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Resumen. Los hallazgos del presente estudio demuestran que el hamster es mas susceptible
a la infeccién por el virus de la fiebre aftosa que el ratén lactante, habitualmente empleado para
efectuaraislamientos de este agente confines diagnésticos. Elhamstermostré una susceptibilidad
superior a la inoculacién de Aphthovirus obtenidos de bovinos infectados naturalmente. La
comparacién se basé en las manifestaciones clinicas, el tiempo medio de supervivencia, el
porcentaje de mortalidad, la relacién entre titulo y mortalidad, y el comportamiento de la infeccién
en animales destetados. Le siguieron en orden descendente de susceptibilidad los meriones,
conejos y cobayos lactantes, mientras que las ratas resistieron a la infeccion. Los resultados se
analizan en términos de su implicancia diagnéstica para estudios epidemiolégicos y el control de

la enfermedad.

Una revision analitica de la bibliografia
sobre ¢l uso de animales de laboratorio para el
aislamiento del virus de la fiebre aftosa revelo las
limitaciones de lainformaciondisponible (7). Sobre
estabase se plantea la necesidad de realizar estudios
sobre la susceptibilidad comparativa de las distintas
especies de animales de laboratorio bajo idénticas
condiciones fisiologicas, inoculados con el mismo
agente, por la misma via, con igual dosis, con ¢l
mismo volumen y, partiendo de un agente que no
haya sufrido adaptacién a ningun sistema de
laboratorio.

Elpresente trabajo trata sobre los resultados
de un estudio para determinar las ventajas y

limitaciones relativas del empleo de ratones, ratas,

cobayos, conejos, hamsters y meriones para el

Solicitar separatas al:
Centro Panamericano de Ficbre Aftosa (OPS/OMS).

aislamiento del virus de la fiebre aftosa, a partir de
muestras epiteliales obtenidas de ganado infectado
naturalmente.

MATERIALES Y METODOS
Material proveniente del campo

Se emplearon como indculo epitelios
linguales de bovinos infectados naturalmente con el
virus de la fiebre aftosa. Las muestras de epitelio se
colocaron en frascos, sumergidas en tampon de
glicerina fosfatada. Una de las muestras (N° 1)
provenia de la localidad de Pehuaj6, provincia de
Buenos Aires, y las otras (N° 2 y 3) de la zona de
Chapaleufi, provincia de 1a Pampa, Republica Ar-
gentina. Unadilucién al 50% en medio de Valléede
cada virus se distribuyé arazon de 1,4 ml en frascos
tipo Vial de 2 ml de volumen, que habian sido
esterilizadoscon luzultravioleta durante 15 minutos.
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Obtencion de antigeno de las muestras epiteliales

Una alicuota (1,4 ml) de cada una de las
muestras de epitelio se inoculé en un frasco roller
de cultivo de células linea BHK | clon 13 con medio
de mantenimiento Eagle y se incub6 por 24 horas a
37°C. Ante la deteccion de un efecto citopaticoen la
monocapa celular, el frasco se congel6 a -20°C por
24 horas. Posteriormente, se descongeld en bafio
Maria a 37°C, se centrifugé a 4°C durante 10
minutos a 2000 rpm, y se recogio el sobrenadante.
Las muestras se conservaron en la heladera a 4°C
hasta su utilizacién como antigeno.

Titulacién de virus

El titulo viral en microplacas con camadas
preformadas de células IBRS-2 clon 17 sedefinié en
base a la reciproca de la dilucion de dicho virus,
expresado en el logaritmo de base 10 (10" a 107),
que producia efecto citopatico en el 50% de las
camadas de células (DI, )) (3). El titulo obtenido en la
muestra n° 1 fue 10° DI, /ml, en la muestra n° 2 fue
10" DI /ml y en la muestra n° 3 fue 10°* DL /ml.

Especies de animales

Lasespecies utilizadas fueron: ratones (Mus
musculus) CF1/Br; ratas (Rattus norvegicus) Wistar
Crw/Br; conejos (Oryctolagus cuniculus) New
Zealand; hamsters (Mesocricetus auratus) Cpz:Syr;
cobayos (Cavia porcellus) Hartley Hart, y meriones
(Meriones unguiculatus) Cpz:Mon.

Cada grupo estaba constituido por diez
animales lactantes de cuatro dias de vida, la mitad
de cada sexo. Se inocularon tres grupos de cada
especie a fin de caracterizar la distribucién de
signos y de mortalidad, asi como para estudiar la
presentacion de mortandad (expresada en horas
postinoculacién) por especie y sexo. En todo
momento, los lactantes se mantuvieronen compariia
de su madre.

