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INTRODUCCI ON

Los virus del grupo Estomatitis Vesicqlar (VSV) comprenden dos grandes
serotipos: Indiana (VS1) y New Jersey (VSNJ). El primero estd compuesto por los
subtipos Indiana, Cocal y Alagoas y el segundo por Concan y Hazelhurst.,

La Egtomatitis Vesicular fué descrita clinicamente por primera vez en
nuestro pais por Baudou en 1939. En1963, en Salto (Pcia. de Buenos Aires), Wolfste-
ller la halla en equinos, y en el afo 1966, Garcia Pirazzi y col, a partir de un
equino de la misma localidad aislaron y tipificaron un virus que resultd ser idén-
tico al subtipo Cocal.

Los virus del grupo VSV se encuentran en las tres Américas, lo cual hace
factible su hallazgo en nuestro pafs, y especificamente en nuestra zona, donae exis-
te un importante nimero de especies susceptibles a estos virus.

E1 ganado bovino es a menudo afectado por enfermedades vesiculares como
Fiebre Aftosa, pero hay otros virus que producen cuadros clinicos indistinguibles

en donde sSlo el laboratorio puede dar respuesta-a su etiologTa.

DESCRIPCION DEL PROYECTDO

1. Produccién de los sistemas homdlogos (antTgenos e inmunosueros) a partir de

!

semillas de ambos serotipos.

2, Bilsqueda de anticuerpos fijadores de complemento en sueros de bovinos pertene-
cientes al partido de Tandil, muestra representativa colectada para propdsitos

miltiples.

3. Bisqueda de anticuerpos neutralizantes en aquellos sueros que resultaren positi-
vos 6 dudosos por fijacién de complemento.
4, Se podran realizar estudios complementarios en caso de ser necesario. Por ej.: mas

neutralizaciones u otras pruebas seroldgicas en caso que no se encuentren anti-

cuerpos fijadores de complemento para estomatitis vesicular en sueros bovinos.

FINALIDADES ESPECIFICAS

1, Contribuir a determinar la existencia & no de ciertos virus en nuestro partido

para colaborar en la identificacidn de los que producen endemias y/o epidemias.



2. El propbsito de este trabajo es saber si en el partido de Tandil hay indicios

6 no de actividad de VSV tomando como pardmetro serologTa en bovinos,
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RESUMEN

Se analizaron 1279 sueros bovinos del Partido de Tandil (Provincia de
Buenos Aires) por Fijacién de Complemento (FC) frente a los serotipos New Jersey
(V\SNJ), cepa Hazelhurst, e Indiana (VS1), cepa SHNM del grupo Estomatitis Vesicular.
Todos fueron‘negativos para VS!, mientras que 7 resultaron positivos para VSNJ.

Los sueros positivos por FC y otros seleccionados por edad (mayores
de 12 afios), 92 sueros en total, se probaron por Neutralizacidén (NT). Once resul-

taron positivos para VSNJ (Hazelhurst) y 24 para VS| (SHNM).

SUMMARY

A survey with 1279 bovine sera from Tandil County (Buenos Aires Province)
were analyzed against Vesicular Stomatitis virus, types New Jersey(Hazelhurst) and
Indiana(SHNM). By Complement Fixation test (CF) 7 were positive against Hazelhurst
and all negative against SHNM,

Ninety-two selected sera (positive by CF and from bovine 12 years old
and older) were also running by Neutralization test (NT). Eleven were positive for

Hazelhurst and 24 against VSI.



INTRODUCCI ON

La familia Rhabdoviridae (del griego Rhabdos=bastén) est3 constituida
por un grupo de virus cuyos viriones tienen forma de bala, es decir, con un ex-
‘tFemo chato y .otro elongado.

Esté§compuesta por los géneros Vesiculovirus, Lyssavirus, Sigmavirus
(aislado de Drosophila) y un grupo de virus de las plantas aln sin nombre gené-
rico. Los dos primeros géneros son los que interesan en Patologia de grandes y pe-
quefos animales.

El génerq Lyssavirus comprende a Rabia y los virus con &l relacionados:
Duvenhage (aislado de humanos), Kotonkan (de Culicoides), Lagos bat (de murciéla-
go), Mokola (de musarafa y de humanos)y Obodhiang (de mosquito).

El género Vesiculovirus, que es el que nos ocupa, incluye el grupo Esto-
matitis Vesicular y los virus Flanders-Hart Park y Kern Canyon.

El grupo Estomatitis Vesicular (VSV, del inglés Vesicular Stomatitis
Virus) est3 compuesto por varias especies que son los virus Indiana (VSI), New
Jersey (VSNJ), Piry, Chandipura e Isfahan (ver tabla 1).

De ellos, s6lo tres, VSI, VSNJ y Piry son propios del continente ame-
ricanb, mientras que los otros dos corresponden a India e |radn, respectivamente
(1,2). Recientemente, Isfahan ha sido también reportado en Rusia (3).

De los tres correspondientes al continente americano sdlo VS| y VSNJ han
sido en;ontrados como productores de enfermedades en bovinos y por 1o tanto, fueron
ellos los elegidos como tema de esta investigacidn,.

Piry, primitivamente ‘aislado de Philander opossum, pequefio animal salvaje
de Brasil, también ha sido encontrado infectando a trabajadores de laboratorio, pero
no se conoce su accidn patdgena natural en especies domésticas que interesen a la
econoﬁ?a, a pesar de haberse detectado anticuerpos en cerdos (1).

El tipo VSI, conocido desde 1926 (4) comprende actualmente tres subtipos
que son Indiana, Cocal y Alagoas (5).

Indiana es un virus cuya primera cepa fué aislada del epitelio de un bo-
vino joven con salivacidn, inapetencia, cojera y vesiculas en labios y lengua, en

julio de 1925 (USA) (1, 6). Posteriores aislamientos demostraron que el virus se



encuentra en las tres Américas, pero con diferencias antigénicas entre las cepas ais-
ladas, que dieron lugar a la creacidn de los subtipos mencionados.

El subtipo Cocal fué primitivamente aislado en el Laboratorio de Virus Re-
gional de Trinidad, ‘de un macerado de 249 3caros del género Gigantolaelaps sp, que
estaban parasitando Oryzomys laticeps velutinus, colectado en setiembre de 1961; fa
cepa fué'denomihada Cocal (TRVL 40233).

Desde entonces, hubo repetidos aislamientos de acaros, mosquitos Culex y
animales centinelas en Trinidad, de 3caros en Belem (Brasil) (Be Ar 39377) (7) y de
equino en Argentina (8).

Alagoas se aisld por primera vez en julio de 1964 en Recife, Brasil, a
partir de vesiculas del epitelio lingual de una mula, que ademas presentaba lesio-
nes similares en las patas.

VSNJ, subtipo Hazelhurst, fué aislado en la localidad del mismo nombre,
Georgia, en 1952, del epitelio del hocico de un cerdo doméstico con salivacidn, al-
ta temperatura y vesficulas en la boca; la cepa es hoy utilizada como prototipo de
laboratorio. Posterior a este hallazgo, se efectuaron numerosos aislamientos de e-
quinos, bovinos, suinos, cérvidos y humanos. Ya en 1943, en Missouri, Estados Uni-
dos, se habTa aislado una cepa de este virus de la cual Hazelhurst resultd topotipo.

El subtipo Concan fué aislado de un bovino en 1949 en Texas (USA), siendo
sjhiiar a una cepa aislada en 1970 de mosqﬂitos‘y a la cepa Ogden aislada de equinos
y bovinos de Utah ,(USA) en 1949 (1, 7).

Ambos serotipos, New Jersey e Indiana, son distintos desde el punto de vis-
ta seroldgico, y posiblemente tienen diferentes exigenciag ecoldgicas, siendo sus
caracteristicas fisico-quimicas similares. Son viriones de 170 x 70 nm, cuyo genoma

6

es una molécula de RNA, de cadena simple, de PM 3,5-4,6 x 10" (1, 9, 10); en Sptimas
condiciones, en 60 minutos, el genoma del virus de Estomatitis Vesicular es completa-
mente transcripto (11),

Los viriones estan cubiertos por lipoproteinas que contienen pepldmeros es-
pecificos para cada virus. Poseen nucleoc3pside tubular de simetria helicoidal (1, 9,
10).

En cuanto a la composicidn proteica de VSV, se observo la presencia de una

protefna grande L (12), adem3s de otras proteinas que integran la composicidn lipopro



teica de la envoltura, que contiene dos polipéptidos, M y G, que se insertan en la
membrana plasmatica de la célula huésped y se incorporan como brotes de la nucleo-
cipside desde la superficie celular (13).

Los virus del grupo Estomatitis Vesicular son sensibles al desoxicolato
de Na, al cloroformo, a la tripsina y a los acidos. Tambien lo son al Tween-eter,
pero solamente én cultivo de tejidos y no en ratones (6, 14, 15),

Cuando Busseareau y colaboradores estudiaron los efectos de la tripsina
y quimotripsina sobre la infectividad, morfologTa y propiedades antigénicas de las
cepas Indiana y Alagoas en células BHK-21 (rifén de criceto lactante), la infecti-
vidad de la Gltima no fué afectada, siendo resistentes alrededor de un tercio de
'sus proyecciones de superficie, mientras que fueron removidas todas las del VSI (16).

