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1. RESUMEN

El diagnéstico etioldgico de la Fiebre Aftosa (FA),
se hace mediante la tipificacidn por la técnica de la fi-
jacién del complemento con muestras de epitelio ob-
tenidas de animales enfermos.

En e] Laboratorio Nacional de Investigaciones Mé-
dico Veterinarias-LIMV, del ICA se hizo una investi-
gacién con el fin de mostrar la utilidad de la técnica
de aislamiento de virus a partir de liquido esofago-fa-
ringeo (LEF) para la recuperacién de virus de la Fie-
bre Aftosa (FA) en brotes de enfermedades vesicula-
res en los cuales no fue posible obtener muestras ade-
cuadas de epitelios para las pruebas de diagndstico
por la fijacién del complemento.

Las muestras de LEF se tomaron de animales que
se encontraban en la fase de recuperacién, después de
sufrir la enfermedad vesicular y en lapsos de tiempo
variables, hasta dos meses después de las manifestacio-
nes clinicas.

Se obtuvo el aislamiento de virus de FA en las
muestras correspondientes a 19 de 32 hatos estudia-
dos. Los virus fueron clasificados como pertenecien-
tes a los tipos A y O de FA.

Se investigo la presencia de anticuerpos séricos
contra el antigeno asociado a la infeccién por virus de
la FA (Virus infection associated antigen, VIAA), en
los animales muestreados para aislamiento de virus.

Los resultados obtenidos sefialan que la técnica
empleada para el aislamiento de virus, es una prueba
eficiente que podria reforzar la vigilancia epidemio-
16gica de la FA basada en el diagnéstico etioldgico.

2. INTRODUCCION

En Colombia el control de la Fiebre Aftosa (FA)

estd basado en la vigilancia epidemioldgica, asi como -

la movilizacién y la vacunacién de los animales sus-
ceptibles. El diagndstico etiolégico se realiza median-
te la tipificacion, por la técnica de la fijacién del com-
plemento, con muestras de epitelio obtenidas de ani-
males enfermos, las cuales se enfrentan a los sueros
hiperinmunes de referencia. '

El diagnéstico etioldgico permite determinar algu-
nas caracteristicas de los virus, cuyo conocimiento
es aplicado en el seguimiento epidemiolégico y es la
base para el establecimiento de programas de control
de la enfermedad.

Mediante técnicas de aislamiento de virus, se ha de-
mostrado la persistencia del virus de FA hasta por va-
rios meses, en la region faringea de bovinos recupera-
dos de la enfermedad clinica o que estuvieron en con-
tacto con animales enfermos.

El objetivo de este trabajo fue mostrar la utilidad
del empleo de la técnica para la recuperacion e identi-
ficacion de virus de la FA, a partir de liquido esofa-
go-faringeo de bovinos que sufren enfermedades vesi-
culares ¥ de los cuales no es posible obtener mues-
tras adecuadas de epitelio para las pruebas de diagnds-
tico por fijacién del complemento.

Para establecer una relacion de los resultados en
casos de aislamiento de virus, se tomaron muestras de
sangre de los mismos animales para la determinacién
de anticuerpos anti VIAA por la prueba de doble di-
fusién en agar.

3. REVISION DE LITERATURA

La transmisién de la FA se hace principalmente
por medio del contacto entre animales sanos con ani-
males enfermos, especialmente durante la fase febril
temprana cuando el virus estd presente en la sangre,
organos y excreciones. Varios investigadores han de-
mostrado la persistencia de la infeccién por virus de
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la FA en bovinos que sufren la enfermedad, con o sin
manifestaciones clinicas, constituyéndose en portado-
res sanos, los cuales alojan el virus a nivel de la muco-
sa de la faringe y de la porcion proximal del es6fago
por tiempo variable (1, 7,10, 11).