Losestudios realizadosenanimales lactantes
sc repiticron, a fin de obtener mayor informacion,
con animales destetados. A tal efecto, seemplearon
ratones (Mus musculus) CF1/Br; hamsters
(Mesocricetus auratus) Cpz:Syr y meriones
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(Meriones unguiculatus) Cpz:Mon. Cada grupo’
estaba compuesto por ocho machos de una edad

equivalente al tercer diade destetados. Se inocularon

tres grupos de cada especie.

Inoculacion de animales

Losanimales seinocularon conel correspon-
diente titulo de virus, en un volumen de 0,03 ml por
via intraperitoneal. En todos los casos se incluyeron
como control grupos de animales inoculados solo
condiluyente y, otros que no recibieron tratamiento
alguno. Los datos sobre la presentacion de signos
clinicos y mortalidad se registraron durante un
periodo de cinco dias.

Obtencion de antigenos de animales muertos

Los individuos que murieron después de la
inoculacionexperimental seevisceraron, sedescartaron
la piel, pelos y cabezas, y se procesaron segun la
técnica descrita para ratones (2). Se utilizo una parte
de cada muestra para su tipificacion y subtipificacion,
yotrase conservoa -20°C, para su posterior inoculacion
en cultivos celulares, afinde corroborar la produccion
de efecto citopatico por el virus.

Fijacion de complemento al S0%

Para la tipificacion de todas las muestras, s¢
realiz6 laprueba de FC,, (2). Los antigenoselaborados
a partir de animales lactantes y destetados, asi como
de las muestras de epitelio bovino, se utilizaron en la
dilucién original de 1:5; aquellos obtenidosde cultivos
celulares, en una dilucion de 1:1.

Las muestras que mostraron actividad
anticomplementaria se diluyeron 1:10 en tampon
barbital, se clarificaron con 1 mi de cloroformo, y se
centrifugaron a 2000 rpm por 20 minutos, antes dc
repetir la prueba de FC,,,.

Estudios estadisticos

Para determinar la posible existencia de
diferencias significativas en mortandad entrc las
especies y por sexo se aplico el Test t de Student
(23).



Paraestimar posibles diferencias significa-
tivas en morbilidad y mortalidad entre los grupos
inoculados con distintos titulos virales se utilizaron
estudios de Independencia, test X* (22).

RESULTADOS

Tipificacion de muestras epiteliales

La tipificacion por FC,, de las muestras de

epitelios linguales de bovinos confirmé que la
muestraN° 1 correspondia antigénicamenteal virus
O, Campos-Brasil/58 y, las muestras 2y 3 al virus
C, Argentina/85.

Estudios clinicos y de mortandad en
animales lactantes

En el Cuadro 1 se presentan los resultados
obtenidos en las especies inoculadas por la via
intraperitoneal con 0,03 ml del virus O, (titulo
medio de 10*/ml) ode virus C, (titulo mediode 10"/
ml). No se presentaron alteraciones en los animales
controles inoculados solo con diluyente, ni en los
controles lactantes normales.

Los signos clinicos en animales lactantes
inoculados con O, Camposfueron: para los cobayos,
signos leves, principalmentedebilidady pelo hirsuto
y para los ratones, debilidad del tren posterior y
disnea ante mortem. Solo un hamster presentd
signos de disnea y debilidad generalizada antes de

CUADRO 1. Mortalidad por Aphthovirus en animales
lactantes.

Virus O, Campos Virus C, Indaial

Morta-  Horas post- Morta- Horas post-
lidad inoculacion lidad  inoculacion
(%) Media D.S. (%) Media DS.

Hamsters 100 49,0 18,4 100 84,0 22,7
Ratones 100 65,0 13,2 60 936 238
Meriones 100 60,0 12,4 60 84,0 12,5

Conejos 100 69,0 229 0 - -
Cobayos 20 40,0 12,4 0 - -
Ratas 0 - - 0 - .

99

morir, mientras que los meriones mostraron algunos
signos neurolégicos, especialmente paresia del tren
posterior y disnea. Solo un conejo, que sobrevivio
hastalas 120 horas postinoculacion, presenté paresia,
paralisisdel tren posterior, y debilidad generalizada
antes de morir.

Con respecto al cuadro clinico observado en
animales lactantes inoculados con C, (titulo 10"/
ml), los cobayos y los ratones presentaron signos
leves, principalmente disnea, debilidad del tren
posterior y pelo hirsuto. Aquellos hamsters que
sobrevivieron hasta las 120 horas postinoculacion
presentaron disnea y debilidad del tren posterior,
generalizada antes de morir. Finalmente, los
meriones solo mostraron signos disneicos.