El pH Optimo para la sobrevivencia de los virus del grupo Estomatitis
Vesicular es 7,4, ya que los valores bajos alterarfan la correcta posicidén de las
proteTnas virales en la membrana nuclear (17). En aerosoles sobrevive con un 90%
de humedad relativa (18). Son sensibles al calor y a los rayos ultravioletas.

Epidemioldgicamente, el tipo Indiana es arbovirus (virus transmitido bio-
'16gicamente por artrépodos) y esto se extiende a los tres subtipos: Indiana, Cocal
y Alagoas.
| El tipo New Jersey se considera posible arbovirus, pero ain falta la comp-
probacidn definitiva.

Estomatitis Vesicular ataca naturalmente a equinos, bovinos, porcinos,

y circunstancialmente a los ovinos y al hombre, dependiendo de la predileccidn que
cada subtipo tiene por las distintas especies (1, 6) (Ver tabla 2).

La distribucidn geogréfica de VS| se extiende a las tres Américas, aunque
en los Estados Unidos la mayoria de los brotes son causados por el tipo New Jersey.
AGn hay areas en Estados Unidos y México, y paises de América del Sur como Uruguay,
Paraguay, Chile y Guyana, donde Estomatitis Vesicular no ha sido observada (1, 6,
19) y tampoco hay gente que investigue esta infeccidn.

Ambos virus pueden actuar en epizootias de enfermedades vesiculares solos
b6 coincidentemente con aftosa. Mason y colaboradores comunican que se aislaron en
México, ambos virus, VS| y VSNJ, en un mismo animal (6)

Suelen estar afectados sblo los bovinos, sdlo equinos, sdlo porcinos, 6



bien dos 6 las tres especies en un mismo predio. El hecho QUe estén infectados los
equinos con una enfermedad vesicular es importante epidemiolSgicamente porque esto
inclinarTa hacia diagndstico de Estomatitis Vesicular ya que Aftosa no afecta a esta
gspecfe.

En animales infectados naturalmente, el perifodo de incubacidn es de 2 a 4
dias, siendo la sintomatologia muy similar a la de la Fiebre Aftosa. La temperatura
se eleva por un breve perifodo, y se caracteriza principalmente por la formacién de

‘vesiculas en la boca, ubre, rodete coronario y espacios interdigitales. Hay saliva-
cidén abundante, inapetencia. En los bovinos, a veces las lesiones s6lo son papula-
Fes no llegando a formarse vesiculas. Las lesiones curan r3pidamente, pero los ani-
males bajan de peso y hay disminucion temporal de la produccidn de leche, ocurrien-
do en ocasiones la mastitis como complicacién, Es comin que predomine una localiza-
cidn para cada tipo de virus. VS| generalmente produce lesiones en la ubre de bovi-
nos, mientras que VSNJ tiende mi3s a lesionar las zonas podales. Pricticamente no
hay mortandad y las secuelas son escasas en bovinos. Sino hay complicaciones, la
recuperacidon ocurre en una semana. Las mas frecuentes son infecciones bacterianas

6 parasitarias secundarias; la mastitis y la miasis son ejemplo de ello.

En los cerdos son mas frecuentes las lesiones podales, observandose co-
jera como signo principal (1, 6, 19).

Radeleff describe un caso clinico de encefalitis ocurrido durante un bro-
te de Estomatitis Vesicular en caballos en Kerrville, Tgxas, afio 1949, El1 primer
caso observado fué una yegua que habTa estado alimentidndose en un potrero pobre de
pasturas; tenTa protrusidén de la lengua, y en la superficie dorsal se veTan &reas
necrbticas y vesiculas de una pulgada de diametro aproximadamente. En los labios
tenTa lesiones similares a las producidas por ectima en la oveja. Adem3s, observaron
que a intervalos de alrededor de media hora, sufria varios ataques convulsivos, vy
hasta actitudes ''tetanicas!', También tenia espasmos clénicos musculares, Al fin, se
recuperd y entonces enfermd otra yegua con igual sintomatologia pero mas violenta.
Otro equino dié a luz un potrillo que tenfa fuertes convulsiones, muriendo éste a
las pocas horas. El mismo no evidencid lesiones vesiculares. Supuso el autor, ba-
sindose en un trabajo de Frank y colaboradores sobre infeccién experimental de ca-

Iballos, bovinos y ovejas con virus del grupo Estomatitis Vesicular, que el agente



serTa capaz de tener una actividad neuroldgica en determinadas ocasiones. Adem3s,
jndicaba un posible vector: el Stomoxys calcitrans, presente en aquel lugar (20).

Es interesante analizar los cambios patoldgicos ocurridos en la lengua
del ganado que contrae la enfermedad, Las lesiones comienzan como pequefias manchas
rojizas, 6 como papulas rosa palidas & blanquecinas, se van agrandando, progresando
en forma de vesiculas de 1 a 5 cm de didmetro; ellas son elevadas y se llenan con un
fluido seroso claro amarillento. En poco tiempo, se rompen dejando algunos colgajos
de epitelio hasta que se desprenden, quedando lesiones erosivas con fragmentos blanco
parduzcos que quedan de la membrana mucosa rota, ain adherida a los bordes irregqula-
fés, semejando flecos (21, 22, 23, 24). El epitelio se regenera con rapidez en 1 a 2
.seménas, si no han ocurrido complicacione; bacterianas.

No siempre se observan las vesiculas; a veces, se ve un abultamiento & en-
grosamiento del epitelio que puede ser facilmente removido por raspado del mismo.

Sin embargo, la ausencia de vesiculas tipicas en muchos de los animales
infectados naturalmente, podria ser debida a un desarrollo rapido, fragilidad y pron-
ta ruptura de las vesiculas (22, 23, 25, 26).

La histopatologia de las lesiones tipicas producidas por los virus del
grupo Estomatitis Vesicular revela esencialmente edema intercelular, necrosis de cé-
lulas epiteliales e inflamacidén celular que principalmente consiste en granulocitos
heter6filos y monocitos; si no hay invasiones secundarias, el epitelio se regenera en
su totalidad (21).

Ademas de las especies susceptibles mencionadas, estudios realizados en Co-
lombia revelaron presencia de anticuerpos neutralizantes para virus Indiana y New
Jersey en marsupiales y varias especies de roedores, murciélagos, pajaros, insectivo-
ros y omnfvoros (27).

Los brotes de Estomatitis Vesicular generalmente ocurren de pronto en las
temporadas calidas con lluvias., pudiendo aparecer a la vez, en establecimientos bas-
tante separados entre sT. En Estados Unidos, ocurren menos brotes en otofio y en tiem-
pos frios, desapareciendo sibitamente luego de las primeras heladas. Y asT como hay
3reas endémicas (costa sudeste de Estados Unidos), hay otras que son epidémicas, con
apariciones cfclicas de la enfermedad que oscila entre 2 y 10 6 ma3s afios.

Los lugares con elevado porcentaje de humedad, aguas estancadas, de vegeta-



cidén abundante, suelen ser endémicos para VSV. En cambio, &reas con aguas corrientes
y arboledas y pasturas himedas, coinciden con areas epidémicas para Estomatitis Vesi-
cular y esto se ha observado en otros paises americanos, ademas de Norteamérica, por
ejemplo México. ,

Cuando las areas presentan epidemias, generalmente los bovinos y equinos
manifiestan raséos clinicos de la enfermedad. En cambio, cuando existen dichas mani-
festaciones en el hombre, cerdos y especies silvestres, las areas se consideran en-
‘démicas (6).

Una cuestién con pobres respuestas es la sobrevivencia de los virus duran-
te periodos interepidémicos. Es dificil creer en su supervivencia durante 10 afos,
cuando en ese lapso no aparece la enfermedad. Hay quienes sugieren que el origen de
los brotes podria ser debido al movimiento de animales infectados, y ailin de reser-
vorios, si bien no hay ninguna especie sefialada como reservorio. Pero no debe des-
‘cartarse esa posibilidad, ni tampoco que existan aves migratorias que cumplan tal
papel. Incluso, hay sugerencias que algunos insectos transmitirfan los virus a tra-
vés de grandes distancias (por ej. Lepidépteros) que viajan entre 2 a 6 semanas para
recorrer grandes distancias (27).

Jonkers sugiere que otro factor de infeccidn podria ser el pasto, y que el
ganado se infectaria ingiriendo el mismo con virus, apareciendo con posterioridad
lesiones en la mucosa bucal, o en pezones y patas al desplazarse por estos lugares
contaminados (28). Esto explicaTa la ocurrencia de los brotes en ''manchones'', 1a no
difusidn entre establecimientos y la escasa cantidad en animales estabulados y en
porcinos, y la mayor incidencia en las estaciones lluviosas (6).

