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1 RESUMEN

Debido a las cuantiosas perdidas economicas que
ocasiona la estomatitis vesicular, especialmente en la
ganaderia de leche y a la dificultad que esta misma
enfermedad produce en las campaiias de control de
la fiebre aftosa es necesano aclarar algunos aspectos
basicos de la presentacion clinica de la estomatitis
vesicular y desarrollo de la enfermedad en bovinos
adultos

El ensayo se realizo in vitro e 1n vivo de dos cepas
de campo de estomatitis vesicular tipo New Jersey,
identificadas con los numeros 7486 y 7546 Se halla
ron diferencias en el titulo fijador del complemento,
tiempo de nfectividad en celulas BHK,, y diferen
cias marcadas en patogenicidad en bovinos adultos

La cepa de virus New Jersey 7546 despues de ser
inoculada via intradermolingual a un bovino adulto
desencadeno lesiones locales severas virenma y lesio
nes de generalizacion podal Fueron detectados nive
les de anticuerpos neutralizantes a los seis dias post
mnoculacion, con titulos altos y persistentes hasta la
finalizacion del expenmento Los mwveles de anticuer
pos locales fueron persistentes en el bovino inoculado
con la cepa 7486

2 INTRODUCCION

La Estomatitis Vesicular (EV) es una enfermedad
viral que afecta de preferencia a los bovinos, equinos
y porcinos en los cuales produce una stntomatologia
similar a la Fiebre Aftosa (17) Debido a las cuantio
sas pérdidas economicas que ocasiona especialmente
en la ganaderia de leche y a la dificultad que esta mus
ma cnfermedad produce en las campaiias de control
de la Fiebre Aftosa, es necesario aclarar algunos as
pectos basicos de la presentacion clinzca de la EV y
desarrollo de la enfermedad en bovinos adultos inocu
lados con cepas de campo de virus de estomatitis ves
cular New Jersey via mntradermolingual

A pesar de que el presente expenimento se realizo
unicamente en dos bovinos adultos, debido principal
mente a la dificultad de alojamiento en condiciones
aisladas, es brologicamente valido @1 se tiene en cuen
ta la alta sensibihdad de los mismos al virus de la
Estomatitis Vesicular comparados con amimales jove
nes y a las pruebas realizadas 1n vitro en el estudio de
las propiedades fisico quimicas de las cepas Se dio
mayor mmportancia al desarrollo de viremia, lesiones
de generalizacion y a la posibihdad de existencia de
portadores

3 REVISION DE LITERATURA

El virus de la EV es inactivo a una temperatura de
58° C durante 30 minutos 1gualmente por luz visible
y ultravioleta por solventes de lipidos, por acido ace
tico al S%en 30 minutos y por el fenol al 0 5%(2)

La tecnica de plaqueo de los virus ha sido utilizada
para caractenzar y separar las diferentes cepas Las
caracteristicas mas jmportantes son tamaiio (grande
pequena mediana o diminuta) forma (redondeada o
wrregular) y color (claro opaco o turbio) (4)

Se ha observado que algunas cepas del virus de la
EV serotipo New Jersey productoras de placas pe
quenas presentan resistencia para producir infeccion
y efecto citopatico en celulas L (cepa L 929) compa
radas con cepas productoras de placas grandes (4 23)

En un estudio previo partiendo de una cepa ong
nal de campo de wvirus de EV New Jersey se aislaron
dos tipos de clones con morfologia de placa grande y
placa pequefia Se trabajo con el virus productor de
placa pequefia la cual conservo esta caracteristica
de morfologsa de placas en celulas BHK,,, Cl,; hasta
el pasaje 70 siendo la antigemcidad en bovinos 1gual
a la det virus de campo (20)

En un ensayo antenor en bovinos moculados por
via intradermohngual y en las encias con virus de la
EV scrotipo New Jersey solo desarrollaron lesiones

*  Contribucion del Programa Nacional de Enfermedades Vesiculares Owisitbn Cienc as Veter nanas Instituto Colomb ano

Agropecuario 1CA
**  Médico Veterinario M S Laboratorio

de Investigaciones Médicas Veterinanias LIMV Apartado Aéreo 29743 Bogota

491




tipicas en la boca, con salivacién y fiebre Se detectd
.

viremua entre las 24 y 66 horas post moculacion (17,

19)

De otro lado, bovinos moculados por via intramus
cular con el virus de la EV New Jersey, escanficando
previamente en la lengua y la ubre, no desarrollaron
stntomas clinicos de la enfermedad (1)

Cuando los bovinos se imnfectan por pnmera vez
con el virus de la EV, desarrollan mveles de anticuer
pos neutralizantes, los cuales no protegen a los anima
les contra una descarga de virus intradermolingual con
la cepa homologa a los 30 dias siguientes, a pesar de
que los titulos sean altos (9 21)