El efecto de los portadores como transmisores de
virus, no ha sido definido. Experimentalmente, no se
ha efectuado la transmisién de la FA a animales sus-
ceptibles en cohabitacion con animales portadores de
virus. Sin embargo, la iniciacién de algunas epizootias
de la enfermedad en condiciones de campo, slo po-
dria explicarse por la presencia de portadores sanos
1,12,14).

La existencia de los portadores sanos del virus af-
toso fue establecida definitivamente por Van Bekkum
y colaboradores (14), quienes observaron que se po-
dria detectar el virus durante largos periodos de tiem-
po, en muestras de secreciones de la region faringea,
obtenidas con un colector apropiado.

Otros autores sefialaron que animales vacunados
puestos en contacto con otros enfermos clinicamente,
se podrian convertir en portadores sin mostrar signos
clinicos de la enfermedad (11).

El Programa Nacional de Enfermedades Vesicula-
res del Instituto Colombiano Agropecuario ICA, ha
empleado esta técnica para la deteccién de bovinos
portadores de virus en el drea libre de FA del Choco,
como parte de la vigilancia de la actividad del virus.

Igualmente, se ha utilizado en bovinos sometidos a
cuarentena para detectar los animales portadores de
virus y evitar la entrada de la FA a las regiones libres
de 1a enfermedad, o evitar la introduccién de cepas
ex6ticas de virus de FA a nuestro medio. :

Los animales en los cuales ocurre la multiplicacién
del virus de la FA, reaccionan al antigeno VIAA de
manera positiva y esta condicion la mantienen hasta
por varios afios (3).

4. MATERIALES Y METODOS
4.1. AISLAMIENTO DE VIRUS.

Las muestras para el aislamiento de virus, consis-
tentes en liquido esofago-faringeo, se obtuvieron de
bovinos existentes en Urabd, en los limites de los de-
partamentos de Antioquia y Cérdoba, y con historia
de haber sido afectados por una enfermedad vesicu-
lar compatible con la FA, durante los afios 1977-
1978. El material fue tomado utilizando el colector
de Probang y depositado en un volumen aproximada-
mente igual de medio Hank’s (Gibco) pH 7,6. Des-
pués de su homogenizacién se congeld en una mezcla

de hielo seco y alcohol. Las muestras de LEF se con-’

servaron en congelacién durante el envio al laborato-
rio, utilizando termos con hielo seco.

Los sueros fueron colectados mediante sangrias
realizadas simultineamente con la toma de material
esofago-faringeo.

Las muestras de liquido esofago-faringeo se des-
congelaron y se depositaron individualmente en vasos
de un homogenizador adicionando tricloro-trifluore-
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tano (TTE) en un 60% de su volumen (10). Después
de homoggnizacién a alta velocidad por tres minutos,
se centrifugd a 7.000 rpm durante 10 minutos a 4°C,
El sobrenadante. se utilizé para inoculacioén de culti-
vos celulares, 1inea BHK,; (4), con 48 a 72 horas de
crecimiento. Los cultivos inoculados se sometieron a
incubacién a 37° C durante 48 horas y se realizaron
tres pasajes seriados. Los cultivos celulares inocula-
dos se examinaron al microscopio para determinar la
presencia de efecto citopdtico (ECP) causado por vi-
rus. Los cultivos que presentaron ECP se sometieron
a la prueba de fijacion del complemento.

42. IDENTIFICACION DE VIRUS DE FIEBRE AF
TOSA. :

La identificacion de los virus aislados que produje-
ron ECP én cultivos celulares, se realiz6 aplicando la
prueba de tipificacion por fijacién del complemento
al 50% (2) con 4 unidades hemoliticas 50% (UHC
50% ). Los sueros hiperinmunes utilizados correspon-
dieron a los representativos de los tipos A, Oy C de
1a FA y los tipos New Jersey e Indiana de la estoma-
titis vesicular.

43. DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-
VIAA.

Para la determinacion de los anticuerpos anti-
VIAA se utilizé la prueba de inmunodifusién doble
de Ouchterlony (9), mediante el enfrentamiento de
antigeno VIAA (6) y el suero en estudio, con el em-
pleo de gel de agar al 1%en cajas de Petriy perforado
con un molde de seis orificios periféricos y un orificio
central. La lectura final de las lineas de precipitacién
se realiz6 a los cinco dfas posteriores al montaje (5).

5. RESULTADOS

Los resultados obtenidos de los ensayos de aisla-
miento del virus de FA a partir de muestras de liqui-
do esofago-faringeo y la deteccién de anticuerpos an-
ti-VIAA en el suero de los bovinos estudiados, se pre-
senta en la Tabla 1. Las muestras de suero fueron co-
lectadas de los mismos animales de los cuales se tom6
muestra de liquido esofago-faringeo. En algunos ca-
sos se recibieron muestras de liquido esofago-faringeo
sin la correspondiente :muestra de suero. Los hatos
estudiados se agruparon en tres categorias segin el

ntimero de muestras LEF recibidas, con 1,2y 30

maés muestras por hato.

Se procesaron 67 muestras de liquido esofago-fa-
ringeo. Los virus aislados en 17y 19 de las muestras
fueron clasificados como pertenecientes a los tipos A
y O de FA respectivamente. En 31 de las muestras no
se aislé virus y se informé como prueba biologica ne-
gativa (PBN). Se detect6 la presencia de virus me-
diante la observacion del efecto citopdtico producido
por virus en los cultivos celulares y se comprobé la
ocurrencia de virus de la FA por fijacién del comple-
mento.



TABLA 1. Resultados de las pruebas de aislamiento de virus de Fiebre Aftosa de muestras de liquido esofago-faringeo de bovinos
que presentaron enfermedad vesicular, Muestras obtenidas en tiempo variable después de presentados los sintomas cl|-

nicos.
Aislamiento de Virus VIAA
Hatos Nimero Nimero Tipo Tipo PBN Néamero Resultados
muestreados muestras*/ de (¢} de positivos
hato muestras muestras
8 3 o mds 28 8 12 23 19
15 2 30 1Al 12 13 13
9 1 9 PBN 7 4 3
32 67 19 31 40 35
PBN:  Prueba Bioldgica Negativa,
. Numero de muestras de |iquido esofago-faringeo (LEF) por hato.

De un total de 40 muestras recibidas se encontra-
ron 35 sueros reactores positivos al VIAA. Los sueros
que contenian anticuerpos anti-VIAA presentaron li-
neas de precipitacion bien definidas frente al ant{geno
VIAA utilizado. -

6. DISCUSION

De 32 hatos en cuyos animales se habfa presentado
una enfermedad vesicular se tomaron 19, en los cuales
de un total de 67 muestras se aislaron 36 con virus de
FA.

Al comparar el niimero de muestras de Iiquido eso-
fago-faringeo por hato, con el nimero de hatos con
diagndstico positivo de FA, se observé una relacién
directa. Cuando se tuvo una muestra por hato, 2 de 9
hatos fueron positivos por aislamiento de virus; en las
otras dos categorfas con 2 y 3 o mds muestras por ha-
to. resultaron positivos 11 de 15y 6 de 8, respectiva-
mente. Se encontré que muestras de dos animales co-
mo minimo por cada foco de la enfermedad permiti-
ria determinar el diagnéstico positivo en proporcion
ulta de los casos.