Ademas de afectar naturalmente a equinos, bovinos y cerdos, se sabe que el
hombre también es susceptible y lo es a ambos virus. El periodo de incubacidn es de 1
a 3 dfas. Los sintomas son agudos, con similitud a la influenza. Hay temperatura du-
rante 24 a 48 horas, cefaléa, mialgias, y dolor retroorbital, registrandose tambjén
algunos casos de orquitis. Pocas veces, se acompafia de vesiculas bucales, en las ma-
nos, 6 en otros sitios. En pocos dias se recupera normalmente y no hay complicaciones,
ni tampoco deja secuelas, quedando como antecedente de enfermedad, anticuerpos neutra-
lizantes que alcanzan su nivel mdximo en unas tres semanas, pudiéndoselos detectar

también al afo. Los anticuerpos fijadores de complemento alcanzan su pico en pocas



semanas y no persisten muchos afios.

Es mas frecuente encontrar respuesta seroldgica en los trabajadores rurales
qué en la poblacién urbana, probablemente como resultado de mayor exposicidn al virus
(1, 6, 19).

Los estudios realizados en Panam3 evidenciaron altos tTtulos de anticuerpos
contra los tipos New Jersey e Indiana, tanto en personas como en animales domésticos.
A mayor edad de las personas, mayor prevalencia de anticuerpos, lo que podria ser de-
bido al tiempo de residencia en areas endémicas (29).

También para humanos, los posibles modos de transmisién son: por contacto
con animales infectados, por picadura de artrépodos, por inhalacién de aerosoles,
por contacto con 3dreas escarificadas del epitelio, y en ocasiones, por introduccién
de aerosoles virales en los ojos, durante el trabajo de laboratorio (1, 6).

No obstante, hay muchas infecciones de trabajadores de laboratorio en donde
la via mads probable de infeccidn sea la respiratoria, por aerosoles que se inhalan
como asi también, por contacto con animales enfermos (zoonosis). Precisamente, en
estudios realizados entre 1960 y 1961, en Panama, donde es enfermedad de aparicidn
anual, se demostrd que el hallazgo de anticuerpos contra VSNJ en humanos fué mucho
mas frecuente en aquellos que trabajaban con‘bovinos, lo que permitid suponer que el
contacto directo podria ser muy importante en la transmisidon, ademds de la accidn de
los artrépodos (30). No se descarta la posibilidad de infeccién via conjuntival en
humanos y animales, pues a veces los sintomas generales van precedidos por irritacidn
ocular (28).

Se ha reportado un aislamiento de VSNJ de moscas negras (Simulium) colectadas
mientras se alimentaban de vacas clTnicamente infectadas en Colombia (7), como asf
también aislamiento de cepas tipo Indiana de flebdtomos en Panamad, informado por
Shelokov y Peralta en 1967. Es posible que en algunas ocasiones, el aislamiento de
cepas de virus de 3caros 6 de familias de flebGtomos 6 similidos no signifique nece-
sariamente que estos artrdpodos sean vectores en la naturaleza. Por otro lado, en
Trinidad hay trabajos que demostraron que hay roedores que portan el virus Cocal, lo ‘
que se basd en un aislamiento a partir de un roedor salvaje, de acaros colectados del
mismo roedor, y de la demostracién de anticuerpos en roedores,

Pero los numerosos aislamientos de VSV realizados en similidos y mosquitos,



édémés de la multiplicacidn viral y la transmisidén experimental por picadura, no de-
jan mucha duda que en la mayorTa de los casos, los animales se infectan en la natura-
leza por picadura de artrépodos (6, 7, 31).

Sin embargo, aln existen muchos interrogantes acerca de la ecologia de los
virus de este grupo y del conocimiento del ciclo basico de la infeccién.

En lo que concierne a las infecciones experimentales, ellas ocurren en
vertebrados, embriones de pollo, artrdpodos y cultivos celulares.

Los virus del grupo Estomatitis Vesicular son epiteliotropos en la natura-
leza y neurotropos cuando se inoculan experimentalmente.

Estomatitis Vesicular Indiana, inoculado en ratones de 1 a 4 dfas de edad
con una dosis de 0,025 ml de una suspensidn de virus 165 por ml via intracerebral (i.c
6 0,1 ml via intraperitoneal (i.p.) les produce encefalitis y mueren en 4 a 5 dfas po
teriores a la inoculacidn. Lo mismo ocurre inoculando ratones de 3 a 4 semanas, con
0,03 ml via i.c. Con la inoculacidn i.p. de 0,] ml.responden formando anticuerpos.

El criceto de dos dias, inoculado con 0,02 ml via i.p. muere en 1 a 2 dfas.

Cobayos destetados inoculados con 0,03 ml de virus via intradermoplantar
evidencian vesiculas en ese lugar a los 2 6 3 dias, y si se inoculan con la misma
cantidad pero via i.c., mueren en 4 a 5 dfas. (7).

En 1971, Miyoshi y colaboradores realizaron estudios neuropatoldgicos vy
de inmunofluorescencia de encefalitis experimental en ratones, post inoculacidn in-
tracerebral e intranasal. La primera produjo minimos cambios neuropatoldgicos, gran
distribucion de antigeno viral y cantidades importantes de virus infectivo en tejido
cerebral, El antigeno de VSV se encontrd inicialmente en células cercanas del siste-
ma ventricular, involucrando mas tarde a casi todas las partes del cerebro. Posterior
mente a la inoculacidn intranasal aparecieron primero lesiones necréticas y antigeno
de VSV en los bulbos olfatorios, 16bulo piriforme e hipocampo. Al igual que rabia, otrc
miembro de la familia Rhabdoviridae, los virus del grupo Estomatitis Vesicular parecer
replicar primariamente en los citoplasmas de las neuronas (32).

Muchos mamiferos salvajes desarrollan infeccidn inaparente y anticuerpos
subsiguientes a la inoculacidn subcuténga.

La mosca de las. arenas (Lutzomia trapidoi) se infecta oralmente, produce

multiplicacién viral y transmisidn transovarica de VS| 3 a 6 dTas mas tarde; su posi-



ble rol en la transmisién natural del virus a otras especies animales es discutida
(33).

También se encontraron anticuerpos para Indiana en animales arboricolas
y semiarboricolas. en Panamd (34).

La inyecci6n intratordcica de virus en mosquito Aedes aaegypti, va segui-
da de multiplicacidn viral, siendo la glandula salival el lugar mas apto para mante-
nerlo,

Tesh y colaboradores demostraron la transmisidn transovarica de VS| en mos-
quitos, lo que explicaria como el virus es mantenido en la naturaleza sin huéspedes
vertebrados, pero la proporcién de la transmisidn transovarica es baja (35).

VS| replica y produce accidn citopatogénica (ACP) en numerosas 17Tneas ce-
lulares humanas, de animales mamiferos y aves, y también puede crecer en varias 17~
neas celulares de insectos sin producir ACP (7).

En lo que a virus Cocal se refiere, cuando se inocula a ratones cualquiera
sea su edad, mueren; inoculados cuando tienen de 1 a 4 dfas de edad con 0,02 ml de
virus en suspension 10_7 por ml, via i.c., mueren a los 2-3 dfas; 0,03 ml de virus

10 2 via i.p. los mata en 3 a 5 dfas. Ratones de 3 a 4 semanas, con 0,03 ml de viru
10-7 via i.c., mueren a los 3 a 5 dias, mientras que 0,2 ml de virus 10-3’2 via i.p.
bs mata en 4 a 10 dfas.

En los ratones, produce destruccidn de las células del canal épendimal de
1a médula espinal con pronunciada cariorrexis.

Embriones de pollo de 10 dfas, inoculados via alantoidea, amnidtica 6 en

’
‘saco vitelino, mueren.

Los cobayos inoculados via intradermoplantar, desarrollan lesiones vesicu-
lares y anticuerpos.

Es capaz de producir ACP en lTneas celulares tales como Hela, de rifidn bo-
vino, cultivo de tejidos de embriones de pollo, BHK-21 y MK.

La inoculacidn por puncidn en varias especies de mosquitos (Anopheles, Cule
por ejemplo) permite la posterior transmisidn por picadura.

Aedes aegypti alimentados sobre murciélagos infectados fueron capaces de

transmitir el virus a ratones lactantes.

Estomatitis Vesicular New Jersey, inoculado a ratones de 1 a 4 dfas, con



0,03 ml de virus ]0'6 a ]0-8 por ml via i.,c., produce muerte en 2 a 3 dias. Ratones
de la misma edad inoculados via i.p. con 0,1 ml de igual concentracidn de virus,
mgéren también a los 2 6 3 d7as. Ratones de 3 a 4 semanas, inoculados con 0,03 ml
via i.c., mueren en 2 a 3 dias; si la via es i.p., responden generando anticuerpos.

Cricetos de 2 a 3 dfas, inoculados via subcutdnea (s.c.) con 0,1 ml de
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virus 10 ° a 10 , mueren en | 6 2 dias. Cricetos de 6 semanas, inoculados por igual
via e igual dosis, responden con formacién de anticuerpos. Si se instila intranasalmen
te virus en criceto adulto, muere en 5 6 6 dfas.

Cobayos y hurones adultos inoculados via intradermoplantar requnden con
formacion de vesiculas en el mismo sitio.

Son susceptibles muchos mamfferos salvajes y desarrollan infeccién inapa-
rente y anticuerpos subsiguientes a la inoculacidn subcutanea. .

