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1. INTRODUCCION

Hasta el momento no se ha logrado determinar la patogénesis completa y exacta del virus de la
estomatitis vesicular (VEV) en bovinos. Asi, por ejemplo, no es bien definida su forma de
transmisién al bovino ni cémo se comporta el virus dentro del organismo animal para ocasionar
las lesiones especificas, ni como se transporta el virus y cudles son sus formas de eliminacion.

En la estomatitis vesicular generalmente no se presenta viremia y cuando la hay es muy escasa.

Brandly et al, (1951). y Hanson (1952), indicaron que sélo por inoculacion del virus vfa
intracutdnea, o por escarificacion en zonas susceptibles, se desarrolla el cuadro clinico tipico de la
enfermedad.

La inoculacién intravenosa al bovino produce infeccién, mas no enfermedad clinica con
sintomas y lesiones tipicas, sugiriendo que ademds del indculo intravenoso se necesita otro factor
que podria ser una lesidon previa inespecifica en las areas tipicas en donde normalmente se
producen vesf{culas.

Jonkers et al., (1964), informan que la inoculacion en Oryzomys del virus Cocal, no desarrolla
enfermedad clinica aparente y sblo se podia aislar virus de las escarificaciones de la piel cuando
éste se inoculd en los bordes de tales heridas. Mientras que la inoculacion en Zygodontomys por
via subcutinea en cualquier lugar, si permitié el aislamiento a partir de abrasiones de la piel en
otro lugar.

Se desconoce el papel que los leucocitos circulantes en sangre periférica pueden jugar como
vehiculos del virus a los sitios de presentacion de las lesiones tipicas, o como bases para la
replicacion del agente.

Edelman v Wheclock, (1967), cultivaron leucocitos humanos en MEM Eagle’s, luego de
separarlos de la sangre periférica mediante sedimentacion acelerada por el Dextran al 5%, con
peso molecular 200 a 275 mil. Luego lograron cultivos puros de cada tipo de célula blanca
humana mediante absorcion selectiva y elucion de células a través de perlas de vidrio
siliconizadas. También aitadicron a c¢sos cultivos de leucocitos ¢l V.7 tipo Indiana, obteniendo la
replicacion in vitro del virus en dichas células. Encontraron que mcrocitos y macréfagos fueron
los principales hospedadores para dicha replicacién.

* Contribucién del Programa de Estudios para Graduados en Ciencias Agrarias UN-ICA, del Centro Internacional de Agricultura
Tropical, CIAT,; vy de la Universidad del Valle. Adaptacién y resumen de la Tesis de Grado presentada por el autor principal al
Programa de Graduados, como requisito parcial para optar al tituto de Magister Scientiae.

** Respectivamente: Médico Veterinario, M.S., CIAT; Virblogo CIAT; Profesor Asociado Universidad del Valle; y Médico
Veterinario Ph.D. Subgerente de Produccién Pecuaria del iCA, hasta Julio de 1976.

Revista ICA - Bogota (Colombia) V. X - No. 1 - pp. 215-222
Junio 1975 - CK. ISSN 0018 - 894

215



Tokuda ef al., (1962), describen un método simple para cultivar leucocitos bovinos a partir de
sangre periférica.

Edelman y Wheelock, (1967 y 1968) estudiaron el papel especifico de cada tipo de leucocito
humano en la infeccidén viral y, mas concretamente, concluyeron que los monocitos son células
hospedadoras principales para la replicacion in vitro del VEV y, asf mismo, los linfocitos tratados
con fitohemaglutinina.

Por lo anterior, se planteé fundamentalmente el presente trabajo con miras a comprobar si el
VEV, tipo New Jersey, inoculado via intramuscular a un bovino, con lesiones inespecificas
previas (escarificaciones en lengua y ubre) desarrolla un cuadro clinico completo de la
enfermedad, e investigar si el virus penetra y se replica en los leucocitos de la sangre circulante
periférica, distribuyéndose por este medio hasta los sitios de las lesiones vesiculares clinicas
tipicas. Por consiguiente, fue necesario hallar previamente un sistema prictico de cultivo para
leucocitos bovinos.