Algunos autores demuestran que los anticuerpos
circulantes proporcionan una proteccion escasa de
los ammales contra los Rhabdovirus (Estomatitss
Vesicular y Rabra) y el huesped puede desarrollar
resistencia a la infeccron por mecamismos diferentes
a los mediados por anticuerpos neutralizantes (3, 21
23) La mmportancia de la inmumdad local ha sido
claramente demostrada después de infecciones induci
das con rhmovirus mfluenza y poliovirus Existe
fuerte evidencia de que la actindad antiviral en su
perficies mucosas externas es el resultado de la sin
tesis de anticuerpos locales pnincipalmente de inmu
noglobulma A (9, 18)

4 MATERIALES Y METODOS
41 CEPAS

Se utilizaron las cepas New Jersey 7486 y 7546 de
epitelio de campo, las cuales se procesaron segun me
todologia empleada en el Programa de Enfermedades
Vesiculares del Laboratono de Investigaciones Med:
cas Vetennanas (LIMV) del ICA Las cepas proceden
tes de epitelio lingual bovino se emplearon sin ningun
tipo de modificacton en la moculacion de los bovinos

(12)

42 TITULACION Y CARACTERIZACION DE
PLACAS

Las cepas seleccionadas se titularon en microplaca
y medzante la tecnzca de fijacion del complemento Se
utihzaron monocapas de cultivo celular de la linea
BHK,, en frascos plasticos de 75 cm? para la caracte
nzacton de placas Se caractenzaron las placas forma
das a partir del epitelio Lingual de moculacton (Ep L 1)
y epitebo lingual de refrescamuento (Ep L 2) as1 co
mo las placas formadas procedentes de epiteho de
lestones de generahizacion (Ep G) Se determuno un
pH de 7 3 en el medio de plaqueo, una temperatura
de 37°Cy un tiempo de mcubacion de 60 horas Se
empleo la técnica de Dulbecco (6 12)

43 ENSAYO EXPERIMENTAL EN BOVINOS
ADULTOS

Dos bovinos adultos, mestizos, Holstein, machos,

libres de anticuerpos contra la EV, fucron examina
dos cliicamente durante 15 dias antes de mnictar el
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expenmento, para descartar la presencia de cual-
quier enfermedad infecto contagtosa

El bovino identificado con el numero 7603 se
moculé con 2 ml de la cepa NJ 7546 via mtrader-
molingual, con un trtulo mfeccioso de 1058 pIcT
50/ml (dosis infectante culttvo de tejido 50 por mi)
El bovino 7843 se moculo en forma similar con la
cepa NJ 7486 con titulo mfeccioso de 1068 DICT
50/ml

Los ammales fueron alojados durante cinco me-
ses en umdades de aislamento separados

44 AISLAMIENTO DE VIRUS DE SANGRE

Se tomo sangre de la vena yugular, previa desinfec-
cion local cada doce horas durante quince dias Se
dispuso de tubos esteriles con heparina (1 000 Ul/ml)
y frascos plasticos de 25 cm? que contenian 4 x 106
celulas de la linea BHK,, en monocapa La sangre se
mnoculo en volumenes de 1 ml por frasco Las mues-
tras positivas se confirmaron por la prueba de fijacion
del complemento con el respectivo suero homologo

45 NIVELES DE ANTICUERPOS
NEUTRALIZANTES

Fueron tomadas muestras de sangre cada tercer dia
en volumenes de 5 ml durante el pnmer mes y luego
cada qumnce dias hasta finalizar el expentmento A
partir de la sangre se obtuvo el suero en condiciones
de estenidad, medrante centrifugacton a 1500 g du
rante 10 minutos (12)

Fueron colectadas con la copa de probang mues-
tras de lrquido de la faringe y porcion proxtmal del
esofago cada ocho dias durante el pnmer mes y luego
cada tremnta dias hasta la finahizacion del experimen-
to Una parte de la muestra se utilizo para el intento
de aislamiento del virus y otra parte para la mvesti
gacion de anticuerpos locales El iqudo esofagofanin.
geo se proceso segun técnica estandanzada en el Pro-
grama Nacional de Enfermedades Vesiculares (LIMV),
sin previo tratamento con trcloro, tnfluoro etano
(TTE) (9, 12)

5 RESULTADOS

51 TITULACION Y CARACTERIZACION DE
PLACAS

La Tabla 1 muestra los titulos imfecctoso y fijador
del complemento de las dos cepas utihizadas

La morfologia de placa fue muy stmular en las dos
cepas de Estomatitis seleccionadas para este estudio,
con un drdmetro aproximado de 2 mm

Se observo que las placas formadas a partir de ep1-
telio podal (lestones de generalizacién) y BHK tuvie-
ron un diimetro de 4 mm (Figuras 1 y 2)