Los casos con diagnésticos positivos podrian au-
mentar si se repite el muestreo con distintos interva-
los de tiempo, después de la presentacion de la enfer-
medad. Es conveniente destacar que en este trabajo
solamente se realizé un muestreo a uno o varios ani-
males por hato después de haber presentado sintomas
de una enfermedad vesicular,

El hallazgo de muestras de LEF que no permitie-
ron aislamiento de virus, existiendo antecedentes de
enfermedad vesicular, podria indicar que en el mo-
mento del muestreo el contenido de virus de FA en
las secreciones de los animales era bajo; se ha descrito
que la cantidad de virusde la FA presente en el liqui-
do esofago-faringeo es fluctuante y que puede llegar
a niveles no detectables por los métodos de aislamien-
to empleados (13). Ademds, no se debe descartar la
posible actividad de otros virus, para los cuales no se
ha demostrado el estado de portador, o que el proce-
dimiento que se utiliz para el aislamiento de virus de
FA en el presente estudio, no es aplicable a otros vi-
rus.

Los animales de los cuales se recuperd virus de la
FA fueron hallados reactores positivos al VIAA en las
pruebas de precipitacion en agar realizadas con los
sueros de esos animales. Estos resultados estin de
acuerdo con el concepto de que los animales que mul-
tiplican el virus de la FA, se vuelven VIAA positivos.

Se debe anotar que una limitante de este procedi-
miento es la necesidad de congelar las muestras a ba-
Jas temperaturas para garantizar la viabilidad del virus
presente.

Este trabajo permitié acumular una serie de expe-
riencias, tales como el procedimiento utilizado para
fa recuperacién de virus de (FA) en muestras de liqui-
do esofago-faringeo, eficiente por el alto porcentaje
de positividad obtenido y que apoyada con el diag-
ndstico etioldgico podria constituirse en un método
prictico que permita reforzar la actividad de vigilan-
cia epidemiologica de la FA. ]

Este procedimiento podria contribuir en la detec-
cion e identificacion de la presencia de virus de la FA
en dreas en proceso de liberacidn de la enfermedad,
como también para la realizacion de ensayos de ca-
racterizacion de virus de FA presentes en portadores
$anos.

7. CONCLUSIONES

Se obtuvo el aislamiento de virus de la FA, 2 par-
tir de muestras de LEF de bovinos en la fase de con-
valescencia despu€s de sufrir una enfermedad vesicular,
en los cuales no fue posible conseguir muestras de
epitelio para el diagndstico etiolégico por fijacién del
complemento.

El andlisis de los resultados de las pruebas de ais-
lamiento de virus FA, indica la necesidad de contar
con varias muestras de LEF por hato para tener ma-
yor posibilidad de conseguir el diagndstico por este
procedimiento.

Se debe advertir la posible actividad de otros virus
causantes de enfermedades vesiculares, que pueden
ser 0 no detectables por el procedimiento expuesto en
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este trabajo, obteniéndose un resultado negativo al
aislamiento.

El procedimiento seguido podria constituirse en
un método practico que permita reforzar la actividad
de vigilancia epidemioldgica de la FA.

8. SUMMARY

Use of oesophago-pharyngeal liquid samples for diag- .

nosis in foot and mouth disease.

The etiological diagnosis of foot-and-mouth disca-
se (FMD) is made by serotype identification by the
method of complement fixation on samples of epithe-
lium obtained from sick animals.

In the Laboratorio Nacional de Investigaciones Mé-
dico Veterinarias-LIMV, of Instituto Colombiano
Agropecuario it was conducted a research on the uti-

lity of the technique of virus isolation from oesopha-
go-pharyngeal (OP) samples for the recovery of FMD
virus in outbrakes of vesicular disease when the diag-
nostic test by complement fixation on epithelial sam-
ples was not made.

OP samples from convalescent bovines were taken
up to two months after clinical symptoms of a vesi-
cular disease were observed.

Foot-and-mouth disease virus was isolated in 19 of
32 herds studied. The viruses were classified as type
Aand O.

Antibodies against VIAA antigen (virus infection
associated antigen) were determined in serum from
bovines studied for virus isolation.

The results indicated that the procedure used for
virus isolation is efficient and could reinforce the epi-
demiological surveillance of foot and mouth disease
based on the diagnosis of the etiological agent.
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