En el tercer grupo de animales lactantes
inoculado por via intraperitoneal con 0,03 ml del
virus C, (titulo medio de 10°%5/ml), los conejos,
meriones, cobayos y ratas, los controles inoculados
solo con diluyente, y los controles normales, no
presentaron alteraciones ni mortalidad. Los ratones
y los hamsters no presentaron signos clinicos,
muriendo en forma subita un ratén y todos los
hamsters. ~

Estudios clinicos y mortandad en
animales destetados

En los animales destetados, inoculados con
el virus O, (titulo medio 10°/ml), la mortalidad fue
del 12,5% en ratones, y del 100% en hamsters. Los
meriones inoculados y los grupos controles no
presentaron alteraciones.

Lossignosclinicosen loshamstersincluyeron
disnea, debilidad, paralisis de miembros anteriores y/
o posteriores, opistotonos y conjuntivitis bilateral
purulenta, seguidos de pérdida de sensibilidad y de
concienciay, finaimente de muerte. Los ratones no
presentaron signos clinicos.

Tipificaciéon con antigenos virales de
animales infectados

Losresultados dela tipificacion en muestras
deanimales de laboratorio sepresentan enel Cuadro
2. En general, el mejor antigeno para la FC_, se
obtuvo del rat6n lactante seguido por los de merion,
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CUADRO 2. Tipificacién de muestras de animales lactantes.

0, (titulo 10%/mi)

C, (titulo 10"7/ml)

C, (titulo 10°#*/ml)

Posi-  Tipifi- Anti- Posi- Tipifi- Anti- Posi- Tipifi-  Anti-
tivas  cacion comple-  tivas cacién comple-  tivas caciéon  comple-
directa mentarias directa mentarias directa  mentarias
Ratones 5 4 1 5 4 1 1 - 1
Hamsters 5 3 2 5 3 2 5 2 3
Meriones 5 1 4 5 2 3 - - -
Conejos 5 1 4 - - - - - -

conejoy hamster lactantes. Los estudioscon muestras
de animales destetados muertos presentaron
resultados similares.

Entodos los casos, las muestras presentaron
efecto citopatico al ser inoculadas en cultivos
celulares. Los antigenos de origen animal y de
cultivos celulares, se congelaron a -70°C por 90
dias, conservando sus caracteristicas antigénicas.

Estudios estadisticos

Eltesttde Student reveldque, delasdiversas
especies inoculadas con virus O, Campos (titulo de
10*/ml), nicamente los hamsters presentaron
diferencias altamente significativas en cuanto a la
mortandad (P<0,0005) en relacion a los ratones
(t:3,536) y los conejos (t:3,094), mientras que estas
fueron significativas (P<0,025) con respecto a los
meriones (t:2,134).

En cuanto al sexo, los hamsters machos
presentaron diferencias altamente significativas
(P<0,0005) enrelacién alos ratones machos (t:3,069)
y conejos machos (t:3,092), y solo significativas
(P<0,0025) en relacién a los meriones machos
(t:2,340). Solo los hamsters de sexo hembra
presentaron diferencias significativas (P<0,0025)
con respecto a los ratones de sexo hembra (t:2,194).

Con el virus C, (titulo de 10"/ml), no se
observaron diferencias significativas entre las
especies, ni tampoco entre los machos de las mismas.
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Solo enel casode los ratones hembra se presentaron
diferencias significativas (P<0,0025) con respecto
a los hamsters hembra (t:1,3979) y a los meriones
hembra (t:2,259).

Estudios de morbi-mortalidad ante distintos
titulos virales

Los ratones lactantes presentaron un valor
de X? = 17,48 cuando se¢ analizaron los resultados
de mortalidad, y un valor de X* = 20,32 al estudiar
la morbilidad después de la inoculacion con los tres
titulos del virus de la fiebre aftosa. Por su parte, la
morbilidady la mortalidaden los hamsters lactantes
fue constante, con valores de X* = 0 y 2,08
respectivamente.

DISCUSION

El presente estudio aporta evidencia en
apoyo de la hipdtesis que los hamsters son mas
susceptibles a la inoculaciéon por Aphthovirus
provenientes de bovinos infectados naturalmente
que el raton lactante empleado tradicionalmente.
En los hamsters lactantes se evidencidé que el
periodo de aparicion de muerte era mas breve y las
manifestaciones clinicas mas severas. También se
observé que la mortalidad del 100% no estuvo
asociada al titulo de virus inoculado y que ésta se
expresaba también en los hamsters destetados. Por
otra parte, la susceptibilidad de los meriones, conejos



y cobayos lactantes fue menor y las ratas resultaron
refractarias a la infeccion.