52 EXAMEN CLINICO EN BOVINOS ADULTOS

La fiebre fue detectada desde las 12 y 24 horas
post mfeccién en los bovinos moculados con las cepas



TABLA 1 Titutacion de las cepas de Estomat tis Vesicular t po New Jersey a part r de ep tel o | ngual bovino

Tituto Infeccioso

Tiempo de infectividad

UFCgq UFP/mi
No Registro porm] * en células BHK Lid son
7486 1089 20 horas 18 1087
7546 1088 18 horas 1/64 1085
*  Titulo infeccioso expresado en logaritmo base 10
**  Umdades frjadoras de complemento 50
*#*  Umidades formadoras de placa por ml
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FIGURA 2 Registro de temperatura de ammales inoculados con las Cepas 7546 y 7486 del virus de Ia Estomatitis Vesicular Tipo New Jersey



NJ 7546 y NJ 7486 respectivamente (Figura 3) Las
vesiculas lmnguales fueron evidentes a las 18 horas
post-infeccidn, las cuales confluyeron a las 36 horas
para formar otras de mayor tamafio, al reventar éstas,
drenaron un liquido claro, higeramente viscoso Des-
pués del desprendimiento del epitelio, los animales
rechazaron el alimento y la salivactén fue profusa El
bovino 7843 presenté cicatnzacion completa de la
mucosa hingual a los doce dias post-nfeccion y a los
quince dias el bovino 7603

53 AISLAMIENTO DEL VIRUS DE LA SANGRE

La Tabla 2 muestra los resultados de aislamuento
del virus de la sangre

TABLA 2 Asslamiento de virus de células BHK 1 a partir de
muestras de sangre completa de bovinos inocula
dos con e! virus de ta Estomatitis Vesicular tipo
New Jersey

BOVINOS

Tiempo post
infaccibn 7603 7843

Mhiores) gcP*  FC* ECP FC

12
24
36
48

60
72
84

P | ] =+

[ |
|

1

96 - - - -
108 - - # ¥

120 - -

360 - - - -

* Efecto citopético

**  Fijacidn del complermanto

54 LESIONES DE GENERALIZACION

A las 27 horas post1noculacion en el bovino inocu
lado con la cepa NJ 7546, se observé sensibiidad ala
palpacién en la region mterdigital y parte posternior
del menudillo del miembro anterior derecho, con
aumento de la temperatura local A las 24 horas s1
gutentes se apreciaron vesfculas en los sitios mencio
nados y a los 9 dfas post-anfeccién, todos los miem-
bros aparecteron afectados en forma sumilar con des-
prendumuento parcial de los cascos, lo cual ocasiono
una cojera severa y postracién del animal durante un
mes (Figuras 4 y 5) A las siete semanas se not6 re-
cuperacién completa de todos los membros afecta-
dos

El bovino wnoculado con la cepa 7486 no extubié
lesiones podales

FIGURA 4 Bovino tnotulado con el virus da la Estomatitss Ve-
sicular NJ 7546 miembro anterior izquierdo vesiculas y eroslo-

nes en la regibn plantar observadas a los einco dlas post mocula-
ciébn
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detectaron titulos de anticuerpos neutrahizantes en el

5.5 NIVELES DE ANTICUERPOS suero en los dos bovinos (Figuras 6 y 7). Los mweles
NEUTRALIZANTES de anticuerpos permanecieron estables hasta las siete
semanas, con cafdas menos apreciables en los meses
A partir del sexto dia después de Ia moculacién, se sigutentes
n
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56 NIVELES DE ANTICUERPOS LOCALES

A los ses dias post moculacion sc detectaron nive
les de anticuerpos locales a partir del hquido esofago
faringeo en el bovino 7843 y a los nueve dias en el
bovino 7603 (Figuras 6 y 7) El bovino 7603 presen
to un titulo de 10 log al final del expenmento
mientras que cn el bovino 7843 los titulos de anti
cuerpos desaparecieron completamente hacia los
cuatro meses

57 ENSAYO DE PORTADORES

De ninguna de las muestras de hiquido esofagofa
ringeo colectadas durante los cinco meses de expen
mentacon, se logro aislar virus de Estomatitis en celu
las BHK,; confirmacton hecha por la prueba de fija
cion del complemento

6 DISCUSION

En los ensayos 1n vitro e i vivo de las dos cepas de
Estomatitis Vesicular tipo New Jersey la numero
7546 mostro menor tiempo de infectividad en celulas
BHK,; y mayor titulo fijador del complemento co
rrelacionadas con la sevenidad de las lesiones produc
das en un bovino adulto mnoculado via intradermolin
gual Hasta el momento no se ha encontrado relacion
entre estas vanables y la patogemicidad de las cepas
de estomatitis vesicular en bovinos La mayor virulen
cia y patogenicidad observadas con la cepa 7546 pue
de deberse a factores relacionados con el huesped ya
que solo se moculo un amimal con cada uno de los
virus (24)