2. MATERIALES Y METODOS
Se utilizaron dos métodos de obtencidn de leucocitos:

2.1. METODO DE LA SOLUCION HIPOTONICA*

Se tomd un volumen de solucién salina 0,35% hipotonica mas un volumen de sangre con
heparina; se dejo en nevera durante 2,5 horas. Luego se centrifugd a 1.500 RPM durante cinco
minutos; se boto el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en un volumen igual de solucion
salina 0,35%. Después de centrifugar se repitié por dos veces mas el lavado y uno final con
solucién tampoén (Phophate Buffer Solution, PBS). El tltimo sedimento se reconstituy6 en 2 cc
de PBS. De ahi se inoculé lcc en 9 cc de medio de cultivo y se incub6 a 37°C. La viabilidad de las
células se juzgd por su estado morfoldgico.

2.2. METODO JAPONES

Segun Tokudaer al., (1962), se colocaron 10 cc de sangre heparinizada, en un frasco plastico de
tipo Falcon para cultivo celular, de 30 cc de capacidad, y se llevé a la incubadora a 37°C durante
tres dfas, en posicién inclinada de unos 40 grados en relacidon con la posicion horizontal. Con este
método se adhiere una banda de leucocitos en la regidon media del plano inclinado formado por la
superficie del fondo del frasco. Luego de tres dias, se botd todo el material lavdndose cinco veces
con solucién de PBS, colocando luego 10 cc de suero de bovino adulto; en este momento se
colocé el frasco en posicién horizontal.

Se trabajé con los siguientes medios: TC 199, Minimum Essential Medium MEM (Eagle’s) con
sales Hank’s, MEM Eagle’s con sales Earle’s. Estos medios con y sin suero fetal bovino al 10% o al
20%.

También se usaron suero fetal bovino, suero de bovino adulto y suero del mismo bovino que
dond los leucocitos.

Los antibi6ticos que se utilizaron en todos los medios fueron: penicilina 100 U por cc de
medio, estreptomicina 0,1 mg por cc y anfotericina B, la cual de una solucién de S0 mg en 100 cc
de solucion Hank.S, se usé al 0,2% en los medios de cultivo.

Se utilizé un frasco tipo F (Falcon Plastics) especial para cultivo celular, de 25 cm? de drea y
30 cc de capacidad, y un frasco tipo D, botella marca *‘Furaglds” de una capacidad de tres onzas
aproximadamente, no exactamente rectangular y de uso ocasional cn cultivo celular.

El Virus: Cepa de estomatitis vesicular New Jersey (VEV-NI) con siete pasajes en cercbro de
raton lactante, obtenida del Middle American Research Unit (MARU), Cepa No. 3566 SMs,
aislada de una lesion en el pezén de una vaca en 1967 (Brody ef al, 1967). Se utilizd en
suspension de cerebro dc ratén lactante al 20% en PBS sin suero y congelado a -70°C.

Los aislamientos del virus y las titulaciones se efectuaron en células de la linea VERO. El
indculo siempre fue de 0,1 cc. La lectura del efecto citopatico se hizo a las 48 horas.

* Adams, L.G. 1971. Informacién personal.
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En ocasiones se intentaron aislamientos del virus usando ratones lactantes de dos a cinco dias
de edad, inoculidndolos por via intracerebral con dosis de 0,03 cc y observacién cada 24 horas
durante 10 dfas.

Para los ensayos con el virus in vitro en cultivos de leucocitos bovinos, se obtuvieron éstos por
el sistema de la solucién hipoténica, con excepcién del ultimo ensayo en el cual se inocul6é un
bovino, efectuando los cultivos de leucocitos luego de obtenerlos tanto por el sistema de la
solucién hipoténica como por el método japonés.

