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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 %%,
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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)
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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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