VSNJ puede multiplicar en embriones de pollo; precisamente la cepa Hazelhurs
fué aislada en huevos embrionados de gallina, de 10 dTas.

Este virus ocasiona ACP y formacidn de placas luego de 2 &6 3 dias posterio-
res a la siembra en lTneas celulares como fibroblastos de pollo (CF), Vero (células
renales de mono verde) y BHK-21, HelLa, PK 13 (rifién de cerdo), entre otras (1,7).

En las células PK 13, el principal sitio de maduracidon son las membranas
vacuolares intracitoplasmaticas; en cambio, para las células L y Vero, es la mem-
brana plasmatica (36).

Respecto a las células HeLa y BHK 21, el virus madﬁra en sus membranas
vacuolares intercelulares y en la membrana plasmatica. Los ribosomas de células
BHK 21 estarTan Tntimamente asociados con las nucleoproteinas de VSV, especialmente
aquellas que estadn en las vesTculas citoplasmdticas & en las invaginaciones de la
membrana plasmatica (37).

Otra de las lineas celulares usadas con buenos resultados para producir
virus del grupo Estomatitis Vesicular es la MDBK (rifién de bovino) con adicidn de
suero completo humano y fetal de ternero (38).

Los cultivos celulares en monocapa de embrion de pollo inoculados con
VSV producen pérdida de inhibicién por contacto, cambios morfolégicos, focos de

transformacidn y células multinucleadas; estos cambios rapidamente desembocan en

degeneracién celular, al bLto. & 5to. dfa (39).



Un andlisis detallado de la relacidn VSV-células L revela la presencia
de la nucleocapside viral en una fraccion soluble del citoplasma de la célula huds-
ped. La membrana aislada de estas células contiene protefnas de envoltura viral.
Posiblemente, VSV penetra por la fusion de las membranas viral y celular, seguida
por la liberacidon de nucleoproteinas en el citoplasma (40).

También se informé crecimiento sin ACP en 1Tneas celulares de mosquitos
Aedes aegypti y Aedes albopictus. Ademads, cuwando se inoculan Aedes aegypti via in-
tratoracica hay subsiguiente multiplicacidn y es capaz de tr;nsmitir el virus por
picadura. En la glandula salival tiene el lugar mis apto para mantener viable el
virus (1, 6, 7).

También Mason informa experimentos con t3banos y mosquitos, quienes acep-
taron el virus y lo transmitieron por cortos periodos a huéspedes de laboratorio,
pero a juzgar por el corto perfodo de infectividad (3 dfas), puede tratarse de trans-
misién mecadnica y no bioldgica (6).

Por otra parte, la inoculacidén &6 frotado de virus en mucosas bucales con
abrasiones, y en la piel del rodete coronario 6 de los pezones de bovinos ocasiona ra
pidamente lesiones tTpicas mientras la inoculacién en otros sitios sdlo puede inducir
la formacidén de anticuerpos; en cambio, por piel intacta, la infecccién no ocurrid
(40).

En los cerdos, la enfermedad puede difundirse por contacto. Inoculado el
virus via endovenosa, produce lesiones en las patas y el hocico. Pero en general,
son susceptibles por diversas rutas de inoculacidn, y con dosis no mayores que las
necesarias para infectar bovinos (6, 41, 42).

Las carnes contaminadas con virus del grupo Estomatitis Vesicular pueden
.producir lesiones a través de la piel y la mucosa bucal escarificadas, pero es impro-
bable que la infeccibén pueda ocurrir via digestiva (43). Adn antes del desarrollo
de vesiculas, es posible hallar virus activo en saliva; es decir, antes de man{fes—
tar los sTntomas, ya eliminan virus por saliva.

El'perToHo de incubacidn por la inoculacidn experimental de VSV a bovinos,
generalmente es de 2 a 5 dfas, apareciendo vesiculas en el lugar de la inoculacién;
es raro que el proceso generalice con la formacidn de vesiculas secundarias (6).

Antigénicamente consideradas, las dos especies mayores (VSI y VSNJ) se di-
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ferencian por falta 6 muy poca relacién cruzada en pruebas de neutralizacién de in-
fectividad (44). Dentro de un mismo tipo, se sabe que Cocal se relaciona por Fija-
cion de Complemento (FC) y Neutralizacién (NT) con Indiana, pero no cruza con VSNJ (1

Los dos subtipos del tipo New Jersey, representados por toncan y Hazelhurst
fueron establegidos, comparando en las cepas cuatro parametros: neutralizacién cruza-
da de infectividad, hibridacidn cruzada de sus RNA, mapeado de los oligonucledtidos
del RNA del viridn e interferencia heterotipica por interferdn defectuoso (45).

Y en b que se refiere a respuestas seroldgicas de los animales expuestos
a'estos virus, en los equinos y bovinos experimentalmente infectados con VSNJ y VS|,
los titulos de anticuerpos fijadores de complemento (FC) aparecen luego de la primer
semana posterior a la inoculacion pudiendo detectarselos durante unos meses mas vy,
en algunos casos, hasta 1 6 2 afios después. Los titulos de anticuerpos neutralizan-
tes (NT) también se pueden demostrar a la semana posterior a la inoculacién, vy sue
len persistir por mas de 8 afios. Es notable que en 30 a 60 dTas luego de recuperarse
de la enfermedad, muchos animales puedahser reinfectados experimentalmente con la mis
ma cepa de virus, con aparicidén de caracteristicas clfnicas, a la vez que sus anti-
cuerpos tengan tTtulos significativos (6).

En los casos en que existen caidas y elevaciones de los titulos de anti-
cuerpos a través de varios afos, la explicacidn se daria por la persistencia del
virus en el huésped y por periddicas activaciones y suBsecuentés retiradas del mis-
mo a sus focos crénicos (46).

Los virus del grupo Estomatitis Vesicular son capaces de producir hemoa-
glutininas dependientes de pH y temperatura; Arstila y colaboradores, en 1968, pro-
dujeron hemoaglutininas en cultivo de cé&lulas BHK-21 para VS|, usando como medio u-
na solucidén salina ba}anceada enriquecida con albimina bovina al 0,4 %, sembrando

4

el virus en la dilucién 10 .

Las condiciones 6ptimas de hamoaglutinacidén se dan en frio, con pH 3cido,
de alrededor de 5,8 (47).

Otra técnica seroldgica util para tratar de identificar antigenos en epi-
telios enfermos, es la inmunofluorescencia (1).

En lo que se reflere al uso de vacunas, las mismas han sido experimenta-

les. En Guatemala, se vacunaron vacas lecheras con una vacuna preparada en huevos



embrionados, con ambos serotipos (VS| y VSNJ). Consistia en flufdo alantoideo in-
fectado y férmolado (virus muerto) y los resultados fueron buenos (48).
Asimismo, durante una epidemia de Estomatitis Vesicular, la administra-
cion de virus vivo tipo New Jersey, redujo notablemente los casos de enfermedad
en bovinos lecheros (6).
Respecto a la situacidn en Argentina, la primera vez que la enfermedad
fué descrita clTnicamente en este pafs fué en 1939, y lo hizo Baudou en equinos (49).
En noviembre de 1963, Wolfsteller comunica casos clinicos de Estomatitis
Vesicular en equinos en el partido de Salto, Provincia de Buenos Aires, comprobando-
se lesiones vesiculares y en algunos casos, ulceradas en la mucosa bucal, lengua,
ollares, labios y miembros; los enfermos estaban abafidos, con ptialismo y en algu-
nas oportunidades, hasta con inflamacién de ganglios submaxilares. Posteriormente,
GarcTa Pirazzi y colaboradores aislaron el virus a partir del epitelio lingual de un
equino enfermo. E1 virus resulté ser idéntico al subtipo Cocal del tipo Indiana.(5, 8
Es sabido que Estomatitis Vesicular es una infeccidén que produce sinto-
mas clTnicos indistinguibles con los de Fiebre Aftosa, siendo Argentina un pafs en-
démico para esta Gltima. Esto, mas algunos fracasos de la vacunacidn antiaftosa mo-
tivaron este trabajo, orientado a la blsqueda de una supuesta accion de los virus

de Estomatitis Vesicular en el centro sur de la Provincia de Buenos Aires.,
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MATERIAL Y METODOS

Area geogrifica y laboratorio donde se realizd el trabajo: comprende el partido de

Tendil, situado en el area centro-sudeste de la Provincia de Buenos Aires, Repiiblica
Argentina, y cuenta con una superficie de 493 500 hectareas.

Es zona esencialmente de produccidén agrfcola-ganadera, con 366 647 cabezas
de ganado bovino, en el afio encuestado (1979).

El clima en la estacidn calida permite gran profusidn de artrdpodos (mosqui
tos, moscas, tabanos, etc ); existen sierras bajas integradas al sistema serrano de
‘Tandilia; hay aguadas naturales (arroyos), varias especies de roedores silvestres
y lluvias moderadas todo el afo.

Ademds, afio a afio se registra gran cantidad de casos de Fiebre Aftosa, cu-
yo cuadro clinico es indistinguible con el de Estomatitis Vesicular, afeccidn esta
Gitima de la que ya hay antecedentes en el pais, aunque no en la especie que nos
ocupa (5, 8).