Las pruebas de neutralizacién se efectuaron en células VERO, colocando siempre una cantidad
de virus equivalente a 100 dosis virales, aproximadamente, frente a diluciones dobles de suero, en
cantidades respectivas de 0,8 cc incubadas durante una hora a 37°C y posterior inoculacion de
0.2 cc en tubos con células VERO, para lectura a las 48 horas, utilizando cada vez una serie de
controles. Los titulos se expresan por 0,1 cc en células VERO utilizando el sistema de Reed and
Muench (1958).

Las pruebas de fijacion del complemento se realizaron segin el sistema de microtécnica
adaptado por Fulton y Dumbell, (1948), usando 18 horas de inoculacién primaria a 4°C y dos
unidades de complemento aproximadamente.

Los experimentos se enfocaron hacia la demostraciéon del mantenimiento del virus en cultivos
de leucocitos bovinos, asf como su curva de replicacion. Ademas, titulacion y curva replicativa del
virus comparativamente en VERO y leucocitos.

Una vaca adulta, libre de anticuerpos especificos fue inoculada por via intramuscular con 1 cc
del virus 10-!. Fue escarificada inmediatamente antes de la inoculacién imitando lesiones
inespecificas en la lengua y la ubre.

Se le tom6 sangre dos horas después de la inoculacién y cada 24 horas hasta los siete dfas, con
el fin de obtener leucocitos, cultivarlos y buscar el virus en suero, globulos blancos y en el
material procedente de los sitios escarificados.

Para aislamiento del virus a partir de suero, se inocularon ratones lactantes y VERO. El raspado
de las dreas escarificadas fue macerado en mortero, tratado con antibiéticos (penicilina 10 U por
cc, estreptomicina 0,1 mg por cc), centrifugado a 3.000 RPM por 30 minutos en refrigeracién e
inoculado a VERO y ratones. .

Todo lo anterior se completd con observaciones de temperatura, pulso, frecuencia respiratoria,
recuento celular sanguineo y féormula leucocitaria.

3. RESULTADOS

Con el método de la solucidén hipotodnica se realizaron numerosos ensayos variando los sistemas
de cultivo con diferentes factores; en todos los casos hubo presencia del leucocitos, bien sea en
suspension o ya en monocapa. Se obtuvieron indculos muy abundantes con recuentos entre los
40 y los 50 millones de leucocitos por centimetro cubico.

Cuando se usaron frascos tipo F, siempre pudo observarse monocapa de leucocitos. Con el
método japonés se destacd el hecho de la presencia de monocapa visible ¢n todos los casos,
permaneciendo hasta 40 dfas.

Los leucocitos bovinos obtenidos por el sistema de la solucidbn hipoténica fueron
inmediatamente colocados en frascos tipo D, mezclados con 0.1 cc del virus 10-4 por 0,9 cc de
suspensién de células blancas (40 millones de leucocitos por centimetro cibico
aproximadamente).

Un centimetro ctbico de leucocitos infectados fue incubado con 9 cc de medio por 48 horas,
al cabo de las cuales los siguientes constituyentes fueron probados para determinar la presencia
del virus, usando células VERO.

1. Mecdio con leucocitos en suspension.

2. Filtrado del medic (filtro Millipore 0.22A). después de centrifugarlo a 1.500 RPM durante
cinco minutos.

3. Sedimento del medio con leucocitos en suspension centrifugado.

4. El mismo sedimento congelado y descongelado tres veces.
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El titulo control del inbeulo fue 10+

Cada botella con leucocitos en suspensién recibio 3,5 log., o sea, 3.160 dosis virales (D.V.)
aproximadamente. A las 48 horas el virus estaba aln presente en los cuatro constituyentes
probados. La titulacion del medio centrifugado y filtrado y del sedimento congelado y
descongelado mostrd titulos de 10>7¢ 1™ , respectivamente. Esto indicé presencia de
5.760 y 10.000 D.V. por 0,1 cc respectivamente, en forma aproximada. Como el indculo por
frasco de 10 cc fue 3.160 D.V. (31.6-0.1 cc), se produjo gran aumento del virus durante las
primeras 48 horas de incubacién.