En general, el cuadro clinico, ¢l periodo de
aparicién de muerte y la mortalidad observados en
algunas especies difieren de los registrados en la
literatura (7). Esta aparente discrepancia se puede
explicar si se considera que los Aphthovirus
empleados en este trabajo eran muestras de campo
mientras que en las publicaciones revisadas, las
cepas habian sido modificadas por pasajes repetidos.
De ahi que las manifestaciones mds pronunciadas
fueron aquellas que estaban asociadas a la inocu-
lacion de cobayos con cepas adaptadas a la especie
homéloga (8, 16); meriones destetados, con virus
adaptados por 351 pasajes en cobayo (9); y ratones
destetados, con virus modificados por pasajes
sucesivos enratones lactantes (4, /3). Al respecto, se
reconoce que los pasajes repetidos en cultivos
celulares o animales de laboratorio pueden modificar
sus caracteristicas biolégicas (7), por lo que su titulo,
infectividad y virulencia pueden incrementarse para
el nuevo sustrato, y reducirse parael sistema original.

Por ¢l contrario, estas diferencias en la
severidad de infecciones por cepas adaptadas y de
campo no se manifestaron en los hamsters lactantes
o destetados, ni tampoco en los ratones y meriones
lactantes. Esto puede atribuirse a que estos animales
poseen una alta susceptibilidad natural al virus de
la fiebre aftosa, que se expresa indistintamente con
cepas modificadas o de campo, acorde con lo
observadoeneste estudioy enotros (9,11-13,16,20).
Tampoco se detectaron estas discrepancias en el
caso de los ratones y los conejos lactantes, lo que es
compatible con un alto grado de resistencia natural
de estos animales a la infeccion por cepas de campo,
registrada en este trabajo asi como en otros con
Aphthovirus modificados (3,6,16,21).

La técnica de fijacion de complemento esta
ampliamente difundida parael diagnésticoe identifi-
cacion del virus de la fiebre aftosa. En aquellos
casos en los que la muestra es inadecuada o los
resultados no son concluyentes, se considera
necesario incrementar la cantidad disponible de
virus mediante pasajes en cultivos celulares, o en
ratones lactantes de 2 a 7 dias (/7). La mayor
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susceptibilidad del hamster demostrada en este
estudio sugiere su utilidad en esas situaciones
diagnésticas.

Ademas, el hecho deque el hamster normal-
mente se vea afectado por un menor niimero de
enfermedades infecciosas que otros roedores de
laboratorio (/) y la observacién de que se le utiliza
regularmente para el aislamiento selectivo de
leptospiras a partir de muestras contaminadas
(14,15), favorecen suempleo paraaislar Aphthovirus
de muestras de campo, particularmente cuando se
trata de epitelios con unalto grado de contaminacién.
Otras caracteristicas, como suficil crianzay manejo,
se prestan parasu produccionen bioterios de mediana
infraestructura, distribuidos ampliamente en los
paises de América Latina y el Caribe (/9).

Asimismo, los hamsters recién destetados,
que revelaron una susceptibilidad comparable a la
de los lactantes, superan a éstos en lo referente a
factores relacionados con el manejo, crianza y
desarrollo. Cabe seiialar que estos son aspectos
criticos, pues distorsionan los indices de morbi-
mortalidad esperados, introducen desvios
significativos en las pruebas, y pueden condicionar
los resultados. Otra ventaja de los hamsters recién
destetadosestriba enque, por su mayor peso, proveen
muestras de tejido infectado de mayor tamaiio que
los hamsters y ratones lactantes.

En general, la inoculacion de animales
puede efectuarse en laboratorios periféricos de baja
complejidad, que son mayoria en este continente
(10,18,19). La replicacién del virus en animales
susceptibles posibilita a ampliacion del nimero de
particulas viralesy, por ende, favorece su viabilidad
durante el traslado de los laboratorios de campo
hacia los laboratorios centrales, para estudios
especializados. Deahi que seria deinterés determinar
el valor relativo del hamster y los cultivos celulares
para el aislamiento de Aphthovirus. La frecuencia

“de actividad anti-complementaria en las muestras

de hamster sugiere la necesidad de evaluar la
efectividad comparativa de otras pruebas actual-
mente empleadas para la tipificacién, en muestras
de distintos animales de laboratorio.
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