El presente estudio se realizd en el laboratorio de Virologia, situado
en la Seccidén Chacras (Avenida Don Bosco y Japdn) de la Facultad de Ciencias Vete-
rinarias de la Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires, a
unos 7 km de la ciudad de Tandil.

Los lugares muestreados fueron 13 en total; los mismos corresponden,
segin el tipo de explotacidon, dos a cabafas, ocho a tambos, y tres a rodeos genera-
les para cria y/o invernada.

La ubicacidén geografica del partido, la divisidon arbitraria para su estu-
dio y lugar de los establecimientos encuestados se observan en la figura 1, que ya
fuera publicada en un trabajo realizado en este Centro (50) y que es el modelo usado

para encuestas seroldgicas de bovinos de nuestra zona.

Sueros encuestados: se recolectaron para propdsitos miltiples, 1279 muestras de

sangre bovina en el transcurso del afio 1979, desde el 6 de abril al 21 de noviembre.

En la tabla 3, se observa la cantidad de animales por zona encuestada,

niimero por establecimiento y tipo de explotacion.

En la tabla 4, se aprecia el nimero de animales discriminados’ por edad

y sexo.



La sangre se obtuvo mediante puncidn yugular con una aguja esteril por
cada animal, desinfectando antes la zona con alcohol y algoddn., Se colectaron unos
20 ml de sangre por individuo en tubo de ensayo esteril.

Una vez en el laboratorio, se separaron los coadgulos de las paredes del
tubo, se dejaron a temperatura ambiente 24 horas, y después se centrifugaron;
los sueros se almacenaron en envases plasticos con tapa a rosca y se rotularon para
integrar el banco de sueros, que ademds, incluye muestras de otras especies ani-
males y de humanos. La incorporacidon de los sueros al banco del laboratorio se
acompaiid de los siguientes datos: fecha de extraccién, especie animal, raza, sexo,
edad y ubicacion del suero en congeladora. El almacenamiento para su conservacidn,
se efectué a -20°C.

Asimismo, detalles del establecimiento, aspectos clinicos de los anima-

les y otros datos de interés, se registraron en hojas adicionales correspondientes.

Virus usados: cepas de referencia: se obtuvieron dos semillas procedentes del Cen-

tro Mundial de Referencia para Arbovirus (YARU) enviadas gentilmente por el Doctor
Jordi CASALS.

Una de ellas es la cepa Hazelhurst, subtipo hombnimo del tipo New Jersey;
la otra es la cepa SHNM, subtipo Indiana del tipo homdnimo.

Las cepas se recibieron liofilizadas, consistentes en 10% de cerebro de
ratén lactante infectado en 7,5% de albimina bovina, 0,5 ml cada una.

VS| provenia del pasaje 7, mientras que VSNJ del pasaje 4 en cerebro
de ratdn lactante.

Una vez rehidratadas en solucién tampdn de fosfatos pH 7,2 mas 0,75% de
albimina bovina, se constatdé la viabilidad de ambas semillas por inoculacidn a
ratones recién nacidos, continuando con sus pasajes en cerebro de ratdn lactante.
Primero se trabajd con VS| y una vez realizada la provision de virus, antfigeno vy

antisueros, se abrio la semilla Hazelhurst,

Sueros patrones:del Centro Mundial de Referencia para Arbovirus de la OMS, se

recibieron los sueros patrones correspondientes a las cepas de Estomatitis Vesi-
cular, para comprobar su identidad. Llegaron todas liofilizadas con identifica-
cidn de nimero de catilogo del Servicio del Instituto Nacional de Salud de Esta-

dos Unidos (NIAID, 1978-1979) (51).
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Antigenos: fueron preparados en nuestros laboratorios. Cada una de las semillas se
inoculd en ratones lactantes (0 a 5 dfas) con 0,02 ml por via i.c. de una suspensidn
de virus en solucion tampdon de fosfatos pH 7,2 mas 0,75% de albimina bovina. A las
24 horas posteriores a la inoculacidén, se cosecharon enfermos y/o recién muertos vy
sus cerebros fueron extrafdos para obtener el antfigeno.

Los cerebros fueron procesados por el método sucrosa-acetona de la siguien-
te manera: se multiplicé por 4 el peso de los cerebros para calcular la cantidad de
sucrosa al 8,5 % que debTa agregarse. Se homogeneizaron los cerebros con la solucidn
de sucrosa y se midié su volumen.,

Con jeringa y aguja se goted el homogeneizado sobre una cantidad 20 veces
superior de acetona frfa, mientras se agitaba suavemente. Se dejo sedimentar y lue-
'go se elimind la acetona la cual quedd lechosa por la presencia de 17pidos precipi-
tados del cerebro; después, se agregd un volumen de acetona fria igual al extrafido.
Sevdejé una hora para que el precipitado se disolviese, ayudando con una varilla de
yidrio a reducirlo a polvo. Se dej6é sedimentar y se descartd la acetona. El sedimen-
to se secd en la bomba de vacio. El desecado fué hidratado con solucién fisiolégica,
empleando 0,4 ml por cada ml de homogeneizado original y se guardd a Lkec; al dia
siéUiente, se centrifugd durante 30 minutos a 5000 rpm. EI angfgeno es el sobrena-

dante, y fué quardado a -70°C, debidamente envasado y rotulado. Toda la operacidn

fué realizada en frio y con materiales estériles (52).

Control de sistema: inmunosuéros: para la preparacidon de inmunosueros se usd la

técnica clasica de arbovirologia en donde se sustituye el suero de ratdn inmune
por el fluido ascitico inmune producido en ratones adultos con el fin de obtener
el sistema homblogo para determinar anticuerpos FC y NT (53).

Para obtener flufdo ascitico, se inoculd Sarcoma 180 en la cavidad peri-
toneal de ratones previamente inmunizados con cada uno de los virus en estudio.
Para esto, se prepard una suspension de cerebros de ratones lactantes infectados con
VSNJ (Hazelhurst) al 10% en solucién fisioldégica esteril, y se inactivd con Beta-
propiolactona durante 60 minutos a 37°C. Se inocularon ratones adultos con dos inyec-
ciones de 0,3 ml cada una por via i.p. y espaciadas 21 dfas; al dia 229 se inoculd

por la misma via, 0,2 ml de Sarcoma 180 fresco, recién extraido. A partir del 7mo y

hasta el 1lvo dia posterior a la inoculacidén del Sarcoma, se cosecharon ]os fluidos

|
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asciticos provocados por el tumor, dejandose coagular; luego, se centrifugaron
durante unos 15 minutos a 2000 rpm; el fluifdo sobrenadante fué 1lamado INMUNOSUERO.

Para hallar los tTtulos homdlogos FC se realizaron reacciones en damero
con diluciones crecientes de sueros y antigenos, comenzando de |:4 con ambos.

La cepa VSNJ (Hazelhurst) obtuvo un tTtulo FC de 32/102L4, donde el numera-
dor de la fraccion indica la dilucidén maxima positiva de suero y el denominador la
dilucién maxima de antigeno que reaccionara con tres & mas cruces,

Con el serotipo Indiana, la preparacidon de los sistemas homélogos fué se-
mejante, siendo los titulos FC de 128/1024.

La identidad de los virus se probd y confirmd por FC frente a sueros pa-

trones enviados por el Centro Mundial de Referencia para Arbovirus de la OMS.

Fijacidon de Complemento

Diluente: se prepard una solucidén tampdn de veronal, compuesta por acido dietil bar-
bitdrico (Barbital), barbital sédico, cloruro de sodio, cloruro de magnesio y cloru-

ro de calcio en agua destilada, como es rutina en arbovirologia (54).

Complemento: para obtenerlo, se sangraron cobayos por la via intracardfaca. Se esperd
a que se retrajeran los coagulos manteniendo los tubos en frio, y luego se separaron
los sueros antes mezclados uniformemente y se fraccionaron en tubos en cantidades de
1 ml; luego fueron rotulados como complemento con nimero de tanda asignado, fecha de

obtencidn, para almacenarlos a -70°C hasta el momento de usar,

Hemolisina: se obtuvo de la siguiente manera: se extrajo sangre de un ovino adulto
en solucidn Alsever, la que est3 compuesta por dextrosa, citrato de Na, 3cido citri-
co y cloruro de Na en agua destilada; esta solucidn es un medio adecuado para impe-
dir la coagulacidon de los glébulos rojos, como asi también para su conservacion,

Los gldbulos rojos fueron colectados en la proporcidén de 2 a 4 partes por
cada 10 ml de soluciodn,

Luego de 24 horas a 4°C en heladera, se los centrifugd durante 10 minutos a
'2000 rpm para eliminar el Alsever, quedando sdlo los gldbulos rojos; luego, a éstos se
los lavd tres veces en solucidn fisioldgica centrifugando cada vez 10 minutos a 2000
rpm para obtener una concentracidn final del 30% en solucidn fisioldgica.

Posteriormente, se dieron tres inyecciones de los gldbulos rojos asT pre-
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parados a un conejo adulto, espaciadas 7 dias, siendo de 5 ml via endovenosa las dos
primeras y de 10 ml via intraperitoneal la tercera.