Al repetir el experimento usando de nuevo el virus 10™* como fuente y con titulaciones del
medio mas leucocitos en suspensién al momento del indculo y posteriormente con intervalos de
12 horas, di6 una curva con punto méximo a las 72 horas y descenso total a las 108 horas (Figura

1).
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FIGURA 1. Curvade Replicacién del VEV en Leucocitos in vitro, cultivados en frasco tipo D.

Como no estaba claro si se formaba capa celular en el fondo de los frascos D, tales botcllas se
incoularon con 3.160 D.V. Tres dias después se removié todo el medio mas los leucocitos ¢n
suspension y se lavé el frasco por dos veces con nuevo medio. Al centrifugar en igual forma en
este momento, ¢l sobrenadante del medio removido tuvo un titulo de 10*75 micntras que el
sedimento congelado v descongelado por tres veces, uno de 1o**

Se¢ colocod nuevo medio (10 cc) en el frasco y se incubd durante 24 horas mds. Después de este
periodo el medio presentd titulo de 10>%, lo cual indicod presencia de leucocitos en ¢l frasco,
después del lavado. Estos. presumiblemente, estaban formando monocapa en el fondo de la
botclla.

Posteriormente s¢ efectud en tres oportunidades, en diferentes dfas. un ensayo para determinar
la curva de replicacién del virus en leucocitos y en VERO usando frascos tipo F. Estas células
blancas se tomaron del mismo bovino c¢n diferentes dias y usando el sistera de la solucion
hipotonica con 40 millonces de leucocitos por centimetro cibico aproximadamente y el titulo del
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virus al momento del indculo estuvo entre 10> y 10°. En la primera ocasidn, los titulos se
elevaron hasta las 120 horas (cinco dias) después de la inoculacion del virus, en los cultivos de
leucocitos, descendiendo bruscamente al cambiar el medio y lavar, aunque se conserva algin
titulo 24 horas después del cambio de medio (Figura 2).
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FIGURA 2. Curva de Replicacién del VEV en Leucocitos y VERO en frasco tipo F (Primer Caso).

En las células VERO el titulo fue alto, mds rdpidamente que en los leucocitos, y también
descendi6 bruscamente al hacer el cambio de medio, en el cual se desecho la mayoria de células,
las cuales fueron desprendidas por la accidn del virus. En la segunda ocasién no hubo elevacion
manifiesta de titulos en los leucocitos, mientras que si fue notoria en las células VERO (Figura 3).
En la tercera oportunidad si hubo incremento del titulo viral en los leucocitos. En las células
VERO ¢l comportamiento fue muy similar a los dos casos anteriores de este experimento (Figura
4).

La titulacién comparativa entre el virus en leucocitos y el virus en células VERO sefial6 lo
siguiente:

Titulo del virus en leucoCitos . . . . . . e e e e e
Titulo del virusen VERO . . . . ... . 10%%°

Lo que indica mayor sensibilidad al virus por parte de las células VERO frente a los leucocitos
bovinos cultivados con el método hipot(’)r'lico.

El bovino recibié 10  D.V. por via intramuscular. aproximadamente. No se logrd recuperar
o aislar ¢l virus ni de los leucocitos cultivados por los dos sistemas diferentes utilizados en este
experimento, ni tampoco de los inoculados a ratones lactantes y células VERO. No di6 resultado
positivo ¢l aislamiento del virus. a partir de sucro y de material procedente de los sitios
escarificados.

