso o de otro grupo Modificacién de 1 - Aumento de la multipli- | - Portador
1.2.1| Virus del portador icol irus - Vodilicacion ce ‘as ca- cacién y excrecion de
3 ® TRAvITus ) racteristicas antigénicas ) y ~ Contacto
- Recombinacién entre virus susceptible
ambos
- Mutacién a nivel ae
los determinantes an- e s - ipli- | - Portadol
. .. - Modificacién de las ca- Aunfe'nto de la "!"}mph r f
1.2.21Virus del portador tigénicos .. NP cacién y excrecion de ~ Contacto
.z . racteristicas antigenicas i
- Seleccion por anti- virus susceptible
cuerpos
1.2.3| Virus del portador | ~ Mutacion a ni\{el de - A.umento de la infe?c?io- — Aumento Jde la "agresi- ~ Contacto
otras caracteristicas sidad y/o patogenicidad vidad del virus" susceptible
- Presencia de un indi~
i viduo muy susceptible . - Desarrollo de un proceso
2.1 | Huésped sus- como integrante de un - Magxflf.lﬁ:c:;n delasus-| ;o coccioso con una dosis | — Contacto
ceptible ciclo continuo de pasa- ceptibilida minima de virus susceptible
je de virus
- Condiciones climaticas
Virus éptimas para la viabili-
dad viral
Ambiente - Alta tasa de contacto - ‘Magnificacién de la - Desarrol:. le un proceso | - Contacto
2.2 transmisibilidad" infeccioso susceptible

Huésped portador

- Presencia simultanea
del portador y de un in-
dividuo muy susceptible
durante un periodo de mar
xima excrecién de virus

* Ver texto.
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