A los 7 dias después de la Gltima inyeccidn se extrajo sangre del conejo,
operacion que se repitid tres veces mas, con espacios de 7 dfas.

Se separé el suero luego de cada sangrfa y se midieron sus tftulos hemoli-
zantes para g]ébu]os rojos ovinos, Para determinarlos se hicieron 10 a 12 diluciones
dobles de hemolisina (también 1lamada amboceptor), partiendo de una dilucién 1:100; s«
tomaron partes iguales de cada dilucidn y se les colocd partes iguales de glébulos ro-
jos de ovino al 2,5% (tal como se usaron en FC). Los tubos se dejaron a temperatura
ambiente durante 15 minutos; luego se les agregd complemento diluido 1:30 & 1:40
’(que representaba un exceso de complemento); se agitaron manualmente y se colocaron
alBaﬁo MarTa durante 30 minutos.

La dilucién mas alta de hemolisina capaz de dar hemdlisis completa es el
titulo de la misma, representando una unidad hemolTtica. Los resultados indicaron
que debTa ser usada dilufda 1:600 y 1:800, primera y segunda tanda respectivamente
para que en la FC hubiera dos unidades hemolTticas presentes. Fué debidamente enva-

sada, rotulada y luego almacenada a -70°C.

Gl6bulos rojos de ovino: fué usado el mismo procedimiento de recoleccidon y lavado

descrito antéeriormente, aunque fueron llevados a una concentracidon final del 10%
en solucidn fisiolbgica y en el momento de usar se llevaron al 2,5% en el diluente
para FC, Se usaron varias tandas ya que los gldbulos en Alsever no se guardaban por

mas de tres semanas, y lavados en solucidn fisioldgica al 10%, no mas de una semana,

Reaccidon de FC:para titular el complemento se mezclaron cantidades decrecientes del

mismo con cantidades crecientes de diluente; de acuerdo a técnicas ya establecidas
(54), a partir de estas diluciones madres de complemento se hicieron titulaciones
preliminares en tubos para determinar la dilucion a usar en las pruebas que son de
dos unidades FC.

Los sueros fueron probados en microplacas plasticas con fondo en U, de
modo que con cada uno de ellos se efectuaron tres diluciones dobles comenzando de
1:4; cada suero se enfrentd al antigeno VSNJ (Hazelhurst) preparado con el método
sucrosa-acetona descrito, el que fué usado en la dilucién 1:128. Adem3s, se utili-

zaron dos antigenos de cerebros infectados por virus antigénicamente no relaciona-
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dos pero provenientes de la misma colonia de ratones, también tratados con sucrosa-
acetona. Por Gltimo, una cuarta fila con diluente para control de anticomplementa-
riedad de suero.

Entre los sueros se incluyeron los experimentales controles de los siste-
mas homdlogos correspondientes.

Una titulacion similar a la preliminar pero llevada a cabo en las placas
plasticas se hizo simultdneamente en cada reaccién para titulacidn final de comple-
mento, en donde también se usd la dilucidn madre para titulacién frente a cada uno
de los antTgenos utilizados en la prueba, en la concentracién maxima de cada uno de
ellos.

Las mezclas suero-complemento-antigeno se incubaron durante la noche a
.5°C; al dia siguiente, se colocaron las microplacas a temperatura ambiente por 15
minutos. Después, se colocbd la mezcla hemolTtica que habTa sido sensibilizada durante
15 minutos a 37°C{ las placas fueron puestas enel agitador por espacio de tres minutos
y se incubaron a 37°C durante 30 minutos. Luego, se agitaron nuevamente y se llevaron
a 4°C hasta el momento de su lectura, que se realizd sobre visor con espejo apropiado.

Para considerar positiva una reaccién debe tener 3 6 4 cruces de positivi-
dad (de 75 a 100% de glébulos rojos sin hemolizar), siendo negativos los valores res-
tantes.

‘Los sueros que resultaron positivos en la prueba panordmica antes descrita
y los que reaccionaron con una 6 dos cruces & que resultaron anticomplementarios en
una 6 dos diluciones, fueron probados otra vez para esclarecer la situacidn; esta vez
la reaccidn se hizo en damero, es decir, diluciones crecientes de suero frente a di-

luciones crecientes de antfgeno, comenzando de 1:4 para ambos.
g

Neutralizacidén: para esta prueba, se necesitaron la semilla, el suero homblogo, los

sueros problemas y un hu@sped susceptible de laboratorio donde averiguar la presencia

6 no de neutralizacidén del virus.

Semilla: se tomaron ambas cepas en diferentes dias de trabajo, SHNM y Hazelhurst, vy
se procesaron del siguiente modo: se colocaron 20 cerebros de ratd lactante infectado
en un homogeneizador junto con 18 ml de tampdn de fosfatos pH 7,2 mas 0,75% de albd-
mina bovina. Una vez homogeneizados, se centrifugaron en frio durante 30 minutos a

10000 rpm. El sobrenadante fué fraccionado de a 0,5 ml y debidamente acondicionado



se guardd a -70°C.

Sueros homélogos: eran los mismos que fueron usados como controles en las pruebas

de FC.

Huésped: se utilizaron ratones adultos (de 4 a 8 semanas), puesto que la inyeccidn
i.c, de los virus del grupo VSV, les produce la muerte. Se usaron ambos sexos, traba

jandose por separado con cada una de las cepas.

Titulacidn de las semillas: se hicieron diluciones de la semilla en solucidn tampdn

de fosfatos con bpa 0,75%, desde 10-] a 10_10, y se inocularon grupos de 4 ratones

por dilucién, con 0,02 ml por via intracerebral y se observaron diariamente por una
semana registrando las muertes producidas. La titulacidn se hizo por el método de
Reed y Muench y los titulos alcanzados fueron de 10_6 para VS[{SHNM) vy 10_8 para
Hazelhurst por cada 0,02 ml de inbculo. Se emplearon 100 DL50 de cada una de las

cepas consideradas para las pruebas de neutralizacidn.

Prueba de NT: esta prueba se aplicd para los sueros que dieron resultados positi-

vos y sospechosos en las pruebas de FC, como asT también para los sueros provenien-
tes de animales igual 6 mayores de 12 afios, los que por su edad habrian estado ex-
puestos mas tiempo a los virus del grupo VSV en caso de existir en la zona. Los
mismos se emplearon sin diluir ni inactivar.

Para buscar anticuerpos neutralizantes en los sueros problema se mezcld

cada suero con 100 DL_. del virus correspondiente y las mezclas virus-suero fueron

50
,iﬁcubadas a Bafio Marfa 1 hora a 37°C. En cada prueba se usaron tandas de 10 a 25
sueros a analizar en donde se incluyeron los controles respectivos de sistema y de
titulacion.

Con cada mezcla virus-suero o virus-diluente en caso de titulacidn, se
inocularon 4 ratones, se observaron diariamente durante 7 dTas, aidn cuando las muer-
tes se produjeron generalmente entre el 2do y 5to dfa posteriores a la inoculacidn.

Segln muriesen 1, 2, 3 6 4 ratones, se considerd 25%, 50%, 75% 6 100% de

mortal idad respectivamente, y se dan como positivos para neutralizacidn aquellos

sueros que protegieron 50% & mas.

Inmunodi fusidn: para realizar las pruebas de inmunodifusién (1D) se siguid la

ténica descrita por Coggins y Norcross (Cornell Vet. Abril 1970) para Anemia In-

fecciosa Equina (55), en lo que se refiere a concentracién de agar y soluciones
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tamponadas ya que el‘antTgeno y el suero control corresponden a VSNJ y VS| y son los
mismos que ya describiera para las pruebas de FC.

Para llevar a cabo estas reacciones se usaron los siguientes elementos:

Antigenos: se usaron los preparados con el método sucrosa-acetona ya descritos, con

cerebro de ratones infectados con las cepas de VSV en investigacidn,

Sueros controles: fueron utilizados los mismos que para las reacciones anteriores;

es decir, fluidos asciticos preparados en ratones.

Sueros investigados: fueron los mismos que se usaron en las pruebas de neutraliza-

cion, sumando en total 92 sueros.

Solucién tampdn: se prepard con (OH) Na y H_.0.B (hidréxido de sodio y acido béri-

303

co) en agua destilada, resultando con un pH aproximado de 8,6.

Placas de agar: se efectuaron dos soluciones de agar noble, al 1% y 2% respectiva-

mente, en la solucidn descrita.

Se utilizaron placas plasticas estériles de 4,5 cm de didmetro, en cada
una de las cuales se colocaron 2 ml de agar al 2% para obtener una capa de 1,3 mm de
altura. Una vez endurecido el agar, se les virtid encima 3 ml de agar al 1%, dejan-
dose enfriar con la tapa corrida para permitir el escape de vapor. Se colocaron unas
dos horas a 4°C en la heladera y luego se cortaron con el molde metdlico que tiene
7 circulos de-los cuales uno es central. Cada circulo del sacabocados tiene 8 mm de
didmetro y una separacion de 3 mm entre ellos. Cuando se hicieron los cortes se tuvo
la precaucidn que el corte sdlo interesara la capa de agar al 1%, El agar cortado

fué extraTdo con una espatula roma.