El periodo de incubacion de la enfermedad en los
bovinos 1noculados via intradermolingual fue de 24
36 horas post mfeccion para los bovinos 7603 y
7843 respectivamente La viremia detectada a las 24
horas post inoculacion fue de corta duracion en el
bovino 7603 y aparecic muy tardiamente en el bo
vino 7843 y constituye un aspecto muy importante
st se tiene en cuenta la posibiidad de transmusion de
la enfermedad por artropodos y hematofagos (10 14)
Sin embargo esta posibilidad ha sido objetada por
Jonkers (14) puesto que en la mayoria de los traba
jos expenimentales se ha comprobado que la viremia
es efimera y debtl Ademas no se ha registrado el ais
lamiento del virus New Jersey de artropodos hema
tofagos en areas donde la enfermedad se presenta en
forma enzootica y epizootica lo cual es comun con el
virus de Estomatitss tipo Indiana (17)

Las lestones de generalizacion podal estuvieron
asociadas con el aislamiento del virus de la sangre lo
cual permite suponer que el virus se disemino por via
sanguinea y posterormente se localizo en el epitelio
podal ocastonando las lesiones caracteristicas propias
de las enfermedades vesiculares (15 16) Este hecho
reviste gran importancia pues no solo implica pérda
das economicas en la ganaderia de came y leche, sino
tambien una lenta recuperacion de los animales afec
tados (7)
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En relacion con la respuesta nmunolégica humoral
y local, los mveles de anticucrpos seroneutralizantes,
se detectaron desde los sers dias en los dos ammales,
siendo sosterudos los niveles en el bovino moculado
con la cepa 7546

En cuanto a los anticuerpos locales, el comporta
miento fue similar en los dos ammales, pero en el bo
vino moculado con la cepa 7486, desaparecieron a los
cuatro meses mientras que en ¢! animal moculado
con la cepa 7546, permanecieron hasta los cinco me
ses de expenimentacion Se observo que los valores
inmunitarios son persistentes en ¢l animal severamen
te afectado A pesar de que la literatura registra que
los anticuerpos neutrahzantes son poco protectivos
contra el virus de la Estomatitis Vesicular, Castaiieda
y colaboradores (3) y Lobo y colaboradores (16) ob
servaron relacion entre los titulos de neutrahizacion y
la resistencia a la enfermedad natural

La negatividad de las muestras de liquido esofago
faringeo al 1ntento de aislamento de wvirus de
Estomatitis Vesicular constituye un hecho expen
mental en contra de la existencia de portadores Aun
que es probable que los anticuerpos locales neutrah
zaron al virus este no fue posible aislarlo despues de
que dichos anticuerpos dejaron de ser detectados (9
8) El interferon pudo haber jugado un pape! impor
tante en la negatividad al intento de aislamiento del
virus ya que el virus de EV es altamente sensible al
interferon La existencia de portadores del virus de
la EV debena esclarecerse con estudios postenores
mvolucrando un numero mayor de bovinos

]

7 CONCLUSIONES

Se reprodujo la enfermedad en dos bovinos adultos
moculados via intradermolingual con dos cepas de EV
New Jersey

Se comprobo la presentacion de viremia en los bo
vinos noculados, 1a cual estuvo relacionada con el de
sarrollo de lesiones podales generahzantes severas en
todos los miembros en el bovino 7603

La mnmumdad humoral (anticuerpos neutralizan
tes) y local (anticuerpos neutralizantes detectados en
el liquido esofago faringeo) fue de larga duracion pe
ro mas sostemda en el bovino severamente afecta
do

No se demostro la exstencia de portadores duran
te los cinco meses de expenimentacion

8 SUMMARY

Response of adult cattle inoculated with two strams
of vesicular stomatitts New Jersey Type

Due to the economic beses caused by the vesicular
stomatitis virus mamly i dairy cattle and the difficul
ties that this desease produces i the campaing agaisnt
foot and mouth disease virus, 1t 1s a purpose to clanfy
some basic aspects of the clinic presentation of vest
cular stomatitis and the development of the disease
adult cattle



Two stramns of vesicular stomatitss virus 1dent:fied
as NJ 7546 and 7486 were used for in vivo and 11w
tro studies The strains showed shght differences in
complement fixation titer nfectvity m BHK,y cells
and remarkable differences 1n virulence and pathoge
moty n adult cattle

The bovine mnoculated with the strain NJ 7546
developed severe local lesions viremia and foot

lesiones High titer of neutralizing antibodies were
detected six days post moculation and the titers
persisted up to the end of the experiment The levels
of local antibodies were persistent 1n the bovine
noculated with the strain NJ 7546 and they were not
detected in the bovine moculated with the NJ 7486
strams four months post moculation
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