La inoculacion efectuada no desencadend la presentacion de los sintomas tipicos de la
enfermedad en el bovino. La temperatura rectal, pulso y frecuencia respiratoria fueron normales,
durante siete dias de observacion post-indculo. El recuento leucocitario y la tormula diferencial
durante este periodo, también fueron normales. Quince dias después de Ia inoculacidn del virus se
cncontraron anticuerpos neutralizantes y fijadores del complemento.
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FIGURA 3. Curvade Replicacion del VEV en Leucocitos y VERO en frasco tipo F {Segundo Caso).
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FIGURA 4. Curvade Replicacién del VEV en Leucocitos y VERO en frasco tipo F (Tercer Caso}.

4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Fuc notoria la influencia del tipo de frasco para poder analizar los resultados.

La mayor dificultad al ensayar con leucocitos bovinos fue la lentitud de scdimentacion
sanguinca lo cual hizo imposible obtener los inéculos que se comenzaron a lograr con sangre
humana. Por ello se modifico el sistema de obtencidn y se trabajo a base de separacidén por medio
de la centrifugacion a distintas RPM y diferentes tiempos: los resultados fueron negativos, pues
los indculos estuvieron muy bajos.

Con ¢l método de la solucidon hipotonica para separar los leucocitos de los eritrocitos, el éxito
fuc notable por los fuertes indculos logrados. Pero un paso definitivo tuc la utilizacidén de los
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frascos pldsticos tipo F que permitieron juzgar la presencia o no de monocapa en el fondo. Al
combinar ¢l sistcma de la obtencion por el método de la solucion hipotdnica y el uso del frasco
tipo F s¢ obtuvo pleno éxito en la formacién de una monocapa incompleta de leucocitos.

El método que se denomina aqui como japonés, di6 buenos resultados sobre todo cuando se
uso6 suero de bovino adulto como medio de cultivo.

La monocapa incompleta que se obtuvo en los frascos F pudo calificarse como tal por cuanto
los leucocitos no estdn muy agrupados sino mas bien ampliamente distribuidos. Por la morfologfa
apreciable con coloracién Giemsa de estos fondos de frascos plédsticos, las células blancas fueron
diferentes a las normales encontradas al hacer un frotis de sangre periférica bovina, pero si
mostraron una tendencia marcada a presentar morfologia de células blancas en la fase de
“blasto’.

En nuestros cultivos no se separaron los leucocitos en sus diferentes tipos. En cuanto a los
experimentos con el VEV en los leucocitos bovinos in vitro, puede concluirse que éste no sélo se
mantuvo por dos dias en estas células, liberdndose al medio de cultivo, sino que también se probd
su replicacion en el ensayo de 120 horas de cultivo de leucocitos.

En la curva de replicacion llegd a un maximo el virus a las 72 horas de cultivados los leucocitos,
mids no se pudo explicar su descenso posterior, bien sea que se deba a exceso de virus que cope
por completo las células, o bien a dafio celular invisible a esta altura del cultivo, o tal vez a otra
circunstancia, como exceso de interferon, indicando que no es infeccién crdnica de los leucocitos.

La titulacion en VERO y leucocitos indico la mayor sensibilidad de las células VERO. También
lo mostrd la curva de replicacion del virus en VERO y leucocitos. En dos oportunidades se elevo
¢l fndice de virus en cultivo de leucocitos hacia las 72 horas, mientras que en la otra ocasion
permanccid casi en equilibrio todo el lapso del cultivo. En todos los casos la curva en VERO
indicod que en estas células se produce mds virus.

Es mis logico el descenso de la curva en VERO, por cuando el virus desprendid estas células,
cosa que no ocurri6 con los leucocitos.

Edelman y Wheelock, (1967). obtuvieron la replicacion in vitro del VEV en leucocitos
humanos, trabajando con el tipo Indiana. En el presente trabajo fue con New Jersey y, ademés los
cultivos de leucocitos fueron de bovino. Esto no lo hemos encontrado reportado ain en la
literatura.

Como no se ensayaron métodos de separacion de diversos tipos de leucocitos, no fue posible
determinar cudles fueron los principales hospedadores para la replicacién.