Reaccidon de ID: antes de efectuar la encuesta seroldgica con los sueros sospechosos,

ge comprobd el buen funcionamiento del sistema colocando 0,1 ml de los antfigenos pu-
ros correspondientes en la excavacidn central, En las excavaciones laterales, se co-
locaron los sueroslhomélogos correspondientes puros y diluidos en la solucién tam-

pén 1:2 y 1:4, También se enfrentaron los sueros asi diluidos con antigeno hecho con
un virus antigénicamente no relacionado y otro con cerebro de ratdn normal, ambos ex-
traidos también con sucrosa-acetona, para asegurarse de esta manera la especificidad

del antigeno. Comprobada la bondad del sistema,la formacibn de las lineas de precipi-
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tacién fueron observadas con los sistemas homdlogos y no con los controles normales
en 24 a 48 horas aunque las lecturas se extendieron por mas seguridad hasta 72 horas
Se considerd aceptable el sistema para ser aplicado a los sueros bovinos a investi-
gar corresnondiendo las mejores bandas a los antigenos y sueros no dilufdos.

Luego, se procedid a probar los sueros problema (los mismos que se usaron
en las reacciones de NT) con los antTgenos SHNM y Hazelhurst, colocando para esto,
los antigenos puros en los pocillos del medio. En las excavaciones laterales se co-
locaron alternadamente los sueros homdlogos puros y en las excavaciones restantes
los sueros problema, todos en cantidades de 0,1 ml por pocillo, probandose de este

modo 3 sueros por placa. Todos los sueros problema fueron probados también frente

a iqual antTgeno realizado con cerebro de ratdén normal.

RESULTADOS

Pruebas de FC: de los 1279 sueros bovinos encuestados frente a la cepa VSNJ(Hazel-

hurst) en la prueba panoramica, 18 reaccionaron parcial & totalmente con el antigenc
considerado, por lo cual fueron reanalizados en damero y en todos los casos los
resul tados fueron confirmados, pero consideramos nositivos s6lo aquellos que dieron
FC con 3 6 mas cruces en diluciones de 1:4 & superiores v estos son 7 sueros cuyos
titulos oscilaron de 1:4 a 1:8 (ver tabla 5), pues los restantes siquieron conser=
vando sélo vestigios (menos de 3 cruces). Fs decir, que de los 1272 sueres analiza-
dos, sélo 0,55% (7/1279) resultaron positivos por FC.

De estos 7 sueros positivos, 3 correspondian a terneros de | mes de la
zona A de un establecimiento (lugar b) que acababa de tener una epizootia a etio-
logTa no identificada en terneritos. Adem3s, si bien habTan nacido en Tandil, eran
hijos de vacas procedentes de San Antonio de Areco (Provincia de Buenos Aires)

y por la edad de estos terneritos, no estamos en condiciones de saber si los
anticuerpos provenian de sus madres 6 si fueron adquiridos activemente. Y es'wy
fueron los 3 Gnicos positivos de la zona A, en donde el porcentaje de positividad
alcanzd al 2,52% (3/119).

En la zona D, s6lo hubo un animal de 1 afio positivo en el lugar f, lo
que significa el 0,16% de positividad (1/608); mientras que en la zona C fubo 3

animales positivos en el lugar d, 2 de 3 afios y uno de 4 afios, que representa
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un 0,72% de positividad (3/416).

En la zona B, aque tuvo 136 animales muestreados, no se encontrd ningin
suero positivo, es decir fué del 0%.

Cuando analizamos los resultados de FC con respecto a tipo de explotacidn,
encontramos que los 7 animales positivos eran de tamho v discriminados por sexo,
6 eran hembras vy uno era macho.

En lo que se refiere a la raza, 5 eran Holando Argentino, v el restante
era Pardo Suizo.

Respecto al tipo Indiana, todos los sueros dieron resultados negativos

por FC, tal como se muestra en un informe anterior (54).

Pruebas de NT: se analizaron por esta prueba, 92 sueros, correspondientes a los que

reaccionaron parcial 6 totalmente por FC contra alguno de los dos subtipos de Esto-
matitis Vesicular usados en este trabajo y ademads, sueros negativos por FC provenien-

tes de bovinos aue tenfan 12 6 mas afos de edad. Se hicieron por separado con New

Jersey e Indiana.

Resultados con el tipo New Jersey: del total de los sueros probados por NT contra

virus tipo New Jersey, protegieron al 50% &6 mas de los animales inoculados 11 sueros.
De estos 11 sueros positivos por NT, 5 correspondian a la zona A, uno & la zona B,

y 5 a la zona D. Todos, excepto un ternerito de un mes de la zona A, eran hembras.
Ocho pertenecian a tambo v 3 a establecimientos de cria.

o
3

En el sector A, de los 5 animales positivos, 3 de ellos t2ni

ann edades de
5 meses, b afios y 11 afos, respectivamente. Los otros 2 suercs positivos pertenecian
atemeros de un mes, aue formaban parte de un tamho donde habia habidc uric enizootia
en el area B, uno de 12 afios 9 meses; y en el adrea D, la edad czLi:G d2 2 a 8 afios
de edad y correspondian a un mismo establecimiento de tambo.

En cuanto a raza, 8 eran Holando Argentino y 3 eran fiterdacs Angus.

Otros 36 sueros de los 92 considerados protegieron auna cuarta parte
de los animales inoculados y el resto de los sueros, que eran 45 fieron incapaces

de proteger a ninguno de los animales inoculados (ver tabla 6).

Resultados de N1 con el tipo VS!{SHMM): tamhién se efectuaron bruebas de NT con la
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cepa VS! (SHNM) utilizando los mismos sueros que para VSNJ (Hazelhurst) excepto
uno por haberse agotado {(ver tabla 7).

De los 91 sueros probados, 24 fueron los sueros que protegieron al 50% &
mas de los animales inoculados. NDe estos 24 sueros positivos por NT, 4 correspon-
dian a la zona A, it a 1Ta zona C v 16 a la zona D.

Veinte de ellos eran hembras y los 4 restantes eran machos; 3 de estos {l-
timos pertenecian al lugar c de la zona C v el otro, al b de la A.

En la zona A, las edades eran de 20 dfas, | mes, 5 afios y 6 afos. Los dos
primeros eran del mismo establecimiento (luaar b) que habia tenido una epizootia
en terneritos, tal como se dijo al tratarse los resultados con la cepa VSMJ (Hazel-
hurst) .

En el 3rea C, las edades eran de 1 afio @ meses, 1 afio 8 meses, 1 afio &
meses y 5 afos; los tres primeros eran del mismo establecimiento, lugar c, v el cotro
del lugar d.

En 1a zona D, las edades eran de: uno de 1 afio, 2 de 2 .2fcs, 4 de 3 afos,
el resto eran uno de 4, uno de 5, uno de 6, uno de 7, uno de 8, . i 10, 2 de 12
y otro de 13 afos, respectivamente,

De estos 24 animales positivos por NT, 19 pertenecian a explotacidn
tambo, 2 a establecimientos dedicados la cria v los otros 3 a vabafia,

En lo que respecta a la raza, 19 eran Holando Argentinu v 5 Aberdeen
Angus.

Otros 27 sueros proteagieron a !a cuarta parte de los animales inoculados

y los otros 49 sueros, no protegieron a ninguno de los animales inoculados.

Resultados con ID: bandas de precipitacion fueron ohbservadas Gnicamente en todos

los sistemas homd'onos controles y en tres sueros bovinos tanto contra VS| como
contra VSNJ. Estes 3 sueros bovinos aue presentaron bandas de precipitacidn con
ambos antigenos considerados, también lo hicieron contra cerebro de ratén normal
y con antigeno de cerebro infectado con un virus no relacionado, por lo cual, fueron
consideradas comc handas de precipitacién no esnecificas para VSV.

En resumen, fos 92 sueros analizados por ID fueron negativos contra

ambos serotipos de VSV,
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DISCUSION

Hasta ahora, s6lo sabtamos que un virus del grupo VSV, muy similar al vi-
rus Cocal habfa sido aislado de equinos en la Provincia de Buenos Aires (5, 8). Este
Gltimo, como en latabla | puede apreciarse, es un subtipo de VS| y actualmente sabemos
que dentro del serotipo Indiana existen diferencias antigénicas entre los subtipos,
similares a las que se encuentran dentro de los serotipos de Fiebre Aftosa (5). En
este trabajo, no se tomd como prototipo del Indiana al Cocal, como hubiera correspon-
dido pues no pudimos conseguir la semilla a tiempo, y hubo que limitarse a trabajar
con aquellas que fué posible obtener del Centro Mundial de Referencia, que es el mis-
mo subtipo Indiana para el tipo homdnimo, y el Hazelhurst, para el tipo New Jersey.