Como se pretendia averiguar si ¢l virus viajaba, o se replicaba, en los leucocitos de sangre
periférica, no se¢ podia tomar la via intravenosa para la inoculacién del virus, pues ello equivaldria
casi a infectar in vitro los leucocitos. Por ello s¢ escogid la via mads similar, o sea, en este caso, la
intramuscular.

En la vaca no se desencadend la enfermedad clinica tipica al inocularse el virus por via
intramuscular, lo cusl estuvo de acuerdo con las anotaciones de Hanson, (1952). La vaca presentd
anticuerpos detectables por neutralizacion y muy escasos por fijacion del complemento. Las
lesiones inespecificas previas en lengua y ubre no se desarrollaron como lesiones especificas.

Los resultados de esta inoculacion estuvieron de acuerdo con trabajos de otros autores en lo
que se refiere a la ausencia de viremia.

Podria sospecharse que el virus al penetrar ¢l organismo del bovino, fuera tomado por los
leucocitos y se desplaza con éstos hasta los sitios escarificados. Pero los resultados negativos al
intentar aislar ¢l virus de las ¢élulas blancas, no soportaron esta hipotesis.

5. RESUMEN

En la primera parte del trabajo se efectuaron ensayos sobre ¢l cutivo in vitro de leucocitos
bovinos. Algunos medios y diferentes frascos y condiciones fueron ensayados para dichos cultivos
y utilizados dos sistemas para su obtencion: método de solucion hipotdnica, y el método japonés,
los cuales sirvieron para lograr cultivos en monocapa.

Las monocapas de leucocitos bovinos se produjeron al usar frascos de tipo F (Falcon Plastics),
0 sca, de plastico especial para cultivo celular, usando varios medios de cultivo y en especial con
sucro de bovino adulto como tnico medio.
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En la segunda parte de este estudio, se efectuaron experimentos con el virus de estomatitis
vesicular tipo New Jersey (VEV-NJ) en cultivos de leucocitos bovinos in vitro y en un bovino
inoculado por via intramuscular luego de haberlo escarificado previamente en la lengua y la ubre,
imitando lesiones inespecificas.

Se determind asf la curva de replicacion del VEV-NJ en las células blancas y su comparacion
con la que se describe en células VERO. La sensibilidad al virus por parte de las VERO frente a
los leucocitos bovinos cultivados en esas condiciones fue mayor. La inoculacion del VEV al
bovino no desencadend sintomas clinicos de la enfermedad y no fue posible el asislamiento dei
virus a partir de suero ni de sus leucocitos rotos, ni de cultivos de leucocitos o de raspados de las
ireas previamente escarificadas, por espacio de siete dias.

Pasados 15 dias de la inoculacién se comprobé la presencia de anticuerpos contra VEV-NI,
mediante prueba de neutralizacién y por fijacién del complemento. No pudo asi establecerse el
papel de los leucocitos en la patogénesis del VEV en bovinos.

6. SUMMARY

) th

is of the bovine vesicular

Live leuk tes: Cultivation and role in the p

stomatitis

In the first part of this thesis, investigations on the culture of leucocites in vitro are described.
Different media and containers were tried.

Bovine leucocites were obtained by two methods: Hypotonic treatment, and the japanese
method. The two gave sufficient leucocites to form a cell sheet.

Leucocites cell sheets were obtained using Falcon plastic bottles and diverse media of which
pure bovine serum worked best.

In the second part of the thesis studies with VEV-NJ in bovine leucocites cultures and in a
bovine inoculated intra muscularly are described. The bovine was scarified on the tongue and a
teat before inoculation.

The replication curve of VEV-NJ was determined in leucocites and VERO. VERO cells
appeared to be the more sensitive of the two.

The inoculated cow did not show clinical symptoms. No virus was isolated from serum,
leucocites frozen and thamed, leucocite culture and material of the scarifications during scven
days. Fifteen days post inoculation neutralizing and Complement Fixation (CF) antibodies were
present in the serum. The role of leucocites in the pathogenesis of VEV infection in the bovine
was not established.
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