A pesar que en un trabajo anterior (56) no pudo demostrarse en bovinos
la presencia de anticuerpos FC para el tipo Indiana, en este trabajo, dosando anticuer
pos neutralizantes que permanecen por mas tiempo en circulacidn, quizas por vida en
los animalesinfectados, s7 fué posible demostrar la existencia de anticuerpos NT
en una muestra seleccionada de 92 sueros, de los cuales 24 sueros fueron capaces de
neutralizar en un 50% 6 m3s a 100 DL50 del prototipo VSI(SHNM), y de estos sueros
cuatro animales de 3 a 13 afios de edad protegieron al 100% de los animales inocu-
lados. Esto habla de la presencia de VS| en el partido en estudio, puesto que estos
animales son nacidos y criados en Tandil. La falta de anticuerpos FC para el mismo
virus nos indicaria que en los dos Gltimos afios, por lo menos, no ha habido activi-
dad de este serotipo, pero es evidente que sT7 la hubo en afios anteriores. Por ID
todo fué negativo porque esta prueba es muy poco sensible cuando se trabaja con vi-
rus transmitidos por artrdpodos.

En lo que se refiere a New Jersey, los resultados indican que alglin subti-
po de este grupo ha estado activo en este Gltimo tiempo, ya que 7 sueros tienen an-
ticuerpos FC aunque en bajo tTtulo para Hazelhurst. Lamentamos no tener en nuestras
manos el serotipo Concan, m3s apropiado que el usado para investigaciones en patologia
bovina.

Si bien es cierto que de los 7 sueros positivos por FC, 3 pertenecen a ter-
neritos de un mes nacidos en Tandil pero hijos de vacas procedentes de San Antonio de

Areco y que estos anticuerpos podrfan ser pasivos dada la edad de los animales, tam-
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bién es cierto que los otros 4 sueros positivos corresponden a animales cuyas eda-
des eran de 1 a 4 afios, Y estos sT fueron nacidos y criados en el partido &é Tandil.
De estos 7 sueros que fijaron el complemento frente a VSNJ, s6lo uno fué positivo

por NT, protegiendo al 75% de los animales inoculados, por lo que suponemos que el
virus responsab[e de estos anticuerpos posiblemente no sea el subtipo Hazelhurst,
sino Concan &6 algin otro todavia no determinado. En cambio, hubo otros diez sueros
aparte del mencionado que sin tener anticuerpos FC, sT tuvieron anticuerpos NT, vy

de estos diez, sOlo dos eran menores de 6 meses (uno de |1 mes y otro de 5 meses),
mientras que el resto tenian edades que oscilaban de 2 a 11 afios, y estas infeccio-
nes pudieron haberse adquirido en cualquier época de la vida de los animales, aunque
no muy recientemente, de lo contrario la FC hubiera resultado positiva. Estos resul-
tgdbs indican que los virus del grupo Estomatitis Vesicular no son exdticos en nues-
tro pals y que la distribucién geografica asignada a los tipos VSNJ y VSI como virus
propios del continente americano, no se aleja de la realidad,.a lo cual debemos agre-
gar que como en nuestro medio no son usadas vacunas contra Estomatitis Vesicular, los

anticuerpos aqui descritos tuvieron que ser adquiridos naturalmente.

CONCLUSIONES

Se han encontrado gnticuerpos NT contra ambos tipos, Indiana y New Jersey
de Estomatitis Vesicular, en bovinos del partido de Tandil y aunque la linea de inves-
tigacidn seguida no permita dilucidar si los virus de este grupo presentes producen
infecciones asintomdticas, actuando como cepas vacunantes 6 son productoras de enfer-
medades vesiculares 6 que clinicamente se confundan con las producidgs por otros virus
reconocidos en la zona, estamos en condiciones de aconsejar se continle con este tipo
de investigaciones, tratando de aislar virus de cuadros compatibles con esta enferme-
dad en animales domésticos y también de posibles vectores (Culicoides, etc.) & reser-

vorios en la naturaleza,
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TABLA 1. GRUPO ESTOMATITIS VESICULAR(VSV): COMPONENTES

Y DISTRIBUCION GEOGRAF!CA

TIPO SUBTIPOS DISTRIBUCION
GEOGRAFICA
IND I ANA Indiana
F- - - - ol Continente
(1) Cocal
- - -=--=---- americano
VSl Alagoas
NEW JERSEY Concan Continente
N ) - :
americano
VSNJ Hazelhurst
PIRY Piry Brasil
CHAND IPURA Chandipura India
_ Iran
ISFAHAN Isfahan Rusia
i Cocal: igual al virus aislado en Argentina de un equino.
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TABLA 2. ESTOMATITIS VESICULAR(VSV): ESPECIES ANIMALES

CON SUSCEPTIBILIDAD COMPROBADA

BOV INOS

TIPO SUBTIPOS HUMANOS EQUINOS SUINOS
Indiana + + + +
O g U 5 S
INDIANA
m L N A M
Vsl Alagoas + + +
NEW
+ +
JERSEY Concan +
(NJ) (5t e e i S
+
VSNJ Hazelhurst +
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TABLA 3. NUMERO DE ANIMALES "POR ZONA, POR ESTABLECIMIENTO

ZONA ESTABLECIMIENTO}# ANIMALES TIPO DE EXPLOTACION
ENCUESTADOS

TOA a 13 tambo
A b L2 tambo
A e 33 cria
A k 31 tambo
B g 95 cria
B i 41 cria
C c 27 cabnfia
o d 289 tambo
o ] 60 tambo
c m Lo tambo
D f 30 tambo
D h 569 tambo
D J 9 cabafia

TOTALES 13 1279
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TABLA 4, NUMERO DE ANIMALES ENCUESTADOS DISCRIMINADOS POR EDAD Y SEXO

Edad en afos y sexo

0<1

143

3<5 5<7 | 7<9 9 <11

N

11

TOTALES

17

29

248

5 (436 | 14 J170 9 (193 2 73

b9

1279

-33_



TABLA 5. SUEROS BQVINOS OUE REACCIONARON POR FC CON VSNJ (HAZELHURST)

ZONA LUGAR EDAD SEXO RAZA FC PANDRAMICA FC DAMERQ TiPO DE EXPLOTACION ]
A b I'm g HA" 8 ﬂ 8 tambo _
m A W b oIm Q HA 4 i 4 | tambo |
A W b m I m 0 HA M b W r.. m tambo

A k S 9 HA L m v q tambo

A b 1 m g HA Loy v tambo

A e  lagm d an v v _ cria

A e 1a6bm & Y N v | crta |
A k | 2a | g HA v v _ tambo _
C d _ 3 a 0 HA 8 8 m tambo m
c d . ha 0 HA 8 8 % tambo |
c d W 3 a Q HA 4 Ut tambo _
C d _ 12 a Q HA y v tambo

C d 7 a Q HA vV v tambo

C d 2 a 0 HA Vv v tambo

C d 2 a Q HA v v tambo

C d 12 a Q HA v v tambo

D f 1 a Q wm»wﬁﬁ b 4 tambo

D f 2 a Q HA v v tambo

.

Lot PUR Y At Ll b
<7

xzo_msao Argentino ,<mmnmom0m Aberdeen Angus Pardo Suizo

o
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TABLA 6. RESULTADOS DE PRUEBAS DE NT CON VYSNJ(HAZEILHURST)

-35.

ZONA LUGAR EDAD SEXO RAZA % PRNATECCIDN TIPO NE EXPLOTACION
A a 17 a Q I>w. 50 tambho
A e 6 a Q AR 75 cria
A e 5m Q AA 50 cria
A b T m Q HA 75 tambo
A b Iom g HA 50 tambo
B g 1239 m Q AA 50 cria
D h 5 a e HA 50 tambo
D 4] 3 a e HA 50 tambo
D h 8 a Q HA 55 tambo
D h 33 Q HA 50 tambo
D h 2 a Q HA 75 tamho
Otros 36 . . . .
cueros varios varios ambos varias 25 varios
Otros 45 varios varios amhos varias 0 varios
sueros L

ot PULN
EAy W

Holando Argentino Aherdeen Angus




TABLA 7. RESULTADOS DE PRUEBAS DE NT CNAMN VS| (SHNM)
ZONA LLUGAR EDAD SEXD RAZA % PROTECCION TIiPQO DNDE  EXPLOTACION
A e 6 a 9 AR” 75 cria
A e 5 a 2 AA 50 cria
A b 20 d 0 HA 50 tambho
A b T m S HA 50 tambo
C c Taam & AA 50 cabafa
C c 1a8m & AA 75 cabafia
C c tabm d AA 50 cabafia
C d 5 a 2 HA £Nn tambo
D h 12 a 0 HA 75 tambo
D h 5 a m HA 50 tambo
D H 7 a g HA 50 tambo
b h 6 a o} HA 50 tambo
D b 3a 0 HA 100 tambo
D h 8 a Q HA 50 tambo
D h 43 o HA 100 tembo
D h 2 a o) HA 50 tambo
D h 3 a s HA 100 tambo
D h 2 a 2 HA 50 tambo
D h 3 a Q HA 50 tambo
D f 1 a o) HA 50 tambo
0 f 3 a 0 HA 75 tambo
D h 10 a ) HA 75 tambo
D h 13 5 9Q HA 105 tambo
D h 12 a ol HA 50 tambo
Otros 27 varios varies ambos varios 25 varios
sueros
Otros 40 varios varias ambos varios 0 varios
sueros

.

Aberdeen Angus

O

x:oﬂmzao Argentino
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